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implicadas en la enfermedad de Chagas
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Introduccion

La enfermedad de Chagas, causada por
Trypanosoma cruzi, es considerada un problema
de salud publica en 17 paises de América Latina.
Segun los datos de la Organizacién Mundial de
la Salud, cerca de 100 millones de personas se
encuentran expuestas y alrededor de 10 millones
estan infectadas. Las migracionesy la globalizacion
hanllevado a que laenfermedad de Chagas sea una
enfermedad emergente en paises no endémicos
de Norteamérica, Europa, Asia y Australia.

En Colombia, se estima que alrededor de 5 %
de la poblacién esta infectada y cerca de 20 % se
encuentra en riesgo de adquirir la infeccién, con
cerca de tres millones de enfermos (Moncayo,
2003). Los departamentos con mayor endemia
son: Arauca, Casanare, Santander, Norte de
Santander, Cundinamarca, Boyaca, Meta, Tolima,
Huila y Bolivar (Guhl, 2005).

Clinica y patogénesis de la enfermedad de
Chagas

La enfermedad de Chagas cursa en dos fases:
aguda y cronica. La mayoria de los individuos
infectados con T. cruzi no desarrollan una fase
aguda debido a una respuesta inmunitaria efectiva
contra el parasito. Posteriormente, los pacientes
infectados entran en una fase indeterminada, sin
sintomatologia ni evidencia de dafo organico. La
mayoria persiste indefinidamente en esta fase; sin
embargo, después de 20 a 30 afios, entre 15y 30 %
desarrolla las formas crénicas, las cuales pueden
cursar con compromiso cardiaco (cardiopatia
chagasica) o de las vias digestivas (megaeso6fago)
0, menos frecuentemente, las formas nerviosas.
En Colombia, la cardiomiopatia chagasica es la
manifestacion clinica mas frecuente y grave. Sin
embargo, se desconoce su incidencia entre los
individuos infectados.

La patogénesis de la enfermedad de Chagas
es un proceso no entendido en su totalidad. En

la fase aguda, las lesiones del miocardio y el
sistema nervioso se relacionan directamente con
la parasitosis tisular, y la ruptura de los nidos de
parasitos en los tejidos con liberacién de antigenos
de T. cruzi que sensibilizan las fibras cardiacas
y neuronales, lo que lleva a la destruccion de
estas células por la respuesta anti-T. cruzi de tipo
CD8+ y CD4+ (Soares, 1999). En cuanto a la fase
cronica, se han propuesto diferentes mecanismos.
Actualmente, la hipotesis mas aceptada es
que la respuesta inflamatoria generada por la
presencia del parasito, que no ha sido eliminado
por el sistema inmunitario, induce una inflamacién
cronica, responsable en algunos individuos del
dano tisular.

Existen varios factores que contribuyen directa
o indirectamente a la progresion y, por lo tanto, a
la evolucion de la enfermedad de Chagas en el
huésped. Algunos de estos factores son inherentes
al parasito, como su virulencia, tropismo tisular,
constituciéon genética y antigénica; otros estan
relacionados con el huésped, como edad, raza,
estado nutricional, respuesta inmunitaria vy
constitucion genética. El hecho de que sélo un
porcentaje de individuos infectados desarrolle
sintomas, demuestra la importancia del genoma
del huésped en el riesgo de desarrollar la
enfermedad.

Genética de la enfermedad de Chagas

La variacién en la secuencia del genoma humano
juega un papel importante, pero a la vez poco
conocido, en la etiologia de muchas enfermedades.
En el caso de las enfermedades infecciosas,
se sabe que no sélo las diferencias genotipicas
y fenotipicas del microorganismo determinan
el desarrollo de una enfermedad determinada,
sino también, que la variacion en el genoma del
huésped (polimorfismos genéticos) podria ejercer
un papel importante en el desarrollo de resistencia
o0 sensibilidad.
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Los polimorfismos de un solo nucleétido (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) son la forma
mas comun de variacién genética en el genoma
humano; en la actualidad, la densidad de SNP
comunes estimados es de aproximadamente 10 a
15 millones (The International HapMap Consortium
2007, http://www.hapmap.org). Su utilidad como
marcadores genéticos asociados con varias
enfermedades infecciosas y no infecciosas, ha sido
ampliamente demostrada (Delgado-Vega, 2010).

