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1. INTRODUCCION

La primera descripcion de Trypanosoma brucei en humanos fue realizada por el médico italiano Aldo
Castellani en 1903, quien observo su presencia en la sangre y fluido cerebroespinal de un paciente.

Los tripanosomas africanos son pardsitos protozoos responsables de grandes plagas como son la
enfermedad del suefio en humanos (causada por T. brucei gambiense y T. brucei rhodesiense) y la
enfermedad de Nagana en ganado vacuno, ovejas, caballos, camellos, cerdos, antilopes, etc (causada
por T. brucei brucei). T. congolense y T. vivax son también patdgenos de ganado vacuno, pero no
infectan a humanos.

T. brucei gambiense se encuentra en Africa occidental y central, en tanto que T. brucei rhodesiense se
extiende por Africa oriental; ambas zonas quedan separadas, aproximadamente, por el meridiano 302
E que pasa por los Grandes Lagos (Fig. 1). Para T. brucei gambiense, el hombre es el principal
hospedador y reservorio de la infeccién; esta subespecie produce mds del 90% de los casos de
tripanosomiasis africana en humanos. En las infecciones por T. brucei rhodesiense los reservorios son
diversos mamiferos silvestres (antilopes, hienas, leones y otros), siendo el hombre un hospedador
accidental que sdlo es afectado ocasionalmente; el ganado doméstico también es parasitado. Sin
embargo, en los animales silvestres, estas especies rara vez producen enfermedad, aunque si actian
COMo reservorios.

La enfermedad es endémica en una vasta regién de Africa (Fig. 1), definida por el ambito de la mosca
tsé-tsé (Glossina spp.), el hospedador intermediario que transporta el tripanosoma de un hospedador
mamifero a otro.
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Figura 1. Distribucion geografica de las tripanosomiasis humanas en el periodo 2017-2018 en sus paises
endémicos. Figura extraida de Gao et al., (2020).

La enfermedad ocurre en 36 paises del Africa subsahariana. Unos 60 millones de personas corren el
riesgo de contraer la enfermedad. Su prevalencia ha sufrido grandes variaciones a lo largo del siglo
XX. Asi, a principios de siglo hubo una gran epidemia que produjo la muerte de unas 800.000 personas,
y luego se dieron otras epidemias importantes en el periodo 1920-40. En los afos 60, en los que se
aplicaron importantes medidas de control del vector y de vigilancia sobre la poblacién, la enfermedad
fue casi erradicada. Sin embargo, tras la independencia de estos paises y los conflictos civiles se
produjo un repunte de la incidencia que alcanzd su maximo a finales de los afios 1990s. En los Ultimos



afos, tras la adopcidon de medidas de control del vector, el nUmero de casos se ha reducido de forma
considerable (Fig. 2). Asi, en 2017, se reportaron solo 1446 casos (98% debidos a T. b. gambiense), y
la OMS es optimista en cuanto a su eliminacidn total (prevista inicialmente para 2020). Sin embargo,
todavia sigue siendo una enfermedad importante en Africa central, donde tiene una incidencia
importante en las comunidades rurales. Actualmente, el 86% de los casos de tripanosomiasis africana
afectan a personas de la Republica Popular del Congo. También se producen un nimero relativamente
alto de casos en turistas que viajan a visitar los grandes parques y que desarrollan la enfermedad ya
en su pais de origen (a estos se les denomina casos exportados de la enfermedad del suefio).
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Figura 2. Numero total de casos reportados de tripanosomiasis africanas en humanos en paises endémicos

desde 1990 hasta 2018. Figura extraida de Gao et al., (2020).

Ademas de afectar directamente a los seres humanos, también tiene efectos indirectos debido al
hecho de que los animales domésticos sean susceptibles a la tripanosomiasis. Asi, entre el
tripanosoma y la mosca tsé-tsé hacen inhabitables para la cria de ganado vacuno unos diez millones
de kildmetros cuadrados de Africa (Fig. 1). Al tener escaso o nulo acceso a la carne y a los productos
lacteos, la mayor parte de la poblacién estd mal nutrida y es proclive a contraer otras enfermedades.

La infeccién por T. brucei es un ejemplo que ilustra perfectamente la lucha abierta que se establece
entre los mecanismos de supervivencia de un patdégeno y los mecanismos inmunitarios del
hospedador, y de cdmo estos han debido evolucionar. El sistema inmunitario de los mamiferos esta
disefiado para ganar esta lucha, pues tiene una capacidad de producir ~10% idiotipos distintos de
anticuerpos. Sin embargo, este parasito es capaz de cambiar los antigenos de superficie de una forma
mas rapida que los nuevos anticuerpos sean creados y de producir un nimero, al menos comparable,
de variantes antigénicas. La figura 3 ilustra esta competicidn entre la respuesta inmunitaria humoral
y la variabilidad antigénica del parasito.
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Figura 3. Mecanismo de variabilidad antigénica de la glicoproteina de superficie variante (VSG) mediante el que
T. brucei escapa de la respuesta inmune humoral. RAG: gen activador de la recombinacién; AID: citidina-
desaminasa inducida por activacién; simbolo “?”: mecanismos poco conocidos. Figura propia basada en Aresta-
Branco et al. (2019). Imagen de la proteina VSG obtenida de la base de datos PDB.

Varias especies de tripanosomas africanos evaden el sistema inmunitario del hospedador mediante
una variacién antigénica de su proteina mayoritaria de superficie: la glicoproteina variable de
superficie (VSG). Las formas metaciclicas y sanguineas de T. brucei estdn completamente cubiertas por
un abrigo denso y homogéneo de VSG, que impiden que los anticuerpos accedan a antigenos
invariantes subyacentes. El abrigo de VSG sobre la superficie del tripanosoma forma una monocapa
fuertemente empaquetada, hay unas 107 moléculas de VSG por célula (Fig. 4), suponiendo
aproximadamente el 20% del total de proteinas del parasito.

Las secuencias de las VSG se componen normalmente de entre 400 y 500 aminoacidos y muestran un
elevado grado de polimorfismo en la secuencia primaria. Sin embargo, la estructura tridimensional
resulta muy conservada, lo que explica que moléculas antigénicamente diferentes puedan
ensamblarse en ordenamientos o abrigos funcionalmente idénticos (Fig. 4). Las secuencias primarias
muestran su mayor conservacion en el extremo carboxilo por donde las VSGs se anclan ala membrana
del parasito, a través de una estructura de glicosilfosfatidilinositol (GPI). De hecho, fue el estudio de
T. brucei el que llevd a la identificacién de este tipo de estructuras en el anclaje de proteinas a
membrana. Posteriormente, esta estructura también se encontrd en células de mamiferos y de otros
organismos.

Individualmente, cada tripanosoma expresa una Unica VSG. En el curso de la infeccidn, al expandirse
el nimero de parasitos, aparecen subpoblaciones que han pasado a expresar VSGs diferentes y, por
tanto, son capaces de evadir el impacto inmediato de la respuesta de anticuerpos frente a la VSG
parental. Estas subpoblaciones son subsiguientemente reconocidas por el sistema inmunitario, pero
la continuada generacién de nuevas VSGs previene la erradicacion de la infecciéon. Como resultado de
este proceso, las infecciones muestran ondas caracteristicas de parasitemia, cada una consiste de
tripanosomas antigénicamente distintos no encontrados previamente por el sistema inmunitario.



La frecuencia con la que los huevos abrigos de VSG aparecen va desde 10 hasta 107 por divisidn. Las
lineas de tripanosomas no adaptadas (“pleomdrficas”) cambian con una frecuencia de 102 por célula
y por generacidn, en contra al rango mostrado por lineas monomarficas (adaptadas en el laboratorio)
que es de 10* a 107. La enorme diferencia en la tasa de cambio entre los diferentes tipos de lineas
debe tener una causa funcional, la posibilidad mas sencilla es que las lineas pleomdrficas tienen un
mecanismo dedicado a la variacidn antigénica que estd reducido en las lineas monomadrficas o incluso
ausente. La ausencia se explica por el hecho de que la tasa de cambio en algunas lineas monomoérficas
es similar a la tasa de mutacidén normal.
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Figura 4. Representacion del abrigo de VSG sobre la superficie del tripanosoma africano y de la estructura de
esta proteina. Figura modificada a partir de Ferguson (1999).

2. PATOGENIAY TRATAMIENTO

Los tripanosomas africanos se encuentran entre los patégenos de humanos mas virulentos y mortales,
con unas tasas de mortalidad préximas al 100% en las infecciones no tratadas.

En los hospedadores vertebrados los tripanosomas viven en la sangre, los nédulos linfaticos y bazo, y
en el fluido cerebroespinal. No invaden o viven dentro de las células, pero pueden localizarse en los
espacios de tejido conectivo dentro de varios 6rganos y en los espacios del tejido reticular del bazo y
ndédulos linfaticos.

En el desarrollo de la infeccidn hacia la enfermedad se distinguen dos etapas (Fig. 5). En la etapa
primera, que comienza con la inoculacién del parasito, los tripanosomas proliferan en el sitio de
infeccidn, lo que se manifiesta en una inflamacidn local. En la mitad de los casos se produce una
ulceracidn que se conoce como “chancro tripanosomal”, que se desarrolla 5-15 dias después de la
picadura de la mosca. Pasadas 3-4 semanas, el chancro se cura. En el entretanto, los parasitos se han



expandido a los nédulos linfaticos y desde alli al torrente sanguineo. Esta fase se caracteriza por un
malestar general, dolor de cabeza y fiebre.
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Figura 5. Representacion grafica de las dos fases de la infeccion producida por T. brucei (fase aguda y fase crénica
o enfermedad del suefio). Figura propia.

