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1.-Trypanosoma cruzi. Caracteristicas generales.

1.1.-Clasificacion filogenética.

T. cruzi es un protozoo parasito flagelado perteneciente al Philum
Sarcomastigophora, Subphilum Mastigophora, Clase Zoomastigophorea,
Orden Kinetoplastida. En este grupo se encuadra una sola familia
Trypanosomatidae en la que se incluyen especies de los Géneros Leishmania 'y
Trypanosoma. La caracteristica que distingue a este Orden de otros es la
presencia de una sola mitocondria de gran tamano llamada kinetoplasto, con
una forma diferente de DNA (kDNA), consistente en miles de copias de
minicirculos y algunas copias de maxicirculos, interconectados
topologicamente formando una red (Simpson, 1989). E1 kDNA supone entre un
10-30% del DNA total dependiendo de la especie. Este organulo especial se
situa adyacente al cuerpo basal del flagelo y su replicacion se produce en
coordinacion con la del DNA nuclear (sus fases S estan reguladas
coordinadamente) (Pasion y col., 1994), a diferencia de lo que ocurre con los
DNA mitocondriales de otros organismos.

Dentro de los kinetoplastidos, se reconocen dos tipos de relaciones
parasito-hospedador: (i) kinetoplastidos monogénicos, que parasitan un solo
hospedador, invertebrado, y (ii) kinetoplastidos digénicos, que parasitan a dos
hospedadores, normalmente uno invertebrado y otro vertebrado. Estos
organismos eucariotas inferiores, por sus 1mplicaciones sanitarias y
economicas, estan sujetos a intereses biologicos y médicos. Las especies
monogénicas son conocidas como “tripanosomatidos inferiores”, y se cree que
los géneros digénicos Leishmania y Trypanosoma provienen de un ancestro
monogénico. Ademas, las etapas en insectos de las especies digénicas
patogenas recuerdan a las especies monogénicas (Lake y col, 1991). Los
Trypanosomatidae son descendientes directos de los primeros eucariotas que
aparecieron en la tierra hace unos 1500 millones de anos, segun se infiere de

los arboles filogenéticos construidos con secuencias ribosomales (Knoll, 1992).
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1.2.-Ciclo de vida.

I. cruzi posee un ciclo de vida complejo que incluye la infeccion de un
hospedador vertebrado y la transmision por un insecto vector. Este parasito
adopta a lo largo de su ciclo de vida tres estadios morfologicos principales: la
forma amastigote no flagelada y las formas flageladas epimastigote vy
tripomastigote (Brener, 1973, 1981). La forma epimastigote prolifera en el
insecto vector y eventualmente se diferencia para dar lugar a los
tripomastigotes metaciclicos, con capacidad infectiva. El vehiculo son las
heces del insecto vector. La entrada del parasito en el hospedador puede
producirse directamente a través de mucosas o a través de la piel facilitado
por la erosion que se produce al rascar la picadura producida por el insecto.
De forma ocasional, también puede existir la transmision oral, al comer el
hospedador vertebrado alimentos contaminados con heces de estos insectos.
Una vez en el torrente sanguineo del hospedador, estos tripomastigotes son
capaces de penetrar en una gran variedad de tipos celulares (macrofagos,
fibroblastos, células del sistema nervioso y musculares) (Burleigh y col., 1995).
Dentro de estas células, los parasitos se transforman en formas amastigotes
que sufren varios ciclos de division y se diferencian, pasando por formas
intermedias de morfologia similar a los epimastigotes, a tripomastigotes
sanguineos que son liberados por ruptura de la célula anfitriona, iniciando asi
el siguiente ciclo de infeccion. Las formas tripomastigotes son una poblacion
pleomorfica, con dos morfologias basicas descritas como slender y broad. Las
formas slender pueden invadir nuevamente células de forma similar a los
tripomastigotes metaciclicos. Ademas, c€lulas infectadas lisadas
prematuramente, pueden liberar formas amastigotes, que podrian también
infectar c€lulas particularmente fagociticas. La ingestion de los
tripomastigotes sanguineos por parte del insecto vector (Rhodnius, Triatoma,
etc.), permite que se complete el ciclo de vida del parasito al diferenciarse el
tripomastigote en formas amastigotes replicativas conocidas como
esferoamastigotes. Como paso intermedio a los esferoamastigotes, todas las
formas tripomastigotes sanguineas pasan por una morfologia broad (Tyler y
Engman, 2001). Seguidamente, éstas se transforman en epimastigotes
replicativos. In vitro, la transformacion de amastigotes a epimastigores es

reversible y dependiente de la concentracion de glucosa (Tyler y Engman,
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2000). Es importante destacar que la invasion de las cé€lulas y la replicacion
intracelular son esenciales para la induccion de la enfermedad y la
continuacion del ciclo de vida del parasito. En la siguiente figura se muestra

un esquema del ciclo de vida del parasito:

Fig 1.-Ciclo de vida de T. cruzi. Se puede observar la diferenciacion de formas epimastigotes

a tripomastigotes en el intestino del insecto vector. En el hospedador vertebrado estos
tripomastigotes se diferencian a amastigotes, formas replicativas que tras varios ciclos de

division vuelven a diferenciarse a tripomastigotes.

1.3.- Peculiaridades de la biologia molecular de Trypanosoma cruzi .

Aunque el estudio de estos protozoos flagelados se inicio
principalmente por razones de salud publica, posteriormente el
descubrimiento en ellos de una serie de peculiaridades, tales como
transcripcion policistronica, el mecanismo de “trans-splicing” o la edicion del
RNA mitocondrial, los han convertido en interesantes modelos de estudio. Se
postula que la intensa presion evolutiva a la que estan sometidos estos
organismos, especialistas en sobrevivir en condiciones adversas, ha dado lugar

por una parte al mantenimiento de estructuras evolutivamente antiguas y por
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otra al desarrollo de nuevos mecanismos bioquimicos con amplia repercusion
en la expresion de la informacion génica. Algunos de los fenomenos descritos
inicialmente como especificos de tripanosomatidos, se ha comprobado
posteriormente que también tienen lugar en organismos eucariotas
superiores, como es el caso del trans-splicing de mRNAs, presente en células
humanas y otros mamiferos (Caudevilla y col., 2001) o la interferencia de RNA,
descrito en una amplia variedad de organismos, incluido el hombre (Bernstein

y col., 2001).

1.3.1.- Cariotipo y tamaifo molecular.

Actualmente se acepta que el genoma de 7. cruzi es diploide (Borst,
1982; Gibson, 1985), con un tamano de aproximadamente 3,5 x 108 pb, y con
unos 10.000 genes (Clayton, 2002). Los cromosomas de los tripanosomatidos
no se condensan durante la mitosis y resulta dificil estimar su numero por
técnicas convencionales (Solari, 1980). Aunque existen diferencias cariotipicas
entre diferentes cepas, 7T. cruzi posee alrededor de 20 cromosomas (Cano y
col., 1995; Henrikson y col., 1996) con tamanos comprendidos entre 450Kb y
4Mb. Ademas, los cromosomas homologos difieren considerablemente en su
tamano, debido fundamentalmente a variaciones en el numero de genes
repetidos en tandem y a la mayor o menor presencia de secuencias repetidas,
especialmente en regiones subteloméricas (Aguero y col., 2000; Clayton,
2002).

Estudios de la estructura genética en poblaciones de T. cruzi
demuestran la existencia de fijacion de heterocigocidad, ausencia de
segregacion, predominancia o ausencia de determinados genotipos y otras
caracteristicas que indican un predominio de la reproduccion asexual y por lo
tanto una distribucion de la poblacion de linajes clonales (De Luca D'oro y
col., 1993; Henriksson y col., 1990).

Recientemente se ha podido comprobar que realmente T. cruzi es capaz
de realizar intercambio de material genético. Se han encontrado hibridos en el
estado mamifero del ciclo de vida, que deben resultar de una fusion, seguida
de perdida de material genético, probablemente en conjuncion con fenomenos
de recombinacion homologa. Este intercambio genético que resulta esencial en
otros parasitos como en el caso de Plasmodium, donde forma parte obligatoria

de su ciclo de vida, no lo es en el caso de T. cruzi. Este tipo de fenomeno
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permite recorrer mayores distancias genéticas que la herencia mendeliana y
potencialmente facilita una rapida especiacion y evolucion posibilitando la

adaptacion a nuevos huéspedes (Gaunt, M.W., 2003)

1.3.2.- Organizacién génica. Transcripcion policistronica y discontinua.

