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RESUMEN. De manera general, el trofozoito de Entamoeba his-
tolytica se describe como una célula con alta actividad secretora
pero carente de estructuras-organelos tipo reticulo endoplasmico
rugoso (ERr) y aparato de Golgi (AG). No obstante, la evidencia
bioquimica, molecular y de clonacién in silico de genes, acumu-
lada en los dltimos afios revela que la maquinaria molecular in-
volucrada en la ruta secretoria en eucariotes esta presente en los
trofozoitos amibianos. El proceso de N-glicosilacién de proteinas
no es la excepcion. En este trabajo se describen tanto las reaccio-
nes enzimdticas involucradas en la biosintesis de los monosacdri-
dos como en la obtencién del lipido-oligosacarido precursor, su

INTRODUCCION

Entamoeba histolytica es el pardsito protozoario res-
ponsable de la amibiasis en humanos, enfermedad que
afecta severamente a mds de 48 millones de personas lle-
gando a ser la causa de 70,000 muertes anuales, segin re-
portes de la Organizacién Mundial para la Salud [WHO/
PAHO/UNESCO, 1997]. E. histolytica tiene un ciclo de
vida de dos estadios, sin presentar reservorio animal o vec-
tor de transmisidon. Sabemos que el ciclo inicia cuando una
persona ingiere quistes presentes en agua o alimentos con-
taminados. El desenquistamiento se induce en el tracto di-
gestivo por una serie de estimulos, liberando trofozoitos
invasivos que se adhieren y colonizan la mucosa del co-
lon. Finalmente, y en condiciones poco definidas atn, el
trofozoito se transforma en quiste, el cual es eliminado en
las heces fecales, completando asi el ciclo de vida.

El trofozoito de Entamoeba es una célula de 20-40 um,
muy flexible, que se desplaza por formacion de pseudépodos.
Es capaz de ingerir una variedad de particulas, bacterias y eri-
trocitos, entre otros. Es una célula de facil cultivo bajo condi-
ciones microaerofilicas a 37°C en medio con suero. El trofo-
zoito de E. histolytica es amitocondriado y puede ser mono-,
bi- y, en ocasiones, multi-nucleado. El nicleo estd inmerso
en un citosol rico en vesiculas y vacuolas, algunas asociadas
a la actividad fagocitica del trofozoito. Una peculiaridad im-
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CONFERENCIAS PLENARIAS

El proceso de N-glicosilacion de proteinas en
Entamoeba histolytica

transferencia en bloc al residuo asparagina (N) de proteinas na-
cientes y las reacciones de glucosilacion y deglucosilacion del N-
glicano. Es de hacer notar que estas funciones son tipicas del
REr. Respecto a etapas posteriores del proceso de N-glicosilacion
las cuales involucran manosidasas y otras glicosiltransferasas es-
pecificas del AG, éstas parecen estar ausentes en Entamoeba his-
tolytica. Sin duda un riguroso estudio de la estructura del glica-
no asociado a glicoproteinas secretadas o asociadas a la
membrana plasmatica del trofozoito porporcionard valiosa infor-
macion sobre las etapas tardias del proceso de N-glicosilacion de
proteinas en este pardsito.

portante del trofozoito, en si una célula cuya patogenicidad
depende de su actividad secretora, es la ausencia de organe-
los tipicos de la ruta secretoria de eucariotes, como son el reti-
culo endopldsmico rugoso (ERr) y aparato de Golgi. (Marti-
nez-Palomo, A., 1982). De donde surge la pregunta ;cudles
son las estructuras subcelulares que cumplen funciones tipi-
cas de REr y Golgi, tales como son la sintesis y transporte de
glicoproteinas? La era de la biologia molecular y de las estra-
tegias gendmicas ha proporcionado algunas herramientas
muy dutiles. Asi la identificacién de varias proteinas amibia-
nas tipicas de REr y su expresion asociada a las abundantes
vacuolas y vesiculas sugiere, fuertemente, que dichas estruc-
turas membranosas pudieran cumplir funciones tipo REr
(Gosh et al, 1999; Sanchez-Lopez et al. 2000; Manning-Cela
et al. 2003; Sanchez et al. 2004; Salgado et al. 2005).