La segunda etapa de la enfermedad comienza cuando los parasitos invaden drganos internos, incluido
el sistema nervioso central (SNC). Esto sucede tras unas pocas semanas después de la infeccion con T.
b. rhodesiense, pero tras un periodo mas largo, de varios meses o afos, en el caso de la infeccidon con
T. b. gambiense. Cdmo y por qué los parasitos invaden el SNC no es conocido, aunque la puerta de
entrada es probablemente el plexo coroides. El neurotropismo mostrado por estos parasitos puede
verse como una forma de evasién inmunitaria; también explica la existencia de recidivas, dado que la
mayoria de los farmacos empleados frente a estos parasitos son ineficaces para combatirlos en el
cerebro, ya que no pueden atravesar la barrera hematoencefdlica.

Asi, cuando los tripanosomas invaden el SNC, se inicia la fase crdnica de la infeccion, conocida como
enfermedad del suefio. El pardsito puede acceder a muchas regiones del SNC, pudiendo producir
multiples alteraciones en el funcionamiento del sistema nervioso. Se produce una apatia progresiva,
un entorpecimiento mental que va acompafiado de problemas con la coordinacién de los
movimientos. A continuacidn, se observan temblores en las manos, que frecuentemente conducen a
la aparicion de convulsiones y al desarrollo de pardlisis. La tendencia a dormirse aumenta, el paciente
se duerme incluso mientras come o esta de pie. El paciente finalmente entra en coma previo a morir.
La muerte se produce por cualquiera de entre las multiples posibles causas, mala nutricidn,
pneumonia, fallo cardiaco u otras infecciones parasitarias. La enfermedad causada por ambas
subespecies va a ser mortal si no es tratada.

El mecanismo de la patogénesis no es muy claro. Las evidencias actuales sugieren que la patogénesis
puede ser causada, en parte, por la variabilidad antigénica de los tripanosomas y a las reacciones
inmunitarias del hospedador. Dados los cambios repetidos de los antigenos de superficie de los



parasitos y el hecho de que estos antigenos de superficie estan siendo liberados en la sangre casi
constantemente, el sistema inmunitario del hospedador resulta muy estimulado y se producen
grandes cantidades de inmunoglobulinas.

Ademas, las VSGs también estimulan la proliferacién policlonal de linfocitos B, principalmente clones
productores de IgM. En algunos casos, los niveles de IgM son hasta 14 veces mayores a los normales.
Esta inmensa produccidon de inmunoglobulinas, sélo parcialmente dirigida frente a los antigenos de
tripanosomas, junto a la liberacién de fragmentos de VSG en la sangre, contribuye a la
inmunopatologia de la enfermedad. Por ejemplo, se observa la produccién de anticuerpos frente a
componentes del SNC (mielina y otras proteinas de los neurofilamentos).

Se ha visto que algunos de los antigenos de los tripanosomas pueden absorberse a la superficie de
algunas células hospedadoras, y la unidn de anticuerpos especificos al antigeno absorbido, junto con
el complemento, conduce a la lisis de las células del hospedador.

El paso de los pardsitos a través de la barrera hematoencefalica y la invasién del SNC constituye un
punto importante a determinar, pues esto va a condicionar el tratamiento a administrar al paciente.
Asi, los farmacos suramina (Fig. 6C) y pentamidina (Fig. 6A) son administrados durante las fases
iniciales de la enfermedad, pues sdlo son efectivos durante la fase hematolinfatica de la infeccién ya
gue estas drogas no atraviesan la barrera hematoencefdlica. La pentamidina es una diamidina que se
une al surco menor del DNA (a regiones ricas en AT), impidiendo su replicacion y transcripcion en el
kinetoplasto y/o nucleo del tripanosoma, y es el farmaco de elecciéon para el tratamiento de las fases
iniciales de la infeccion con T. b. gambiense, pero existen dudas sobre su eficacia frente a T. b.
rhodesiense. La suramina es el tripanocida mas antiguo que todavia se emplea en clinica, y actla
inhibiendo a varias enzimas de T. brucei. Es usada como primera opcion para el tratamiento de T. b.
rhodesiense, pero generalmente se evita usar en Africa central y occidental contra la infeccién de T. b.
gambiense donde la infeccion con Onchocerca es muy comun, y dada la alta eficacia del farmaco
también frente a este parasito existe un alto riesgo de producir fuertes reacciones alérgicas en los
pacientes debido a la liberacidon de grandes cantidades de antigeno derivados de la muerte de este
gusano.

La aprobacion en 2018 de un nuevo farmaco, el fexinidazol (Fig. 6E), ha supuesto un gran avance para
el tratamiento de las infecciones en pacientes con afectacidn crénica (presencia de parasitos en el
SNC) ya que los tratamientos anteriores tenian asociada una gran toxicidad.

Asi, la OMS propone el empleo de pentamidina durante la primera fase de la enfermedad (cuando el
parasito no ha accedido al SNC). Cuando el nimero de linfocitos en el liquido cefalorraquideo es mayor
de 5 células por pl o se observan pardasitos, se recomienda el uso de fexinidazol de forma oral, una vez
al dia, durante 10 dias. Si bien, recomiendan que debe tomarse junto a una comida adecuada para
favorecer su absorcion y disminuir los efectos secundarios (nauseas y vémitos). Cuando el nimero de
linfocitos por ul en liquido cefalorraquideo supera los 100, entonces se recomienda un tratamiento
combinado de nifurtimox (Fig. 6F) (administrado de forma oral, tres veces al dia, durante 10 dias) y
eflornitina (Fig. 6D) (administrada de forma intravenosa, dos veces al dia, durante una semana).

La eflornitina (un inhibidor suicida de la ornitina descarboxilasa, enzima clave en la produccién de
poliaminas), séla o en combinacién con nifurtimox (tripanocida nitro-heterociclico que genera



radicales libres como superdxido en los tripanosomas), estd siendo utilizada para el tratamiento de la
fase segunda de la enfermedad causada por T. b. gambiense pero no frente a T. b. rhodesiense, pues
esta subespecie es mucho menos susceptible al farmaco. Se piensa que esta mayor tolerancia de T. b.
rhodesiense al farmaco es debida a que el tiempo de vida media de la enzima ornitina descarboxilasa
es menor en esta especie (4,3 horas), mientras que en el caso de T. b. gambiense este tiempo es
bastante mayor (18 horas), por lo que la inhibicidn irreversible de esta enzima por eflornitina asegura
que el pardsito esté privado de poliaminas por un largo periodo de tiempo (los tripanosomas africanos
carecen de transportadores de poliamina, por lo que no pueden obtenerlas de otra manera). La
terapia combinada de eflornitina y nifurtimox (NECT) presenta ventajas con respecto a la terapia
basada en eflornitina, como una proteccidn frente a resistencia, administracién mas corta y reduccion
de los efectos adversos en un 50%.

La donacion de forma gratuita a la OMS de eflornitina, melarsoprol (Unico farmaco aprobado para el
tratamiento de la segunda fase de la enfermedad causada por T. b. rhodesiense) y pentamidina por
Sanofi-aventis de Francia y suramina y nifurtimox por Bayer Leverkusen de Alemania, empresas
productoras, esta resultando decisiva para la importante disminucién de esta enfermedad observada
en los ultimos afios.
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Figura 6. Farmacos utilizados en terapia frente a la tripanosomiasis humana: (A) Pentamidina; (B) Melarsoprol;
(C) Suramina; (D) Eflornitina; (E) Fexinidazol; (F) Nifurtimox. Figura modificada a partir de Barret et al. (2012).



3. CICLO DE VIDA

T. brucei alterna su ciclo de vida entre vertebrados e invertebrados, siendo, respectivamente,
hospedadores y vectores de dicho parasito. Por esta razén, se pueden diferenciar distintos estados o
formas de tripanosoma, ya que este se va adaptando a los distintos ambientes que se encuentra
durante su ciclo de vida (Fig. 7). Asi, se diferencian 2 estados fundamentales, los epimastigotes
(cuerpo basal anterior al nucleo) y los tripomastigotes (cuerpo basal posterior al nucleo). A su vez, la
forma tripomastigote se diferencia en 4 subtipos: prociclico, metaciclico, “slender” o proliferativo y
“stumpy” o no proliferativo.

T. brucei, al igual que otras especies de los tripanosomas africanos, son transmitidos por distintas
especies de la mosca tse-tsé (vector), que pertenecen al género Glossina. Ambos sexos son
hematdfagos, es decir, se alimentan de sangre de mamiferos, proceso durante el cual, la mosca puede
adquirir el pardsito o transmitirlo.

Durante su alimentacién, las moscas pueden adquirir el parasito al ingerir sangre de un mamifero
infectado, que contiene la forma de tripomastigote stumpy (forma robusta que resiste cambios de pH,
temperatura y ambiente proteolitico del intestino de la mosca). Esta forma, se diferencia a la forma
de prociclico en el intestino posterior de la mosca tse-tsé, formas que se multiplican por fisidn binaria.
Los tripanosomas prociclicos no expresan genes VSG; en cambio producen una abundante proteina
invariante de superficie, la proteina repetitiva acida de prociclicos (PARP o prociclina). A continuacion,
abandonan el intestino y se convierten en epimastigotes, que migran a las glandulas salivares de la
mosca tse-tsé, donde se diferencian en tripanosomas metaciclicos, forma que puede ser transmitida
a los mamiferos.

Los tripanosomas metaciclicos producen un repertorio limitado de alrededor de 14 abrigos VSG
diferentes que los protege de la lisis por factores del suero del hospedador y los preadapta a vivir en
el hospedador mamifero, a los que son transmitidos cuando la mosca tse-tsé se alimenta de nuevo.
La mosca permanece infectada de por vida (unos 3 meses), y va a hacer tomas de sangre cada tres
dias.

Aproximadamente, una semana después de la infeccidn del hospedador mamifero, el tripanosoma
metaciclico se diferencian en tripomastigotes slender, una forma proliferativa (se divide por fisidn
binaria) para aumentar la parasitemia, que inicia la expresion del repertorio de los genes VSG de la
forma sanguinea. Las moléculas de VSG forman una gruesa cubierta (~15 nm) que protege al parasito
de la lisis mediada por complemento al tiempo que protege a las proteinas conservadas subyacentes
del reconocimiento por componentes del sistema inmunitario adquirido.

