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| RESUMEN

Las enfermedades causadas por parasitos eucaridticos representan uno de los mayores retos
de la ciencia médica actual. Los parasitos de alta complejidad, y considerando solo a los
unicelulares, causan enfermedades que afectan a cientos de millones de individuos, y
producen millones de muertes cada aiio ITDR, 1991-1992]. A esto ulimo, que €s
suficientemente significativo, hay que afadir las consecuencias que estas enfermedades
tienen para la vida econémica y la produccion alimenticia de los paises en las que son
endémicas. Los géneros Trypanosoma, Leishmania y Plasmodium son, entre los protozoos
parasitos, aquellos cuyo impacto sobre la calidad de vida es mas notorio, tanto por la
mortandad que causan como por la morbilidad de las enfermedades de las que son
responsables, que en muchos casos, y cuando alcanzan la fase cronica, acarrean deformacion
y/o discapacitacion en los individuos afectados. A pesar se su impacto sanitario, hoy en dia
el conjunto de conocimientos que s€ poseen acerca del tratamiento o prevencion de estas
enfermedades es minimo. Teniendo en cuenta la complejidad de los mecanismos
moleculares vy celulares subyacentes a las relaciones parasito-huésped, se ha convertido en
algo vital llegar a una mayor comprension de los mismos para hacer frente a las
enfermedades que provocan.

La invasion de las células hospedadoras por Trypanosoma cruzi es un proceso complejo que
implica bastantes acontecimientos comenzando por el contacto del parasito con la célula.
Inmediatamente después del contacto pero probablemente previo a la internalizacion del
parasito, se produce el reclutamiento de los lisosomas celulares hacia el sitio de ataque y
contacto con el parasito, donde se fusionaran temporalmente con la membrana plasmatica.
En una seric de rapidos acontecimientos el parasito es internalizado a traves de la vacuola
parasitofora formada por la fusion de los lisosomas con la membrana plasmatica. Para
completar su ciclo de vida, los parasitos deben escapar de esa vacuola, para lo que se
propone la intervencién de proteinas que parecen ser funcionalmente parecidas a la porina
del complemento. Estas proteinas produciran poros en la membrana de la vacuola, quedando
los parasitos libres en el citosol, donde terminaran de transformarse a amastigotes y se€
multiplicaran libremente, para poder continuar el proceso invasivo y culminar con éxito su
ciclo de vida. Aunque la maquinaria celular implicada en el proceso es conocida, pocas

moléculas del parasito han sido identificadas. De hecho, hasta la fecha solo tres proteinas
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parasitarias, TcTOX, oligopeptidasa B, y TcMIP, se han mostrado de forma convincente en
¢l proceso de invasion. Una nueva molécula implicada en el ciclo de vida de 7. cruzi se
identifico en un trabajo anterior en nuestro laboratorio. El gen LYT] fue clonado a partir de
una libreria de expresion de amastigotes en base a la reactividad cruzada con anticuerpos
especificos para el componente C9 de la cascada del complemento. Sin embargo, usando
analisis de homologias no se obtuvo ningiin resultado. Basandose en el hecho de que TcTOX
v LYTI son similares en tamafio y presentan reaccion cruzada con anticuerpos dirigidos
frente a C9, se penso en una posible relacion funcional entre estas proteinas, conociendo que
TcTOX tiene actividad formadora de poros a pH acido y que se postula que intervenga en el
escape del parasito de la vacuola parasitofora al citosol. Utilizando mutantes nulos para el
gen LYT] se realizaron ensayos de infeccion y hemoliticos que han mostrado que la
deficiencia en LY7'/ produce una disminucion significativa en la actividad litica del parasito
y, posiblemente debido a esto, en su infectividad. Ademas existen alteraciones en el proceso
de cambio de estadio estando éste acelerado en el caso de los parasitos deficientes en Y7/,

Tomando como base estos resultados se piensa que el producto del gen LY7/ podria estar
implicado en el proceso litico ¢ infectivo del parasito. La comprension de este proceso, asi

como de las estrategias desarrolladas por el parasito para conseguir con éxito mantener su

ciclo de vida en el hospedador, son de gran importancia a la hora de intentar combatir la

enfermedad.
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Taxonomia y Caracteristicas generales Q :

Introduccion
i "EJ - o=

Il INTRODUCCION

.1 TAXONOMIAY CARACTERISTICAS GENERALES

II.1.1 Orden Kinetoplastidae.
El grupo de protozoarios flagelados pertenecientes al orden Kinetoplastidac son algunos de

los organismos eucariotas mas peculiares, y junto con los euglenoides, representan ¢l linaje
mas antiguo de eucariotas con mitocondrias [Sogin y col., 1986]. Se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza v, aunque algunas de las especies son de vida libre, la mayoria
son parasitos de vertebrados, invertebrados y plantas.

La denominacion del orden se debe a una estructura, Unica e€n su genero, denominada
kinetoplasto [Simpson, 1973; Chen y col., 1995], que esta formada por €l DNA de su unica
mitocondria. El orden comprende dos subordenes: Bodonina (biflagelados de vida libre), que
se separaron tempranamente del resto de las familias de este orden y Trypanosomatina
(formas parasitarias). El suborden 7rypanosomatina incluye una sola familia, la familia
Trypanosomatidae. Los tripanosomas con hospedadores mamiferos se dividen en los grupos
Salivaria y Stercoraria de acuerdo a que su modo de transmision sea por inoculacion (caso de
T. brucei, que utiliza como vector ¢l tipo de moscas tsé-tsé) o por contaminacion con las
heces (caso de T. cruzi, cuyo vehiculo de transmision son el grupo de los llamados 1nsectos

chupadores), respectivamente [Haag y col.,1998].
Desde un punto de vista evolutivo, los kinetoplastidos representan un estadio intermedio

entre los eucariotas y los procariotas, ya que, aunque presentan un nucleo bien definido, una

mitocondria y cromosomas empaquetados con histonas analogas a las de los eucariotas mas
desarrollados, también poseen caracteristicas bioquimicas peculiares que no presentan los
organismos eucariotas y si las eubacterias, como son la carencia de intrones y la
transcripcion policistronica.

Dentro de los kinetoplastidos, existen dos tipos de relaciones parasito-huésped:
kinetoplastidos monogénicos con un unico hospedador (invertebrado), y digénicos, con 2
hospedadores (uno invertebrado y otro vertebrado). Se cree que los géneros digé€nicos

provienen de un ancestro monogénico, debido a la semejanza que muestran con las especies

Diseccién molecular y funcional del producto del gen LY71 de Trypanosoma cruzi 3
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monogenicas las etapas en el hospedador invertebrado de las especies digénicas patogenas
[Deane y col., 1988].

ORDEN KINETOPLASTIDAE (Phylum: Euglenozoa, Clase: Mastigophora)

Suborden Familia Genéro Subgenéro Especies
Bodonina Bodonidae Bodo B caudatus
— Cryptobidae
Trypanosomatina Trypanosomatidae — Crithidia
— Blastocrithidia
Monogenético — Herpetomonas
" Endotrypanum
— Leptomonas
— Leishmania L. tarentolae
Digenético -~ Phytomonas P.davidi
— Trypanosoma
— Megatrypanum
Stercoraria — Herpetosoma T. lewisi
— Schizotrypanum 7. cruzi

—  Duttonella 7. vivax
Salivaria — Nanomonas T. congolense
— Trypanozoon T. brucei brucei
1. brucei gambiense
1. evansi

Figura I1.1.-Organizacién taxonémica del Orden Kinetoplastidae

I.1.2 Familia Trypanosomatidae. Género Trypanosoma.

La familia 7rypanosomatidae comprende los géneros 7Trypanosoma. Leishmania y
Endotrypanum, entre otros. Todos ellos poseen ciclos de vida digenéticos que alternan entre
un hospedador invertebrado y un hospedador vertebrado. entre los que se han descrito mas

de 100 especies de mamiferos pertenecientes a diferentes érdenes. Son Organismos protozoos
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flagelados capaces de parasitar vertebrados. invertebrados, ¢ incluso plantas (género
Phytomonas). Los estudios realizados sobre esta familia se han centrado principalmente en el
tripanosoma americano (7rypanosoma cruzi), ¢l africano (Trypanosoma brucei), y diferentes
especies de leishmanias, por ser los agentes etiologicos de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana, la enfermedad del suefio o tripanosomiasis africana, y distintos
tipos de leishmaniasis, respectivamente.

Los miembros de esta familia poseen importantes peculiaridades bioquimicas que no estan
presentes en el resto de los organismos cucariotas. Entre ellas destacan el uso ineficiente de
los hidratos de carbono realizado por los epimastigotes de 7. cruzi [Cazzulo y col., 1985].
Una vez agotados los carbohidratos, los parasitos pueden internalizar proteinas y usar los
aminoacidos como fuente de carbono [Soares y de Souza, 1991; Urbina, 1994]. Ademas
pueden almacenar las proteinas en Cu€rpos especializados denominados reservomas. Otro
aspecto exclusivo de esta familia es la compartimentalizacion de las enzimas glicoliticas en
un organulo citoplasmatico especial semejante a peroxisomas modificados denominado
glicosoma, a diferencia de lo que ocurre en el resto de células procariotas y eucariotas en las
que las reacciones glicoliticas tienen lugar directamente en el citosol. La presencia de
enzimas glicoliticas en el interior de este organulo es una propiedad unica de estos

organismos, que se ha hallado en todos los representantes de la familia [Opperdoes., 1987].

I.1.3 Caracteristicas celulares o morfologicas.

En los tripanosomatidos se pueden distinguir cuatro estadios principales que se caracterizan
por unas propiedades y morfologia claramente diferentes. La forma epimastigote, flagelada
es la forma replicativa en el insecto vector; la forma metaciclica, flagelada y no replicativa
es la forma de transmision de la infeccion desde el hospedador invertebrado al vertebrado; la

forma amastigote, sin flagelo, es la forma replicativa en el hospedador mamifero; y la forma

tripomastigote, con flagelo y no replicativa es la forma mmfectiva.

Diseccién molecular y funcional del producto del gen LY71 de 7rypanosoma crazi
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Figura I11.2.-Representacion de los diferentes estadios de 7. cruzi. Se muestra en cada caso un
esquema junto a la observacion al microscopio de las muestras tenidas con Giemsa. Aparecen

representados amastigotes (a), epimastigotes (b), metaciclicos (c), y tripomastigotes (d).

Desde el punto de vista morfologico, la superficie celular de los tripanosomatidos esta
compuesta de tres estructuras: el glicocalix, la bicapa lipidica. vy la capa de microtubulos
subpeliculares.

v El glicocalix es una cubierta de glicoconjugados uniformemente distribuidos por el
cuerpo celular y el flagelo, existiendo una concentracion de sitios de union a lectinas
en la zona alrededor del citostomo [Pimenta y col., 1989].

La bicapa lipidica origina zonas especializadas de la membrana plasmatica como
son ¢l citostomo (presente solo en las formas epi- y amastigotas), el bolsillo flagelar,
y una zona implicada en la unién del flagelo al cuerpo celular. Aunque la membrana
flagelar presenta una densidad de particulas mucho menor que la membrana que
rodea ¢l cuerpo celular, existe cierta concentracion en la zona de unidén entre el

flagelo v el cuerpo celular.