El interés sobre el posible efecto funcional
generado por estas variantes polimorfas en el
genoma y su posible papel en la patogénesis de
diversas enfermedades complejas, es cada vez
mayor. Se dice que una enfermedad es “compleja”
cuando la posibilidad de padecerla esté controlada
por multiples factores, como los genéticos vy
ambientales, cada uno de los cuales tiene un efecto
modesto sobre el desarrollo de la enfermedad
(Cardon, 2003).Teniendo en cuenta lo anterior,
la enfermedad de Chagas podria catalogarse
como compleja, dada la variedad de factores que
podrian influenciar su desarrollo, especialmente la
variabilidad genética del huésped y del parasito,
ademas de los factores medioambientales.

Polimorfismos genéticos y enfermedad de
Chagas

La asociacién de variantes génicas de moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidady el
desarrollo de la forma clinica de la enfermedad de
Chagas, se ha demostrado en algunos estudios
epidemioldgicos en diferentes poblaciones (Llop,
1991; Nieto, 2000). Existen también algunos
reportes relacionados con otros genes de respuesta
inmunitaria, como TNFA (Beraun, 1998,), CCRS5,
NRAMP1 (Calzada, 2001), IL10, BAT1y NFKBL/
IKBL (Ramasawmy, 2006).

En nuestro grupo hemos encontrado asociaciones
con IL1B (Flérez, 2006), IL12B (Zafra, 2007),
PTPN22, MIF, TGFB e IFNG (Torres, 2010), entre
otros. Estos datos muestran que, al igual que en
el caso de la mayoria de los microorganismos
con los cuales se han encontrado asociaciones,
la infeccion con T. cruzi podria también estar
determinada por variaciones en un gran numero
de genes polimorfos.

La dificultad para identificar genes asociados
al desarrollo de la enfermedad de Chagas en
humanos, es la misma que se presenta en el
estudio de enfermedades complejas y poligénicas.
Esta dificultad se relaciona con la heterogeneidad
genética de las poblaciones humanas y la
interaccién de multiples genes con contribuciones
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modestas a la asociacion con la enfermedad.
Los avances tecnoldgicos logrados en la ultima
década, relacionados con el desarrollo de mapas
de alta densidad de marcadores, los mapas
de desequilibrio de ligamiento y haplotipos, la
utilizacion de micromatrices para genotipificacién
de SNP y las herramientas bioinformaticas, han
permitido superar algunas de estas dificultades y
han llevado a un auge en este tipo de estudios.

El Proyecto Internacional HapMap adelanta
la construccion de una base de datos para
haplotipos comunes en distintas poblaciones
humanas. Cuando los marcadores se encuentran
en desequilibrio de ligamiento en la poblacion,
existe informacion redundante. Si dos marcadores
se encuentran en total desequilibrio de ligamiento
(r>=1), cada uno de los genotipos de un SNP esta
totalmente determinado por el otro; por lo tanto, la
genotipificacion de uno sera suficiente para obtener
la informacion de los dos.

La seleccion de marcadores no redundantes
presentes en una zona con alta densidad de
marcadores, se ha denominado haplotype tagging
y los SNP seleccionados por este método se
denominan “tag-SNP”. El principal objetivo de esta
seleccion es reducir la cantidad y el costo de la
genotipificacion, manteniendo la mayoria de la
informacion del mapa que contiene la totalidad de
los marcadores (Clayton, 2004).

Con esta estrategia y el desarrollo de plataformas
comerciales para genotipificar en un solo ensayo
cientos o miles de polimorfismos, se han realizado
mapeos finos de regiones cromosdémicas en
numerosas enfermedades complejas y comunes,
y se han popularizado los estudios de rastreo
del genoma o genome wide scan (GWAS). De
hecho, después de cinco afios del primer GWAS,
en el cual se identifico la asociacién del factor H
de complemento con la degeneracion macular
relacionada con la edad, se han publicado méas de
450 GWAS y asociaciones con mas de 2000 SNP en
numerosas enfermedades humanas (Ku, 2010). Sin
embargo, las variantes identificadas requieren una
comprobacion posterior en diferentes poblaciones
con tamafos de muestra considerables.