La variacién antigénica de las VSG expuestas en membrana es el principal mecanismo de evasion
inmunitaria, pero como un factor que también contribuye a esta evasion esta la alta velocidad de
reciclaje de la cubierta de superficie, lo que facilita la retirada de los complejos VSG-anticuerpo. Los
complejos anticuerpo-VSG son internalizados mediante endocitosis mediada por clatrina en el bolsillo
flagelar, en los endosomas los anticuerpos son degradados y en cambio las VSG son recicladas de
forma eficiente a la superficie celular. Asi, mientras la variacion antigénica permite una supervivencia
en el tiempo de la poblacién, pero no de todos los individuos, la retirada de las inmunoglobulinas
unidas a la superficie es un factor importante que contribuye a la supervivencia de todos los parasitos.



Algunos de estos tripomastigotes sanguineos proliferativos se diferencian a la forma no proliferativa
o stumpy, que se trata de un estado de transmisidén pre-adaptado a la supervivencia en los vectores,
completando el ciclo.

Durante todas las fases de su ciclo de vida, estos tripanosomas se desarrollan de forma extracelular.

ESTADOS EN LA MOSCA ESTADOS EN EL MAMIFERO

La mosca se alimenta de sangre e

inyecta tripomastigotes

metaciclicos. Tripomastigotes metaciclicos
transformados en

A tripomastigotes sanguineos

(7
(q a (slender) que son transportados
v

Los epimastigotes se multiplican en
las glandulas salivares, se

transforman a tripomastigotes ﬂ

metaciclicos 0

a otras localizaciones.

eég;ﬁf

Los tripomastigotes prociclicos
abandonan el intestino y se
transforman en epimastigotes

Tripomastigotes multiplicandose
por fisién binaria en varios fluidos
del cuerpo (sangre, linfa y fluido

espinal).

Mosca tsetsé ingiere

tripomastigotes

stumpy en

la sangre
Los tripomastigotes sanguine& ‘ r A
transforman en prociclicos en el /\ Tri . 2
intestino posterior de la mosca = npomastigotes sanguineos
tsetsé. Estos se dividen por fision 1/“5\ . .
binaria. X A= Estado infectivo

A= Estado diagnostico
Figura 7. Ciclo de vida de T. brucei, ilustrando los diferentes estados dentro del vector (mosca tsetsé) y

hospedador (mamifero, mostrado en este ejemplo como humano). Figura extraida de la Centers for Disease
Control and Prevention Image Library.

3.1.La movilidad social y su relevancia en el ciclo de vida

Posiblemente la parte mas compleja del ciclo de vida de T. brucei tenga lugar en el tracto digestivo de
la mosca tse-tsé, en particular la migracidn del parasito hasta las glandulas salivares (Fig. 8), desde
donde pasard a hospedadores mamiferos cuando la mosca se alimente. Incluso en las condiciones
optimizadas del laboratorio, cuando las moscas ingieren sangre con el parasito, menos del 20% de
estos completan el ciclo y son capaces de transmitirse; en la naturaleza, se piensa que estos nimeros
son considerablemente menores. Esto es debido a las numerosas “barreras” que debe atravesar el
parasito. En primer lugar, tras la ingestion de sangre, los tripomastigotes sanguineos stumpy alcanzan
el intestino medio, donde se diferencian en las formas prociclicas tempranas. En muchas moscas, el
parasito no progresa mas alla en su desarrollo. Esto es debido a que los tripanosomas deben atravesar
la matriz peritréfica, una estructura quitinosa que actla de barrera fisica entre la ingesta y el epitelio
del intestino. No se sabe si los pardsitos la atraviesan o la bordean hasta alcanzar el espacio
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ectoperitroéfico, donde los pardsitos se observan a los seis dias postinfecciéon. En este momento la
mayoria de los parasitos son formas prociclicas tardias (epimastigotes).

Para completar el ciclo, los pardsitos deben llegar al intestino anterior, alcanzar el lumen del
proventriculo y entonces invadir las glandulas salivares (Fig. 8). Esta migracidn es un cuello de botella
en el ciclo del parasito, ya que pocas células son capaces de alcanzar las glandulas. En las glandulas
salivares, el parasito se diferencia a las formas metaciclicas, que estdan preadaptadas para la
transmisidn al hospedador mamifero.

Intestino Glindulas

anterior salivales Epitelio
intestino
medio

Matriz \

eritréfica Espacio .
P " 2 Intestino
ectoperitréfico :
posterior
Etapas:
s Tn:):rz:;t::sles ) Epimastigote adherido @
A~ i i
Prociclica " Metaciclica

(transmisible)
Epimastigote

Figura 8. Migracion y etapas de T. brucei en la Mosca Tsetse. (1) Los tripomastigotes sanguineos alcanzan el
lumen del intestino medio diferenciandose a las formas prociclicas y llegando al espacio ectoperitrofico. (2)
Pueden atravesar la matriz peritréfica y migrar al intestino anterior en la forma epimastigote. (3) Alcanzan las
glandulas salivales diferencidandose a las formas metaciclicas (transmisibles). Figura modificada a partir de Aksoy
et al. (2019).

En el insecto vector, la cubierta de VSG de las formas sanguineas es reemplazada por dos proteinas
ancladas a la membrana por estructuras GPIl, que se denominan prociclinas EP y GPEET (cuyos
nombres responden a la existencia de repeticiones de los dos o los cinco aminoacidos incluidos en su
nombre). Las formas prociclicas tempranas, que se desarrollan en la mosca durante la primera semana
de infeccion, expresan altas cantidades de prociclina GPEET y poca EP, mientras que las formas
prociclicas tardias, que son las que se encuentran en el espacio ectoperitrofico, expresan altos niveles
de EP y nada de GPEET. La progresion de la forma prociclica temprana a tardia es irreversible en la
mosca.

Ambas migraciones, una para colonizar el intestino medio y otra para invadir las glandulas salivares,
son esenciales para que el ciclo de vida de T. brucei progrese, de forma que es un proceso coordinado.
En el 2010 se publicé el curioso comportamiento observado en un cultivo de formas prociclicas cuando
se cultivaban sobre superficies semisdlidas, estas formas se desplazaban en grupo sobre placas de
agar, y a este comportamiento se le denominé motilidad social (SoMo, social motility), mecanismo
que es compartido con un numero cada vez mayor de microorganismos, en los que se viene
observando la capacidad de formar estructuras multicelulares. Esta capacidad se puede manifestar
como una agregacion de individuos en comunidades o incluso a través del movimiento coordinado de
la poblacion. Ejemplos de estas interacciones son la movilidad en grupo, el ‘quorum sensing’ y la
formacién de biofilms.
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En la figura 9 se ilustra como se manifiesta el fendmeno SoMo cuando formas prociclicas son
colocadas sobre una placa de medio semisdlido y son fotografiadas a diferentes intervalos de tiempo.
Lo primero que se observa es la formacion de pequefias colonias que empiezan a moverse sobre la
superficie. Los parasitos que integran la colonia forman proyecciones radiales que crecen a una
velocidad de un cm por dia, lo que equivale a un desplazamiento de 500 veces la longitud del parasito.
Se ha estimado que estas proyecciones se forman cuando la poblacién supera el millén y medio. Las
proyecciones se extienden de forma recta con cierta curvatura en el sentido de las agujas del reloj.
Cuando dos de estas proyecciones (corrientes de parasitos) se aproximan, estas cambian de direccion
para evitar el contacto, lo que sugiere que detectan algun ‘repelente’ que les hace cambiar de
direccion. Se postula que la seial que coordina el movimiento del grupo podria ser un factor difusible
o directamente el contacto célula a célula.

Dia3

Dia7

Figura 9. La motilidad social (SoMo, social motility) de T. brucei en una superficie semisélida a lo largo del tiempo.
Figura modificada a partir de Imhof & Roditi (2015).

Como se ha comentado, en la mosca tse-tsé los pardsitos deben realizar dos migraciones, por lo que
se postula que el fendmeno SoMo podria estar reflejando alguno de estos eventos. En concreto, se
piensa que podria estar relacionado con el evento de colonizacién del intestino de la mosca, basado
en las siguientes observaciones. Primero, solo las formas prociclicas tempranas son capaces de migrar
sobre placas. Segundo, la tincion de la poblacién con anticuerpos anti-GPEET y anti-EP muestran que
las proyecciones son positivas para GPEET, mientras que las que permanecen en el lugar inicial son
negativas para GPEET, y, por tanto, son formas prociclicas tardias (Fig. 10). Se sabe, sin embargo, que
ni GPEET ni EP son precisas para que tenga lugar el fendmeno SoMo. Actualmente se estd realizando
una intensa investigacion para la identificacidon de las moléculas del parasito que son responsables de
este mecanismo.
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EP + GPEET

Prociclica temprana
(+ GPEET)

Prociclica tardia
(- GPEET)

Figura 10. GPEET permite diferenciar Trypanosomas sedentarios o en migracién. Las formas prociclicas tardias
(- GPEET) se acumulan en la parte central, mientras que las formas prociclicas tempranas (+ GPEET) son capaces
de migrar. Figura modificada a partir de Imhof & Roditi (2015).

4. REORDENAMIENTOS DE DNA Y EXPRESION DE VSG

La mayoria de los estudios se han realizado en la subespecie T. b. brucei por su facilidad para ser
cultivada en el laboratorio y porque no sobrevive en la sangre humana.

El genoma de T. brucei es diploide y contiene 11 pares de cromosomas grandes (1-6 Mb; donde se
encuentran la mayoria de los genes de este parasito) y un centenar de minicromosomas (50-100 Kb)
y 1 a 5 cromosomas intermedios (200-500 Kb) de funcidn y ploidia desconocidos.