Diseccion molecular y funcional del producto del gen LY71 de Trypanosoma cruzi 6
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v El citostomo. junto con la region del bolsillo flagelar, parece estar implicado en la
ingestion de macromoléculas por las formas epimastigotas. Se origina en la parte
anterior de la célula y se proyecta hacia la parte posterior alcanzando el nucleo. En
esta estructura se pueden originar pequefias vesiculas endociticas que llegan a

fusionarse con ¢l reservosoma [Soares y col., 1992].

| /\ ‘“\

\ G lico.hrhms

Citostomo

Axonema

| Anillo \

paraflagelar

g Bolsillo
flagela

|  Kinetoplasto

Mitocondria

Reservosomas

Microtibulos
subpeliculares

Figura IL3.-Esquema que representa la ultraestructura de 7. cruzi. Estan representados los
diferentes organulos y estructuras que formas parte en este organismo, estableciéndose las semejanzas y
diferencias respecto a una célula eucanota normal., que se comentan en el texto.
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Introduccion Taxonomia Y Camm gemm #\ i 5-:-‘55 _

v'  El citoesqueleto esta formado por una capa de microtubulos localizados por debajo

de la membrana plasmatica, que estan conectados entre si. con la membrana :;
plasmatica, y con el reticulo endoplasmatico, a través de estructuras proteicas. Esta $)

red de estructuras altamente organizada interviene ademas en la diferenciacion O
celular, migracion tisular y motilidad. O

En cuanto a los organelos citoplasmaticos, los tripanosomatidos poseen ciertos elementos O
caracteristicos como son ¢l reservosoma, ¢l glicosoma, v ¢l acidocalcisoma. 0
v El reservosoma es un organelo especializado localizado en la region posterior, que n
actia como un compartimento prelisosomal, donde se almacenan las g
macromoléculas ingeridas que podrian ser utilizadas durante el proceso de n
transformacion de epimastigotes a metaciclicos (metaciclogénesis). Contiene O
cruzipaina, la principal cisteina proteinasa de 7. cruzi, que parece implicada en este O
pProceso. ¥

v El glicosoma es donde se hallan concentradas y compartimentalizadas las enzimas {}
que participan en la via glicolitica, lo que aumenta la eficiencia de este proceso. O
Contiene catalasa en algunas especies, y enzimas implicadas en la oxidacién de O
aminoacidos y lipidos [Opperdoes y col., 1991]. 0

v El acidocalcisoma es un organclo acidico especial utilizado por los _0
tripanosomatidos para acumular Ca®" y fdsforo. El nimero de estas estructuras g
citoplasmasticas membranosas varia dependiendo del ciclo celular [Scott y col., o

1997 1

Como en el resto de eucariotas, en los tripanosomatidos el material genéetico se organiza en §
dos estructuras fundamentales: el DNA mitocondrial y ¢l DNA nuclear. Sin embargo, ambas O
estructuras presentan diferencias respecto a las que se encuentran en eucariotas. 9
v El kinetoplasto es la denominacion que se da a la region de la mitocondria donde se 9
halla una condensacion de DNA extranuclear, estructurado en una red de Jf
maxicirculos (que corresponden al DNA mitocondrial) y minicirculos (que codifican : -
pequeiios RNAs que controlan la especificidad del proceso de edicion de los RNAm :
formados desde los maxicirculos) [Hadjuk y col.,, 1996]. Constituye ;
aproximadamente ¢l 30% del DNA celular total. La morfologia del kinetoplasto O
varia de acuerdo con el estadio de desarrollo: en epi- vy amastigotes, aparece O
redondeado, con el DNA altamente condensado y cercano al nucleo: en &

H

&
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tripomastigotes, se localiza en el extremo posterior opuesto al nucleo presentando
una forma alargada, y el DNA esta organizado de forma mas dispersa [Dvorak y

col., 1982].
v El niicleo de 7. cruzi y otros tripanosomatidos tiene una organizacion estructural

semejante al resto de células eucariotas. En los epimastigotes es alargado y se
localiza en la zona central de la célula. En las formas tripo y amastigotas €s

redondeado v se encuentra en un extremo. Esta rodeado por la tipica membrana

nuclear con poros. Una caracteristica especial en este grupo de organismos es que la

membrana nuclear permanece intacta durante todo el proceso de division. Los

Figura I1.4.-Secciones vistas al microscopio electrénico de transmisiéon que representan algunas
de las estructuras de T. crzui. La figura I pertenece a una seccion de la forma amastigota donde puede

observarse un corto flagelo (F), el kinetoplasto (K), y el nicleo (N). Las figuras II y III corresponden a
secciones de epimastigotes, donde se observan, ademas de las estructuras anteniores, el citostomo (C), el

bolsillo flagelar (FP), y reservosomas (R).

v' El flagelo de los tripanosomatidos esta implicado en, al menos, dos importantes
procesos biologicos: en €l movimiento celular y en la unién a las células huésped.
Esta conectado al cuerpo basal y emerge de una invagmnacion especializada, el
bolsillo flagelar. En el flagelo se encuentra ¢l cuerpe paraflagelar, que esta

compuesto por una red de estructuras proteicas filamentosas asociadas a los dobletes

4 al 9 del axonema.[Farina y col., 1986].
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I.1.4 Metabolismo de los tripanosomatidos.

La familia 7rypanosomatidae en general, y T. rypanosoma cruzi en particular, presentan unas

peculiaridades bioquimicas que los diferencian del resto de los eucariotas y procariotas

[Urbina, 1994].

Los epimastigotes de 7. cruzi, crecen en un medio rico usando ineficientemente los

hidrocarbonos, que son oxidados a CO, y acidos dicarboxilicos [Cazzulo y col., 1985]. El
proceso tiene lugar en el glicosoma. Este contiene, ademas de las enzimas implicadas en la
glicolisis, otras que intervienen en el metabolismo lipidico, pirimidinico y purinico
[Opperdoes, 1987]. Una vez que se agotan los carbohidratos, el crecimiento del parasito se
basa en la utilizacién de proteinas, que son capaces de internalizar desde el exterior a través
de diversos mecanismos de gran eficiencia. Las proteinas pueden ser almacenadas en los
reservosomas. 7. cruzi posee un grupo muy importante de proteasas implicadas en el
almacenamiento y uso de las proteinas. ya que, en ausencia de hidratos de carbono, son
capaces de utilizar aminoacidos como fuente de carbono, sin por ello acumular
intermediarios o productos finales reducidos [Soares y de Souza., 1991]. La capacidad de
usar las proteinas de este modo es uno de los aspectos fundamentales del metabolismo de
estos parasitos, lo que probablemente esté relacionado con las diversas fuentes de nutrientes
que tiene a su disposicién en los diferentes entornos con los que entra en contacto a lo largo
de su ciclo de vida: el tracto intestinal de un triatomineo, el medio interno extracelular de un

vertebrado, y el medio interno celular, desde una vacuola fagolisosémica hasta el citosol.

I.1.5 Caracteristicas moleculares o genéticas.

En general, se estima que 7. cruzi posee unos 12000 genes, con una densidad de 1 gen por
cada 3.5-4 Kb, que estan distribuidos en dos gemomas. uno en el nicleo y otro en la
mitocondria [Porcel y col., 2000]. Ambos genomas poseen una serie de caracteristicas
distintivas que los separan de los de los cucariotas, y a las que, probablemente. se deba el

exito evolutivo de la familia.

La organizacién del genoma de los trypanosomatidos es diferente a la del resto de los
eucariotas en los siguientes aspectos:

Diseccion molecular y funcional del producto del gen LYT1de Trypanosoma cruzi 10
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v Anilisis de cinéticas de renaturalizacién han demostrado que los genomas de los
trypanosomatidos son relativamente pequefios y que contienen secuencias altamente
repetitivas, medianamente repetitivas 'y de copia unica.

v eishmania donovani [Leon y col., 1978] y 7. brucei [Borst y col., 1980] poseen
alrededor de 60-65% de los genes de copia unica, mientras que T. cruzi posee mayor
porcentaje de secuencias repetidas y tan solo un 30% de los genes son de copia unica

[Lanar y col., 1991].
v Entre los genes repetidos en tandem se hallan los genes de los RNA ribosémicos

[Castro y col., 1981], del miniexén [De Lange y col., 1984] y la proteina 113
[Gonzalez y col., 1985]. En general, la repeticion en tandem de bajo numero de
copias parece ser una caracteristica general para genes que codifican proteinas
estructurales v proteinas implicadas en procesos celulares rutinarios (genes
“housekeeping ).

v Entre los genes de copia unica que han sido descritos en T. cruzi se encuentran el
gen del KAP [Gonzidlez y col., 1990]. el de la glicoproteina gp72 [Cooper y col.,
1991], el de la topoisomerasa Il [Fragoso y Goldenberg, 1992], ¢l de la DHFR-TS
[Reche y col., 1994] y MIP [Moro y col., 1995].

v"  En tripanosomatidos los genes de copia unica aparecen con relativa baja frecuencia,

mientras que los genes formando series con orientacion cabeza-cola (repeticiones en
tandém). representan aproximadamente la mitad de los genes estudiados hasta la
fecha. Una posible explicacion a la elevada proporcion de genes multicopia podria
ser que se trate de un sistema que pretende evitar la pérdida de genes esenciales, ya
que estos organismos presentan gran propension a la translocacion y amplificacion
de sus secuencias génicas. También podria interpretarse como un sistema de

determinacion de niveles especificos de RNA mensajero dada la ausencia general de
regulacion transcripcional en la expresion génica de los tripanosomatidos.
A pesar de que existe una gran controversia acerca de la ploidia de estos parasitos, en
general se acepta que son organismos diploides para un numero importante de marcadores
génicos. Los genomas de los tripanosomatidos son relativamente pequeiios. Poseen
5x10’pares de bases por genoma haploide, lo que los situa por encima de los procariotas y

proximos a las levaduras, y aproximadamente unos 250 cromosomas ,uno de los numeros

11
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mas altos entre las especies conocidas, que no se condensan visiblemente durante la mitosis,
permaneciendo la membrana nuclear intacta en todo el proceso [Gibson y Miles, 1986].
Los cromosomas se han clasificado en funcion de su tamaiio, distinguiéndose los siguientes

tipos de cromosomas: cromosomas con tamafios comprendidos entre 700 y 4000 Kpb

- N N N - N-N N N N N N N N N

(representan el 60% del DNA nuclear); cromosomas con tamafios que oscilan entre 150 y

500 Kpb; y por dltimo, aquellos con tamaifios comprendidos entre 50 y 100 Kpb O

(minicromosomas). Estos tultimos no estan presentes en todas las especies pero han sido O

detectados en 7" brucei, T.gambiense. T, congolense, y T. equiperdum [Van der Ploeg y col., O