Mapeo cromosémico en enfermedad de
Chagas

Basados en los resultados obtenidos por nuestro
grupo con SNP individuales de genes candidatos,
y con el fin de identificar regiones cromosémicas
asociadas al desarrollo de la cardiomiopatia
chagasica, se hizo un mapeo cromosomico de
alta resolucion en las regiones donde mapean los
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genes encontrados previamente asociados con
dicha enfermedad y que involucraron regiones de
los cromosomas 1, 2, 3,5, 6, 11,12, 16, 19y 22.

La seleccion de tagSNP se hizo con el programa
Haploview 4.2; de esta manera, se definieron
765 SNP de 78 genes que fueron genotipificados
utilizando la plataforma de micromatrices Golden
Gate (lllumina). Los genes seleccionados
se relacionan principalmente con citocinas,
quimiocinas, receptores de citocinas y quimiocinas,
vias de sefalizacion y factores de transcripcion,
entre otros. Ademas, se incluyeron polimorfismos
presentes en regiones intergénicas.

La poblacion de estudio incluyé individuos
seropositivos a antigenos de T. cruzi, de la zona
endémica de Santander (Colombia), mayores de 20
anos, provenientes en su mayoria de areas rurales,
con condiciones socioecondmicas similares y que
llevaban mas de 10 afios de vivir en la zona (400
individuos).

Estos individuos se dividieron en dos grupos:
asintomaticos, sin sintomatologia clinica, ni
trastornos electrocardiograficos, que representaron
el grupo control, y pacientes con cardiomiopatia
chagasica, con sintomas clinicos y alteraciones
electrocardiograficas o funcionales, que represen-
taron el grupo de casos. Este ultimo grupo se
subdividid en diferentes grados de gravedad,
segun los parametros de la OMS.

Los resultados de la genotipificacion permiten
establecer las frecuencias de alelos, genotipicas
y de haplotipos de los dos grupos de pacientes.
El efecto genético de cada polimorfismo con la
cardiomiopatia chagasica es determinado usando
un modelo de regresion logistica, con los casos y
los controles como variables dependientes y donde
la edady el sexo fueron utilizadas como covariables
adicionales. Estos andlisis se realizaron con el
programa PLINK; versién 1.07.
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Esquistosomiasis: protedmica de la interfase parasito-huésped
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Los esquistosomas son una de las principales
causas de enfermedad en muchos paises tropicales
y subtropicales. Hay tres especies principales que
parasitan al hombre, Schistosoma mansoni, S.
japonicum y S. haematobium, y, al menos, otras
diez que afectan a rumiantes. De este segundo
grupo, Unicamente S. mattheei y S. bovis han
recibido cierta atencion como consecuencia de su
importancia veterinaria.

Schistosoma bovis, especie muy cercana
flogenéticamente a S. haematobium, es un
parasito del sistema portal mesentérico que afecta
fundamentalmente a rumiantes de practicamente
todo el continente africano, Asia sudoccidental,
islas del Mediterraneo y Espafa. En las zonas
endémicas, la mayor parte de las infecciones
por S. bovis cursan a nivel subclinico, aunque
pueden manifestarse brotes serios, llegandose
a producir en algunos casos la muerte de los
animales infectados. Estas infecciones subclinicas
causan importantes pérdidas en las explotaciones
ganaderas como consecuencia de su efecto a largo
plazo sobre el crecimiento y la productividad de los
animales y, también, por aumentar la propension
de los animales infectados a otras enfermedades
parasitarias y bacterianas.

Aligual que las otras especies de esquistosomas,
los vermes adultos de S. bovis pueden llegar a vivir
durante afos en el lecho vascular de su huésped,
en permanente contacto con el endotelio vascular,
y expuestos a los componentes del torrente
sanguineo. Es un hecho constatado que el parasito
se ha adaptado al habitat intravascular y ha
desarrollado mecanismos de modulacién y evasion
de las respuestas inmunitaria y hemostatica de su
huésped. Igualmente, todo parece indicar que el
parasito regula también las funciones del endotelio
en su propio beneficio, induciendo unas condiciones
favorables para asegurar su supervivencia. Las
moléculas parasitarias responsables de esta
regulacion forman parte de la interfaz parasito-
huésped, constituida por las moléculas que el
parasito expone al huésped alo largo de la infeccidn,
y por los componentes del sistema inmunitario y del
sistema hemostatico del huésped, asi como por la
superficie del endotelio vascular.