La organizacion génica en T. cruzi y otros miembros del Orden
Kinetoplastida, posee ciertas reminiscencias de la organizacion en operones
presente en el reino procariota. Es especialmente llamativo el hecho de que
sus genes no estan interrumpidos por intrones (Borst,1986). Recientemente,
Mair y colaboradores (Mair, y col., 2000), mostraron en 7. brucet una
estructura tipo intrén en el gen que codifica para la polimerasa poli-A.
Ademas, este intron es eficientemente procesado mediante cis-splicing,
mecanismo analogo al que utilizan los eucariotas superiores. AsimisSmo
comprobaron que 7. cruzi también posee y procesa esta estructura intronica
en el gen poli-A polimerasa (Mair y col., 2000). No parece ser un hecho
genérico, ya que tras la secuenciacion de aproximadamente el 50% del genoma
de T cruzi no se han localizado mas intrones (Mair, y col., 2000; Degrave y
col., 2001). A diferencia de lo que ocurre en los operones procariotas, la
estructura génica de los operones de tripanosomatidos es azarosa, sin que
exista relacion con la actividad, ni con la regulaciéon de estos genes contenidos
en un mismo “operon”. En T. cruzi la inica relacion que poseen dichos genes
es que son co-transcritos al mismo tiempo (Gibson y col., 1985; Clayton,
2002). Normalmente los genes que codifican proteinas aparecen en
agrupaciones que contienen repeticiones en tandem del mismo gen separadas
por pequenas regiones intergénicas. Este es el caso de los genes que codifican
las histonas H2A (Puerta y col., 1994) 6 de la HSP70 (Requena y col., 1988) de
T. cruzi. Se ha descrito que los genes asi agrupados se transcriben como parte
de un transcrito policistréonico primario (Clayton, 1992). La transcripcion del
policistron parece depender de un promotor localizado en 5’ corriente arriba
del comienzo de la agrupacion. Esta particular organizacion probablemente

explica porqué en tripanosomatidos se han encontrado muy pocas secuencias

con capacidad promotora.
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1.3.3.- “Trans-splicing” y poliadenilacion

Uno de los hechos mas llamativos de los mecanismos de expresion y
regulacion genética de tripanosomatidos es la forma en que transcriben y
procesan sus genes nucleares (Nilsen, 1994). La transcripcion policistronica

requiere de un mecanismo para procesar el transcrito primario en RNA

mensajeros (RNAm) maduros individuales. El proceso implica la adicion de
una secuencia de 39 nucleotidos (mini-exon 6 SL) en el extremo S' del
mensajero y la de una cola de poliadeninas (poli-A) en el extremo 3'. Se genera
asi un RNAm quimeérico resultante de la transcripcion de dos segmentos de
DNA que se encuentran separados en el genoma. Las primeras evidencias de
este fenomeno fueron resultado del analisis del extremo S' de las secuencias
de los RNAm de los antigenos de superficie de 7. brucei . Se comprobo que los
primeros 35 nucledtidos en todos los RNAm de  diferentes antigenos
analizados eran comunes (Boothroyd y Cross, 1982). Aunque en un principio
se pensO que esta secuencia lider era especifica de los genes de las
glicoproteinas variables de superficie (VSGs), mas tarde se demostro que todos
los RNAm procedentes del DNA nuclear de distintas especies de tripanosoma
empezaban con la misma secuencia (DeLange y col., 1984; Parsons y col.,
1984) aunque existen excepciones. Algunos ejemplos en 7. cruzt son los
transcritos de los elementos L1Tc y NARTc que no presentan SL (Olivares,
2000; Bringaud y col., 2002a) o en el caso de 7. brucei, los transcritos del

retrotransposon ingi/RIME que tampoco presentan SL (Vasella y col., 1996).

Asi pues, la secuencia lider (SL) o mini-exon, consiste en 39 nucleotidos
con una estructura conocida como cap altamente modificada (Freistadt y
col., 1987). Esta secuencia forma parte de una unidad precursora de 1'35kb
repetida en tandem unas 200 veces en el genoma (De Lange y col., 1983). La
unidad se transcribe en un RNA intermediario (medRNA) de 135-147
nucleotidos de los cuales los 39 primeros corresponden al mini-exon. Esta
transcripcion es independiente de la de los genes codificantes de proteinas
(Campbell y col., 1984). La secuencia del mini-exon es entonces donada al pre-
RNAmMm mediante un proceso denominado trans -splicing (Murphy y col., 1986;
Sutton y Boothroyd, 1986; Agabian, 1990). El extremo 5' del RNA del SL y el 3

del RNA codificante poseen las secuencias consenso caracteristicas de los
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sitios donadores y aceptores de splicing, una region rica en pirimidinas que
precede al dinucleotido aceptor AG (Huang y col., 1991, Curotto de LaFaille y
col., 1992). Este fenomeno de trans-splicing parece estar estrechamente
ligado a la transcripcion policistronica de los genes codificantes de proteinas
de tripanosomatidos, lograndose asi un mecanismo eficaz para generar
mensajeros individuales con estructura cap en su extremo S5, a partir de
transcritos policistronicos (Laird, 1989). Este mecanismo de procesamiento
mediante transcripcion discontinua no es exclusivo de tripanosomatidos, se
ha demostrado la existencia de un mecanismo similar al “trans-splicing” en el
nematodo Caenorhabditis elegans (Krause y Hirsh, 1987; Choquet y col.,
1988), asi como en mamiferos (Castellino y col, 2001).

No se han encontrado senales consenso de poliadenilacion en
tripanosomas. Se ha propuesto que el fenomeno de poliadenilacion es
posterior al de trans-splicing, y que es la posicion de insercion de la secuencia
lider (SL) la que condiciona la adicion de la cola de poli-A del gen situado en la
posicion inmediatamente anterior, en algun lugar incluido en la region situada
aproximadamente 1Kb corriente arriba del lugar de trans-splicing (LeBowitz y
col., 1993; Ullu y col., 1993). Incluso se ha propuesto que la misma secuencia
rica en pirimidinas, que modula el lugar aceptor de trans-splicing, podria
dirigir el lugar de la poliadenilacion (Matthews y col., 1994; Schiirch y col.,
1994). La poliadenilacion no se produce en un punto concreto. Se han
observado microheterogeneidades para varios transcritos en tripanosomatidos,
con la insercion de la cola de poli-A después de un residuo de adenina como
Unica caracteristica comun aparente (Huang y col., 1984; Kapler y col., 1990,
Maranon y col., 1998).

Como ya se ha indicado, el DNA de la mitocondria unica de los
tripanosomas (DNAK) consiste en una red de maxicirculos y minicirculos
interconectados. El DNA de los maxicirculos codifica proteinas y RNAr
esenciales para la funcién mitocondrial. La expresion de los maxicirculos
implica un proceso de edicion de los RNAs mensajeros mitocondriales en el
que son anadidos o eliminados residuos de uridina, hasta crear mensajeros
funcionales. Se generan RNAs que son diferentes de los genes de los que
proceden. Este proceso supone la insercion o deleccion especifica de residuos
de uridina en los RNAs para dar lugar a los mensajeros funcionales (Stuart,
1991). La edicion del transcrito primario implica la creacion codones de

iniciacion o de terminacion, corrige y extiende marcos abiertos de lectura. La
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informacion genética que dirige la ediciéon reside en unos transcritos
mitocondriales cortos (50-70 nucleotidos) o RNA guias (Blum vy col., 1990) y en
el proceso han sido implicadas actividades endonucleasas y ligasas
especificas. La especificidad del proceso de edicion esta determinada por los
“ARN guias” codificados tanto en los maxicirculos como en los minicirculos
(Strum y Simpson, 1990). En tripanosomatidos hasta el momento sélo se han
descrito fenomenos de edicion en transcritos de genes codificados en el

kinetoplasto (Piller y col., 1996).

1.3.4.-Regulacion génica.

1.3.4.1.-Regulacion de la transcripcion.

Las RNA polimerasas de tripanosomatidos aisladas y caracterizadas hasta
la fecha se han clasificado segin su sensibilidad a a-amanitina siguiendo la
denominacion clasica para el resto de eucariotas. Asi, la RNA polimerasa [ no
es sensible a a-amanitina y transcribe los RNA ribosomales (Evers y col.,
1993); se han descrito dos RNA polimerasa II, muy sensibles a a-amanitina y a
N-lauril sarcosina, que transcribirian genes codificantes de proteinas (Jess y
col., 1989), asi como la de los medRNA de la secuencia lider (Gunzl y col.,
1997). La RNA polimerasa III es poco sensible a a-amanitina y sensible a
tagetitoxina, y seria la actividad encargada de la transcripcion de los ARN
nucleares pequenos (snRNA) , los RNA de transferencia y el ribosomal 5s (Kock
y col., 1988). Los promotores se clasifican como de tipo I, II 6 III, segun la

actividad polimerasa que dirijan.

Se han definido algunas secuencias promotoras para la RNA polimerasa .
Estas se han encontrado dirigiendo la transcripcion de RNAr, pero también de
genes codificantes de proteinas, como las VSG (Pham y col., 1996), o los genes
PARP (Brown y col., 1992) de T. brucei. Su estructura es similar a la de otros
promotores eucariotas de los genes RNA ribosomales (Laufer y col., 1999;
Laufer y Gunz, 2001).

En cuanto a los promotores tipo III, se ha descrito el de los genes U2-
snRNA (RNA nucleares pequenos) de T. brucei (Fantoni y col., 1994), que

funciona también como promotor en los RNAt de eucariotas, presentando los
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promotores de tipo Il las cajas A y B descritas corriente arriba de otros genes
RNAt (Nakaar y col., 1997).

Sin embargo, en el caso de la RNA polimerasa Il a pesar de todos los
estudios realizados no se han encontrado secuencias promotoras tipo II. La
aparente ausencia de estas secuencias, unida a la transcripcion policistronica,
hacen que la gran mayoria de los genes en estos organismos se transcriban
constitutivamente y que una vez transcritos, sean controles de tipo post-
transcripcional los que determinen la expresion final en el citoplasma de cada
mensajero. Asi, por ejemplo, se ha encontrado que genes pertenecientes a un
mismo policistron se expresan en diferentes estadios morfologicos del parasito,
aunque sus tasas de transcripcion no se modifican a lo largo del ciclo de vida
del mismo (Wilson y col., 1993, Vanhamme y Pays, 1995). Asimismo, se ha
descrito transcripcién constitutiva del gen de la HSP70 de T. brucei, aunque
sus mensajeros son mucho mas abundantes en condiciones de choque

térmico (Hausler y Clayton, 1996).

1.3.4.2.-Regulacion post-transcripcional.