LA N-GLICOSILACION DE PROTEINAS EN
ENTAMOEBA HISTOLYTICA

La N-glicosilacion (donde N es asparagina), una de las
modificaciones de proteinas mas comunes en células eucario-
ticas, es un proceso molecular muy conservado. Grosso
modo, el proceso puede ser dividido en 4 rutas o etapas suce-
sivas: 1) sintesis de lipido-oligosacdrido por ensamblaje su-
cesivo y ordenado de una cadena de azicares ligada al doli-
col, 2) transferencia, en bloc, del oligosacdrido a un residuo
de asparagina (N) de la proteina naciente, por acciéon de un
complejo multienzimatico denominado oligosacariltransfera-
sa (OSTasa), 3) procesamiento del N-oligosacarido cataliza-
do por las enzimas a-glucosidasa I y II y Glc:glicoprotein-
glucosyltransferasa o GlcPTasa y 4) modificaciones de la
estructura N-glicano en compartimientos celulares post-REr.
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Inspirada en el trabajo pionero del grupo del Dr. E. Lépez-
Romero (U. de Guanajuato, México) que aborda la caracteri-
zacién bioquimica de varias enzimas involucradas en las eta-
pas iniciales de la N-glicosilacion de proteinas en E. histoly-
tica (Vargas-Rodriguez et al, 1998; Villagémez-Castro et al,
1998), en este trabajo me he enfocado a la identificacion, in
silico, de posibles genes amibianos involucrados en la sinte-
sis del lipido-oligosacearido precursor, la transferencia del N-
glicano a protefnas nacientes y su posterior modificacién. El
objetivo a cumplir es hacer una inferencia sobre la maquina-
ria molecular de N-glicosilacién de proteinas en este parasito.
La estrategia seguida estd basada en la aplicaciéon de herra-
mientas bioinformadticas de dominio publico con el propdsi-
to de identificar genes amibianos ortélogos. Es obligado
mencionar que la biisqueda in silico de secuencias de genes
especificos contenidas en bases de datos se limita a una fase
predictiva inicial que requiere de un exhaustivo andlisis bio-
quimicos-funcional. En este contexto, los resultados descri-
tos en este trabajo se enlazan muy favorablemente con algu-
nas actividades enzimaticas y/o genes descritos por otros gru-
pos en paralelo al desarrollo del presente andlisis. La Tabla 1
presenta la informacidn en su conjunto. El andlisis de los re-
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sultados obtenidos se resume en la Figura 1 en un formato es-
quemdtico del proceso de N-glicosilacion en levaduras, como
célula modelo. Tres predicciones relevantes se desprenden de
este andlisis (Fig. 1): 1) la posible estructura del complejo li-
pido-oligosacérido precursor se describe como dolicol-P-P-
GlcNAc,Man,. Esta prediccion se sustenta en que, presumi-
blemente, el genoma de amiba no contiene secuencias que
codifican para las manosiltransferasas (Alg3, Algb y Alg9 )y
glucosiltransferasas (Alg8, Algl0 y Algl2) involucradas en
el ensamblaje de residuos de manosa adicionales y glucosa
presentes en el glicano precursor tipico en eucariotes, doli-
col-P-P-GlcNAc,ManyGle,. Me es muy satisfactorio mencio-
nar que la prediccion de la estructura del precursor dolicol-P-
P-GlcNAc,Man, ha sido confirmada recientemente (Samuelson
et al, 2005). 2) Se infiere que el dolichol-P-P-GlcNAc,Man;
se transloca al lumen del REr para ser transferido, en bloc, a la
proteina naciente por accidén de un complejo catalitico tipo
OSTasa. 3) Se deduce un mecanismo control de calidad de
sintesis y plegamiento de proteinas catalizado por un ciclo de
deglucosilacién-reglucosilacion del N-glicano que involucra
dos enzimas, la a-glucosidasa II y la UDP-Glc:glicoprotein-
glucosltransferasa.