Las moléculas parasitarias encargadas de
llevar a cabo las funciones inmunomoduladoras y
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antihemostaticas estan, en el caso de los vermes
adultos, entre las excretadas o secretadas durante
sus procesos vitales y, esencialmente, entre las
expresadas en la superficie de su tegumento. Las
moléculas implicadas en estas funciones son vitales
para la supervivencia del parasito y constituyen, en
potencia, excelentes dianas para ser bloqueadas
por medio de vacunas o farmacos.

Teniendo encuentaelinterésde dichas moléculas,
el objetivo general de nuestra linea de investigacion
ha sido la caracterizacion y estudio de la interfaz
parasito-huésped en estas infecciones. Para ello
abordamos el estudio de las proteinas parasitarias
excretadas o secretadas y las del tegumento v,
recientemente, hemos iniciado la caracterizacion
de las proteinas expresadas por el huésped en la
superficie del endotelio vascular (en respuesta a
la infeccion) para, posteriormente, identificar los
correspondientes ligandos parasitarios.

Comenzamos estudiando mediante electroforesis
bidimensional, Western blot y espectrometria de
masas, las proteinas de los productos de excrecién
0 secrecion y las de una fraccion superficial del
tegumento. Dicho estudio nos permiti6 conocer
el proteoma de estas dos fracciones, definir qué
proteinas interactan con el sistema inmunitario
(inmunoma) e identificar una serie de proteinas
parasitarias que intervienen especificamente en
los mecanismos de evasién de las respuestas
defensivas.

Ademas, teniendo en cuenta que en la superficie
externa del tegumento se desarrolla gran parte de los
mecanismos de evasion del parasito, profundizamos
enelestudiodelasproteinastegumentariasdemachos
y hembras, especialmente de aquellas expresadas
en su superficie. Realizamos tres digestiones con
tripsina, de intensidad creciente, de la superficie de
los vermes, obteniendo asi fracciones de péptidos
tripticos que fueron analizaron por espectrometria
de masas. En la fraccion correspondiente a la
digestion mas superficial, se identificaron 41 y 27
proteinas en el tegumento de los machos y hembras,
respectivamente, evidenciandose claras diferencias
en el proteoma del tegumento de los vermes de
uno y otro sexo. Igualmente, por microscopia
confocal se confirmé la expresion de actina, enolasa
y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en la
superficie de los vermes.
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Tras estos estudios iniciales, y una vez conocidas
las moléculas del parasito que constituyen la
interfase  parasito-huésped, pudimos definir
tedricamentelas posiblesinteraccionesentreciertos
grupos de proteinas parasitarias y determinados
mecanismos fisiologicos del huésped.

Concretamente, teniendo encuentadeterminadas
proteinas identificadas en el tegumento, nos
planteamos la hipotesis de que los esquistosomas,
por medio de receptores del tegumento, podrian
activar el sistema fibrinolitico del huésped y asi
evitarlaformaciénde coagulos ensusuperficie. Tras
una serie de ensayos, confirmamos esta hipotesis
y demostramos que el tegumento de los vermes
adultos contiene componentes con capacidad para
fijar y activar plasmin6geno, componente central
del sistema fibrinolitico.

Una vez identificadas las posibles proteinas del
tegumento, implicadas en éste y otros mecanismos
antihemostaticos, comprobamos especificamente
la actividad fibrinolitica o anticoagulante, entre
otras, de la enolasa y la anexina, dos moléculas
que en otros organismos poseen estas funciones.
Con este fin, tras la clonacion de sus ADNc en
un vector de expresion y la obtencidon de ambas
proteinas en forma recombinante, se hicieron los
correspondientes ensayos de actividad. Estos
ensayos han demostrado que ambas proteinas
poseen actividad fibrinolitica y que la anexina,
ademas, tiene efectos anticoagulantes que afectan
a ambas vias de la coagulacion, aunque de forma
mas notoria a la via intrinseca.