Los estudios descritos anteriormente avalan la gran relevancia que el
control post-transcripcional tiene en la regulacion génica en tripanosomatidos
(Revisado en Vanhamme y Pays, 1995). Por un lado, se han encontrado
ejemplos de agrupaciones de genes que difieren entre si solamente en sus
regiones 3’ no traducidas (3'UTR) y en los que las diferencias en zonas no
traducidas dan lugar a distintos patrones de expresion de los mismos (Quijada
y col., 1997). Mas aun, se ha demostrado por ejemplo, que la 3’ UTR del
mensajero de la HSP83 de L. amazonensis confiere termoestabilidad a este
mensajero, de tal forma que su vida media aumenta con la temperatura
(Argaman y col., 1994; Aly y col., 1994). Esta regulacion de la estabilidad de
los transcritos maduros mediada por las secuencias 3’ UTR no solo ocurre en

genes inducibles, sino también en genes con expresion dependiente de estadio,

como ocurre con las VSG de T. brucei (Berberof y col., 1995).

En cuanto al control del procesamiento de los transcritos inmaduros, se ha
encontrado un ejemplo en el gen ESAG6, localizado en el sitio de expresion de

las VSG de T. brucei (Coquelet y col., 1989; Pays y col.,1989). Los transcritos
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de este gen sufren un proceso de trans-splicing anormal en las formas
prociclicas que da lugar a mensajeros inestables, que no llegan a acumularse
en el citoplasma. Por el contrario, en las formas sanguineas una alta
proporcion de transcritos dan lugar a mensajeros maduros mediante “trans-
splicing” en una posicion tal que aumenta su estabilidad y de esta forma se

acumulan en el citoplasma.

A nivel del control de la traduccion del RNA, se ha comprobado que el
aumento de la estabilidad del transcrito a veces se ve acompanado por un
aumento en la tasa de traduccion del mismo (Argaman y col., 1994). En
algunos casos se ha observado que los elementos que determinan esta
diferencia en la traducibilidad del transcrito se localizan en la regién 3’ UTR
del mensajero, como ocurre con la gp72 y la gp85 de T. cruzi (Nozaki y col.,
1995).

2.-Trypanosoma cruzi y la enfermedad de Chagas.

T'rypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas,
patologia descrita a principios de siglo (Chagas, 1909). Actualmente esta
enfermedad afecta a mas de 6 millones de personas en América Central y
Sudameérica (OMS, 2002) presentando elevados indices de morbilidad vy
mortalidad, asi como una clara disminucioén tanto de la calidad de vida, como
de la productividad laboral. Al mantenimiento de la infecciéon, transmitida por
el insecto vector, colaboran la existencia de animales naturalmente infectados
y las bajas condiciones socioeconomicas de la poblacion, lo que conlleva a la
domiciliacion de estos insectos infectados en las viviendas. De este modo, se
establece una interaccion muy cercana entre el vector y las personas
propensas a convertirse en hospedadores, hecho necesario para la generacion
de la infeccion (Nogueira, 1987). La quimioterapia convencional, que utiliza
compuestos derivados del nitrofurano es altamente toxica y de baja eficacia
(de Andrade y col., 1996; Braga y col 2000), de modo que parasitos viables e
inflamaciones cronicas locales pueden ser detectados durante toda la vida del

paciente (Nogueira, 1987; Viotti y col.,1994).
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2.1.-Patologia de la enfermedad de Chagas.

Esta enfermedad involucra tres fases distintas (1) una fase aguda,
inaparente en la mayoria de los casos, que ocasiona la muerte en
aproximadamente el 10% de los individuos y que se caracteriza por una
elevada parasitemia que persiste durante unas semanas, (i) una fase
indeterminada (fase cronica asintomatica), que compromete cerca del 40% de
los casos serolégicamente positivos (la mayoria de los casos agudos en un
periodo de 2 a 3 meses, pasan a un estado subagudo, y de éste a un estado
cronico asintomatico); (iii) una fase cronica sintomatica, en la que el parasito
se localiza en los tejidos y un 30% de los individuos infectados desarrolla
lentamente lesiones inflamatorias de larga duracion (entre S y 20 anos
después de la infeccion) los pacientes desarrollan cardiomiopatias y/o
megaesofago y megacolon (Prata 2001).

Actualmente, los mecanismos implicados en la patogénesis de esta
enfermedad no se conocen claramente. Las reacciones autoinmunes y los
procesos inflamatorios cronicos y progresivos, probablemente asociados a la
presencia del parasito, podrian explicar en parte los danos neurologicos y

cardiacos (Pentreath, 1995).

Los mamiferos infectados con T. cruzi desarrollan manifestaciones de
inmunosupresion (Mosca y col., 1991; Kierszenbaum y col., 1994), incluyendo
alteraciones funcionales en linfocitos y otras células relevantes para la
organizacion de una respuesta inmune efectiva (Mejia-Lopez y col., 1993;
Motran vy col., 1996). Tanto en ratones como en humanos, esta
inmunosupresion esta asociada con un descenso en la produccion de IL-2
(Harel-Bellan y col., 1985) y en la expresion de su receptor (Gomes y col.,
1996; Rottenberg y col., 1989), al igual que un funcionamiento defectuoso del
receptor de antigeno de las células T (Lopes y col., 1994). Recientemente se ha
descrito que T. cruzi también interfiere con la presentacion de antigenos al
sistema inmune, ya que macrofagos infectados in vitro son 1incapaces de
presentar de una manera eficaz antigenos restringidos a MHC-II (La Flamme y
col., 1997). Asimismo, la expresion de citoquinas como IFN-y, IL-4 e IL-5
también se encuentra alterada tras la infeccion con 7. cruzi (Kierszembaum y

col., 1996), asi como la expresion de moléculas de coestimulacion (Planelles y

col. 2003),

11
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Entre los primeros mecanismos que fueron propuestos como
responsables de la patologia asociada a la fase cronica de la enfermedad de
Chagas, se encuentra la existencia de un proceso autoinmune (Kierszembaum,
1985; Petry y Eisen, 1989; Rossi y Bestetti, 1995; Kalil y Cunha-Neto, 1996
revisado en Kierszembaum 2003 ). Argumentos a favor de esta hipotesis han
sido la dificultad para detectar parasitos en las lesiones inflamatorias crénicas
(Jones y col.,, 1993), la activacion policlonal durante la infeccion aguda
(Minoprio y col., 1989), el reducido repertorio de cédenas variables en los
receptores de los linfocitos infiltrados en las lesiones cronicas, y la existencia
de “epitopes compartidos” entre el parasito y los tejidos neuronal y cardiaco
del hospedador (Rizzo y col, 1989; Van Voorhis y col.,, 1991; Cunha-Neto y
col., 1996; Girones, N. 2003) . Se trataria de un proceso conocido como
mimetismo molecular. De alguna manera los antigenos del propio parasito son
capaces de adoptar conformaciones similares a las de proteinas del
hospedador siendo asi reconocidos como propios, consiguiendo pasar
desapercibidos al sistema inmune.

Sin embargo, el tratamiento con inmunosupresores no mejora los
sintomas, lo que hace que aunque exista un componente autoinmunitario en
la enfermedad de Chagas no es posible abordar su tratamiento como el de una
enfermedad autoinmune.

Aunque la presencia de respuestas inmunes contra proteinas del
hospedador ha sido incuestionablemente demostrada en individuos infectados,
no lo ha sido su participacion en el desarrollo de la enfermedad, y tampoco se
ha encontrado correlacion entre estas autorreactividades y la severidad de la
enfermedad. Experimentos de inmunosupresion durante las fases aguda o
cronica de la infeccion no dieron como resultado la mejoria, sino la
exacerbacion de los sintomas (Tarleton y col., 1996). Estos mismos autores
comprueban que se requiere la infeccion local del tejido cardiaco para la
induccion de la respuesta patogénica caracteristica de la fase cronica del
sindrome de Chagas (Tarleton y col., 1997).

Por otra parte, la localizacion de parasitos en lesiones inflamatorias
cronicas se ha comprobado tanto por PCR como por PCR in situ (Salomone
O.A. 2000; Lane J.E. y col Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol 98
(3):373-376, Apr 2003). Ademas la reduccién en el numero de parasitos

correlaciona con una disminucion en la severidad de la enfermedad (Tarleton
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2001). También se ha comprobado la presencia de antigenos del parasito o

parasitos intactos en tejidos danados (Anez N. Y col 1999).