1984]. Es comun que exista gran variabilidad de tamafio entre los cromosomas que contienen g

marcadores génicos identificados, debido a la enorme plasticidad de su genoma. Asi, n
mediante estudios de localizacion cromosémica de algunos genes “housekeeping”’. se ha O
observado que genes homélogos pueden tener diferente tamaiio. Se ha sugerido que la gran O
variabilidad de los cromosomas de los trypanosomatidos podria estar relacionada no solo con O
los mecanismos implicados en el establecimiento del parasitismo, sino también con su gran O
potencial adaptativo y evolutivo [Lanzer y col., 1995]. O
Respecto al DNA mitocondrial o kinetoplasto. el poseer una unica mitocondria que o
contiecne el DNA agrupado formando una red de compleja topologia denominada O
kinetoplasto, situada en la base del flagelo, es la caracteristica que mejor define a los 0
miembros del orden Kinetoplastidac. EI DNA del kinetoplasto esta organizado en una 3
compleja red que contiene dos tipos de moléculas circulares concatenadas. La red consiste en o
5000 a 10000 minicirculos que varian en tamafio desde 0.5 Kpb (7vivax) a 2.5 Kpb O
(Crithidia fasciculata), y unas 50 copias de maxicirculos cuyos tamanos oscilan entre 20 O
Kpb (7" brucei) y 40 Kpb (C. fasciculata). En concreto, en 7. cruzi, el tamaio de los O
maxicirculos es de 39 Kpb vy el de los minicirculos de 1.4 Kpb [Hajduk y col., 1992]. i)
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Figura IL5.-Estructura del DNA del kinetoplasto de Leishmania tarentolae. Contiene 10.000

minicirculos encadenados, que codificacan los RNA guias, y 50 maxicirculos, que codifican genes,
criptogenes y RNA ribosémicos. También se muestra el marcaje con DAPI de esta estructura.
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v Los maxicirculos de todos los trypanosomatidos conticnen genes que, gencralmente,
Se encuentran en los genomas mitocondriales de otros organismos como los genes
que codifican los RNAs ribosomales, algunos enzimas mitocondriales, y algunos
componentes de la cadena transportadora de electrones, que normalmente son
codificados en el nmucleo. La expresion de estas proteinas codificadas por los
maxicirculos esta asociada a un mecanismo de procesamiento denominado edicién
del RNA, mediante el que se originan mRNA con nuevas pautas de lectura, que no
se encuentran ni en el DNA ni en el transcrito primario: los genes son transcritos a
partir del DNA, y la secuencia del pre-mRNA es modificada por la adicion y/o
deleccion de uridinas en direcciéon 3-5° [Stuart, 1991). Por lo tanto, la presencia y/o
ausencia de uridinas representa la diferencia entre la secuencia del RNA Mmensajero
maduro y la correspondiente secuencia del gen mitocondrial. Recientemente se ha
demostrado que también existen modificaciones que 1mplican la sustitucion

nucleotidica de citosina a uridina [Simpson y col., 2000]

-N-N-N-N-N-N-N-N-N-N N N N-N- NN N N N NN NNNXNNNZNX

-2 U’s -U
5’ 4
\ : ' ' RNAm
-«-GAA CUUA GCUUGUUUA..3
ALy L L)
. S =L P S LT > \___ o RNAg
: U M S = \f
3\ U Region guia Region de anclaje
U
U
Yuu

Cola de oligo [U]

Figura 11.6.-Esquema general del proceso de edicién. Cada molécula de RNA guia posee tres
elementos caracteristicos que son una region de anclaje a la secuencia del RNA mensajer que se va a editar,

una region guia, donde se produce la insercién o deleccién de uridinas, y una cola de oligo uridinas.
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_Modelode cascada enzimatica para la edicion del RNA [Blum y col., 1990]. La
insercién de uridinas se propone que ocurre en 4 pasos principales: (I), hibridacion del RNA guia con el
RNAm corriente abajo del primer sitio de edicion (ES1); (ID), corte del RNAm en el sitio desapareado por
una endonucleasa; (I1I), adicion de uridinas al extremo 3 del fragmento 5° guiado por el apareamiento del
RNA guia con el RNAm; (IV), ligacién de los dos fragmentos por la RNA ligasa. La deleccion de uridinas
podria ocurrir (V), climinacion de uridinas a través de la actividad 3°_5"-exonucleasa; (VI), union de los
fragmentos por la RNA ligasa. A continuacién la edicién se movera al siguiente sitio (ES2).

Figura IL7.

Diseccién molecular y funcional del producto del gen L¥71 de Trypanosoma cruzj ,_ e ‘{ A L R
Y P g | Cheih e e P A R --'-'a-r-'i".'u'.-f-"s;?ﬁ"'ff-f-'-*-.'-.‘:’:;,-n{%.*a?gé‘ﬁ' s L T




Introduccién Taxonomia y Caracteristicas generales 2
~
O
gt
v" Respecto a la funcién de los minicirculos, ¢sta ha sido un misterio durante mucho 0
tiempo, hasta que se descubrieron los RNAs guias, cuya participacion en la edicion O
de los transcritos del maxicirculo ha permitido comprender el papel desarrollado por O
los minicirculos [Blum y col., 1990]. i
O
i
O
Figura IL8.-Estructura tridimensional predicha ¢
para la molécula de RNA guia O
o
%&E O
4 ‘i
, O
v Estos codifican la mayoria de los RNAs guias necesarios para la edicion del RNA O
mitocondrial [Pollard y Hadjuk, 1991; Pollard y col, 1990; Sturn y Simpson, O
1990]. La existencia de los RNAs guias proporciona una explicacion para la O
heterogeneidad de secuencia entre las especies. Aunque el mecanismo no es del todo O
conocido se sabe que los RNAs guias codificados por los minicirculos se acoplan a O
sitios especificos de los pre-RNAs mensajeros generando un hibrido pre-mRNA - ! l
RNAg, donde se adicionaran o deleccionaran los residuos de uracilo [Hadjik y col., i i
1993; Hermann y col., 1997 ]. Los RNAs guias determinan el niimero preciso v i’:
localizacién de las uridinas que van a ser insertadas o deleccionadas. El proceso de O
edicion parece ocurrir en complejos ribonucleoproteicos que contienen RNAs guias, O
RNAs mensajeros y proteinas. El mecanismo de correccion de los mRNAs i)
mitocondriales podria representar una manera de regular la expresion de los genes O
que se han de transcribir constitutivamente. Por ejemplo, en 7. brucei. las formas U
sanguineas carecen del ciclo del acido citrico v no se han detectado citocromos, U
mientras que si estan presentes en las formas prociclicas. Sin embargo, los genes U
mitocondriales se transcriben constitutivamente en los dos estadios. La diferencia se ©
halla en que en las formas prociclicas los mRNAs estan corregidos y, por tanto, se O

traducen efectivamente. Se ha postulado que este proceso de correcion de
mensajeros tendria la misma finalidad que el “splicing” diferencial en eucariotas: la

obtencion de distintas pautas de lectura a partir de un transcrito primario. Existirian

&
o
i}
O
Diseccion molecular y funcional del producto del gen LY71 de Trypanosoma cruzi 16 u
<)
?




Introduccion

dos niveles de regulacion: a nivel de la sintesis de los gRNAs y en el uso de los

mismos [Stuart, 1991].
A 1la hora de llevar a cabo la transcripcion de sus genes, los tripanosomatidos, de forma
semejante al resto de los eucariotas, disponen de las siguientes enzimas: RNA polimerasa 1
(responsable de la transcripcion de los genes que codifican para los RNA ribosomicos), RNA
polimerasa II (encargada de la transcripcion de los genes que codifican proteinas) y por

s nucleares

altimo, RNA polimerasa III (transcribe los genes correspondientes a RNAs corto

(snRNA) y el RNA 58 ribosomal.

L.- EUCARIOTAS

los diferentes procesos que comprenden la transcripcion
T. cruzi (I11). El parasito muestra un
acontecimientos relacionados con la

Figura 11.9.-Comparacion esquematica de
génica y traduccion proteica entre eucariotas (1), procariotas (II) y
comportamiento intermedio entre eucariotas y procariotas en los
expresion génica, entre Otros.
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v" Durante la transcripcién ocurre uno de los hechos que diferencian a estos
organismos: la RNA polimerasa recorre el DNA originando precursores que abarcan
mas de una pauta abierta de lectura. incluyendo también las regiones intergénicas
[Gonzilez y col., 1985: Muhich y Boothroyd, 1988]. De este modo se generan las
unidades de transcripcion policistronica (PTU). Esta es una caracteristica que
recuerda a los procariotas, que también transcriben su material génico en largos
precursores que abarcan varios genes, generalmente relacionados funcionalmente en
operoncs, que pueden ser regulados transcripcionalmente seguin  estimulos
desencadenantes o represores de la transcripcion del conjunto de genes. En los
tripanosomatidos, los genes se procesan por “frans-splicing” para generar transcritos
maduros monocistréonicos de manera que cada uno codificarda un péptido, a
diferencia de lo que ocurre en procariotas. La transcripcion de estos Organismos se
halla, por tanto, en una situacién intermedia entre la de los procariotas v la de los
cucariotas superiores. Ultimamente, y en base a los proyectos de secuenciacion del
genoma de los tripanosomatidos, se ha descrito la posibilidad de que se produzcan
también fendbmemos de “cis-splicing” como se ha observado en los genes de la poliA
polimerasa de 7. brucei y T. cruzi. [Mair y col., 2000].

v' La transcripcion policistronica se da tanto en genes repetidos en tandem como en
genes de copia unica ligados fisicamente [Ferniandez-Cano, 1993]. Esta
peculiaridad de los tripanosomatidos plantea el problema de la regulacion diferencial
de RNA mensajeros maduros indicando que los mecanismos de regulacién que
opcran en tripanosomatidos han de ser fundamentalmente a mnivel post-
transcripcional, principalmente los que actuen a nivel del procesamiento de los
precursores y/o sobre la estabilidad v traduccion de los mensajeros maduros.

La mayoria de los RNA mensajeros eucariéticos sufren varias modificaciones antes de ser
transportados al citoplasma. Los precursores policistronicos de los tripanosomatidos no son
traducibles. Se pueden distinguir dos tipos de modificaciones en el procesamiento del RNA
nuclear: la adicion de una secuencia en el extremo 5'del RNA mensajero nuclear (“trans-
splicing”), y la adiciéon de una cola de adeninas en el extremo 3. Ademas los RNA
mensajeros mitocondriales sufren el proceso de edicion del RNA. La existencia de estas vias
de procesamiento en tripanosomatidos tiene profundas consecuencias para la expresion y

organizacion de su informacion genética.
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v “Trans-splicing”"

a es el proceso mediante el que pre-RNAm policistronico s€ €

Diseccién molecular y funcional del producto del

monogénico [Hummel

son generados a trave
(SL) dona una secuencia de 39 nucledétidos denominada miniexon, al extremo 5

imprescindible para que s€ inicie la traduccion. De este mo

exones co
quimérico que contiene
en el extremo 3" la secuencia del exon codificante

mensajero policistronico. El primer paso de la reaccion

onvierte en RNAmM

y col., 2000]. En los tripanosomas, los RNA mensajeros

s de un proceso mediante el cual el RNA “splice leader”

de cada exon codificante [Van der Ploeg, 1986]. Esta secuencia €s

do se unen dos

dificados en genes distintos € independientes, creandose un RNA
en el extremo 5, el miniexén cedido por el SL-RNA, y

proveniente del pre-RNA

es una ruptura en el sitio

5 del RNA SL vy la formacion simultanea de un intermediario en Y. Esta

estructura se forma como consecuencia de la union que ocurre entre el primer

nucleétido del extremo 5°del SL, una guanosina, y una adenosina 1nterna
licing” en 3" del pre RNAm. En un

cuencia del SL al pre

corriente arriba del sitio aceptor de “sp

segundo paso, la estructura en Y desaparece al unirse la s€

RNAm en el sitio aceptor en 3 [Hummel y col., 2000]. La secuencia del

miniexén es comun para todos los RNA mensajeros, caracteristico de cada

especie y corresponde a los primeros 39 nucleotidos de un transcrito de 140

nuclestidos codificado en una unidad de 1.4Kb (SL-RNA), que se halla presente

en ¢l genoma en un NUMEro aproximado de 200 copias [Walder y col., 1986].