Recientemente, hemos iniciado la identificacién
de las proteinas que se expresan en la superficie
del endotelio vascular durante la infeccion. Para
ello se utiliza una metodologia que se basa en la
perfusidon vascular de animales (infectados y no
infectados con S. bovis) con un éster derivado de
la biotina. De este modo, las proteinas expresadas
en la superficie endotelial, con grupos amino
accesibles a la solucion de perfusion, quedan con
biotina y pueden ser eficientemente purificadas
con cromatografia de afinidad con estreptavidina,

XV Congreso Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical

para su posterior digestion con tripsina y andlisis e
identificacién por espectrometria de masas.

En resumen, la aplicacién de los ultimos
desarrollos técnicos en protedmica al estudio de
las relaciones parasito-huésped, permite identificar
los componentes implicados vy, en definitiva,
dilucidar los mecanismos que utiliza el parasito
para asegurar su supervivencia en el huésped.
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Los factores que determinan el curso de las
helmintiasis intestinales han sido ampliamente
estudiados mediante el uso de nematodos
intestinales. Numerosas especies de nematodos
y roedores (fundamentalmente, distintas cepas
de ratén) se han empleado como modelos
experimentales (Finkelman, et al., 1997).

Sin embargo, los resultados obtenidos no son, en
absoluto, definitivos. En general, se ha observado
que la evolucion de una helmintiasis depende
de numerosos factores relacionados tanto con el
parasito, como con el huésped. Asi, la expulsion de
los helmintos intestinales parece estar relacionada
con el desarrollo de respuestas Th2 mediadas por
IL-4. Sin embargo, el desarrollo de infecciones
cronicas parece asociado con respuestas Thi
mediadas por IL-12; IFN-y y TNF-B (Finkelman, et
al., 1997).

De cualquier modo, los mecanismos implicados
en el desarrollo de estos tipos de respuestas, asi
como los factores dependientes del huésped y del
paréasito que determinan las diferentes respuestas,
son dificiles de estudiar (Toledo y Fried, 2005).
En este sentido, cabe destacar que uno de los
factores que impiden la obtencién de conclusiones
mas definitivas es la ausencia de modelos
experimentales adecuados.

Los modelos experimentales empleados hasta la
fecha presentan diversos problemas: (i) alguna de
las especies de nematodos empleados Unicamente
es capaz de desarrollarse en una sola especie
de huésped experimental, lo cual impide hacer
estudios comparados, y (i) otras especies de
nematodos presentan fases titulares o parasitan el
intestino grueso, lo cual dificulta considerablemente
la interpretacién de los resultados obtenidos. Estos
hechos hacen evidente la necesidad de desarrollar
nuevos modelos experimentales (Toledo y Fried,
2005). En este contexto, los equinostomatidos v,
mas concretamente E. caproni, pueden resultar de
gran utilidad.

Sin embargo, los aspectos relacionados con la
respuesta inmunitaria del huésped definitivo han
sido muy poco estudiados hasta la fecha en las
equinostomiasis. Es un hecho conocido que los
equinostomatidos generan respuestas inmunitarias
detectables en sus huéspedes vertebrados (Toledo,
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et al., 2006). La mayor parte de la informacién
disponible sobre la respuesta inmunitaria en las
infecciones con Echinostoma spp. se deriva de
estudios en los que se han utilizado diferentes
roedores (Toledo, et al., 2009).

En general, se ha podido determinar que estos
Digénidos generan respuestas de caracter celular
y humoral, estimuladas por antigenos tanto de
las fases juveniles como adultas (Toledo, et al.,
2006). Asimismo, también es conocido que existen
huéspedes que rapidamente eliminan al parésito y
son llamados huéspedes de baja compatibilidad.
Un ejemplo es la rata, que elimina a E. caproni
entre la sexta y la octava semanas después de la
infeccion (Toledo, et al, 2009). Existen también,
por el contrario, huéspedes que el parasito puede
infectar en forma crénica. Un ejemplo claro es el
hamster, en el que el parasito no es eliminado
hasta unos meses después de la infeccién.