En resumen, aunque la existencia de autoanticuerpos ha sido

irrefutablemente demostrada, también lo ha sido la presencia del parasito, o al
menos su DNA o proteinas de éste en las lesiones. En nuestra opinion ambas
hipotesis pueden complementarse sin ser excluyentes. Puede ser el propio
parasito presente en las lesiones, el que ocasione o potencie la generacion de
estos autoanticuerpos al danar los tejidos del hospedador. Esto explicaria la
disminucion de la severidad de los sintomas al eliminar el parasito y que el
tratamiento con immunosupresores no sea suficiente y no provoque la
mejoria. Una disminucion de estos autoanticuerpos beneficiaria al
hospedador, pero si sigue estando presente el parasito en las lesiones estos
autoanticuerpos volverian a generarse. En definitiva existe un componente

autoinmune en esta enfermedad pero no podemos negar que lo ocasione el

propio parasito.
2.2.- Control vectorial

Dado el numero de personas afectadas y las importantes consecuencias
socioeconoémicas de esta enfermedad, en las zonas endémicas se han
desarrollado programas de control fundamentalmente basados en la
erradicacion del insecto vector (Schofield CJ. y col . 1999). Segun los datos de
los propios paises afectados, Urugay se declara libre de transmision de chagas
en 1997, Chile en 1999, Brasil (zona central y el sur) en 2001, cuatro
provincias de Argentina en 2002 y un departamento de Paraguay en 2003
(Miles, MA. Y col BMJ 2003 1444-1448) Segun los ultimos datos de la OMS
(2002), el numero de casos se ha reducido de unos 18 millones de personas
afectadas a unos 6 millones. Sin embargo, sin entrar en polémica, debemos
tener en cuenta varias consideraciones. Por una parte los datos presentados
siempre son relativos, pues en estos paises con bajas condiciones
socioeconomicas no estan controlados y/o censados todos los casos reales.
Ademas, esto no dejan de ser cifras recogidas en momentos puntuales. Hay
que destacar, como se mencioné anteriormente, que son muchas las especies
de Triatoma que transmiten la enfermedad, varian de una zona a otra, e
incluso en un mismo area, y de zonas selvaticas a peridomésticas. Los

hospedadores intermediarios igualmente estan aumentando. Ademas, los
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tratamientos empleados para erradicar las distintas especies del insecto no
son los mismos, por tanto, hay que anadir la dificultad de identificar la especie
implicada en cada caso. Finalmente habria que preguntarse jqué pasa con
estos 1nsecticidas empleados para un control masivo del insecto?.
Recientemente se ha publicado un estudio con trabajadores expuestos a estos
insecticidas. En €l se incluia un total de 97 pacientes, y se demuestra que un
67% mostraba pérdidas auditivas con una media de exposicion a estos
compuestos de 3,4 anos (Fernandez Teixera C. y col Rev Saude Publica 2003;
37 (4)). En definitiva, quiza sea una alternativa pero habra que estudiar y
valorar otros efectos. Parece evidente que no se ha conseguido de momento
controlar esta enfermedad, lo que hace necesaria la busqueda de otras vias en
las que hoy por hoy se sigue trabajando, como el empleo de farmacos o la

busqueda de antigenos con fines inmunoprofilacticos.

2.3.- Tratamientos actuales.

Actualmente las unicas drogas disponibles para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas son los nitrofuranos (nifurtimox) y los nitroimidazoles
(benznidazol), que tienen una actividad significativa solo en las fases aguda o
cronica-reciente de la enfermedad y ademas inducen una serie de efectos
toxicos en el huésped (Prata 2001).

Se ha comprobado que T. cruz al igual que muchos hongos y levaduras,
tiene requerimientos estrictos de esteroles endogenos para la viabilidad celular
y el crecimiento, siendo extremadamente sensible a la i1nhibicion de la
biosintesis de ergosterol in vitro e in vivo (Revisado en Urbina 2000 , 2001 ,
2002). Nuevos derivados de triazol e inhibidores de la citocromo p-450
dependiente de C14 esteroldemetilasa, estan resultando efectivos tanto en fase
aguda como cronica en ratones. Un ejemplo es el compuesto TAK-187, que ha
mostrado ser 20 veces mas potente que el benznidazol. La actividad observada

en estos ensayos, particularmente en fase cronica, solo se habia visto antes

con los compuestos DO870 (Urbina, 1996) y posconazol (Urbina, 1998).

2.4.-Respuesta inmune protectiva.

Aunque el mecanismo preciso de la respuesta antiparasitaria en el

hospedador vertebrado aun permanece sin aclarar, se ha demostrado que se
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requieren los esfuerzos combinados de diversos tipos celulares, incluyendo los
macrofagos (Aliberti y col., 1996; Aliberti y col., 1999), las células NK
(Rottenberg y col., 1988; Cardillo F.J. y col., 1996; Brener, A. 1997 Int.Arch
Alergy Inmunol 114:103-110), linfocitos T CD4+ y CD8+ (DosReis, 1997;
Rodrigues y col., 1999) asi como células B productoras de anticuerpos (Kumar

y Tarleton, 1998). Se resume de forma esquematica en la figura 2.

Control de la infeccion por 7. cruzi

Citoquinas Thl

N\ )

Fig 2.-Modelo de la respuesta inmune necesaria para el control de la infeccion por T. cruzi. Se
muestra la necesidad de distintos tipos celulares como las células B productoras de
anticuerpos, células CD4+, CD8* 6 NK productoras de citoquinas, principalmente tipo Thl, los
macréfagos que intervienen en la eliminacion del parasito, y linfocitos T CD8* encargados de

lisar aquellas células que expresen en su superficie péptidos antigénicos del propio parasito en

moléculas MHCI.

Se ha comprobado que ratones tratados con anticuerpos monoclonales

anti-CD4 (Araujo, 1989; Rottenberg y col., 1988; Russo y col., 1988) o anti-
CD8 (Tarleton, 1990) se vuelven altamente susceptibles a la infeccion por T.

cruzi, aumentando el porcentaje de mortalidad. Resultados similares se

obtuvieron infectando ratones knockout para las moléculas CD4, CDS8

15




Introduccion

(Rottenberg y col., 1993; Tarleton y col., 1996) 6 B2-microglobulina (Tarleton y
col., 1992).

Uno de los mecanismos por los que el sistema inmune contribuye a la
erradicacion del parasito es a través de la secrecion de citoquinas de tipo Thl

como IFN-y (Reed, 1988), TNF (Lima y col., 1997) o citoquinas proinflamatorias
como IL-12 (Aliberti y col., 1996; Hunter y col., 1996). El IFN-y, secretado

inicialmente por las células NK, tiene una marcada capacidad para activar
macrofagos e inhibir la replicacion intracelular del parasito a través de la
induccién de oxido nitrico (Torrico y col., 1991; Vespa y col., 1994; Metz y col.,
1993; Cardillo y col., 1996). De hecho, se ha descrito que ratones deficientes
en el receptor del IFN-y presentan alteradas las funciones efectoras del oxido
nitrico asi como una extrema susceptibilidad a la infeccion por T. cruzi
(Holscher y col., 1998). Ademas se ha podido comprobar que la administracion
exogena de IFN-y contribuye al aclaramiento del parasito en sangre (Reed SG,
1988, J. Immunol; 140:4342-4347; Plata F. ,1987 Ann Inst Pasteur/immunol
138:397-415; McCabe R, 1991, Inf.Immun;59:633-38) y su deplecion exacerba
la parasitemia incrementando la mortalidad, en distintos modelos animales
((Torrico F. 1991; Petray P.B.,1994).

Por su parte la IL-12, secretada principalmente por los macrofagos
infectados, es capaz de estimular la produccion de IFN-y en las células NK asi
como en los linfocitos T (D'Andea y col., 1992; Gately y col., 1994). Esta
citoquina también ha sido empleada en vacunas junto a genes del propio
parasito comprobandose su eficacia (Katae y col 2002 Infect Inmmun.
70:4833-4840). En cuanto al TNF, también ha sido implicado en los
mecanismos que llevan al aclaramiento del parasito por parte del macrofago
(Silva y col., 1995; Lima y col., 1997; Castanos-Velez y col., 1998). Estos
efectos son regulados negativamente por otras citoquinas como TGF-f3 o la IL-
10, la cual es un potente bloqueador de diversas funciones del macrofago
(Reed y col., 1994; Gazzinelli y col., 1992; Ding y col., 1993).

Si bien el INF-y contribuye al aclaramiento del parasito, recientes
estudios en pacientes cronicos, ponen de manifiesto que una produccion
excesiva de IFN-y también puede tener efectos negativos en estos pacientes,
siendo responsable de los dafios en los tejidos y la morbilidad. Existiria segun

estos autores, un control por parte de la IL-10 secretada por monocitos y

16

A N N X

v W

M S A S O
Fopes

E O

FJlu L

.'..-llt‘r . y =8 [
v -

- r--ﬁ. ii b



s

2000000090092 000

¢
¢

@O

P000000000000000000000000000

[Introduccion

macrofagos que permitiria controlar los efectos de una produccion excesiva de

[FN-y, disminuyendo la severidad de las lesiones. (Gomes J.A.S. y col., 2003).

3.-Antigenos de T. cruzi

3.1.-Generalidades.

T. cruzi presenta una elevada complejidad antigénica existiendo una gran
heterogeneidad a nivel de antigenos entre cepas, clones (Alves y col., 1987) e
incluso entre las distintas formas que adopta en su ciclo de vida (Rangel-Aldao y
col., 1986). La interaccion e internalizacion del parasito en la cé€lula hospedadora
son fenéomenos multifactoriales y no bien conocidos, en los que resulta esencial
el establecimiento de estrechas interacciones entre las membranas de ambas
células que finalmente llegan a fusionarse (N. Andrews). Recordaremos que 1
cruzi tiene la peculiaridad como otros tripanosomatidos de adapatarse a
ambientes muy diferentes. Desarrolla varios mecanismos de proteccion tanto
pasiva como activa con el fin de sobrevivir a las distintas condiciones que
presentan las células hospedadoras. T. cruzi es un parasito intracelular obligado,
debe entrar en la célula hospedadora para dividirse y como se ha comentado
tiene la capacidad de invadir un amplio rango de células, tanto fagociticas como
no fagociticas. T. cruzi es capaz de invadir células esencialmente no fagociticas,
tales como fibroblastos, en un proceso que consta de dos fases: una primera fase
de adhesion y otra posterior de internalizaciéon activa en el interior de la célula
parasitada (Van Voorhis y col., 1989). Hay claras evidencias de la existencia de
receptores especificos para moléculas del parasito en la membrana de la célula
diana (Araujo-Jorge, 1989). Las glicoproteinas de superficie juegan un papel
relevante en los procesos infectivos (Gazzinelli y col., 1990; Villalta y col., 1998),
pero se desconoce en gran medida la regulacion de su expresion geénica, asi

como los mecanismos de respuesta inmunologica a las mismas.
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3.2. Proteinas antigénicas de T. cruzi.