La maquinaria que lleva a cabo la reaccion de “trans-splicing” parece estar

relacionada con la que lleva a cabo el “cis-splicing” en levaduras y cucariotas

superiores. La diferencia radica en que el “trans-splicing” e€s una reaccion

olecular [Sather y Agabia, 1985].
structura (5 metil

intermolecular v el “cis-splicing” es intram

Ademas el RNA precursor posee en su €xtremo 5una €

anosina) diferente a la descrita en eucariotas superiores y que s€ unc mediante

gu

un enlace 5°-5 trifosfato a cuatro nucledtidos de secuencia variable. Existe una

secuencia consenso para los dos ultimos nucledtidos del exon, idéntica a la

s-splicing”, UG. El miniexon, por su parte, €s

a consenso, ¢l

secuencia consenso para el “ci
afiadido en una posicion marcada mediante una secuencl

dinucleotido AG, presente en ¢l RNA aceptor, siempre corriente arriba del ATG
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splicing viene dada por una cola de polipirimidinas situada preferentemente

entre las posiciones —40 y — 10 respecto a la posicidn
[Huang y col., 1991; Matthews y col., 1994 |.

en 3’del sitio aceptor

Figura I1.10.-Comparacién esquematica de los
de “cis”o “trans-splicing”.

acontecimientos que conducen a los procesos génicos

Q El procesamiento de algunos RNAs mediante “trans-splicing” ha sido también
descrito en Tetrahymena [Robertson., 1986]. en cloroplastos [Zaita y col.,1987;
Koller y col., 1987], v en el nematodo Caenorhabditis elegans [Kause y Hirsh,
1987.; Sharp., 1987]. Seguin estos datos, se ha propuesto un origen ancestral

comun para ambos mecanismos, frans y cis, siendo mas antiguo el “trans-
splicing”. Por otro lado, el hecho de que este proceso se halle altamente

conservado sugiere su implicacion en aspectos relacionados con el metabolismo
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de los RNA mensajeros, tales como ¢l transporte al citoplasma, traduccion y

estabilidad [Perry y Agabian, 1991].

o Significado del “trans-splicing”: La mayoria d
en tandém. Los correspondientes

e los genes caracterizados en

tripanosomatidos se encuentran repetidos

transcritos son largos precursorcs policistronicos que s€ procesan dando lugar a

discretos. El papel del “trans-splicing” puede ser el de

de una estructura (cap) que no podrian adquirir por

RNAs mensajeros

proveer a €stos Mmensajeros
carecer de los 5’ trifosfato requeridos para ser sustrato de la guaninil tansferasa.
A son sustrato de la GTasa y

En tripanosomatidos solo los U-RNAs vy el medRN
completa del cap

de las posteriores modificaciones que constitutyen la estructura

[Zwierzynski y Buck, 1990]. Asi, el cap es afiadido post-transcripcionalmente a

los RNA pre-mensajeros a traves del “trans-splicing”, por la incorporacion del

mini-exén, el cual presenta dicha modificacion en el extremo 5°. Otro aspecto

‘trans-splicing” se refiere a las RNA polimerasas que

proteinas. En eucariotas

interesante que implica el °

ntervienen en la transcripcion de genes que codifican
erasa Il. Pero en

estos genes son transcritos anicamente por la RNA polim
a RNA

omatidos parece que ciertos genes podrian ser transcritos por 1

La incapacidad de esta enzima para producir RNA mensajeros
ausencia de una actividad GTP-transferasa asociada

extremos 3°de los transcritos, haciéndolos

tripanos
polimerasa 1.
maduros podria deberse a la

a esta polimerasa que modifique los

traducibles. En tripanosomatidos, la adicion del cap se produce post-

transcripcionalmente a traves del “trans-splicing”. De esta forma, la actividad de

RNA polimerasa 1 podria conducir a RNA mensajeros traducibles
“trans-splicing” puede considerarse, desde el

la en €stos

organismos. El mecanismo de

punto de vista biologico, de gran valor adaptativo para los tripanosomatidos,

- crementando su plasticidad genética y el potencial codificado en sus genes

[Gonzalez y col., 1985].

v’ Poliadenilacion:

o los RNA mensajeros maduros
cola con un nuUMEro variable de residuos de adenosin

(A). Esta cola es afiadida al extremo 3’del

del tripanosoma presentan en su extremo 3'no

codificante una

monofosfato, denominada pol
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transcrito mediante la accién del enzima poli(A) polimerasa que utiliza como
sustrato ATP, y es necesaria para la generacion de mensajeros maduros.

Q  Recientemente, en Leishmania se ha demostrado que este proceso esti acoplado
al “ftrans-splicing” v que la posicion del aceptor de “splicing” es la que
determina el sitio de poliadenilacién del gen que s¢ encuentra corriente arriba lo
que hace suponer que la maquinaria que ejecuta ambos procesos sea la misma
[LeBowitz y col., 1993; Vasella y col., 1994].

O En los mensajeros eucaridticos la secuencia AAUAAA, que se encuentra entre —
15 y -30 por encima del sitio de poliadenilacion, ha demostrado ser esencial para
la formacion del extremo 3° y su posterior poliadenilacién [Wahle y Keller,
1992]. Esta secuencia no aparece en los mensajeros tripanosémicos. La ausencia
de secuencias consenso responsables de la regulacién del proceso de
poliadenilacion es otro de los caracteres que diferencia a esta familia de los
eucariotas. Realmente esta secuencia no seria necesaria si el aceptor de “frans-
splicing” del gen corriente abajo, determina el sitio de poliadenilacién corriente
arriba. Parece que la funcidén de la poliadenilacién esta relacionada con la
estabilidad de los transcritos, pero atin no se ha determinado claramente.

La salida desde el niicleo del RNA mensajero totalmente procesado es imprescindible para
la expresion génica. Los resultados obtenidos mediante microscopia electronica sugieren que
los RNAs son exportados a través de los poros de la membrana nuclear. Existen ciertas
cuestiones en el mecanismo de salida de los RNA mensajeros del nucleo, tales como la
retencion diferencial en el nicleo de ciertos RNAs como son los intermediarios del
“splicing”. Parece que existen auténticas sefiales bastante complejas que regulan la salida o
no del nicleo al citoplasma. Entre ellas estaria la cstructura del “cap”, y la formacién de un

extremo 3’ correcto.

Cuando se estudia la regulacién de la expresion génica en tripanosomatidos, hay que tener
n cuenta que su ciclo de vida implica cambios en el medio ambiente que rodea al parasito.
como consecuencia de las diferentes condiciones fisiologicas de sus hospedadores. Estos
cambios inducen procesos de diferenciacién que¢ representan modificaciones profundas tanto
en la morfologia como en el metabolismo del parasito. Por lo tanto, se puede decir que existe
una regulacion dependiente de estadio de las proteinas implicadas en los procesos de

diferenciacion y desarrollo de la infeccion. Estudios realizados por varios grupos muestran
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una regulacion a lo largo del ciclo infectivo de la expresion de proteinas presentes cn la

superficie del parasito, que median la interaccion entre las células del hospedador y el

parasito. Andlisis de proteinas de choque térmico muestran una termorregulacion de su

expresion [Lee y Van der Ploeg, 1990; Shapira y Pedraza, 1990]. Otros gjemplos de

expresion génica especifica de estadio se han descrito para ciertas enzimas metabdlicas

[Bakalara y col., 1991; Parsons y col., 1989], asi como para el gen de la B-tubulina

[Bhaumik y col, 1991]. Sin embargo, la mayoria de los mecanismos responsables de la

expresion diferencial de estos genes no s¢ conocen, aunque se considera que los principales

puntos de regulacion en tripanosomatidos estarian en el nivel de los procesos de maduracion,

salida del nucleo del RNA mensajero y traduccion. También se le estd dando gran

importancia al papel que parecen desempefiar las secuencias no traducidas del mRNA. Asi

por diferentes estudios realizados, el papel de las regiones 3’y 5'no traducidas del mRNA

parece estar relacionada con el control de la estabilidad del mismo. Entre los estudios

realizados estan aquellos que han mostrado claras diferencias entre la expresion génica en

tripanosomatidos y €l proceso analogo en eucariotas. La expresion génica implica tres pasos

fundamentales susceptibles de ser regulados: la transcripcion, el procesamiento del transcrito

primario y la traduccion del RNA mensajero. Por lo tanto, los mecanismos implicados en la

regulacion de la expresién génica en la célula eucaridtica se agrupan en procesos de

regulacion pretranscripcional, posttranscripcional y traduccional.

v La regulacion pretranscripcional incluye tanto la activacion de la estructura de genes
como aquellos elementos (inductores o represores) y secuencias génicas (promotores
y potenciadores) responsables de la activacion e inactivacion del inicio de la
transcripcién. La ausencia de promotores permite descartar la posibilidad de una
regulacion a nivel de inicio de la transcripcién, aunque existen dos casos de
regulacion a este nivel en tripanosomatidos. Se trata del locus VSG (glicoproteinas
variables de superfcie) de 7. brucei, y del RNA ribosémico [Segin y col., 1986]. Por
otro lado, la expresion de genes involucrados en la replicacion del DNA de
tripanosomatidos, como es el caso de la histona H2B de T.cruzi [Garcia-Salcedo y
col., 1994], esta sujeta a un control periodico siendo maximo durante la fase S del
ciclo celular. Parece ser que estos controles operan al nivel de abundancia de
RNAm. A su vez, el que dependan de elementos presentcs en la secuencia del

RNAm [Pasion y col, 1994], sugicre fuertemente que procesamientos post-

Diseccién molecular y funcional del producto del gen LYT1 de Trypanosoma cruzi
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transcripcionales, tales como la maduracion del RNA. estan bajo el control del ciclo

celular.

Los procesos responsables de la regulacion postranscripcional actiian sobre la maduracion de

los RNAs primarios, el transporte de los mRNAs maduros al citoplasma, y su estabilidad en
el mismo. Los estudios de regulacion génica realizados en eucariotas sefialan a la
transcripcion como el nivel principal de la regulacion, siendo la decisién de transcribir o no
un gen ¢l primer y a veces el tnico paso de control de la expresion [Di Noia y col., 2000].
Sin embargo, y como se comenté anteriormente, los genes en tripanosomatidos se
encuentran, generalmente, agrupados en el génoma y son cotranscritos en grupos
generandose un precursor policistronico que se coprocesa. Una consecuencia de este tipo de
organizacion es que, la regulacion no puede darse a nivel de la iniciacién de la transcripcion
ya que cada gen corriente abajo seria transcrito equimolecularmente a los demas de su grupo
de transcripcion. Sin embargo, se ha observado que los niveles de expresion son diferentes
tanto a nivel de mRNA como de los productos de traduccion. Por otro lado, los RNA
mensajeros individuales son generados por “frans-splicing” vy poliadenilacion, que podrian
jugar un papel muy importante en la regulacion. Existen evidencias de que ¢l procesamiento
ocurre co-transcripcionalmente en lo que seria, probablemente, uno de los determinantes de
la velocidad de acumulacion de RNA monocistronico. De no ser asi, no se explicarian los
distintos niveles de RNAm y la diferente expresién observada en genes que no poseen
ninguna relacion funcional pero que son transcritos conjuntamente. Es el caso del locus de la
aldolasa en 7" brucei v €l locus KAP en T cruzi [Fernandez-Cano, 1993]. Por otro lado se
han descrito casos como el del gen ADG/ de Trypanosoma brucei en el que se observa
“trans splicing” dentro del mismo gen, lo que origina dos poblaciones de transcritos del
mismo gen que difieren en la extension de la region 5'no traducida [Revelard y col., 1993].
En ¢l caso del gen ESAG6 parece que el decidir entre uno u otro sitio aceptor de “splicing™
esta regulado segin el estadio, lo que indica que este mecanismo de “splicing” alternativo
podria jugar un papel en el control de la expresion génica diferencial durante el desarrollo

del parasito. Lo mismo podria pensarse para la poliadenilacién. desde el punto de vista de

considerar ambos procesos acoplados [Revelard y col., 1993].
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.2 TRYPANOSOMA CRUZI.