Todo lo expuesto pone de manifiesto que el estudio
del desarrollo de E. caproni en diferentes especies
de huésped puede resultar de gran utilidad para el
andlisis de las interacciones parasito-huésped en
las helmintiasis intestinales. El modelo E. caproni-
roedor ofrece la posibilidad de fijar las variables
dependientes del parasito implicadas en el curso
de la infeccién para, de esta forma, analizar de
manera especifica las variables dependientes del
huésped y sus consecuencias en el curso de la
infeccién. Asi, mediante estudios comparativos
se podra profundizar tanto en los factores que
determinan la expulsion de un helminto intestinal
como en los que influyen en el desarrollo de
infecciones cronicas.

En este contexto, el estudio del proteoma del
pardsito y la interaccion de las proteinas del
parasito con cada tipo de huésped, puede resultar
fundamental. Sin embargo, uno de los principales
problemas en este tipo de estudios es la escasez
de secuencias depositadas en las bases de
datos, lo que dificulta el hallazgo de homologias,
a pesar de la obtencién de buenos resultados
espectrométricos.

Para minimizar este problema, nuestro grupo
ha empleado dos aproximaciones metodoldgicas:
(i) puesto que la electroforesis bidimensional
dificulta la identificacién de las proteinas menos
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abundantes, se ha hecho un estudio de protedémica
aleatoria (shot-gun), que consiste en llevar a cabo
el proceso de separacion mediante cromatografia
liquida y, posteriormente, analizar los compuestos,
ya separados, mediante la espectrometria de
masas en tandem (LC/MS-MS); y (i) los datos
espectrométricos han sido analizados mediante la
combinacion de diferentes motores de blusqueda,
como MASCOT (Matrix Science) y ProteinPilot,
version 2.0 (Applied Biosystems), para incrementar
la deteccion de homologias con secuencias
depositadas en las bases de datos.

El andlisis mediante esta metodologia del
secretomay del surfomade E. caproni,hapermitido
identificar un nimero importante de proteinas. Los
principales grupos de proteinas representadas
son las enzimas metabdlicas y, particularmente,
las enzimas glucoliticas, proteinas estructurales
de respuesta frente al estrés, chaperonas o
transductoras de sefal (Sotillo, et al., 2010).
Asimismo, nuestros estudios han permitido
detectar modificaciones posteriores a la traslacion
en el patron de proteinas de echinostomatidos,
como fosforilacion de proteinas o glucosilacion,
lo cual puede ser de gran trascendencia en la
adaptacion al huésped y el curso de la infeccién
(Toledo, et al., 2011).

El estudio del inmunoma puede resultar de
gran utilidad, tanto para llegar a conocer los
factores implicados en la expulsion de los
helmintos, como en la identificacién de dianas
diagnosticas o para el desarrollo de vacunas.
La aproximacién inmunoproteémica realizada
ha permitido la identificacion de las principales
proteinas antigénicas de los productos de
excrecion o secrecion de E. caproni, asi como
algunas modificaciones que pueden afectar a la
‘inmunogenia’ de estas proteinas. En general, las
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proteinas mas inmundgenas parecen ser aquellas
relacionas con las estrategias de supervivencia del
parasito (Sotillo, et al, 2008).
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Trypanosoma cruzi tiene un complejo ciclo de
vida que alterna entre un huésped vertebrado y
uno vertebrado. En el huésped vertebrado estos
parasitos invaden distintos tipos celulares v,
en particular, ingresan a las células fagociticas
mediante vesiculas que crean una vacuola
parasitéfora donde se sintetizan moléculas
oxidantes. Estas especies altamente reactivas
requieren de mecanismos de defensa por parte
del parasito, que estan siendo investigados por
varios grupos, por constituir vias metabdlicas cuya
inhibicién haria inviables a estos parasitos; por lo
tanto, sus componentes son posibles blancos de
accion de farmacos.