En cambio, los sitios de VSG metaciclicas, que se expresan en los tripanosomas metaciclicos, tienen
sélo VSG teloméricos (Fig. 11). Los sitios de expresion de las VSG metaciclicas se activan en el
momento de la infeccion del hospedador, pero rapidamente resultan silenciados cuando los
tripanosomas cambian a expresar un sitio de expresion de VSG propia de la forma sanguinea.

El resto de los genes VSG se encuentran distribuidos por el genoma. La secuenciacion del genoma de
T. brucei ha permitido estimar que existen entre 1250 y 1500 genes VSG, lo que supone que hasta un
30% del genoma estd compuesto por genes VSG o fragmentos de los mismos. La gran mayoria se
encuentran en ordenamientos en tandem situados en regiones subteloméricas. Otro grupo
importante de genes VSG silenciosos (~100-200) esta presente en los telémeros de los
minicromosomas. Los minicromosomas estan constituidos por largas agrupaciones de una secuencia
repetida de 177-pb y genes VSG en sus teldmeros (Fig. 11). Las caracteristicas de estos
minicromosomas sugieren un papel importante en la variacién de VSGs.

Una caracteristica destacable de la organizacion de los genes VSG es que se localizan en los teldmeros
0 en regiones subteloméricas. Los telémeros son dreas particularmente recombinogénicas de los
genomas. Ademas, las regiones teloméricas en este tripanosoma se localizan en la periferia nuclear
en forma de heterocromatina. Esto convierte a los extremos de los cromosomas en lugares apropiados
para situar genes sobre los que se necesita generar variabilidad, tal es el caso de familias génicas
implicadas en variacién antigénica o en adaptacién al hospedador.

Para ser transcritos en el estadio de tripomastigote sanguineo, los genes VSG necesitan localizarse en
ciertas regiones teloméricas, que se conocen como sitios de expresidn (ES, expression site). Existen
alrededor de 20 ES potenciales, aunque sdlo uno es activo en un momento dado. Los sitios ES estan
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formados por largas unidades de transcripcion policistronica (Fig. 11), en las que se encuentran
ademas del gen VSG otros genes llamados ESAGs (Expression-site-associated genes). Los sitios
potenciales ES se encuentran en los teldémeros de los cromosomas grandes y de algunos cromosomas
intermedios.

A
+ s Repeticiones
Regién subtelomérica de cromosomas grandes . de 70 bp
11 Repeticiones
cromosomas > teloméricas
grandes (TTAGGG)n
Minicromosomas > Pseudogenes
(TTAGGG)n Repeticiones de 177 bp (TTAGGG)n —_— y genes VSG
P P ~100 mini-
cromosomas
B
Sitio BES
Repeticiones Repeticiones
de 50 bp Promotor  Genes ESAG de70bp  (TTAGGG)n
b 15 copias
Cc
Sitio MES

Promotor (TTAGGG)n
7/ 5 copias

Figura 11. Organizacién gendmica y localizacién de los genes VSG en T. brucei. (A) Organizacion de genes VSG

en regiones subteloméricas de cromosomas grandes y en minicromosomas. (B) Componentes gendmicos de un
locus BES. (C) Componentes gendmicos de un locus MES. Figura propia basada en Cestari & Stuart (2018).

Teniendo en cuenta esta organizacion de los genes VSG y dado que sdlo un sitio ES es activo y sélo un
gen VSG es transcrito, los tripanosomas tienen dos posibles mecanismos para cambiar el gen VSG
expresado y generar la variabilidad antigénica. Asi, bien pueden cambiar el sitio ES o reemplazar el
gen VSG presente en el sitio ES; ambos mecanismos han sido observados (Figura 12).

(a) Cambio del sitio de expresion (ES)

ES1 ES2
L )

N ERTR— 3y

(b) Cambio del VSG expresado
VSG 1 VSG 2

LH-LHFI_-—»)H — —EHH-H—H

Figura 12. Mecanismos de variabilidad antigénica en T. brucei. (A) Representacion esquematica del cambio del
sitio de expresidn. (B) Representacion esquematica del cambio del VSG expresado. Figura propia.
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4.1.Mecanismos de variacidon antigénica

El cambio antigénico puede ocurrir por uno de los siguientes dos mecanismos generales:

1) Un gen VSG silencioso se transloca a un sitio de expresion de VSG transcripcionalmente
activo, lo que conduce a la expresiéon de un nuevo abrigo de VSG (Fig. 13A). Esta es la
forma de cambio mas frecuente.

2) En el segundo mecanismo la expresion diferencial se debe a un cambio en el control
transcripcional de los sitios de expresion (Fig. 13B).

Varios tipos de reordenamientos de DNA pueden mediar el reemplazamiento del gen VSG que reside
en el sitio de expresién telomérico activo por una nueva secuencia codificante de VSG (Fig. 13):

a) La activacién del gen VSG muy frecuentemente implica una transposicion duplicativa (a
través de un mecanismo de conversion génica) de un gen VSG silencioso desde una
posiciéninterna en el cromosoma a unsitio de expresién de gen VSG transcripcionalmente
activo, generando una copia unida a expresion (ELC) del gen VSG silente. El ELC que estaba
siendo expresado se pierde y posiblemente es destruido en este proceso.

A —HH e A — —+H  —HH —+HHH — BC
Transposicion >
duplicativa
Repeticién
t 70 pb Telémero t
> —> )P~ ELC
------------- > LR R =
I E— BC
Conversién >
telomérica
LMNMW—-—--- L«mmmmm— ——pp>- ELC
------------- > e e ==
—— it S ,— ——— BC
Intercambio >
reciproco
A — B W . .- meﬂmmm—*—---ELC
------------- > e LY 2
B
S ——— - Lummm——— -ES1
............. »
Cambio en el sitio de >
expresion
LMMMH—H - LMMHHIMH—H - ES 2
_____________ >

Figura 13. Mecanismos de variacién antigénica. Figura propia basada en Van der Ploeg et al. (1992).
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Este proceso parece valerse de la existencia de ordenaciones de secuencias repetidas de 70 pb,
localizadas 1-2 kb por encima del coddn de iniciacién ATG de gen VSG y por secuencias conservadas
presentes en los extremos 3’ de los genes VSG (Fig. 14). El proceso se explica por una conversion
génica unidireccional.

Region
Gen VSG conservada 3*

1—|—| |J—|
Array de | [7otp |} - [ Zobp | -

VsG
A/ / Repeticiones teloméricas
Sitio de | £ ] - -

expresion

activo VSG
— s .

pseudogenes — I, -

v L v
(donadores) BC-C

— [ l 1_1 ¥ Don
s s
VsG

mosaico S | ) S
expresadas
I T/ | =

Figura 14. Cambio de VSG mediado por conversién génica unidireccional. Los nombres a la derecha de los
pseudogenes VSG (donadores) y de los VSG mosaico expresados fueron dados por el autor. Figura propia basada
en Taylor & Rudenko (2006).

La secuenciacidn del genoma de T. brucei ha puesto de manifiesto que la mayoria de los genes VSGs
son pseudogenes. Asi, durante la infeccidon crénica, muchos de los genes que contribuyen a la
variabilidad antigénica tienen que recombinar parcialmente con la VSG residente en el sitio de
expresion activo para reconstruir genes funcionales (Fig. 13). En este sentido, genes VSG quiméricos
se deben estar generando continuamente en los sitios de expresion.

b) Otro mecanismo por el que los genes VSG silenciosos pueden ser colocados en el sitio de
expresion transcripcionalmente activo es la transposicion duplicativa de un gen VSG
telomérico silente al telémero del sitio de expresion, en un proceso llamado conversion
de telomeros (Fig. 13).

c) También se puede producir un intercambio reciproco no duplicativo de los telémeros del
tripanosoma (Fig. 13), en el que a través de una recombinacién homdloga a nivel de las
secuencias repetidas de 70-pb, un gen VSG silencioso presente en un telémero es
intercambiado por el gen VSG presente en un ES, con lo que el VSG silencioso es ahora el
activo transcripcionalmente.

Estos diversos mecanismos de cambio antigénico no parecen estar programados "per se", mas bien,

parecen ocurrir al azar, y la fuerza selectiva puede ser el requerimiento de un abrigo VSG funcional
gue evita que el tripanosoma sea rapidamente lisado.

16



4.2.Modelo de la conversion génica de los genes VSG

El modelo propuesto, de conversién génica, es un modelo tedrico que se basa en mecanismos
observados en otros eucariotas como levaduras.

. ¢Endonucleasa
Redps'%lzzes /V especifica?
i Rotura de doble
mm=* —_— mj’mm=-= cadena
=iz / RADSO'MREH-NBSUXEZ l Procesamiento de
Repe}t‘/cmnes (TAA)n b —_-= la rotura (actividad
Isicamente exonucleasa)
Iestabids Pardlogos de RAD51 \ BRO’\?l
/ .
Ensamblaje de
filamentos
RAD51 l
Invasién de
—_* cadena
Mecanismo MMR ———
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uniones de Holliday cadena y re-sintesis la cadena invasora
ry e S R T

Resolucién de L
uniones de Holliday Ligacién
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Figura 15. Modelos de recombinacion para explicar la conversion génica de los genes VSG. Figura modificada a
partir de Morrison et al. (2009).

En la figura 15 se ilustra el mecanismo propuesto para explicar la conversidén génica de los genes VSG.
Se distinguen las siguientes etapas:

1. Se introduce un corte de las dos hebras en la organizacién en tandem de las secuencias
repetidas de 70 pb en los sitios de expresidn de las formas sanguineas (B-ESs). Estas repeticiones
de 70-pb presentan el motivo (TAA)n, que es una secuencia de DNA fisicamente inestable, lo que
facilita la aparicidn de roturas. La molécula de DNA que sufre la rotura se convierte en la secuencia
recipiente. Es posible que esta rotura sea producida por una endonucleasa especifica.

2. Se produce una degradacién exonucleasica 5’-3’ sobre la secuencia del tandem de repeticiones
de 70 pb, generando extremos 3’ protuberantes, por parte de las proteinas MRE11-RAD50-
XRS2/NBS1.