Tabla 1. Identificacion de genes de E. histolytica con posible participacion en el proceso de sintesis de azicares precursores y ensamblado del dolicol-oli-

gosacarido.
Ntmero de identificacion
Ortdlogo enTIGR Valor E Enzima Numero EC Referencia
UAP1 138.m00095 6.7e-61(Dm) UDP-GIcNAc pirofosforilasa 2.7.7.23 [6]
PGM1 Y14444 12 1e-142 (Dd) Fosfoglucomutasa 5422 (5]
UGP1 106.m0013 1e-105 (Dd) UDP-glucose pirofosforilasa 2.7.7.9 [6]
ALG4 26.m00333 3e-65 (Ath) Fosfomanomutasa 54.2.8 [6]
DPM1 167.m00117 2e-46 (Lm Dolicol-P-manosa sintasa 2.4.1.83 [6]
ALG7 142.m00140 1e-55 (Cp)° UDP-N-GlcNAc:dolicol-P GIcNAc
-1-fosfotransferasa 2.7.8.15 [6]
ALG1 192.m00078 1e-65 (Sc)° GDP-manosa:dolicol-PP-quitobiosa
manosiltransferasa 241142 (6]
ALG2 90.m00172 6e-64 (Sc)’ GDP-manosa:dolicol-PP-GIcNAc,Man,
a1,3manosiltransferasa 241132 [6]
ALG11 3.m00560 1e-57 (Sc)° GDP-manosa:glicolipido
a1, 2manosiltransferasa 2.4.1.- (6]
STT3 16.m00289 1e-129 (Sc) Oligosacariltransferasa subunidad Stt3 - 2]
Oos™M 3.m00578 3e-13 (Hs)° Oligosacariltransferasa subunidad Ost1 Este trabajo
0ST2 85.m00155 1e-10 (Mm)° Oligosacariltransferasa subunidad Ost2 Este trabajo
DDOST48 - 2e-42 (Ce)° Dolicol-difosfoligosacarido-protein
glicotransferasa 241119 Este trabajo
« glucosidasa Il 25.m00236 8.5e-172 (Hs)*° a-glucosidasa Il subunidad catalitica - Este trabajo
GlcPTase 52.m00151 7e-80 (Dd)° UDP-Glc:glicoprotein glucosiltransferasa 2.78.19 Este trabajo

2 Niimero de Acceso en GenBank™
® (PSI-BLAST, 1 iteracién)

¢ Cp:Cryptosporidium parvum; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Ce: Caenorhabditis elegans; Dd: Dictyostelium discoi-
deum; Dm: Drosophila melanogaster; Ath, Arabidopsis thaliana; Lm: Leishmania mexicana
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Figura 1. Posible mecanismo de N-glicosilacion de proteinas en E. his-
tolytica basado en el modelo de levadura. Las actividades enzimdticas y
genes ortdlogos identificados en E. histolytica se indican con un asterisco
(*). La nomenclatura utilizada es como sigue: ALG7 (UDP-GIcNAc:dolicol-
P-GlcNAc fosfotransferas), NAGT (UDP-GIcNAc:dolicol-PP-GIcNAc trans-
ferasa), ALG1 (GDP manosa:dolicol-PP-quitobiosa manosiltransferasa),
ALG2 (GDP-manosa:dolicol-PP-GlcNAc,Man, «'1,3-manosiltransferasa), gli-
cosiltransferasa, ALG11 (GDP-manosa:glicolipido a1,2-D-manosiltransfera-
sa), ALG3 (a1,3- manosiltransferasa), ALG12 («1,6-manosiltransferasa),
ALG9 (manosiltransferasa), ALG6 («1,3-glucosiltransfeasa), ALG8 («1,3-
glicosiltransferasa), ALG10 («1,2-glucosiltransferasa), OSTasa (complejo
oligosacariltransferasa), a-glucosidasa 1, a-glucosidasa Il, GlcPTasa
(UDP-Glc: glicoprotein glucosiltransferasa).

CONCLUSIONES

Si bien el andlisis in silico aqui descrito nos lleva a pre-
decir aspectos relevantes de la maquinaria de N-glicosila-
cién en Entamoeba histolytica, también nos ofrece un
enorme potencial como guia en estudios bioquimicos,
funcionales y estructurales, entre otros, de la maquinaria
molecular y celular de tan peculiar célula. La identifica-
cion de posibles genes no es mas que una de las etapas ini-
ciales de un largo camino por recorrer.
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