De acuerdo con el andlisis del genomade T. cruzi,
estos parasitos no poseen genes que codifiquen
para las enzimas glutatién reductasa, tioredoxina
reductasa, catalasa ni glutation peroxidasas
dependientes de selenio. Es que, a diferencia de
la mayor parte de los eucariontes, el metabolismo
oxidativo del orden kinetoplastida se basa en
el ditiol de bajo peso molecular N(1), N(8)-bis
(glutationil) espermidina, denominado tripanotion.
La homeostasis de tioles reducidos en estos
parasitos, dependiente de tripanotion, es mantenida
en forma eficiente debido a la participacién de
diferentes peroxidasas (peroxirredoxinas, glutation
peroxidasas) que forman parte, a su vez, de un
complejo conjunto de enzimas que incluyen a
la tripanotién sintetasa, tripanotién reductasa y
triparredoxinas. Estas enzimas se encuentran
exclusivamente en tripanosomatidos.

Las triparredoxinas pertenecen a la superfamilia
de las tiorredoxinas y, al igual que éstas, funcionan
transfiriendo equivalentes de reduccién desde
el tripanotion a las triparredoxina peroxidasas
(peroxirredoxinas) y glutatién peroxidasas. Cabe
destacar que en la mayor parte de los eucariontes
esta funcion la cumplen las tiorredoxinas. Por otra
parte, en los Ultimos afos se ha demostrado que la
regulacion de la funcién de proteinas por conversién
de disulfuros en tioles mediada por tiorredoxinas, es
un fenédmeno universal que abarca, no solamente
las enzimas vinculadas al metabolismo redox, sino
también, a proteinas de muy diversas funciones
que van desde la sintesis proteica al control sobre
factores de transcripcion.

Teniendo en cuenta que en los tripanosomas
hay una tiorredoxina de muy baja expresién y que
la misma no es esencial para la supervivencia
de estos parasitos, planteamos la hipétesis de
que las triparredoxinas cumplen ese papel de
modular la actividad de otras proteinas ademas
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de triparredoxina peroxidasas, mediante la
interconversion de disulfuros en tioles.

En este trabajo hemos desarrollado una
aproximacién experimental que consistié en
modificarpormutagénesisdirigidaalatriparredoxina
1 de T. cruzi (TcTXN1). Esta version mutada de
TcTXN1 contiene una sustitucion en la cisteina
resolutiva, asi como un extremo amino terminal
de seis histidinas. De esta forma, al reaccionar
la triparredoxina con un blanco proteico formara
el enlace disulfuro mixto y, al no existir la cisteina
resolutiva, este enlace no puede ser reducido.
Esta construccion fue clonada en el vector pTEX
y transfectada en T. cruzi, para estudiar este
fendmeno in vivo. Una vez lisados los parasitos, los
complejos fueron purificados por cromatografia de
afinidad por su extremo de histidinas y se analizaron
por electroforesis bidimensional y espectrometria
de masa (MALDI/TOF-TOF).

El siguiente esquema resume la estrategia
utilizada:

Q st ‘ Q st Generation of mutated TXN
SH OH 1

Binding validation

SN l
P

Generation of trypanosomes
expressing mutated TXN1

Cx® {
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° o
o

Capturing of
TXN1 partners
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Como puede verse, el paso previo a la trans-
feccion fue la validacién de la estrategia in vivo. Una
vez seleccionadas por electroforesis bidimensional
las proteinas capturadas por este método, se
procedio a su identificacién por espectrometria de
masa. ldentificamos 20 proteinas como posibles
sustratos de TcTXN1, una de las cuales fue la
triparredoxina peroxidasa; todo el resto presentd




Biomédica 2011;31(sup.3):3-315

cisteinas conservadas que nos permiten sugerir
cual es lacisteina capaz de reaccionarcon TcTXN1,
y la mayor parte de las mismas pertenecen ya
sea a enzimas del metabolismo oxidativo o a
enzimas implicadas en la sintesis y degradacién
de proteinas.
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Estos resultados demuestran que las triparre-
doxinas participan en procesos metabdlicos
esenciales para el parasito, por lo que proponemos
que estas enzimas constituyen buenos candidatos
para el disefio de nuevos farmacos.