A comienzos de este siglo se identifico el entonces llamado Schizotrypanum cruzi, como el

agente etiologico de la enfermedad de Chagas. La clasificacion taxonomica lo sitia en el

orden Kinetoplastidae, Suborden Trypanosomating, 'y Familia 7rypanosomatidae. El

protozoo parasito Trypanosoma cruzi, s el agente ectiolégico de la tripanosomiasis

americana que afecta a 18 millones de personas en América Latina, siendo esta enfermedad
en muchos casos letal y actualmente incurable [0.M.S., 1991]. Representa, por tanto, uno de

los mayores problemas de salud en el continente americano.

P Aproximada distribucion geogrifica
de la enfermedad de Chagas

Figura IL11.- Distribucién geogrifica de la enfemedad de Chagas. La infeccion se localiza
{imicamente en América, desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina y Chile. La Organizacion Mundial
de 1a Salud estimé en 1991 que 16-18 millones de personas estaban infectadas en toda América, y que otras

100 millones de personas tenian el riesgo de contraer la enfermedad

L ¢ 'HNI l';'\-- -. 'lr.‘l- :'1'..;_: rl
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I.2.1 Ciclo de vida.

En el ciclo de vida digenético de 7. cruzi participan cuatro formas del parasito (formas
amastigotas, epimastigotas, tripomastigotas y metaciclicas), relacionadas con ambientes
diferentes, y claramente diferenciadas en morfologia, capacidad de replicacion y capacidad
infectiva. Las formas replicativas son los epimastigotes (alargados y con flagelo). que se
dividen en el lumen del intestino del insecto, y los amastigotes (redondeados V Con un corto
flagelo), que lo hacen en el citoplasma de la célula huésped, ambos por fision binaria. Los
tripomastigotes son formas alargadas, tlageladas y no replicativas. Son las formas infectivas,
y en funcién de su origen se pueden distiguir el tripomastigote sanguineo y el metaciclico,
provenientes de las formas amastigotas y epimastigotas, respectivamente, y en los ambientes
adecuados.

La transmision de 7" cruzi ocurre a través de insectos hematofagos de la familia Reduvidae,
principalmente por los géneros Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius. Cuando el vector pica a
mamiferos infectados, los parasitos en su forma tripomastigote, pasan al tubo digestivo del
insecto, diferenciandose a epimastigotes en la parte anterior del mismo. Los epimastigotes
son capaces de multiplicarse por fision binaria, y se desplazan hacia el intestino medio-bajo
(ampolla rectal) donde eventualmente se diferencian a la forma tripomastigota metaciclica
infectiva tras un periodo de 8 a 10 dias. Estas formas infectivas, incapaces de dividirse.
infectan al hospedador al ser depositadas por las heces del insecto durante la ingestion de
sangre. Asi, se genera una respuesta por parte del hospedador que conduce a la entrada de los
parasitos bien en la herida generada en el proceso de succion, o activamente a través de las
mucosas o puntos de discontinuidad en la piel [Brack, 1968; Brener, 1973]. Otras formas de
adquirir la infeccién incluyen infecciones transplacentarias, y transfusiones sanguineas. Esta
ultima via se ha convertido en la principal forma de adquirir la enfermedad en las ciudades.

masificadas con personas procedentes del medio rural. proximas a zonas endémicas.
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Epimastigotes
(replicativos)

mamifero se inicia cuando

Figura I1.12.- Ciclo de vida del protozoo parasito 7. cruzi. 1, La infeccion del
un insecto infectado defeca mientras se alimenta, liberando tripanosomas metaciclicos en sus heces y orinas.

Los tripanosomas, incapaces de atravesar la piel intacta, entran en el organismo a través de excoriaciones de la
piel (sitio de la mordedura), o a través de las mucosas, invadiendo inmediatamente las células hospederas. 2,
Dentro de las células, los tripomastigotes pierden su flagelo y se redondean originandl la forma amastigote, que
se multiplican intracelularmente por fision binaria. Cuando los amastigotes casi llenan la célula, se transforman
en tripomastigotes, los cuales son liberados a los espacios intersticiales y al torrente sanguineo, rompiendo la
célula. Los tripomastigotes tiene la habilidad de invadir otras células, donde se transforman de nuevo en
amastigotes, repitiéndose indefinidamente el ciclo de infeccion. 3 y 4, Las chinches se infectan al picar a un
animal infectado, ingiriendo asi al parésito (en su estadio de tripanosomas). 5, Dentro de la chinche y a lo largo

de su tracto digestivo, el parasito sufre una serie de transformaciones antes de ser expulsado en las heces. En el

estomago del insecto, los tripanosomas se redondean formando amastigotes, a mitad del intestino se
transforman en epimastigotes que se replican mediante fision binaria y finalmente, aproximadamente 2 semanas
después, llegan al recto, donde se convierten en tripanosomas metaciclicos. 6, La picadura del insecto y
deposito de los parasitos simultaneamente inicia de nuevo el ciclo.
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Una vez en el interior del hospedador, los tripomastigotes tienen la capacidad de invadir gran
variedad de células. La entrada en éstas ocurre a través de un proceso que mmplica la
formacion de una vacuola cuya membrana resulta de la membrana plasmatica de la célula vy
de la fusion de los lisosomas durante el proceso de internalizacién del parasito. El ciclo de
vida de 7' cruzi continia tras la salida del parasito de la vacuola parasitéfora al citosol,
donde los parasitos continuaran y culminaran la transformacién hacia amastigotes. Estos. tras
un periodo de aproximadamente 20 horas, comenzaran a dividirse activamente con un
tiempo de replicacion de unas 12 horas, de modo que se pueden generar unos 500 parasitos
por cada uno internalizado [Dvorak, 1975]. Tras completar el periodo replicativo, los
amastigotes se transformaran de nuevo en tripomastigotes, que saldran de la células huésped.
pudiendo llegar a infectar células adyacentes o bien, a través del tejido intersticial,
alcanzaran la circulacion sanguinea, pudiendo infectar otros tejidos. Las formas
tripomastigotas sanguineas seran ingeridas por el insecto vector durante la picadura,
completandose asi el ciclo de vida del parasito. En la naturaleza, 7. cruzi se mantiene
principalmente en un ciclo selvatico que involucra a ciertas especies de triatominas que
actuan como vector, y a varios mamiferos salvajes, como zarigiieyas, mapaches vy ratas. Sin
embargo, la invasion humana de la selva ha facilitado el contacto de las chinches y los
animales salvajes infectados con el hombre, introduciendo asi un ciclo peri-domeéstico.
Ciertas especies de triatominas como 7riatoma infestans y Rhodnius prolixus tienen mayor
propension a invadir y anidar en casas, por lo que con mayor frecuencia son responsables de
la transmision de la infeccion al hombre. La colonizacién de habitats humanos se encuentra
frecuentemente ligada a la pobreza rural. Varios factores se encuentran involucrados. En
construcciones por debajo de los estandares recomendados, las grietas y hoyos de las paredes
sin recubrimiento y los techos de paja, proveen escondite adecuado para las chinches.
facilitando la infestacion. Ademas la localizacion de los pesebres para animales cerca de la
casa-habitacién y la proximidad con la naturaleza contribuyen a la transmision de la
enfermedad.

En general, los cambios de estadio en 7. cruzi, implican importantes cambios morfolégicos y
bioquimicos. Las formas epimastigotas v tripomastigotas son flageladas y deben adaptarse a
medios que cambian radicalmente durante la transmisién bidireccional vector-hospedador.
Estas formas deben soportar, en principio, el peso de los sistemas de defensa de los

organismos parasitados asi como cambios térmicos. Por otro lado, las formas amastigotas no
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Introduccion

tienen flagelo v, al ser intracelulares, se hallan en parte protegidas de las defensas del medio

aunque deben hacer frente a otros problemas.

11.2.2 La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es endémica en América del Sur y Central. Segun la OMS, hay
entre 18 a 24 millones de personas infectados por €l protozoo parasito 7rypanosoma cruzi, y
existen unos 100 millones de individuos en riesgo de contracr la enfermedad por vivir en
areas vy en condiciones que favorecen el contacto con el insecto vector [TDR, 1991-1992].

T. cruzi es capaz de invadir cualquier tipo de tejido, dependiendo de éste las manifestaciones

clinicas de la enfermedad:

Figura I1.13.- Progresién de la enfemedad de Chagas. Principales etapas observadas en un proceso
causado por T. erugi. Se observan las principales consecuencias de la fase cronica de la enfermedad:

cardiopatias v megasindromes de distinto tipo.
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v" La primera etapa de una infeccion por el parasito se caracteriza por una fase aguda,
en la que puede haber manifestaciones locales (edemas, “chagoma” cuando es en la
piel, “signo de Romaiia” cuando es a través de la membrana ocular), alrededor de la
zona de entrada del parasito, y una parasitemia alta. Esta fase puede durar hasta dos
meses, y presenta una mortandad de hasta el 10%., sobre todo en la poblacion infantil
¢ individuos inmunodeprimidos [Brener, 1980]. La capacidad del hospedador para
resolver la fase aguda depende de mecanismos de respuesta inmune como la
produccion de anticuerpos, inmunidad mediada por cclulas, y activacion inespecifica
de macrofagos, que en una accién conjunta intentan reducir el nimero de parasitos
circulantes [Petry y Eisen, 1989]. En término generales, en esta fase el parasito se
multiplica rapidamente ya que no hay ni reaccién inflamatoria alrededor de las
cClulas parasitadas, ni una respuesta inmune especifica. La ruptura de las células
parasitadas provoca una intensa respuesta inflamatoria que, en casos severos, causan
miocarditis aguda, destruccion de ganglios autonémicos del tracto gastrointestinal v

meningoencefalitis.

Los parasitos que escapan a estos mecanismos de defensa. se instalan en los tejidos

desencadenando una fase indeterminada (fase cronica asintomatica), que
compromete a cerca del 40% de los casos serolégicamente positivos. Con el
desarrollo de inmunidad humoral vy celular, el niimero de parasitos en sangre y en los
tejidos disminuye dramaticamente, hasta no ser detectables con los métodos usuales
de diagnostico. A pesar de la aparicion de la respuesta mnmune, las personas

permanecen infectadas de por vida con parasitos tanto en sangre como en los tejidos.