La existencia de actividad neuroaminidasa en la superficie del parasito
(Villalta y col., 1999; Melo Coutinho y col., 1998; Soeiro y col., 1999} vy la
presencia en la membrana del macrofago de proteinas de union a azucares
(lectinas) (Soeiro y col., 2000; Piras y col., 1983), que podrian ser receptores para
glicoproteinas (Galactosamina, N-acetilgalactosamina) de membrana de T. cruzi,
hacen pensar en un mecanismo de infeccion parecido al propuesto para el virus
[nfluenza (Prioli y col., 1991). También se ha propuesto un modelo de interaccion
parasito-c€lula hospedadora a través de fibronectina y colageno (Prioli y
col.,1992), donde parece estar involucrada una glicoproteina de superficie de 85
kDa de T. cruzt (Pellegrin y col., 1992). Anticuerpos monoclonales contra esta
proteina mmhiben entre un 50% y un 90% la internalizacion del parasito en la
celula hospedadora, detectandose una respuesta heterogénea frente a distintas
cepas y clones del parasito. También se ha implicado a este antigeno de 85 kDa
en la resistencia a lisis por complemento de los tripomastigotes, actuando como
factor mactivador de la C3 convertasa o acelerador de la degradacion de la
misma (Souto-Padron y col., 1993). Actualmente se conoce que existe una
superfamilia de proteinas de superficie de 85 kDa y se han descrito mas de 100
genes que codifican para estas proteinas, con homologias de secuencia entre
ellas del 70 y al 80% (Millar y col., 1999). En el parasito se expresan
simultaneamente diferentes miembros de la superfamilia de trans-sialidasas y se
ha descrito que al menos algunas de ellas son antigenos dominantes de células
T, capaces de inducir una fuerte estimulacién de células CD4* productoras de
[FN-y que confieren proteccion. Asi, se sugiere que durante la infeccion por T.
cruzi la respuesta CD4 frente a la superfamilia de las proteinas trans-sialidasas
podria ser critica para la induccion de una respuesta protectiva (Millar y Kahn,
2000).

Otro antigeno relacionado es el denominado SAPA (Shed acute phase
antigen). Se trata de una familia de varios genes que se expresan
fundamentalmente en el estadio de tripomastigote (Affranchino y col., 1989).
Este antigeno SAPA se caracteriza por poseer en su secuencia de aminoacidos
un extremo carboxilo terminal con un numero variable de unidades de
repeticion de 12 residuos. La region amino terminal contiene cuatro bloques

enriquecidos en acido aspartico con una clara homologia con sialidasas
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bacterianas y virales. Esta proteina, ademas de presentar actividad sialidasa,
posee también actividad trans-sialidasa que parece ser la responsable de la
sialidacion de Ssp-3, una estructura que es requerida por T. cruzi para el anclaje
de los tripomastigotes a la célula hospedadora (Souto-Padron y col., 1989a). Se
ha descrito también que durante la infeccion natural y experimental por 7. cruzi
se produce una fuerte respuesta inmune frente a este antigeno de la superficie
de los tripomastigotes (Fouts y col., 1991). Asimismo, se ha mostrado que la
proteina TSA, miembro de la familia de las sialidasas, es reconocida por CTL
inducidos en el sistema murino (Low y Tarleton, 1997), asi como por CTL CD8*
especificos humanos (Wizel y col.,, 1998a). Ademas, la inmunizacion con
plasmidos DNA que contienen el gen que codifica esta proteina TSA, induce
proteccion frente a la infeccion letal murina por T. cruzi (Wizel y col., 1998b).

Con esta idea también se han ensayado dos proteinas de la superficie del
amastigote (ASP) y se ha podido comprobar que ambas (ASP-1 y ASP-2) resultan
ser dianas para los CTLs generados in vivo por la infeccion con T. cruzi en un
modelo murino, la respuesta frente a ambas es péptido especifica, restringida
por MHC de clase I y dependiente de CD8 (Low, H.P., 1998).

Por otra parte, el acido sialico presente en la superficie de los
tripomastigotes contribuye a su resistencia al sistema del complemento. Los
tripomastigotes no sintetizan acido sialico, pero pueden sializar su superficie
captandolo de donantes glicoconjugados presentes en el suero y otras proteinas
de membrana de las células del huésped. En este proceso esta implicada una
trans-sialidasa asociada a membrana. (Schenkman, S y col 1991). El acido
sialico es un importante determinante de virulencia de muchos microorganismos
patéogenos, por su habilidad para activar una ruta alternativa del complemento
en la que se une el factor H favoreciéndose la union de C3b. Esta union factor H-
C3b provoca la ruptura de C3b lo que impide la union de la C3 convertasa,
necesaria en la cascada del complemento. Se ha podidio comprobar que si se
priva a los tripomastigotes de acido sialico estos incrementan su susceptibilidad
a la lisis por el complemento. En contraste a lo que ocurre en los
tripomastigotes, las formas amastigotes resisten a este mecanismo de lisis
porque si bien se activa la ruta alternativa del complemento, son capaces de
resistir esta lisis inhibiendo la formacion del complejo de ataque a membrana
(MAC o C5b-9) en su membrana. (Tomlinson y col, 1998).

Otro antigeno que ha sido ensayado como candidato para una posible

vacuna, es la proteina reguladora del complemento o CRP. En un modelo murino
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se ensayo la capacidad de esta proteina en forma de vacuna genética con
resultados de proteccion en un 100% de los animales inmunizados (Sepulveda |,
P. 2000). Esta proteina ha sido descrita como factor de virulencia, permitiendo
al parasito escapar a la lisis por el sistema del complemetno de su hospedador
(Norris, K.A. , 1998). Se trata de una glicoproteina que se une de forma no
covalente a las proteinas C3b y C4b de las rutas clasicas y alternativa
respectivamente. Su expresion regulada por la diferenciacion, siendo expresada
en la conversion de epimastigotes (sensibles a la lisis por el sistema del
complemento) a la forma tripomastigote (resistente a esta lisis). Es interesante
comentar que en sueros de pacientes chagasicos se han detectado anticuerpos

que bloquean su actividad (Norris, K, 1999).

El antigeno TcMP es una proteina de la membrana de T. cruzi (T. cruzi
membrane protein) que estaria participando directamente en los procesos de
infeccion del parasito a la célula hospedadora (Martin y col., 1997). Ensayos in
vitro, con anticuerpos frente al epitope TcMe contenido en esta proteina,
muestran la inhibicion de la infeccion del parasito en fibroblastos LLC-MK?2,

debido a un bloqueo en el mecanismo de entrada a la célula (Martin y col.,

1997).

Asi mismo la proteina de 11 kDa denominada kinetoplastid membrane
protein (KMP11), la cual es especifica de kinetoplastidos es otro antigeno
relevante de estos parasitos. La proteina KMP11 fue descrita por primera vez
en L. donovani asociada a moléculas de lipofosfoglicano (LPG) ligadas a la
membrana del parasito. El gen codificante para la KMP11 de T. cruzi esta
organizado en una agrupacion formada por cuatro unidades génicas colocadas
en tandem y localizadas en un cromosoma de 1’9 Mb (Thomas y col., 2000).
La sintesis de KMPI1l1 de T. cruzi esta regulada a nivel de traduccion,
apareciendo principalmente asociada con el citoesqueleto del parasito y
especialmente en la cavidad flagelar (Thomas y col., 2000), estructuras claves
en la movilidad del parasito y en el proceso de invasiéon en la célula huésped.
Ademas, la amplia distribucion de la proteina KMP11 en kinetoplastidos junto
con su alto grado de conservacion, sugieren que pueda jugar un papel
importante en la biologia de estos parasitos. En el laboratorio se llevaron a
cabo estudios de inmunizacion con esta proteina en forma de vacuna genética

y se pudo comprobar que tanto aislada como fusionada al gen de la HSP70 era
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capaz de inducir una respuesta protectiva frente a la infeccion (Planelles y col
., 2001). Por otra parte, la proteina homologa de Leishmania ha mostrado ser
un potente inductor de respuesta inmune celular y se postula que podria
jugar un papel relevante en el desarrollo de inmunidad protectiva (Toston y
col., 1994; Jensen y col., 1998). En el laboratorio se llevaron a cabo estudios
de inmunizacion con esta proteina en forma de vacuna genética y se pudo
comprobar que tanto aislada como fusionada al gen de la HSP70 era capaz de
inducir una respuesta protectiva frente a la infeccion (Planelles y col ., 2001).
Otro antigeno que ha sido empleado con éxito en un modelo murino y
en forma de vacuna genética es la proteina LYT1 (Fralish, B. H. 2003, (21)

3070-3080). Esta proteina parece estar implicada en el proceso de infeccion y

lisis de la célula hospedadora (Gonzalez, A. 2001).

3.3.- Proteinas paraflagelares (PARSs)

En esta linea de uso de antigenos del propio parasito con posibles fines

terapeuticos o immunoprofilacticos también se encuentran las proteinas PARs.
Estas proteinas se localizan de forma exclusiva en el flagelo del parasito en una
estructura unica de Kinetoplastidos, Euglenoides y Dinoflagelados (Maga, J.A. y
col., 1999). Esta estructura conocida como PAR o PFR (del inglés paraflagellar o
paraxial rod) se situa a lo largo del flagelo sobre una de las caras del axonema
(Fig 3.A ). Centrandonos en tripanosomatidos se han descrito dos principales
familias de genes con elevados porcentajes de homologia intra-familia y también
bastante conservadas inter-familia. Estas dos principales familias al parecer
podrian provenir de un fenéomeno de duplicacion génica (Maga, J.A. 1999). La
ausencia de esta estructura en géneros como Critidia podria apuntar una

evolucion diferencial del flagelo en Trypanosomay Leishmania.