3. La cadena 3’ protuberante es substrato para RAD51 que forma un filamento nucleoproteico.
RAD51 es el homdlogo eucariota a la proteina RecA bacteriana. Asi, RAD51 cataliza la invasion
dependiente de homologia de la cadena 3’ protuberante en un DNA duplex intacto, que contiene
un gen VSG silencioso. El mecanismo MMR (“Mismatch repair”) cuida que la recombinacién ocurra
entre secuencias suficientemente homdlogas. La regién 3’ protuberante actuaria de iniciador para
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la sintesis de la cadena utilizando como molde el DNA silencioso. Se han planteado tres posibles
mecanismos para completar el proceso de conversidn, cuando la conversion ocurre sobre VSG
teloméricas puede no ser necesario que la cadena 3’ protuberante vuelva a aparear con la cadena
complementaria en el sitio donde se produjo la doble rotura de la cadena. En el caso de conversion
génica sobre genes internos esta etapa debe ocurrir necesariamente.

4. El proceso se termina con la ligacién de los productos.

El gen VSG previamente situado en el sitio B-ES es delecionado como consecuencia del proceso, y el
gen silente resulta duplicado.

5. ACTIVACION E INACTIVACION DE LOS SITIOS DE EXPRESION

El proceso por el que se producen cambios de apagado o encendido en los sitios ES alternativos sigue
siendo un misterio. Y lo que resulta muy llamativo es que parece existir un control muy grande en
cuanto que sélo un ES es activo en un momento dado.

Experimentalmente, se puede forzar a que un tripanosoma cambie el ES a través de la insercién de un
gen de resistencia a un antibiético en un sitio ES silencioso y, posteriormente, crecer ese parasito en
presencia de dicho antibidtico. En estas condiciones, el ES que estaba activo deja de transcribir y se
comienza a transcribir el ES que tiene el gen de resistencia. Sin embargo, cuando se colocan dos genes
de resistencia en dos ES diferentes y se ponen los parasitos en la presencia de los dos antibidticos, no
se obtienen lineas estables que expresen simultdneamente ambos genes de resistencia. Estos
experimentos indicarian la existencia de un fino mecanismo de control sobre los ES, que se encarga
de que sélo un sitio sea activo.

Un hecho destacable es que no se producen reordenamientos de DNA, al menos desde la region
promotora hasta el extremo 3' del gen VSG, por lo que se ha sugerido la existencia de una regulacion
epigenética. En los siguientes apartados se discuten una serie de caracteristicas asociadas al estado
de activacién/silenciamiento de los ES.

5.1.Promotor

Actualmente se han caracterizado varios promotores de estos ES y se ha encontrado que todos ellos
son muy similares. Es un hecho curioso que la transcripcion de los genes tanto de las VSGs como de
las prociclinas es dirigida por la RNA polimerasa |, teniendo estos genes los promotores adecuados. Es
el Unico caso conocido en el que la RNApol | esta encargada de transcribir genes codificantes de
proteinas. También, como ocurre en la mayoria de eucariotas, la RNApol | es la encargada de
transcribir los genes rDNA.

Ademas, los promotores analizados, independientemente de que provinieran de ES activos o
inactivos, introducidos en tripanosomas sanguineos formando parte de construcciones
extracromosomales, son capaces de dirigir la transcripcion génica de genes reporteros, lo que
demuestra que son funcionalmente activos. Ademds, estos experimentos indican que dos de estos
promotores pueden estar activos a la vez en una célula. Estas construcciones también funcionan en
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las formas prociclicas, en las que los genes VSG no son expresados, indicando que la maquinaria
transcripcional esta operativa también en estas células.

A pesar de estas similitudes entre los diferentes promotores, datos recientes han demostrado que
existe una regulacién muy importante a nivel del promotor de los ES. La evidencia mas directa se
obtuvo por medio del analisis de CITFA, que se identificd como un factor esencial para el inicio de la
transcripcién basal y general por medio de la RNApoll en tripanosoma. Estos estudios demostraron
gue existe una limitaciéon al acceso de CITFA en los promotores de ES silenciosos; y que se asegura su
ocupacion maxima en los promotores de ES activos.

Por lo tanto, la expresion monoalélica de ES implica un mecanismo de regulacién de la transcripcion
en el promotor de ES.

5.2.Estructura de la cromatina

Estudios con DNasa | indican que la cromatina asociada al gen VSG expresado en el telémero del ES se
encuentra en una conformacion “mas abierta” que la cromatina de los genes VSG en ES silenciosos.
Sin embargo, en el otro extremo de los ES, en las proximidades de los promotores, no existen
diferencias de sensibilidades entre los estados activo e inactivo, lo que indica que la estructura de la
cromatina es similar en ambas situaciones. Por lo tanto, parece existir alteraciones de la cromatina en
las proximidades de los telémeros cuando el ES es activado.

En los ultimos afios se estdan acumulando datos que relacionan el fendmeno del silenciamiento
telomérico con la estructura de la cromatina (Fig. 16). Asi, se ha visto que las chaperonas de cromatina,
CAF-1 y ASF1, se requieren para la herencia del estado silencioso. Ademas, se han implicado a varios
remodeladores de la cromatina como responsables de estabilizar a los nucleosomas en los sitios
silenciosos. Entre estos se encuentran: ISWI, una desacetilasa de histonas, DAC3 y una
metiltransferasa de histonas (H3K76), DOT1B.

Otros experimentos adicionales que han permitido profundizar mas en el fenédmeno del
silenciamiento telomérico fueron aquellos en los que se llevé a cabo la expresion inducida de un
transgén VSG. Esto condujo a una atenuacion a corto plazo del VSG activo en ese momento (presente
en el telémero). Curiosamente, un experimento donde se valoraba este silenciamiento de la ES activa
con el paso del tiempo, mostrd que el silenciamiento se extendia desde el teldmero hacia el promotor
de la ES.

Es decir, el silenciamiento de ES estaria dirigido por el telémero y se propaga gradualmente desde este
al promotor.
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Silenciamiento telomérico de corto alcance (~5 kpb)

Mecanismos de silenciamiento (X)

A
Factor Funcién DAC1 PR VALY
HAT1 s\
SIR2rp1 Histona-desacetilasa
Mecanismos reguladores del Telémero

silenciamiento

DAC1 Histona-desacetilasa Promotor de . I I

HAT1 Histona-acetilasa VSG mas
cercano (ES)

Silenciamiento telomérico de largo alcance (~50 kpb)

RAP1
ISWI ASF-1
DAC3 CAF-1 Telémero
i
1L vSe ’ ’ ’
Promotor de
VSG mas Regiones repetidas
cercano (ES) (70 pb)
Mecanismos de silenciamiento (X)
Factor Funcién Factor Funcién
RAP1 Union a telomeros DOT1B Histona-desacetilasa (H3K76)
ISWI Remodelacion de la cromatina ASF-1 (des)montaje de la cromatina (chaperona)
DAC3 Histona-desacetilasa CAF-1 (des)montaje de la cromatina (chaperona)

Figura 16. Factores implicados en el silenciamiento de los sitios de expresion teloméricay VSG en T. brucei, tanto
de corto como de largo alcance (su funcidn se recoge en las tablas). Son Unicamente SIR2rp1 y RAP1 los factores
cuyo efecto disminuye a medida que la distancia hasta el telémero aumenta (representado como gradiente azul).
Los factores DAC1 y HAT1 no estan implicados en el silenciamiento, sino en el bloqueo de la expansién de
SIR2rp1. Figura modificada a partir de Horn & McCulloch (2010).

5.3.Implicacidn de un nuevo nucleétido

Se habia observado que el DNA telomérico de los genes VSG era resistente a la digestién con
endonucleasas de restriccion cuando no estaba siendo transcrito. Y que cuando se producia la
activacidn de un ES se observaba la restauracidn de la capacidad de ser digerido por las enzimas de
restriccion.

Posteriormente se comprobd que estos efectos son debidos a la presencia de un nuevo nucleétido,
llamado la base J, que es B-D-glucosil-hidroximetil-uracilo. La base J se forma a partir de una
modificacion de la timina, que consiste en una hidroxilacion seguida de la transferencia de una
glucosa. Los investigadores han localizado este nucledtido modificado sélo en el DNA telomérico de
las formas sanguineas. La restriccion de J a las copias teloméricas silenciosas de los genes VSG vy el
gradiente de modificacidén desde el teldmero hacia el interior del cromosoma podria ser explicado por
la existencia de un enzima que reconoce las repeticiones teloméricas y comienza a deslizarse desde
éstas al interior del cromosoma. La ausencia de la base J en los genes VSG teloméricos que son
transcritos se explicaria por una competicion entre transcripcion y modificacion del DNA en los sitios
de expresion.
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Si esta modificacidn influye o produce la inactivaciéon transcripcional no es conocido. No obstante, la
distribucién de este nucledtido podria explicar los cambios reversibles de la estructura de la cromatina
en las regiones teloméricas, segun su estado de activacion. Asi, el nucleétido modificado puede estar
implicado en la construccién de una forma silenciada de la cromatina.

No obstante, la ausencia de este nucleétido en las formas prociclicas, donde los ESs estan reprimidos,
sugiere la implicacion de diferentes niveles de control en el silenciamiento de los sitios de expresidn
de VSG.

5.4.Transcripcidn

Aunque sélo un gen VSG es transcrito en un tripanosoma, este hecho no es resultado de un estricto
control al nivel de la iniciacién de la transcripcion de los promotores ES. Asi, datos experimentales
indican que varios ES son transcritos parcialmente en una misma célula. Por ejemplo, se estima que
alrededor del 20% de los transcritos ESAG6 y ESAG7, los mds cercanos al promotor, se originan a partir
de ES no activos. Por lo tanto, los ES silenciosos parece que contribuyen mucho mas al pool de cDNAs
préximos al promotor que al pool de cDNAs alejados del promotor de manera general. Estas
observaciones indican que la transcripcidn se inicia en la mayoria de los ES, pero que existe una
disminucién progresiva (una atenuacién downstream) de la elongacidn transcripcional en todos los
casos menos en el ES que contiene el gen VSG activo transcripcionalmente.