Diseccion molecular y funcional del producto del gen LYT1 de Trypanosoma cruzi kAl ) 30

- N N N N N N N

e

4k A48 48
o

Y
S — ' B ¥ "

i o

N L

ah A A A A A S
v’ e

ﬁi‘ ii

- =
Y -

- »

A



0000000000000 0COCOPOCOIOCOOPPCP0P0CP0P0P0CPROFNCPDP0CPCPOPIDPO0PPPDQP0PDDP0PDDPDDPOPDDODOOPVC

Introduccion

Células T y B y anticuerpos no
® me mbrana (amastigotes) en el
interior de los tejidos
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e Rotura por el parasito de
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Células infectadas

i i

Células no infectadas

Figura IL.14.- Principales mecanismos de respuesta del parisito frente al sistema inmune del
hospedador

v Por ultimo. una fase crénica que se caracteriza por parasitemias muy bajas y no
presentar manifestaciones clinicas. Aproximadamente en un 20% de los casos
aparecen una serie de patologias degenerativas, que suelen producir alteraciones de
tipo neurologico, cardiaco (arritmias) o digestivo (megaesOfago, megacolon). La
mayoria de los individuos infectados cronicamente permanecen asintomaticos, y el
daiio tisular se limita a pequefios focos de inflamacion y de fibrosis con pérdida
limitada de los ganglios autonémicos. En los casos de cardiopatia chagasica severa,
hay destruccion importante de las células musculares cardiacas y del tejido de
conduccién con fibrosis difusa e infiltrado inflamatorio importante. En los pacientes
con afeccion gastrointestinal hay destruccion severa de los ganglios autondOmicos.
Este tipo de manifestaciones pueden tardar afios en aparecer y el origen de los

mecanismos que subyacen a su aparicion sigue siendo muy discutido. La notoria

Tr T RT = ehieeii e e Et
'''''''''
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disparidad entre el nimero de parasito v el grado de dafo celular ha causado gran
controversia en cuanto a los mecanismos que determinan el dafio celular. Existen dos
teorias principales: a) la inflamacién y el dafio celular estan determinados por la
persistencia del parasito y b) dafio celular determinado por la presencia de auto-
anticuerpos (anticuerpos en contra del parasito que también reconoces proteinas
humanas). No se ha podido demostrar de forma irrefutable cual de estas teorias ¢s la

verdadera. Es también probable que ambos factores contribuyan al desarrollo del
dafio tisular

I1.2.3 Profilaxis y Quimioterapia

Hasta el momento no hay posibilidad de prevenir la enfermedad mediante programas de
vacunacion. Erradicar completamente la enfermedad es muy dificil, ya que ésta persiste en la
naturaleza como una zoonosis. Sin embargo si es posible controlar el grado de infeccion
humana mediante la eliminacién del ciclo doméstico de 7. cruzi Existen tres iniciativas
multinacionales con el objetivo principal de prevenir la transmisién de la enfermedad de
Chagas a través del control de la poblacién de los vectores y a traveés del muestreo de los
bancos de sangre para detectar la presencia de parasitos.
a) La miciativa del cono Sur, iniciada en 1991 con el objeto eliminar la enfermedad de
Chagas de Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay.
b) La iniciativa de los Andes para la eliminaciéon de la enfermedad de Chagas en
Colombia, Ecuador, Perti y Venezuela.
¢) La iniciativa de Centroamérica para la eliminacion de la enfermedad de Chagas en
Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México. Nicaragua vy
Panama.
Estas dos ultimas iniciativas arrancaron en dos fases: la primera, imniciada en 1993, se
concentro en el monitoreo de sangre para transfusién; la segunda, inaugurada en 1997, se
enfocd al control de las poblaciones de vectores. La iniciativa del cono sur ha sido altamente
exitosa. Entre 1985 y 1997 se logré una reduccion de la incidencia de infeccién por 7. cruzi
del 70% en jovenes.Paises como Uruguay o Chile han tenido éxito en su lucha contra la
enfermedad, poniendo en marcha planes de detencion de la transmision del parasito por el

Insecto vector, a través del uso de insecticidas y de programas de educacion sobre las
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condiciones de seguridad de los lugares endémicos. El uso de violeta de genciana en los

ha permitido la eliminacion de los parasitos de las reservas de sangre

bancos de sangre,
1990]. Asi, y a partir de la iniciativa del Cono Sur, Chile y Brasil

[Docampo y Moreno,

fueron certificadas libres de la transmision vectorial v por medio de transfusiones en el ano

compuestos, casi todos se han descartado debido a su ineficacia o alta toxicidad. Solo dos
farmacos son actualmente aceptados por la OMS para el tratamiento de la enfermedad: el

nifurtimox (un derivado nitrofurano) y el benzonidazol (un derivado nitroimidazol). La

susceptibilidad a estos farmacos varia segun la cepa utilizada [Brener y col., 1976] vy la

resistencia natural a ambas drogas [Filardi y Brener., 1987]. Durante la fase agua pueden
ebido a su alta

utilizarse estos farmacos aunque su uso se restringe en la fase cronica d

toxicidad [Gorla y col., 1988].

Duracion del tratamiento

00 a 120 dias

Farmaco Dosis

Nifurtimox Adultos:
(“Lampit”) > 17 afos: 8-10 mg/Kg

Niios:
1-10 afios: 15-20 mg/Kg
11-16 afos: 12.5-15 mg/Kg

Benzani-dazol Adultos: 30 a 60 dias
( ”Rochagan, Radanil ”) > 12 anos: 5 mg/Kg
Nifos:

< 12 afios: 10 mg/Kg

Figura I1.15.- Tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Sin embargo, la busqueda de una quimioterapia efectiva se hace fundamental, sobre todo en
base a los estudios que han demostrado la importancia en el uso de ésta para evitar el curso
de 1a enfermedad hacia la fase cronica. El desarrollo racional de nuevas drogas depende de la

‘dentificacion de las diferencias entre el metabolismo humano y el parasitario. Avances en

los aspectos bioquimicos del parasito han permitido la identificacion de nuevas dianas como

el metabolismo de esteroles, la prenilacion proteica, ciertas proteasas [Engel y col., 2000], y

el metabolismo de fosfolipidos [Docampo, 2001}

33
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1.3 LA INVASION POR EL PROTOZOO PARASITO TRYPANOSOMA CRUZI
— o TR EL T ROTOZ00 FARASITO TRYPANOSOMA CRUZ

11.3.1 La Infeccién De Células De Mamiferos Por T.cruzi

Los tripanosomatidos, en general. y Irypanosoma cruzi, en particular, han desarrollado
estrategias de todo tipo y, en ocasiones, altamente sofisticadas con el fin de adaptarse a
diferentes ambientes. A lo largo de sus ciclos de vida han de interaccionar con distintas
condiciones que implican profundas transformaciones mortfologicas y fisiolégicas con el fin
de sobrevivir y crecer. Pueden entrar en contacto con tipos de c€lulas muy diversos v hacer
frente a las defensas que éstas muestran. Para ello van a desarrollar mecanismos de
proteccion pasiva (imitacion molecular, variacion antigénica, etc) y de proteccion activa con
la produccion, por ejemplo, de factores inmunosupresores que debiliten esas defensas.
Evidentemente se puede suponer la existencia de una compleja via de sefializacion que opera
desde el hospedador al parasito y al revés, Y que segun hacia donde se dirija determinara o
no ¢l €xito de la infeccion llevada a cabo por ¢l parasito. Actualmente no se han llegado a
conocer con profundidad los mecanismos implicados en la parte del parasito que le permitan,
a traves de rapidas y profundas transformaciones., lograr su completa adaptacion.

I cruzi es un patégeno intracelular obligado ya que debe entrar en las células de su
hospedador vertebrado para dividirse. Ademas, tiene la caracteristica de poseer un rango
muy amplio de posibilidades en el tipo de células capaz de ser invadidas. De hecho, hasta
ahora no se ha identificado ninguna linea celular resistente a la invasion por 7. cruzi, lo que

sugiere que los procesos implicados deben ser ubicuos y bastante efectivos, posiblemente
relacionados con genes “housekeeping”. En general, se puede distinguir la invasién en

celulas fagociticas y en células no fagociticas.

.3.2 Invasién de células fagociticas por T. cruzi

Se han realizado numerosos estudios sobre la interaccion del parasito con los macréfagos, va
que ¢stos representan una de las principales rutas de establecimiento de la infeccién. Tanto

epimastigotes no infectivos como tripomastigotes infectivos entran en las células fagociticas
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a través de la formacién de una vacuola parasitéfora; [Tanowitz y col., 1975; Milder y
Kloetzel., 1980; Meirelles y col., 1983; Carvalho y col., 1989], siendo unicamente los
altimos los que escapan de la vacuola, diferenciandose en el citoplasma a formas
amastigotas, que tras varias generaciones de replicacion, se diferencian a tripomastigotes,
que saldran de la célula hospedadora al ambiente extracelular.

Fenton Hall y col., demostraron en 1991 que las glicoproteinas de la membrana plasmatica
que son incorporadas a la membrana de la vacuola que rodea al parasito, son distintas segun
cual sea el estadio del parasito que se internaliza. Estas diferencias parecen reflejar, en parte,
una unién selectiva de los receptores de la superficie celular que median la entrada. A pesar
de que la entrada de los estadios infectivos y los no infectivos pueda estar mediada por
diferentes receptores, glicoproteinas de la membrana lisosomal (lgps) se incorporan a la

vacuola, sugiriendo la misma via de entrada en ambos casos.

En general, el mecanismo por el que los tripomastigotes entran en los macrofagos ha sido
objeto de controversia bastante tiempo: por un lado, algunos investigadores sostenian que la
entrada se bloqueaba en presencia de inhibidores de la polimerizacion de actina [Nogueira 'y
col., 1976; Meirelles y col., 1982], y otros no encontraban tal inhibicion, determinando que
la invasién era un proceso activo por parte del parasito [Kipnis y col., 1979]. La posterior
observacién de un mecanismo de entrada independiente de citocalasina para tripomastigotes
en células no fagociticas, puso de manifiesto que en los macrofagos podia ocurrir
simultaneamente tanto una entrada activa , dependiente de Ca2+y kinasas especificas, como
una fagocitosis pasiva.

Los macréfagos pueden ingerir directamente las formas amastigotas, que escapan del
fagolisosoma y se replican normalmente en el citosol [Ley y col., 1988]. A diferencia de los
tripomastigotes, que invaden preferentemente los margenes de la célula hospedadora, los
amastigotes se unen aleatoriamente a la superficie celular [Mortara, 1991].

En 1998 Villalta y col., describieron una ruta de sefializacién en el proceso de infeccion de
macréfagos a través de la glicoproteina op83 que utilizaba la ruta de MAP kinasas,
potenciando la fosforilacion de ERK-1'y de otras proteinas del macrofago.

Desde el punto de vista de la célula huésped, en este caso los macrofagos, en un proceso
infectivo son activados por citokinas, especialmente por interferon-y, desarrollando
mecanismos de defensa que implican la activacion de los elementos que intervienen en

procesos oxidativos, generando intermediarios de oxido toxicos, asi como la participacion
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del acido nitrico [Nathan y col., 1979; Ho y col., 1992]. Estos mecanismos pueden matar
cficientemente a los tripomastigotes intracelulares [Reed, 1988]. Por otra parte, se ha
descrito que las formas infectivas de 7. cruzi excretan sustancias como poliaminas que
incrementan el pH citoplasmatico de la célula fagocitica evitando la fusion lisosomal a la
vacuola parasitéfora, y permitiendo la supervivencia del parasito hasta su salida al

citoplasma [Osuna y col., 1986].

1.3.3 Invasién de células no fagociticas por I. cruzi

Cuando se estudia el mecanismo de entrada del parasito en células no fagociticas. se observa
que es distinto de la fagocitosis clasica. La invasién ocurre lentamente, como se observa en
estudios de microscopia grabados en video, donde parece que se necesitan entre 5-10

minutos para la completa internalizacion y acontece en un lugar especifico de la célula

hospedadora sin que se produzcan extensiones de pseudopodos ni ninguna otra alteracion

obvia de la membrana plasmatica durante todo el proceso [Schenkman, 1988].