En funciéon de sus pesos moleculares estas proteinas se han agrupado en 2

subfamilias (Figura 3.B) con distinta nomenclatura dependiendo del
organismo; por ejemplo en Leishmania se denominan PFR1 y PFR2, en T.
brucei se han nombrado como PFRA y PFRC. Las proteinas homologas en T.
cruzi se nombra como PAR2 y PAR3. Estas dos familias presentan pesos
moleculares entre 68 y 72kD y los porcentajes de homologia, en secuencia de
aminoacidos estan en torno al 80% entre los distintos miembros de una

misma subfamilia y cerca del 60% interfamilia. Es interesante mencionar que
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las regiones que exhiben mayor grado de divergencia entre los miembros de los
dos grupos de PFRs, se localizan en los extremos amino y carboxilo de estas
proteinas. A pesar de ser un conjunto de proteinas bastante heterogéneo en su
secuencia de aminoacidos todas ellas parecen compartir caracteristicas

quimicas y estructurales, como un punto isoeléctrico en torno a S y una

estructura secundaria con un alto porcentaje en a-hélice y motivos lazo-hélice
(Maga, J.A. 1999).

En T. cruzi se han descrito y caracterizado 4 proteinas PARs: PAR1, PAR2,
PAR3 y PAR4. Segun sus homologias se han clasificado tanto PAR1 como PAR4
en dos nuevas familias, como miembros distantes de este grupo de genes. (Fig 3).
En este caso concreto parece que existe una regulacion homeostatica de los
niveles de RNAm. Ademas, se propone que estas proteinas pueden compartir
algunos epitopes (Manning, J.E y col. 1998).

Aunque no se conoce con exactitud como se ensamblarian estas proteinas
a lo largo de la estructura paraflagelar, en el caso de T. brucei se ha podido
comprobar que PFR-A y PFR-C formarian heteropolimeros. PFR-A y PFR-C estan
cada una codificada por en dos cluster individuales, con una organizacion
similar, conteniendo cada cluster cuatro copias en tandem del gen. La region 5’
UTR del primer gen en cada cluster es idéntica mientras que la de la cuarta
copia es distinta (Deflorin, J. 1994). Esta inusual organizacion permite la
generacion de RNAs mensajeros que contienen secuencias codificantes idénticas
pero distintas regiones 5’ y 3’ no codificantes, lo cual podria estar implicado en la
evolucion del flagelo a lo largo del ciclo de vida del parasito.

El filamento paraflagelar (PFR) esta formado por proteinas filamentosas
que no se parecen a otras proteinas de citoesqueleto caracterizadas. Son
exclusivas de Protistas y no se han encontrado en eucariotas superiores, lo que
las convierte en un potencial blanco para drogas con actividad “tripanocida”. Por
otro lado las proteinas paraflagelares de Kinetoplastidos, Euglenoides vy
Dinoflagelados se ha comprobado que estan inmunologicamente relacionadas.
Ademas, es importante resenar su alto grado de conservacion entre
tripanosomatidos que divergieron hace mas de 100 millones de anos como es el
caso de T. brucei y T. cruzi (Machado, C.A. y Ayala, F.J. 2001) y también entre
eéstos y Leishmania.

Dado el importante papel del flagelo para la movilidad e infeccion, el
desarrollo de estrategias que interfieran con las funciones de estas proteinas en

estos organismos, podria suponer una alternativa quimioterapica no solo activa
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contra el organismo en particular sino frente a un amplio rango de
tripanosomatidos causantes de enfermedades que afectan al hombre. En este
sentido se ha podido comprobar que estas proteinas resultan esenciales para la

viabilidad de T. brucei (Bastin y col., 1998) . También se han realizado ensayos de

knockout en L. mexicana, que han mostrado que el gen homodlogo a la PAR2 de

T. cruzi juega un papel critico en la movilidad y supervivencia del parasito

Leishmania (Santrich y col., 1997).

Wrightsman y col. (1995) ya describieron la induccion de inmunidad
protectiva frente a T. cruzi, en ratones inmunizados con estas proteinas PAR
purificadas de la fraccion flagelar del parasito, sugiriéndose que tal efecto
estaria principalmente mediado por una respuesta celular (Wrightsman y
Manning, 2000). Estos mismo autores han podido comprobar que en
infeccion experimental (modelo murino) se generan linfocitos T CD8+ frente a
determinados epitopes de estas proteinas aunque no han podido demostrar la
capacidad citolitica de los mismos (Wrightsman Parasite Immunology, 2002,
224, 401-412)

La idea de utilizar “el flagelo” como posible via para generar una respuesta
protectiva frente a T. cruzi ya fue ensayada en 1976 por Seguray colaboradores,

con resultados satisfactorios (100% de supervivencia).(Segura et al., 1976)

Muy recientemente y durante la escritura de esta tesis se ha publicado un
trabajo en el que se muestra que la administracion de al menos 3 de estas
cuatro proteinas PARs como proteinas recombinantes, en ratones genera una
respuesta inmune protectiva frente al reto con formas infectivas del parasito. En
este ensayo utilizando estas proteinas como inmunogenos se tuvo que emplear
hidréoxido de aluminio junto con IL-12 recombinante como adyuvante para
obtener inmunidad protectiva desconociéndose su capacidad imunoprofilactica

como moléculas individuales, sin adyuvantes (Lahrs, y col 2003).
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Figura 3.A.- Esquema de la estructura PFR (p) presente en el flagelo de tripanosomatidos.

Como muestra la micrografia se encuentra anclada al axonema (a) a lo largo de una de sus

caras.
A  Percent Similari
PAR2 | PFRA | PFR2 | PAR3 | PFRC | PAR1 | PAR4
PAR2 90.2 833 65.9 626 | 135 13.1
PFRA 98 81.0 65.4 63.3 12.5 12.7
PFR2 | 1509 18.2 63.9 61.4 13.5 124
PAR3 | 322 32.4 34.0 87.6 14.9 13.3
PFRC | 345 342 36.0 115 14.0 126
PAR1 | 806 79.3 80.2 79.1 80.3 126
PAR4 | 798 80.2 79.7 314 819 83.5
Percent Dissimilarity
B
PAR2
PFRA
. { PFR2
1 PAR3
PFRC
b — PAR1
o1 PAR4
T T T 1 | T | T 1
40 35 30 26 20 15 10 5 0

Figura 3.B.-(A) Cuadro de porcentaje de homologia en secuencia de aminoacidos entre las

distintas proteinas PARs de Tripanosomatidos descritas hasta la fecha.
(B) Arbol filogenético de las proteinas PARs. Obsérvese que tanto PAR1 como PAR4 de T.

cruzi son miembros distantes de esta familia multigénica

4.- Modelos experimentales de infeccion.

La infeccion de ratones con 7. cruzi ha sido ampliamente utilizada como
modelo experimental para la enfermedad de Chagas. Los ratones al igual que
el hombre, desarrollan una parasitemia detectable durante la fase aguda,
seguida por un parasitismo cronico de tejidos analogos (musculo y epitelio
intestinal). Diferentes cepas de ratones exhiben distintos patrones de
susceptibilidad durante el curso de la infeccion (Zhang y col., 1996). Ratones
BALB/c (H-2 Kd, Dd, Ad, Ed) son relativamente susceptibles a la infeccion por

T. cruzi, presentando elevadas parasitemias que conducen a la muerte en una
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gran proporcion de animales (Tanowitz y col., 1981; Nogueira y col., 1981;

Wrightsman y col., 1982; Andrade y col., 1985). En comparacion, ratones de la

cepa CS7BL/6 (H-2 Kb, Db, Ab, EbY) son mas resistentes cuando se enfrentan a
la misma i1nfeccion por 7T. cruz: (Trischmann, 1986; Rowland y col., 1984;
Murfin y col., 1985). Con objeto de estudiar las diferencias entre ambas cepas

se realizo un estudio de la respuesta generada tras la infeccion con 7. cruzi. Se

pudo comprobar que en ratones de la cepa BALB/c (haplotipo H2-Kd) se ve

disminuida la expresion de moléculas de coestimulacion como CD86 y CD40,
en macrofagos y células dendriticas de bazo, fenomeno que no sucedio en los
ratones de la cepa C57BL/6. También pudimos comprobar la existencia de
diferencias en el patron de citoquinas secretadas por células CD3+, siendo [12
e TNF-a las principales en el caso de C57/BL 6 y la IL-4 e IL-5 las que se veian
aumentadas en la cepa BALB/c (Planelles, L. y c0l.2003). Se ha demostrado
que los patrones de susceptibilidad o resistencia son determinados por mas
factores geneéticos ademas del haplotipo H-2 (Trischmann y col., 1978;
Wrightsman y col., 1984). Ademas de la cepa de raton, hay que considerar
también otros parametros que influiran en el desarrollo de la infeccion y
patologia, tales como la cepa del parasito utilizada para infectar
(Kierszenbaum y col., 1989), la procedencia de la misma (cultivos o
procedentes de animales infectados), la dosis 1noculada o la via de
inoculacion.