Un experimento llamativo que se llevd a cabo para demostrar esto, fue la introduccion del gen de la
neomicina fosfotransferasa (NEO) a 1 kb downstream del promotor de un ES inactivo. Este confirié al
pardsito resistencia a una baja concentracion del farmaco G418 (1 pg/ml), mientras que el mismo gen,
cuando se insertd en el posicion idéntica de un ES activo, la resistencia aumentdé del orden de 100
veces mas.

5.5.Un modelo para el control del ES

En la figura 17 se muestra un modelo hipotético de regulacion de los sitios ES. Segun este modelo,
todos los promotores ES reclutan la maquinaria basica de transcripcion, que iniciara la transcripcion,
pero la actividad plena de un sitio activo depende de que se produzca el reclutamiento selectivo de la
“factoria de RNA” (entre la que podemos contar con la actividad de CITFA), necesaria para la
elongacion del RNA, procesamiento y exportacion nuclear. Asi, el que sélo un sitio sea activo podria
ser una consecuencia de que los componentes de esta factoria se encontrardn en la célula en
cantidades limitantes. Esta hipdtesis ha recibido apoyo experimental tras la identificacion de un
cuerpo nuclear que contiene RNA polimerasa | y en el que el sitio de expresidén activo se encuentra
secuestrado (Fig. 18). Evidencias citoldgicas de la existencia de esta estructura se muestran en la figura
19.
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Figura 17. Esquema comparativo de la regulacién de sitios de expresion (ES) inactivos y activos en la forma

sanguinea de T. brucei. Figura propia.
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Figura 18. Identificacidon de cuerpo nuclear donde colocaliza la RNA polimerasa | y el VSG ES activo. El cuerpo

nuclear identificado se denomind ‘expression site body’ (ESB). El sitio de expresién activo de la glicoproteina

variable de superficie se denomina VSG ES (variable surface glycoprotein (VSG) expression sites (ES)). J es la base
nucleotidica modificada (indicada en rojo). Figura propia basada en McCulloch (2004).
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Figura 19. Analisis de inmunofluorescencia de la localizacion nuclear de la RNA polimerasa | y de varios
promotores génicos mediante GFP-Lacl en distintas etapas del ciclo de vida de T. brucei. Figura propia basada
en Navarro et al. (2007).

Teniendo en cuenta estos datos, se ha propuesto un modelo en el que la transcripcién de ES estaria
regulada por dos fuerzas opuestas: el silenciamiento epigenético, dirigido por los telémeros, que actua
sobre los ES silenciosos; y la regulacion de la transcripcidn por medio del reclutamiento de la
magquinaria de la RNA polimerasa | y dirigida por el promotor de ES.

No obstante, todavia quedan muchos misterios por resolver en el mecanismo responsable de este
estricto control monoalélico de la expresidn de las VSGs. Por otro lado, también queda por resolver
como funciona la expresidon excluyente de los genes VSG y prociclina. Asi, se ha visto que los factores
gue activan la produccién de mRNAs de prociclina concomitantemente inhiben la transcripcién del
gen VSG localizado en el sitio activo, y lo contrario ocurre con otros factores.

6. GENES ASOCIADOS A LOS SITIOS DE EXPRESION DE LOS GENES VSG

Los sitios de expresidn teloméricos de los genes VSG son unidades de transcripcién policistrénica, que
codifican para mas de siete genes asociados al sitio de expresion (ESAGs) ademas del gen VSG.

El promotor del sitio de expresion del gen VSG, que controla su transcripcidn policistrénica, se localiza
alrededor de 45-55 kb por encima del gen VSG (Fig. 20).
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Figura 20. Mapa del sitio de expresidn de un gen VSG, localizado cerca de un telémero, en Trypanosoma
brucei. Figura propia basada en Van der Ploeg et al. (1992).

El procesamiento del pre-mRNA policistronico es posible gracias al trans-splicing, por el que dos
exones no contiguos, un mini-exon no traducido de 39-nt que presenta una estructura "cap" en el
extremo 5'y el exdn principal, son unidos para formar el mRNA funcional (Fig. 21).
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Figura 21. Maduracion del sitio de expresidn policistrénico del pre-mRNA por trans-splicing y poliadenilacidn.
(a) Mapa fisico del sitio de expresion del gen VSG en T. brucei. (b) Representacién esquematica del mecanismo
de trans-splicing entre el RNA donante de mini-exdn y el pre-mRNA. Figura propia basada en Van der Ploeg et
al. (1992).

Los ESAGs en estas unidades de transcripcion policistrénica son genes invariantes que son especificos
de sitios de expresidn particulares. Los ESAGs homodlogos presentes en diferentes sitios de expresiéon
pueden diferir significativamente en sus secuencias de aminodcidos.

Hasta ahora, sélo se ha podido asignar funcidn a algunos de estos genes. Asi los productos de los genes
ESAG6/7 constituyen el receptor de la transferrina, y los genes ESAG4 codifican para una adenilato
ciclasa transmembrana.
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6.1.Receptores inusuales

Un asunto que viene intrigando a los investigadores que trabajan en la variacidn antigénica es sobre
la habilidad de los tripanosomas para combinar la variabilidad antigénica con la toma de
macromoléculas del hospedador. Por ejemplo, los tripanosomas toman eficientemente transferrina 'y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) del hospedador en un proceso que tiene las caracteristicas de
una endocitosis mediada por receptor.

¢Coémo el tripanosoma se las ingenia para unir especificamente macromoléculas del hospedador sin
ser golpeado por los anticuerpos que el hospedador genera?

Parte de la respuesta se encuentra en que los receptores estan ocultos debido a su localizacién en una
invaginacion de la superficie, denominada el bolsillo flagelar. Aqui es donde ocurre la endocitosis de
las macromoléculas del hospedador y donde se localiza el receptor de la transferrina. Aunque los
anticuerpos pueden alcanzar este sitio, aqui son menos efectivos en la muerte del parasito, dado que
ahi no pueden acceder células como los macréfagos y que podrian matar al parasito a través de la
union por el receptor Fc.

Sin embargo, la acumulacién gradual de anticuerpos frente a los receptores de transferrina o de LDL
en infecciones crénicas deberia eventualmente causar problemas al tripanosoma. Los anticuerpos
pueden estorbar al receptor o inducir la lisis mediada por complemento.

Un posible escape de estos anticuerpos se sugiere del descubrimiento reciente de que el receptor de
transferrina de T. brucei esta codificado por ESAGs (Fig. 20) y que el tripanosoma puede cambiar la
composicion del receptor mediante el cambio a otro sitio de expresién de gen VSG. La proteina de
unién a transferrina, presente en el bolsillo flagelar de los tripanosomas, tiene una estructura inusual:
consiste de una subunidad codificada por ESAG 6 que es anclada a membrana por GPI, y una subunidad
codificada por ESAG 7 sin anclaje a membrana, pero mantenida en su lugar por su asociacién con la
proteina ESAG 6. Estos dos genes son transcritos en un mRNA policistrénico junto con la proteina VSG
a partir del promotor de un ES activo. Sin embargo, al estar situados cercanos al promotor del ES (Fig.
22), hay una pequeiia transcripcion detectable desde ES inactivos. Aproximadamente, el 20% del
MRNA de ESAG 6 procede de estos sitios de expresion. Esta posicién cercana al promotor dota al
pardsito de una flexibilidad en la regulacion de ambos genes, proporcionandole una ventaja
competitiva en situaciones de escasa captacion de transferrina, como puede ser el cambio a otro
hospedador por medio del insecto vector. Las proteinas de estos genes comparten una homologia
significativa, teniendo un 20% de identidad y un 60% de homologia. Sus secuencias son muy
semejantes en el dominio N-terminal, donde contienen los sitios de unién de ligando, y difieren
principalmente en el C-terminal, donde la proteina ESAG 6 contiene el sitio de anclaje por GPI (Fig.
22).
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Figura 22. Representacidn esquematica del receptor de transferrina de T. brucei y las secuencias génicas ESAG
6y 7 en el sitio de expresion. Figura propia.

El bolsillo flagelar también estd implicado en el proceso de retirada de inmunoglobulinas de la
superficie del parasito, por un mecanismo de endocitosis, que en estos parasitos es muy activa (Fig.
23). La endocitosis es tan activa que se recicla aproximadamente 0,2 mm3 de membrana por minuto

Mediante este proceso las inmunoglobulinas (lg) unidas de forma especifica a las VSGs son

internalizadas, separadas de las VSGs y degradadas, mientras que las VSGs son recicladas. Los
complejos VSG-Ig son endocitados en vesiculas que contienen RABSA.d
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Figura 23. Sistema endosomal de T. brucei simplificado, en el trafico durante la adquisicion de nutrientes y

evasidon de la respuesta inmune. Las siglas corresponden a: inmunoglubulina (lg); complejo haptoglobina-

hemoglobina (HPHB), factor litico tripanosomal (TLF); y transferrina (Tf); con sus correspondientes receptores
(HPHBPR y TfR). Figura modificada a partir de Field & Carrington (2009).
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6.2.Vacunas

Obviamente, el abrigo de superficie de los tripanosomas no es un buen candidato para la intervencién
inmune, dado el gran repertorio de moléculas del abrigo.

Sin embargo, las proteinas minoritarias requeridas para captar moléculas del exterior pudieran ser
mejores candidatos. Aunque estas proteinas minoritarias son pobremente antigénicas en las
infecciones crénicas naturales, podria ser posible presentarlas de una forma mds activa al sistema
inmunitario del hospedador, lo que favoreciera la produccidn de anticuerpos protectores.

De esta forma, el bolsillo flagelar, donde el tripanosoma lleva a cabo sus transacciones con el
hospedador, puede convertirse en el talén de Aquiles por donde se pueda atrapar a este parasito tan
resbaladizo.