Los transcriptomas como herramientas para estudios de proteémica:
ejemplos en helmintos

Antonio Marcilla

Departamento de Biologia Celular y Parasitologia, Universitat de Valéncia, Burjassot, Espana

Los helmintos parasitos son responsables de
importantes enfermedades y de grandes pérdidas
economicas a nivel mundial. En este contexto, se
estima que mas de 3.000 millones de personas
estan infectadas con nematodos y, ademas, estas
parasitosis son las que menos atencion tienen
entre las enfermedades desatendidas (1).

En la mayoria de los casos, los métodos de
diagnéstico utilizados en la actualidad son todavia
lentos y poco precisos, y se necesitan nuevas
herramientas que permitan un diagnéstico rapido
y especifico. Asimismo, frente a estas parasitosis
se dispone de un pobre arsenal de compuestos
para su tratamiento, utilizados de manera masiva
para el control de las helmintiasis, lo que origina
la aparicion de resistencias en los helmintos. Es
por ello que la identificacion de nuevas dianas de
tratamiento es también prioritaria.

El tremendo avance de las técnicas experi-
mentales, especialmente en genémica, protedmica
y metabolémica, se ha trasladado también al
estudio de helmintos parasitos. La secuenciacién
de genomas, que parecia ser la panacea para
identificar rdpidamente dianas de tratamiento
y vacunas, no ha llenado las expectativas,
habiéndose secuenciado genes huérfanos, sin
homologos conocidos en otros organismos y sin
funcion asignada (2). Con la estandarizacién vy
mejora de las técnicas de protedmica —entendida
como la caracterizacién sistematica o a larga
escala de las proteinas presentes en una célula
0 un tejido—, numerosos han sido los estudios
aplicados a helmintos parasitos con el objetivo de
identificar proteinas que pudieran responder a las
necesidades anteriormente mencionadas, y actuar
como potenciales dianas de tratamiento, vacunas y
diagnostico. Los estudios mas recientes han puesto
de manifiesto su aplicabilidad en la caracterizacion
de proteinas procedentes de distintos tejidos, sexo
o estadio evolutivo de los helmintos, asi como de

proteinas implicadas en diversos procesos, como
la interaccion con el huésped o la generacion de
resistencia a antihelminticos (3).

Para caracterizar dichas proteinas, resulta
fundamental disponer de buenas bases de datos
frente a la cuales comparar los datos obtenidos,
por ejemplo, por espectrometria de masas. Y
ello sélo es posible cuando se aborda el estudio
de organismos cuyo genoma se encuentra
secuenciado. En la actualidad son escasos los
genomas de helmintos pardsitos secuenciados
(www.sanger.ac.uk/Projects/Helminths) y, por ello,
se recurre o bien a identificaciones por homologia
con proteinas de aquellos, uso de anticuerpos
disponibles, o0 més recientemente, a la produccion
de genotecas de expresion (con secuencias
parciales, EST) o transcriptomas (entendidos estos
como todos los transcritos de un organismo, tejido
0 Célula) y su secuenciacion. Los transcriptomas
se estdn mostrando como herramientas esenciales
a la hora de disponer de informacién sobre analisis
de la expresion génica, fendbmenos de regulacion
e, incluso, en estudios sobre la funcion de
determinados genes en parasitos.

Las técnicas de microarrays de ARN y de
secuenciacion masiva de nueva generacion (en
sus tres versiones en la actualidad, plataformas
lllumina/Solexa, Roche 454 y SOLID), estan
permitiendo disponer, en poco tiempo y con una
inversion relativamente baja, de una gran cantidad
de secuencias de transcritos, generandose ahora
el problema de su ensamblaje y anotacion de
manera precisa.

En la presente comunicacién se mencionan
proyectos de secuenciacién de transcriptomas
existentes para helmintos parasitos, centrandose
fundamentalmente en trematodos y nematodos.
Con base en la experiencia de nuestro grupo de
investigacion, se aborda el proceso de obtencion
de dichos transcriptomas, sus aplicaciones en
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la mejora de identificaciones en proteomas de
helmintos parasitos (4,5), asi como la problematica
existente, incluyendo la caracterizacién funcional
de dichas proteinas, que requiere, ademas, del
desarrollo de herramientas bioinformaticas faciles
de usar (6).
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