Aunque el sistema murino es sin duda el mas utilizado y el que ha
proporcionado mayor informacion sobre la infeccion y la respuesta inmune en
la enfermedad de Chagas, también se han empleado otros modelos animales.
Por ejemplo, el primate no humano Cebus apella se ha desarrollado como
modelo experimental para la patologia chagasica cronica (Falasca y col., 1986;
Rosner y col., 1989; Malchiodi1 y col., 1993). Presenta entre sus caracteristicas
una parasitemia detectable por los métodos convencionales y que se mantiene
un tiempo largo post-infeccion (Falasca y col., 1986); los animales infectados
con T. cruzt evolucionan a través de las fases clinicas similares a las descritas
para humanos, detectandose en la fase cronica  alteraciones
electrocardiograficas, fallos cardiacos y complicaciones gastrointestinales
(Rosner y col., 1989; Lima y col., 1986). Ademas las lesiones se desarrollan en
un periodo de tiempo relativamente corto. Por todo ello, los estudios realizados

utilizando este modelo (C. apella), van encaminados principalmente al analisis
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de la infeccion por T. cruzi y de la respuesta inmunologica del huésped en la
fase cronica de la enfermedad (Samudio y col., 1999).

Otro modelo animal que ha servido para estudiar la inmunopatologia de
la enfermedad de Chagas es el modelo canino (de Lana y col., 1992; Andrade,
1999). Normalmente los perros desarrollan una fase aguda severa cuando son
infectados natural o experimentalmente con 7. cruzi (Andrade, 1984), a la que
sigue un periodo de latencia que puede prolongarse durante toda la vida.
Eventualmente, se desarrolla la fase cronica con miocarditis, cardiomegalia o
arritmias (Anselmi y col., 1966; Laranja y col., 1980). Las lesiones en otros
organos han sido poco exploradas y la mayoria de los trabajos se centran en la
patologia del corazon (Meurs y col., 1998; Andrade y col., 1997; Zhang y col.,
1999; Barr, 1993)

5.-Vacunas geneéticas.

El concepto de vacunacion aparecio hace unos 200 anos cuando Jenner
mostré que la exposicion al virus vaccinia podia prevenir la infeccion de la
viruela. En el ultimo siglo se han conseguido vacunas frente a distintas

enfermedades infecciosas, lo que ha supuesto un gran triunfo para la
Medicina.

El uso del DNA en vacunas es una nueva estrategia utilizada para
inducir una respuesta a un antigeno proteico expresado in vwo. Estas
vacunas, llamadas de tercera generacion, estan basadas en la introduccion
por distintas vias, como inyeccion intramuscular, bombardeo con particulas
de oro (“gene gun” o pistola de genes) o aerosoles, de un plasmido de DNA
purificado que codifica para una secuencia polipeptidica de un determinado
antigeno. Este tipo de vacunas presenta una serie de ventajas respecto a las
vacunas proteicas clasicas como son:

-menor coste

-mayor estabilidad

-plasticidad, con posibilidad de combinar distintos antigenos o incluir

moléculas de coestimulacion en estos plasmidos

-mayor especificidad

La efectividad de las vacunas de DNA ha sido demostrada en distintos

modelos animales y asi se ha podido comprobar que utilizando estos
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plasmidos se puede generar una respuesta humoral y celular. Aunque cabe
mencionar que la generacion de células B productoras de anticuerpos es

generalmente menor que la que se induce cuando se utiliza vacunas clasicas

(generalmente proteicas)

5.1- Esqueleto de DNA: secuencias estimuladoras y unidad de
transcripcion.

El plasmido utilizado para la inmunizaciéon consta de dos subunidades
basicas. Por una parte, la maquinaria necesaria para su transcripcion en la
que se incluye un promotor eucariota fuerte (el mas utilizado es el del
citomegalovirus (CMV)) y una sefial de poliadenilacion para estabilizar el

mRNA del antigeno. Por otra parte, se distingue una unidad con caracter

mitogénico o adyuvante en la que se encuentran un numero variable de
secuencias inmunoestimuladoras 6 ISS. Estas secuencias no son mas que
motivos citosina-guanina no metilados, flanqueados por dos purinas en su
extremo 5  y por dos pirimidinas en el extremo 3".En el genoma de mamiferos
la existencia de motivos CpG es menos frecuente y estos ademas estan en su
mayoria metilados. Este tipo de secuencias (ISS) ampliamente estudiadas,
poseen un efecto estimulador per se del sistema inmune innato y en presencia

del antigeno contribuyen también a una respuesta antigeno especifica. Se

resume su accion en el siguiente esquema .(Figura 4)

Actian directamente sobre las células B provocando su activacion, estas
células proliferan y secretan inmunoglobulinas in vitro e in vivo (Krieg A,
Nature 1995, 374 546-549). Ademas, los motivos CpG se ha podido comprobar
que inducen una fuerte respuesta inflamatoria de linfocitos T CD4 helper tipo
Th1l (Jakob, T, y cijol 1998, J. Inmunol 161, 3042-3049; Sparwasser, T. y col
1998, Eur. J. Immunol 28, 2045-2054) y la activacion de células dendriticas
Hartnabbm G y col. 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96,9305-9310; Héaker y

col , 1999, EMBO J., 18; 6973-6982)
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Recientemente se ha propuesto la existencia de un receptor para estos

motivos CpG, al menos en células dendriticas y en macrofagos (TLR 9) (Hemmu

H. Y col Nature, 2000 vol 408,740-745). Ademas se ha podido comprobar que

el extremo 5 de estas secuencias debe estar accesible, para el reconocimiento

por el receptor y la consecuente activacion del sistema inmune. Esta actividad

se ve inhibida si este extremo queda bloqueado mediante la uniéon por ejemplo,
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de dos motivos CpG consecutivos unidos por sus extremos 5°-5°. Un efecto
similar, de inhibicion se produce si se forman estructuras secundarias t1po
loops de hairpin o dimeros terminales. kEste tipo de estructuras secundarias
afectan significativamente a su capacidad adyuvante cuando se forman en 5y

no asi si lo hacen en 3°. Esto sugiere que de alguna manera el receptor

responsable de la estimulacion inmune “lee” la secuencia de DNA desde el
extremo 3°. Se han realizado numerosas aproximaciones con objeto de
aumentar la efectividad de este tipo de vacunas. Entre estos estudios se
incluyen la adicion de moléculas diana que dirijan el antigeno a lugares
concretos como organos linfoides o directamente a la ceélula presentadora
(Lew A., 2000). Otra posibilidad es coexpresar junto al antigeno de interes
otras moléculas implicadas en la estimulacion y/o modulacion de una
respuesta inmune antigeno especifica, como son las citoquinas, quimioquinas

o las moléculas de coestimulacion (Kim y col., 1997; Chow y col., 1998; Flo y

col., 2000).
5.1.1.- Optimizacion del vector

Como alternativa recientemente también se plantea la importancia del
promotor de estos vectores en el tipo de respuesta que se obtiene. En este
sentido también se ha intentado correlacionar la fuerza del promotor empleado
y la magnitud de la respuesta generada frente a determinado antigeno, por
citar algiin ejemplo, este ano se ha publicado un estudio con un antigeno de
superficie de el virus de la hepatitis B. Se plantea la importancia de las
secuencias 3° UTR. Estas secuencias no traducidas al estabilizar el mensajero
del antigeno codificado por el plasmido, pueden tener un papel en la
respuesta al antigeno, es decir, cuanto mayor sea la estabilidad de este
mensajero, mayor sera la expresiéon del antigeno y de alguna manera mayor
sera la respuesta. Concretamente utilizan 3 secuencias 3" UTR distintas para
el mismo gen: la del propio virus, la de la hormona de crecimiento bovina y la
de la B-globina de conejo. Comprueban asi que esta region tiene un importante
papel en la expresion del antigeno que se ve reflejada en la respuesta generada
(Zinckgraf, J.W., 2003, Vaccine; Apr 2;21(15):1640-9).

En HIV por ejemplo, se ha explorado la hipotesis de que el uso de
determinados codones, puede potenciar la expresion de los genes codificados

en los plasmidos empleados en vacunacion. Asi se ha comprobado que
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utilizando el gen GAG pero cambiando un codon (syngag) se ve potenciada la
expresion n vitro del gen en mamiferos. Cuando esta nueva forma se
administro como vacuna genética se comprobo que la respuesta era mayor que
la obtenida con el gen salvaje, y al parecer resultaba independiente de la via
de administracion empleada. Ademas pudieron comprobar que incluso existia
una respuesta celular que no se habia observado utilizando el gen original

(Bojak,A. Intervirology 2002; 45 (4-6):275-86).

S5.2.- Vias de administracion:

Otro factor que hay que considerar es la via de administracion. Desde
que se comenzaran a utilizar este tipo de vacunas hace mas de una década
hasta nuestros dias, se han realizado numerosos estudios y con muy distintos
antigenos. Basicamente existen 3 formas de administrar estas vacunas
genéticas:

-Intramuscular

-Intradérmica

-Intranasal

En general lo que se ha podido comprobar es que para un mismo
antigeno la respuesta generada es distinta dependiendo de la via de
administracion empleada. La ruta de administracion también tiene
implicaciones en la duracion de la respuesta que se genera. En este mismo
ano se ha llevado a cabo un interesante estudio comparativo de las rutas
intradérmica (“gene gun”) e intramuscular. Para un mismo antigeno no solo
varia la magnitud de la respuesta, también su duracion. Empleando en este
caso la proteina verde, que permite un seguimiento de los genes, estos autores
pudieron comprobar que si bien mediante la inyeccion intradérmica se
obtenian las mayores respuestas tanto de anticuerpos como de linfocitos T
citotoxicos (en tan sélo 1 semana tras la ultima inmunizacion), esta respuesta
se vela claramente disminuida transcurridas 4 semanas. Sin embargo, 5
semanas tras la immunizacion, los ratones que habian sido inoculados via
intramuscular exhibian wuna respuesta mayor que los inoculados
intradérmicamente, que aunque era de una magnitud similar a la que se habia
observado en los ratones inyectados intradérmicamente en sélo una semana,

esta respuesta era mantenida. A pesar de todas estas diferencias no existia

cambio en el tipo de anticuerpos generados.
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5.3.- Presentacion de antigenos tras la vacunacion genética.