Figura 11.16.- Mecanismo de entrada de 7" cruzi en células no fagociticas. I.a observacion realizada
con microscopio electronico de barrido no revelé en ningun caso la existencia de alteraciones en la

membrana plasm:itica de la celula huésped.
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Parece que la entrada del parasito no €s inhibida por citocalasina D, cuya presencia, en
cambio, parece favorecer €l proceso [Tardieux y col., 1992]. Asimismo, la tincion de los
microfilamentos de la célula hospedadora con faloidina, permiti6 comprobar que los
tripanosomas recientemente internalizados no estaban rodeados de una capa de F-actina. El
hecho de que la entrada de 7. cruzi sea independiente de la polimerizacion de la actina, y el
que la eliminacion del citoesqueleto de actina cortical facilite el proceso, es inusual, y difiere
de la invasion desarrollada por otros patdgenos bacterianos [Falkow y col., 1992]. Sin
embargo, se ha observado en ¢l proceso de invasion de células HeLa por tripomastigotes, la
extension de pseudopodos alrededor de los parasitos, y la tincion con faloidina en el sitio de
invasion [Schenkman y Mortara., 1992]. El hecho de que estas observaciones no se¢ hayan
podido verificar en otro tipo de células como fibroblastos o células epiteliales renales, parece
indicar que estos acontecimientos se hallan restringidas a las células Hel.a.

Usando anticuerpos frente a lgp120 (glicoproteinas de la membrana lisosomal) y mediante
estudios de microscopia electronica, se observé un reclutamiento y agrupamiento lisosomal
antes del comienzo de la internalizacion, y como los marcadores lisosomales se asociaban a
la vacuola nuevamente formada [Tardieux y col., 1992], ¢ incluso a vacuolas parcialmente
formadas v antes de que los parasitos hubieran sido completamente internalizados [Hall y
col., 1992]. Estos datos sugieren que la entrada del parasito implica la formacion de una
vacuola, que, teniendo en cuenta la morfologia del proceso de entrada en ceélulas no
fagociticas y la aparente ausencia de actina, parece implicar la fusion gradual y temprana de
los lisosomas para desarrollar la membrana requerida para la formacién de la vacuola que

rodea al parasito en el momento de la entrada en la célula huésped.

La fusién de lisosomas con vacuolas intracelulares conteniendo a 7. cruzi, habia sido descrita

anteriormente [Kress y col., 1975; Milder y Kloetzel., 1980; Meirelles y de Souza., 1983;
Carvalho y de Souza., 1989].

Generalmente, los lisosomas se encuentran agrupados en la region perinuclear de las celulas

animales asociados con el centro de organizacion de los microtubulos con una distribucion
que, aunque requiere una red de microtibulos intactos, es independiente de microfilamentos

de actina v de los filamentos intermedios [Matteoni y Kreis., 1987]. Normalmente, el
material internalizado por las células y destinado a la degradacion, se une a los lisosomas

tras la migracion al area perinuclear en un proceso que requiere de 15 a 30 minutos. Sin
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embargo, poco después de la interiorizacion del tripanosoma, los lisosomas secundarios se
fusionan con fagosomas y 24 a 96 horas después aparecen amastigotes libres en el
citoplasma [Kress y col., 1975; Tanowitz y col, 1975; Nogueira y Cohn, 1976; Milder y
Kloetzel, 1980; Nazareth y col., 1986].
Esta hipétesis fue reforzada mediante manipulacién experimental de la distribucion celular v
la capacidad de fusion de los lisosomas. La acidificacion del citosol [Heuser, 1989] o
tratamiento con drogas que, por diferentes mecanismos, inducen una dramatica migracion de
lisosomas desde el area perinuclear a la perifenia celular de forma dependiente de
microtubulos [Tardieux y col., 1992], aumenté la invasion de 7. cruzi en celulas NRK,
mientras que la alcalinizacion, que induce el agrupamiento perinuclear de los lisosomas, tuvo
el efecto opuesto. Condiciones que interferian no con la localizacién sino con la capacidad
de fusion de los lisosomas, originaron una reduccion de la invasion por tripomastigotes en un
50%. La baja velocidad de infeccion por 77 cruzi en células mitoticas [Dvorak y Crane.,
1981; Tardieux y col., 1992], periodo durante el que todos los eventos de fusién de
membranas intracelulares son bloqueados [Warren, 1985] probablemente debia a este hecho
el resultado, y no a la pérdida de receptores de superficie como se habia descrito previamente
[Dvorak y Crane., 1981; Zingales y Colli., 1985]. Con todos estos datos y conociendo que
I cruzi muestra una clara preferencia por invadir los margenes celulares [Schenkman y
col., 1988]. se¢ sugeria fuertemente la participacion de los lisosomas en el proceso de
invasion. Este proceso de reclutamiento lisosomal y fusién temprana en el sitio de
internalizacion del parasito es unico, y muy diferente de la fagocitosis clasica, revelandose
un mecanismo nuevo para la invasion celular que implica la existencia de procesos de
sefializacion entre el parasito y la célula hospedadora.
En este sentido, el Ca®* se considerdé un firme candidato como segundo mensajero en la
c€lula huésped, ya que esta implicado en la reorganizacion del citoesqueleto cortical de
actina y en la fusion lisosomal [Andrews, 1995]. Ademas se observo que en ¢l momento del
contacto de los tripomastigotes infectivos con la célula diana, se producian rapidas v
repetitivas elevaciones de [Ca®|; en las células NRK. pocos segundos después de la
exposicion a los parasitos, y que duraban mas de 10 minutos [Tardieux y col., 1994].
Cuando se bloquean de alguna forma la produccién de esos transientes, se inhibe la invasion
del parasito indicando el requerimiento de los transientes de [Ca®]; en el proceso [Mortara,

1991; Tardieux y col., 1994; Rodriguez y col., 1995]. Ademas, los mismos protocolos no
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inhiben la ingestiéon de particulas por fagocitosis, aunque si interfieren con la fusion

lisosomal [Jaconi y col., 1990]. Por tanto, ¢l mecanismo de sefializacion de Ca®* podria estar
implicado en el reclutamiento de lisosomas de la célula hospedadora que conduce a la
invasion. Por otro lado, cuando se realizaron medidas de [Ca®']; en tripomastigotes de 7'
cruzi, se detectd6 una elevacion de 20 a 100nM en el momento de la asociacion de los

parasitos con la célula hospedadora [Moreno y col., 1994]. A pesar de que la cinética de la

respuesta de [Ca’']; de tripos y su relacion con los transientes de Ca’* en la célula
hospedadora no se han estudiado, los resultados sugieren que un mecanismo de sefializacion
cruzada podria ser disparado en el momento de contacto de T cruzi con la célula. El parasito
entra en contacto con la célula hospedadora a través de su extremo posterior, donde se
localiza la apertura del bolsillo flagelar, que €s una zona especializada de la membrana
plasmatica donde ocurren los procesos de endo-exocitosis [Andrews, 1995]. Se ha postulado
que la secrecion de factores especificos del parasito, que ocurriria a través del bolsillo
flagelar, podrian interaccionar con la célula hospedadora desarrollando todo el proceso de
sefializacion que conduce a la entrada del parasito en la célula [Tardieux y col., 1992]. En
este sentido se ha caracterizado la proteinasa Tc80, secretada por las formas infectivas del
parasito, que produce la hidrohisis de ciertos componentes de la matriz extracelular,
favoreciendo la entrada del parasito [Grellier y col., 2001].

Si consideramos que los tripomastigotes inducen transientes de Ca®" que provocan rapidos
rearreglos del citoesqueleto de actina [Rodriguez y col., 1995] v que se traducen en la
despolimerizaciéon de los microfilamentos de actina, lo que favorece la invasion
[Schenkman y col., 1991a; Tardieux y col., 1992]. v si a esto unimos que es posible inducir
la fusion de los lisosomas convencionales con la membrana plasmatica de forma dependiente
de Ca’'. temperatura y ATP [Rodriguez y col., 1997], se deduce que el mecanismo de
invasién de la célula hospedadora por 7. cruzi esta mediado por la fusion lisosomal que

depende de incrementos transientes de Ca’' inducidos por el parasito [Tardieux y col.,

1994].
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Figura 11.17.- Entrada de 7. cruzi hacia el citosol de la célula huésped. Etapas principales en el
proceso de invasion llevado a cabo por el parisito. 1, contacto inicial del parasito con la membrana
phsméﬁca;z,mdtmimmdeﬁscmnaspeﬁmckmeshﬂadsiﬁodeconﬂcminkiaLS, fusion de los
lisosomas con la membrana plasmitica formando la vacuola fagolisosomica; 4, conjunto de
acontecimientos que conduce a la rotura de la vacuola fagolisosémica; 5, salida del parasito al citosol,
donde terminara su transformacién a la forma amastigote, 6, replicacion de la forma amastigote en el

citosol; 7, viraje de la formaa ama- a la forma trpomastigote; 8, rotura de la célula huésped y salida del
parasito

La fusion de los lisosomas con la membrana plasmatica independientemente de la fagocitosis
se ha descrito sélo como parte de la ruta exocitica de algunas células especializadas
[Tardieux y col., 1992]. Se ha descrito que, cuando existe algun dafio en la membrana
plasmatica, la entrada de Ca2+ subsiguiente conduce a la exocitosis de vesiculas, del tipo
lisosomal, hacia el sitio del dafio de la membrana [Caler y col., 1998; Reddy y col., 2001].
La importancia de este hecho radica en que parece que 7. cruzi se haya aprovechado de la
existencia de una ruta de transduccion de seiial reguladora de la fusion y el reclutamiento

lisosomal para llevar a cabo su proceso infectivo |[Andrews, 2002].
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.4 ACONTECIMIENTOS EN LA INVASION POR TRYPANOSOMA CRrRuUZI

En el proceso de invasion llevado a cabo por Trypanosoma cruzi, s pueden distinguir varias
etapas. En primer lugar, existe una interaccion inicial entre el patoégeno y la célula que dara
lugar a la entrada del mismo mediante la formaciéon de una vacuola parasitofora. A

continuaciéon, se produce el escape del parasito de la vacuola al citosol donde ocurre la

multiplicacién del mismo. Finalmente, y tras desarrollarse suficientemente y virar al estadio

adecuado, tiene lugar el escape de la cclula tras lisis de la misma. Todos estos

acontecimientos son, en realidad y pese a la importancia que tienen en el desarrollo del

parasito, muy poco conocidos.

.41 Interaccién del parasito con la célula hospedadora.

El proceso de reconocimiento € interaccién entre las membranas de la célula hospedadora y
smo invasor, son los primeros pasos en la serie de acontecimientos que conducen a

cion [Nogueira y Cohn., 1976; Alcintara y Brener., 1980; Andrews y

un organi
un proceso de infec
Colli., 1981; [Villalta y Kierszenbaum., 1985; Boschetti y col., 1987; Capron y Dessaint.,

1989: De Souza., 1989] Esta interaccion puede ser inespecifica en muchas infecciones, pero
existen otros casos con evidencias de reconocimiento entre los sitios del organismo Invasor y
la célula huésped.