En diversos estudios, se ha observado que una vacunacidn basada en linfocitos T podria ser util para
inclinar la balanza a favor del hospedador durante la infeccion por T. brucei. Este parasito ha
desarrollado multiples herramientas por las que evadir la respuesta humoral llevada a cabo por los
linfocitos B. Entre estas herramientas, se encuentra el hecho de que las regiones mas conservadas de
la proteina VSG, presentes en el dominio C-terminal de esta, son de dificil acceso para los anticuerpos.
Conseguir dirigir la respuesta inmunitaria hacia esas regiones podria ser crucial para acabar con el
parasito, ya que son de gran importancia para la estructura de esta proteina.

Se ha determinado en ratones que, al generar una respuesta inmunitaria de manera experimental
contra la proteina VSG, se generan linfocitos T que no solo reconocen las regiones hipervariables y
mas expuestas de esta proteina, sino que también pueden reconocer las regiones invariables. Sin
embargo, durante una infeccién por tripanosoma, no se generan linfocitos T de memoria contra dichas
regiones. Se plantea que esto podria deberse a un mecanismo de evasion del parasito consistente en
bloquear la presentacion a través del MHC Il de péptidos pertenecientes a estas regiones. Esto lleva a
hipotetizar que una vacuna eficaz podria ser aquella que induzca una respuesta T contra dichos
epitopos, previa a la infeccion por T. brucei. De esta manera, dichos linfocitos T podrian activar
también a los linfocitos B contra las regiones mas invariables de la proteina VSG, generando una
memoria celular que permitiera una respuesta inmunitaria contra el parasito.

7. EL FACTOR LITICO DEL SUERO HUMANO

T. b. brucei infecta a un amplio rango de mamiferos, pero es incapaz de infectar humanos porque esta
subespecie es lisada por el suero normal humano (SNH). Este hecho fue puesto de manifiesto por
Laveran y Mesnil en 1912. La resistencia al SNH es la principal caracteristica que distingue a T. b.
rhodesiense y T. b. gambiense de T. b. brucei, pues morfolégicamente son idénticos; las dos primeras
subespecies producen infecciones fatales en humanos, si no son tratadas. Analisis genéticos han
mostrado que T. b. brucei and T. b. rhodesiense son virtualmente indistinguibles, lo que sugiere que la
separacion de ambas subespecies ha ocurrido muy recientemente. Sin embargo, mientras que T. b.
brucei no sobrevive en el suero humano, T. b. rhodesiense es muy infeccioso para humanos donde
produce una patologia que evoluciona rapidamente y que va a resultar fatal si no es tratada.
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El gen responsable de la resistencia al SNH en T. b. rhodesiense fue identificado a través de una
busqueda de cDNAs presentes en clones resistentes y ausentes en clones sensibles de esta subespecie.
Asi, se pudo identificar un mRNA que era expresado especificamente en los clones resistentes. Cuando
se secuencid, se vio que codificaba para una proteina semejante a VSG, que se le denomind proteina
SRA (Serum Resistance Associated protein).

Posteriormente, se encontrd que este gen SRA se encontraba asociado a un determinado ES, que se
denomind R-ES, ocupando una posicion de “ESAG”. Ademas, se vio que los clones resistentes tienen
este sitio ES activo mientras que los sensibles lo tienen inactivo (Fig. 24).
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Figura 24. Mecanismos de resistencia al suero humano en T. brucei rhodesiense. Organizacion de R-ES con el gen
SRA, que confiere resistencia a la lisis por el suero humano. Figura modificada a partir de Pays et al. (2006).

La implicacién de SRA en resistencia al SNH fue demostrada cuando este gen fue utilizado para
transfectar a T. b. brucei. Asi, se encontré que un T. b. brucei transgénico, expresando
constitutivamente SRA, es totalmente resistente al SNH. De manera anecdética, este resultado fue
reforzado por la infeccién accidental de una persona con la cepa T. b. brucei-SRA, demonstrando asi
gue el gen SRA por si mismo es suficiente para conferir resistencia al suero humano.

Estos estudios demostraron que SRA es la proteina que permite a T. b. rhodesiense infectar a humanos.
Sin embargo, el gen SRA no estd presente en T. b. gambiense, lo que indica que otro gen es el
responsable de la resistencia en esta subespecie (ver mas adelante).

Debido a su naturaleza defectiva, la proteina SRA no es exportada a la superficie como ocurre con las
VSGs sino que termina en el compartimento endosomal tardio, donde se fusionan los lisosomas.

En el proceso de identificacidn del factor tripanolitico, Mary Rifkin en 1978 encontré que éste estaba
asociado a las lipoproteinas de alta densidad (HDL, high density lipoproteins). Las HDLs son particulas
esféricas que estan compuestas por un nucleo lipidico hidrofébico (formado por triglicéridos y ésteres
de colesterol) que esta rodeado por una capa hidrofilica (compuesta por fosfolipidos, colesterol y
varias proteinas, conocidas globalmente como apolipoproteinas). En términos de proteinas, el
principal componente de las particulas HDL es la apolipoproteina Al (ApoA1l), que captura y solubiliza
colesterol libre. Estas particulas transportan moléculas insolubles en agua a distintos sitios del cuerpo,
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siendo su principal funcidn el devolver colesterol al higado. El mayor contenido en proteinas de las
particulas HDL hace que estas sean mas densas que otras particulas lipoproteicas, por ejemplo, las
particulas LDL (low-density lipoprotein) (Fig. 25).

Posteriormente, se puso de manifiesto que para que estas particulas HDL desarrollaran el proceso
litico debian ser internalizadas por el tripanosoma mediante una endocitosis mediada por receptor.
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Figura 25. Estructura de una High Density Lipoprotein (HDL). En la imagen se sefialan sus distintas partes,
incluyendo las apolipoproteinas (Apo). Figura propia basada en una imagen de The Medical Biochemistry page
(https://themedicalbiochemistrypage.org).

A continuacidn, se emprendié una busqueda sistematica para intentar identificar al factor litico entre
los componentes de estas particulas HDL. Finalmente, mediante el empleo de columnas de afinidad a
SRA, en el 2003 se identificd dicho factor que resultd ser la apolipoproteina L-1 (ApoL-1). Esta proteina
parece encontrarse sélo en algunos primates y en humanos. A pesar de su relacién evolutiva estrecha
con los humanos, los chimpancés son susceptibles a la infeccién por tripanosomas como consecuencia
de haber perdido el gen APOL1. Se ha visto que la adicidn de esta proteina (nativa o recombinante) a
suero bovino fetal es suficiente para que se produzca la lisis de los tripanosomas sensibles al SNH.

Apol1l es una proteina aparecida recientemente, en términos evolutivos, que pertenece a una familia
de proteinas de funcién desconocida. Estas proteinas presentan caracteristicas estructurales similares
a las proteinas pro- y anti-apoptdticas de la familia Bcl2. Pero sélo Apol1l es secretada, y se debe a la

presencia de un péptido sefial N-terminal.

El papel fisioldgico de ApolL-1 en humanos no ha sido establecido. Sin embargo, existe una asociacion
entre la sobreproduccién de la proteina en el cerebro y la esquizofrenia. También algunos haplotipos
se han asociado con el desarrollo de enfermedades renales crdnicas. Al no conocerse la funcién de
esta proteina, no habia pistas sobre cémo podria desarrollar su efecto tripanolitico.
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La primera pista vino de la observacién de cierta similitud estructural entre la regidn N-terminal de
Apol-1 con el dominio de formacion de poros de las colicinas (toxinas bacterianas que matan bacterias
competidoras mediante la formacidén de poros idnicos en la membrana interna). Este dato llevd a
realizar experimentos que demostraron la capacidad de Apol-1 para generar poros idnicos en
membranas. Este dominio formador de poros se encuentra adyacente a un dominio de asociacion a
membrana dependiente de pH, que predice su asociacién a las particulas HDL sélo a pH neutro
(indicando que la ApolL-1 estaria unida a las HDLs en la sangre, pero que se liberaria al pH de los
endosomas tras la fusidon a los lisosomas). Ambos dominios se requieren para que el efecto
tripanolitico tenga lugar. En cambio, el dominio a-hélice C-terminal de la ApolL-1, que interacciona con
SRA, es dispensable para su efecto tdxico.
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Figura 26. Modelos estructurales de los tres dominios de la apolipoproteina L1 (ApoL1). En el primer dominio,
tanto ApoLl como ColA presentan nimeros que se corresponden con secuencias similares entre ambas
(mostradas en el alineamiento de secuencia). Figura propia basada en Pays et al. (2006) y Pérez-Morga et al.
(2005).

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, se piensa que ApolL-1 a pH bajo sufre un cambio
conformacional que ocasiona su disociacién de las particulas HDL y su subsiguiente insercién en la
membrana liso-endosomal, donde va a formar poros.

En los tripanosomas, la proteina ApolL-1 recombinante es capaz de mimetizar completamente los
efectos liticos del suero humano normal, causando una despolarizaciéon de la membrana lisosomal,
seguido de un continuo crecimiento del lisosoma hasta que se produce la lisis del parasito (Fig. 27). El
crecimiento, o hinchazdn, de los lisosomas es producido por el influjo de iones ClI" desde el citoplasma,
donde la concentracion de este anidn es alta (106 mM). Este movimiento del i6n va a reducir la
concentracién intracelular de CI, lo que va a activar los canales de Clde la membrana plasmatica. Por
otro lado, el movimiento de CI va a ir acompafiado de un influjo de agua a este compartimento,
llevando a un continuo crecimiento. En un momento determinado, su tamafio va a ser tan grande que
va a producir la lisis del parasito. En la figura 28 se muestra el modelo propuesto para explicar el
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mecanismo por el que SRA bloquearia el efecto litico de la ApolL-1. La ApoL-1 unida a HDL es tomada

por el parasito por endocitosis en el bolsillo flagelar, llegando a los lisosomas. El pH acido de este
compartimento dispara la actividad litica de Apol-1. En T. b. rhodesiense resistente, SRA neutraliza
esta actividad mediante una interaccién fisica con la hélice C-terminal de la toxina, impidiendo su

accion y posiblemente promoviendo su degradacidn proteolitica.