Realmente aunque el mecanismo de accion de las vacunas genéticas no
esta totalmente elucidado si que se estan haciendo ensayos para ver como
funcionan. Partimos de un plasmido que de alguna forma llega a ver el
sistema inmune, pero ¢como ocurre esto?. Como se ha comentado en el
apartado anterior existen distintas vias para administrar estos plasmidos. Nos
basaremos en las mas empleadas, intradérmica e intramuscular. En el primer
caso el DNA plasmidico tras ser inyectado, atravesando la dermis encuentra
las células de Langerhgas. Parece evidente que sean estas células
presentadoras de antigeno las encargadas de procesar ese DNA y exponer en

superficie los péptidos resultantes del procesamiento.

Cuando se utiliza la inyeccion intramuscular el panorama es algo
distinto. En musculo el nimero de células presentadoras es sin duda menor
que en la piel. Aqui el tipo celular mayoritario son los miocitos. Se propone
que los miocitos pueden ser transfectados directamente, tras la inyeccion, con
este DNA, que tras ser procesado en su interior es presentado a las APC por
un proceso conocido como “cross-priming’. Se han realizado numerosos
estudios para corroborar esta teoria. In vitro se ha podido comprobar que los

miocitos son capaces de transferir los antigenos a células presentadoras

(cross-priming)

v \
Aocnosns
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Fig 5.- Entrada del DNA plasmidico a las célula presentadoras (APC) o a los miocitos. Las tres
vias de entrada pueden ser transfeccion directa, entrada mediada por receptor o un proceso de
endocitosis. Procesamiento intracelurar del DNA y de la proteina resultante de su traduccion,
tras este exposicion en superficie de los péptidos antigenos en clase I o en clase Il (moléulas
MHC-1 y MHC-II). También se incluye el proceso de “cross-presentacion” que supone la

transferencia del antigeno desde el miocito a una célula presentadora.

5.4.-Seguridad de las vacunas genéticas:

Una vez seleccionados los antigenos de interés y optimizado el vector
surge una pregunta importante cuando se va a trabajar con vacunas
genéticas: ¢son seguras?. No podemos olvidar que se trata de un DNA extrano
que se introduce en un organismo y teéricamente existen ciertos riesgos.
Hasta la fecha investigaciones con modelos animales han demostrado que las
vacunas DNA son seguras. No se han observado respuestas inmunes
perjudiciales como autoimmunidad o desarrollo de tolerancia en respuesta a la
expresion persistente de un antigeno extrafio. Por otro lado, la probabilidad de
integracion de este DNA en el genoma del individuo es bastante escasa si se
tienen en cuenta las siguientes consideraciones. La integracion in vitro de
genes extranos en el genoma de lineas celulares puede ocurrir al azar o por
recombinacion homéloga. Para esta ultima, se definen como condiciones
optimas para que ocurra, el que se produzca de manera simultanea la
replicaciéon del DNA del huésped y del plasmido, y la presencia de largas
regiones (>600 pb) de homologia entre ambos DNAs, cercanas en el espacio.
En el caso de la vacunacion intramuscular con DNA, el plasmido no contiene
un origen de replicacion que sea funcional en células eucariotas; la mayor
parte de las células transfectadas (miocitos, macrofagos, cé€lulas dendriticas)
no tienen capacidad de division y ademas la mayoria de la secuencia de DNA
que constituye el plasmido carece de homologia con el DNA de mamiferos. No

obstante, la observacion de que el DNA inoculado no permanece integramente
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en el lugar de la inyeccion asi como su presencia en nucleos celulares (Condon
y col., 1996; Torres y col., 1997) no permite excluir de una forma definitiva la
posibilidad de una integracion.

Por otra parte, aunque la integraciéon al azar puede ocurrir con una
frecuencia entre 50 y 10003 veces mayor que la recombinacion homologa, la
amplia experiencia sobre las inmunizaciones que utilizan virus de DNA
replicativos y vivos (por ejemplo, el adenovirus) no han revelado fenéomenos
adversos relacionados con la integracion. Estudios directos sobre integracion
tras la inmunizacioén intramuscular en ratones con un plasmido codificante de

la nucleoproteina (NP) del virus influenza resultaron negativos (Nichols y col., )

5.5.- Vacunas genéticas frente a T.cruzi.

Cabe mencionar como se comento en el apartado anterior, que frente a
T. cruzi se han ensayado con éxito las vacunas gené€ticas con antigenos como
las transialidasas, proteina reguladora del complemento (CRP), la proteina

KMP11, y la proteina LYT. La mayoria de ellos parecen estar implicados en la

invasion de la célula hospedadora .

5.6.- Vacunas genéticas en enfermedades no infecciosas.

Debemos tener en cuenta que en el caso de enfermedades no
infecciosas los planteamientos son algo distintos. En muchos casos no se trata
de generar una respuesta frente a un patéogeno sino de contrarrestar una

respuesta desmesurada como en las alergias, o de controlar la respuesta

iInmune como en el cancer.

Una vacuna disenada para combatir una alergia necesita suprimir o
alterar una respuesta inmune no deseada, mientras que una vacuna de DNA
frente al cancer pretendera superar la tolerancia y/o supresion de esa
respuesta inmune e iniciar una potente respuesta inmune. Por tanto se
persiguen distintas estrategias que en definitiva pretenden mejorar la
respuesta inmune en funcion de las necesidades y para ello se puede
modificar el regimen de inmunizacion o bien emplear distintos adyuvantes. En

el caso del cancer, las aproximaciones mas especificas que se estan
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empleando, persiguen la busqueda de una activacion de la respuesta inmune
innata y adaptativa.

En el caso de las alergias, se suele emplear el gen que codifica el
alergeno, una modulacién tipo Thl y se asegura la seguridad de la vacuna
mediante la fragmentacion del gen por ubiquitinacion o utilizando
hipoalergénicos artificiales. Todas estas estrategias solas o combinadas estan

siendo analizadas en esto momentos.

S5.7.- Mantenimiento de la respuesta.

Uno de los principales problemas que presentan este tipo de vacunas es
su duracion, es decir, resulta dificil mantener a largo plazo la respuesta
Inmune que se genera. Para ello se estan haciendo numerosos esfuerzos
utilizando fundamentalmente moléculas de coestimulacién, bien incluidas en
el mismo plasmido o en otro. Con esta estrategia se mejoran bastante los
resultados aunque hoy por hoy aun esta lejos su empleo generalizado. Entre
estas opciones se pueden emplear proteinas de choque térmico, fusionadas al
antigeno de interés.

Actualmente se estan realizando ensayos clinicos en fase I y II con
vacunas DNA para el VIH, la hepatitis B, hepatitis C, malaria o tuberculosis.
También estan en marcha para enfermedades como el cancer o el tratamiento
de las alergias. Cabe destacar que en estos ensayos clinicos, hasta la fecha no

se han descrito fenémenos de integracion del DNA plasmidico en el DNA del

huésped.

6.- Proteinas de choque térmico. Capacidad adyuvante

Su descubrimiento se produjo de forma casual hace unos 50 arfos
cuando de forma accidental alguien aumenté la temperatura de un incubador.
Se pudo observar la presencia de unas estructuras conocidas como “puff”’ en
los cromosomas de glandulas salivares de Drosophila melanoganster. Estas

estructuras eran indicativas de loci transcripcionalmente activos (Ritossa
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1962). Estos loci codificaban para las proteinas de choque térmico o HSP (heat
shock proteins) y en los siguientes anos se convirtieron en una interesante
fuente de estudio para fenomenos tales como regulacion transcripcional,
respuesta a estrés e incluso estudios evolutivos.

La expresion de estas proteinas puede estar regulada no solo por el
aumento de temperatura, sino también por otros factores como la deprivacion
de glucosa, presencia de etanol o glucocorticoides. Por otro lado, estas
proteinas aparecen también en niveles elevados bajo condiciones normales de
la célula (Revisado en Lindquist and Craig, 1988)

Las proteinas de choque térmico son una gran familia en la que se
incluyen miembros de muy distinto tamano, con rangos de pesos moleculares
que oscilan de los 6 a los 110 kDa; de hecho, existe una clasificacion en
funcion de estos pesos moleculares que las divide en un total de 6 familias:
HSPs pequenas, familia de 40, 60, 70, 90 y 100kDa. Es importante senalar
que estan altamente conservadas entre distintos organismos, con indices de
identidad en secuencia de aminoacidos en torno al 50%. Por ejemplo la HSP
70 es una de las proteinas mas conservadas que se conocen hasta la fecha.

Como se ha comentado anteriormente, estas proteinas son sintetizadas
en situaciones de estrés permitiendo a la célula y en definitiva al organismo,
alcanzar una situacion de tolerancia ante las condiciones adversas. A pesar de
ello, también cabe mencionar que estas proteinas tienen otras funciones
celulares 1mportantes en condiciones de no estrés. Asi, asisten a el
plegamiento correcto de otras proteinas y participan en el ensamblaje de
subunidades proteicas, gracias a su actividad chaperona.

Aunque 1nicialmente y hoy dia son ampliamente estudiadas por todas
estas propiedades también tienen importantes funciones inmunolégicas. Por
citar algunas de estas caracteristicas, podemos decir que algunas de las HSPs
se han descrito <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>