Historicamente, los estudios de interaccion cclula hospedadora-patogeno, se han enfocado a
la identificacién de posibles receptores en la célula y a la identificacion de proteinas de
superficie asociadas a los estadios infectivos del parasito y que pudieran estar implicadas en
el proceso de reconocimiento. Respecto a la infecciéon por 7. cruzi, el primer hecho que
[lama la atencion es el que las formas tripomastigotas puedan infectar gran cantidad de
células de mamifero, tanto macrofagos como c€lulas fagociticas no profesionales:
fibroblastos. células epiteliales, endotehales, musculares y nerviosas, lo que sugiere que el
reconocimiento de la célula diana puede estar mediada por receptores, ya que no todos los
tejidos son infectados y, para un mismo tejido, las distintas cepas presentan diferentes

especificidades [Piras y col., 1983; Snary., 1985; Zingales y Colli., 1985; de Araujo-
Jorge, 1989].
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Sin embargo, cuando se llevan a cabo estudios de interaccion de cclulas de mamiferos con
tripomastigotes de 7. cruzi en cultivo in vitro, se observa que en ¢l proceso de unién e
invasion que desarrolla el parasito aparecen implicadas un gran numero de moléculas y
procesos. Asi, cuando se producen diferentes modificaciones de las glicoproteinas de
superficie de la membrana y/o de la arquitectura de células fibroblasticas hospedadoras, se
produce una alteracion en la infeccién por 7. cruzi. lo que sugiere que la membrana de estas

celulas no tiene un papel pasivo en el proceso de infeccién. Por otro lado, cuando se utiliza

A N N N N N N N N N _

1k e Lk

un anticuerpo dirigido frente a un epitopo antigénico de superficie de la membrana de 7T

cruzi, se produce una disminucién de la infectividad sobre células LLCMK? de

aproximadamente un 34% respecto al efecto que causa el suero preinmune [Martiny col.,
1997]. En distintos sistemas se ha podido observar, realizando estudios in vifro que ciertos
glicoconjugados (glicoproteinas y glicolipidos) del parasito y de la célula participan en el
proceso de invasion, siendo el dominio carbohidrato de estas moléculas el que parece
participar en este tipo de interaccién [Andrews y Colli., 1981; Barbosa y Meirelles., 1992;
[Vermelho y col., 1992]. Existen muchos y distintos tipos de carbohidratos (galactita, N-
acetil-glucosamina, N- acetil-galactosamina, manosa y acido sialico) que componen los
glicoconjugados de superficie, tanto de 7. cruzi como de la célula hospedadora vy que estan
involucrados en el proceso. Recientemente se ha descrito que diferentes proteinas de la
superficie de los tripomastigotes son capaces de unirse a componentes de la matriz
extracelular (laminina, fibronectina, colageno), confirmando la posibilidad de que la
interaccion con la célula hospedadora ocurra a través de proteinas de la matriz [Manque y
col,, 2000]. También se ha propuesto la intervencion de fosfolipidos del parasito, que al
interaccionar con la célula diana, sufren cambios en la composicion y organizacion, lo que
parece influir en el proceso de internalizacion, asi como en la activacién de rutas de

sefializacion dirigidas a la expresion de genes que regulan la invasion y/o los procesos de

diferenciacion del parasito [Garrido y col., 2000].
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Molécula Funcion Referencia

Su eliminacion de la superficie celular Villalta y Kierszenbaum., 1983

Manosa
disminuye la invasion :
Acido sidalico Su eliminacion de la superﬁc:e celular De Titto y Araujo., 1987
disminuye la invasion ¥
Galactosa Su eliminacion de la superficie celular Villalta y Kierszenbaum., 1984
J ] disminuye la invasion L Fecek il . )
Integrinas Receptores que unen matriz extracelular Fernandez y col., 1993
y fibronectina al citoesqueleto cortical y Burleigh y Andrews., 1995.
que estan implicadas en transduccion de
sefiales.
Fibronectina (Fn) Nexo de union entre el parasito y la Pereira, 1990; Ouassi y Capron, 1989,

célula por umon a ﬁ-l mteg'mas i ~

Re:gepmres | y I del -TG- Fﬂ Activacion de via de sefializacion tal vez Mingy col.; 1995
mediada por sialidasas del parasito que

(“traanorming gTMh factor inducen el procesamiento de moléculas
precursoras de TGFB del hospedador en

3] péptidos activos de la via de sefializacion
del TGFB.

Figura I1.18.- Moléculas de la célula hospedadora implicadas en la adhesién a 7. cruzi

Otro tipo de moléculas que parecen tener un importante papel en las etapas iniciales del
establecimiento de la invasion celular por 7. cruzi, son las transialidasas de superficie
[Schenkman y col., 1994]. Diferentes estudios corroboran su participacion: se conoce que la
invasion se potencia cuando se lleva a cabo un pretratamiento de los parasitos con la
sialoglicoproteina fetuina, pero no con la ailofetuina [Piras y col., 1987]; la invasion se
inhibe cuando se utilizan anticuerpos frente a epitopos que contienen acido sialico en la
superficie de los tripomastigotes [Schenkman y col., 1991b; Ruiz y col., 1993]; la ausencia
de residuos de acido sialico en la superficie de las células hospedadoras reduce la entrada del
parasito [Schenkman y col., 1993b; Ming y col., 1993; Ciavaglia y col., 1993], y ¢l enzima
purificado, que compite especificamente con la transialidasa, al ser afadido al medio de
cultivo, inhibe la invasién [Schenkman y col., 1993a; Ming y col., 1993]. De aqui se
deduce que la transialidasa sea requerida tanto para la deposicion de residuos de acido sialico
sobre la superficie de los tripomastigotes como para actuar como ligando sobre los residuos
de acido sialico de la célula hospedadora. De hecho, se piensa que la transialidasa estabiliza
el proceso de internalizacion al unirse a los motivos de acido sialico de las glicoproteinas
lisosomales (lgps), estableciendo asi una fuerte union entre las membranas del parasito que
esta siendo internalizado, v la de la vacuola fagolisosomica en la que esos residuos quedan

gradualmente expuestos al fusionarse los lisosomas con la membrana plasmatica [Tardieux
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y col., 1992]. De aqui se puede explicar en parte, la capacidad de 7' cruzi para invadir
diversos tipos celulares. Puede que el parasito utilice diferentes receptores sobre la célula
hospedadora que tengan alguna propiedad comun, como por ejemplo la carga negativa.
Moléculas cargadas negativamente como acido sialico o heparan sulfato podrian actuar como
receptores para el parasito en muchos tipos celulares [Herrera y col., 1994]. La transialidasa
de 7. cruzi pertenece a una gran familia de proteinas de superficie de las que no todas tienen
actividad transialidasa [Uemura y col., 1992; Kahn y col., 1993]. Es posible que los
miembros enzimaticamente inactivos reconozcan acido sialico, lo que explicaria el papel
propuesto en la invasion del parasito [Alves y col., 1986; Ramirez y col., 1993]. También

parecen intervenir en el proceso otras moléculas como glicosaminoglicanos de la superficie

de la c€lula hospedadora , v una molécula de superficie del tripomastigote que se une a la
heparina [Ortega-Barria y Pereira, 1991].

Molecula Funcion Referencia

Glicoproteina con  actividad Fnzimas con actividad neuraminidasa y/ Cross y Takle., 1993
transialidasa, capaces de transferir acido Schenkman y Elchinger., 1993
neuraminidasa y/o transialidasa siilico  entre  glicoconjugados  del

e OSpekiador v ol purlaito. g :
Acido sidlico Carbohidrato  cargado negativamente Cross y Takle., 1993
encontrado en la localizacion terminarl de Schenkman y Elchinger., 1993
— __ sglicoproteinas y glicolipidos. -
Penetrina (60 Kda) Componente de la superficie del parasito Ortega-Barria y Pereira., 1991
capaz de unirse selectivamente a tres
componentes de la matriz extracelular:
__ _ a heparina, heparén sulfato y colageno. B _ )
ep83 Glicoportéina localizada en la membrana de Lima y Villalta, 1988 y 1989
tripomastigotes que actiia como receptor de Villalta y col., 1990 y 1992
fibronectina unida a superficie celular y Schenkman y col., 1991b

sangyim

gp8s Une fibronectina y coldgeno. Es uno de los Couto y col., 1987 y 1990.
productos de secrecion mayoritarios del
) ___estadio tripomastigote. i ) i
Proteina de superficie Ssp— 3 Monoclonales especificos de residuos de Schenkman y col., 1991b
acido sidlico de Ssp-3 inhiben la unién de

dependiente de estadio tnpomastigotes a la célula.
Ho}dnm rTc80 Es secretada por ¢l estadio tripomstigote-y Santana y col., 1997.
degrada colageno tipo I v IV de la matriz
= extracelular.

Glicoprotet'nas mjmﬂ a Famiha de moléculas O-glicosiladas ricas D1 Noia y col., 1995.
en treonina que funcionan como aceptores Yoshida y col., 1997.

mucinas de icido sidlico en los estados infectivos, y

que estan implicadas en la interacciéon con

la superficie de la célula hospedadora.. asi

como en la proteccion de la superficie del

NATAS itO.

Figura I1.19.- Moléculas del parasito 7. cruziimplicadas en la adhesién a la célula hospedadora
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activo que requiere energia por parte
hospedadora no interviene [Schenkman y col.,1991a]. De hecho se han propuesto dos rutas
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Todos los datos obtenidos hasta ahora conducen a pensar quc €n el proceso de invasion
llevado a cabo por 7. cruzi no existe solo un tipico reconocimiento receptor-ligando, sino

que se producen reacciones enzimaticas de distinto tipo, y parece que se trata de un proceso

del parasito, y en el que el metabolismo de la célula

principales de interaccion parasito-c¢lula en el proceso de invasion: por un lado a través del

reconocimiento de residuos de acido sialico y transialidasa, y por otro a través de la

interaccion de la penetrina y heparan sulfato [Ming y col., 1995].

I14.2 Entrada de T. cruzi en la célula hospedadora

Los patogenos intracelulares acceden al interior de las células hospedadoras por distintos

mecanismos. Algunos, como Legionella 'y Leishmania, infectan principalmente c€lulas
fagociticas, por lo que s¢ asumia que €l mecanismo de internalizacion era la fagocitosis

[Moulder, 1985]. Otros organismos, como Salmonella, Yersinia, Listeria y Shigella, son
capaces de invadir fagocitos no profesionales y la morfologia del proceso de entrada parece
variar considerablemente entre ellos. En general, se considera que ¢l mecanismo de entrada

de la gran mayoria de los parasitos intracelulares estudiados hasta la fecha seria como una

“fagocitosis inducida por el parasito”, ya que ganan el acceso al ambiente intracelular dentro
de vacuolas rodeadas de actina polimerizada y la entrada se bloquea por citocalasinas.
El mecanismo de entrada de 7. cruzi en una c¢lula hospedadora es inusual, como se€

demostr6 por primera vez con los estudios de microscopia electronica de barrido realizados

sobre células epiteliales y fibroblastos [Schenkman y col., 1988]. La gran mayoria de los

tripanosomas inician la invasion por el extremo posterior, la zona donde se localiza la

apertura del bolsillo flagelar, y mucstran preferencia por unirse a los lamelipodios de los

margenes celulares en células adherentes y a las superficies basolaterales de cclulas

polarizadas, ambas regiones caracterizadas por procesos de ensamblaje del citoesqueleto de
actina cortical [Schenkman y col., 1988; Heath, y Holifield, 1991]. Después de un contacto
inicial, la entrada de 7. cruzi va acompaiiada de la formacion de una vacuola que lo rodea. El
proceso en si se distingue de la fagocitosis clasica por dos aspectos fundamentales. Por un
lado, no se¢ observan pseudopodos ni otras alteraciones de la membrana plasmatica de

fibroblastos ni células epiteliales durante la entrada del parasito. Y por otro lado, la entrada
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