Tratamiento con APOL1 recombinante

GG DICHO

Tratamiento con suero humano normal

l!;-_-‘

2 horas 3 horas 4 horas

*: Lisosoma

5 horas

Tratamiento de 1,5 horas con suero humano

Bolsillo flagelar

Artefactos

Figura 27. Micrografias que muestran la expansion del lisosoma de T. brucei tras distintos tratamientos con

apolipoproteina L1 (APOL1) recombinante o suero normal humano. Figura modificada a partir de Pays et al.

(2006).

\ Bolsillo
, \ flagelar

Lisosoma

\»

Lisosoma
hinchado

Citosol

Sangre

Tripanolisis

Figura 28. Mecanismo de tripanolisis por ApolL1 e inhibicidon por SRA. En la proteina ApolL1l se representa el

dominio formador del poro (azul), de direccién a la membrana (morado) y de interaccidon con SRA (amarillo).
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Apol1l se encuentra asociado a particulas HDL (verde), que median la interaccidn con el receptor e induccién de
endocitosis. Figura propia.

7.1.El receptor en el parasito para la entrada del factor litico.

La Apol-1 se une a una subserie de particulas HDL (denominadas HDL3) que contienen otra proteina
especifica de humanos, la proteina relacionada con haptoglobina (Hpr), que deriva de la duplicacién
reciente del gen de la haptoglobina (Hp). Ambas moléculas (Hp y Hpr) interaccionan con la
hemoglobina (Hb). Durante un tiempo se pensd que la proteina Hpr era el factor litico, dado que
anticuerpos anti-Hpr inhibian la lisis de los tripanosomas mediada por suero, aunque ahora se sabe
gue sdlo es un ligando que permite la entrada del factor litico ApolL-1.

Mas recientemente se ha identificado un segundo factor litico (TLF, trypanosome lytic factor),
denominado TLF2. Esta formando parte de un complejo, pobre en lipidos, que contiene IgMs naturales
como principal componente, ademds de APOA1 y otras proteinas, entre ellas Hpr y ApolL-1 (Fig. 29).
Ahora, el otro factor litico, las particulas lipoproteicas HDL3 han pasado a denominarse TLF1.

a Suero con haptoglobina baja b Suero humano normal
TLF1 TLF2 l I u l
Bolsillo . M;n_ = |
ISMOo i
ﬂagelar Entrada TLF1 Q desconocido  Entrada TLF2 h:::?;:b?:a- 9 ;::::::g:; Entrada TLF2
" ‘ hemoglobina ' ‘
Insercién en la ’
membrana de ' ' '
APOL1 & | "
W |
Traficoy
acidificacién
endosomal
Degradacién qe ® ® ® ° ®
HPR, haptoglobina ® Y e ®
y hemoglobina ® 0 —P oo ¢—— ) °®
Formacién del
poro
Lisis de tripanosoma por la
formacnén de poros
aniénicos
v Sistema endocitico Sistema endocitico
Lisosoma

l APOL1 l HPR Haptoglobina . Hemoglobina H TbHpHbR

Figura 29. Modelos para la incorporacion y trafico intracelular de TLF1 y TLF2 en Trypanosoma brucei brucei.
Figura propia basada en Pays et al. (2014).

T. brucei posee un receptor de superficie especifico para el complejo haptoglobina-hemoglobina (Hp-
Hb), como una forma de capturar grupos hemo de hemoproteinas. El receptor recibe el nombre de
TbHpHbR, y es una glicoproteina anclada a la membrana a través de GPI y localizada en el bolsillo
flagelar de las formas sanguineas.
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T. brucei no puede sintetizar el grupo hemo, lo que explica la necesidad de este receptor de
membrana. Para competir con el eficiente sistema de recuperacién de Hp-Hb que existe en monocitos
y macrofagos (receptor CD163), el receptor de los tripanosomas posee una afinidad comparable a la
de CD163. Ademas, contrario a CD163, TbHpHbR también reconoce al complejo Hpr-Hb. Este hecho
se podria explicar por la evolucién del receptor del parasito hacia una forma capaz de captar moléculas
de Hb fuera de la competencia con el receptor CD163. Mientras que esto es beneficioso para el
parasito cuando esta en presencia de suero no humano, la existencia de TobHpHbR se convierte en un
inconveniente cuando el parasito esta en suero humano, dada la presencia de Hpr en las particulas
HDL que contienen Apol-1 (Fig. 30). Una vez internalizadas las particulas HDL, éstas se van a disociar
en los endosomas acidificados y la ApolL-1 se insertara en la membrana lisosomal, donde formara
poros, provocando un flujo de iones que desencadena la lisis celular al provocar un hinchamiento
osmotico que podria dafiar la membrana plasmadtica. SAlo aquellos clones de T. b. rhodesiense que
expresan la proteina SRA son capaces de neutralizar el efecto tripanolitico de ApoL-1.

En este sentido, resulta curiosa la interaccidon que se produce entre el parasito y el hospedador (Fig.
30). En el medio extracelular, T. brucei es agredido, entre otros factores, por la produccién de radicales
reactivos de oxigeno y nitrégeno, que son producidos por los macréfagos en respuesta a la infeccion.
La entrada mediada por receptor de Hb es la Unica forma que tiene el pardsito de adquirir grupos
hemo, que seran incorporados en hemoproteinas tales como los citocromos P450 y b5. Estos
citocromos son fundamentales para que el pardsito pueda resistir al estrés oxidativo al que le somete
el hospedador. Sin embargo, el pardsito debe competir con el receptor CD163 del macréfago, quien
también esta especializado en la captura de complejos Hp-Hb. Los complejos Hb-Hp son retirados de
la circulacion muy rdpidamente (t; ~5 min) por endocitosis mediada por receptor a través de CD163
presente en monocitos/macréfagos. El receptor del parasito, ToHpHbR, ademas es capaz de capturar
particulas que contienen el complejo Hpr-Hb (presente en particulas HDL3), algo que no hace CD163.
Esta ventaja del receptor del parasito, sin embargo, se convierte en una trampa, pues la presencia de
Apol-1 en estas particulas va a producir la lisis de T. b. brucei, lo que protege a los humanos de la
infeccidn por este parasito. Sin embargo, T. b. rhodesiense sintetiza la molécula SRA, que bloquea el
efecto de Apol-1, lo que permite al parasito infectar a humanos y causar la enfermedad del suefio.

Infeccién humana
(enfermedad del suefio)

T. b. rhodesiense

Mo A
SRA
apolipoproteinas

/ lipidos
hemolisis / \ P

intravascular

TbHpHbR

i (humanos)
T. b. brucei

Inmunidad innata humana
(tripanolisis)

Figura 30. Didlogo molecular entre T. brucei y los hospedadores mamiferos. Abreviaturas: macréfagos (Mo),
especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno (RNS). Figura propia basada en Pays et al.
(2008).
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Recientemente se ha puesto en cuestion la relevancia de TLF1 en la lisis de los tripanosomas, por la
razén de que la concentracién sérica de haptoglobina excede en mucho la concentracidon de HPR. Se
piensa que la via de entrada de TLF1 resultaria competida con la interaccion de haptoglobina-
hemoglobina con el receptor TbHpHbR, que quedaria saturado. Por tanto, se piensa que en
condiciones fisioldgicas la lisis de los tripanosomas se deberia fundamentalmente a la endocitosis de
TLF2 por parte del pardsito. Aunque el mecanismo de captacién del TLF2 no se ha establecido, se
postula que las IgMs, que tienen mucha afinidad por carbohidratos, facilitarian la interacciéon de TLF2
con las VSGs de lamembrana, y en el proceso de reciclaje de éstas en el bolsillo flagelar, TLF2 accederia
a la via endocitica, donde Apol1 realizaria su efecto litico (Fig. 30).

Como curiosidad, cabe indicar que los babuinos y otros primates como son los mandriles y los
mangabeyes no son susceptibles a la infeccidn con T. b. rhodesiense. La razén parece encontrarse en
que la proteina ApolL1 en estos monos presenta dos residuos de lisina en la region C-terminal (y que
no se encuentran en el ortélogo de humanos) que serian los responsables de impedir la interaccion
entre la ApolL1 y SRA, y como resultado la Apol1 va a destruir al pardsito. Cuando la proteina ApolL1
de babuinos es expresada en ratdn, los animales resultan protegidos de la infeccién con T. b.
rhodesiense.

Otro hecho remarcable es la existencia de dos alelos APOL1 en la poblacién africana, que son raros en
otras poblaciones, denominados G1 y G2. Hasta hace unos afos se pensaba que estos alelos se
asociaban a resistencia a T. b. rhodesiense, pero en un estudio de 2017 se planted un panorama mas
complejo. Segun este estudio, el alelo G1 se asocia con infeccién asintomatica de T. b. gambiense,
pero no se observo proteccion frente a T. b. rhodesiense. En cuanto al alelo G2, se ha relacionado con
proteccion frente a la infeccién por T. b. rhodesiense, pero con una mayor susceptibilidad a la
enfermedad causada por T. b. gambiense. En definitiva, el alelo G1 estd asociado a una ventaja ante
una infeccion por T. b. gambiense, y el alelo G2 supone una ventaja frente a T. b. rhodesiense (Fig.
31).

T. b. rhodesiense T. b. gambiense G2: p.Asn388_Tyr389del
rs71785313
Riesgo
G1 J
gnfermedac G1: p.lle384Met
rs60910145
Riesgo Riesgo G1: p.Ser342Gl
G2 *enfermedad Tenfermedad rpg7383531 g
Péptido Dominio de formacién del poro Dominio de direccion Dominio de
senal P a membrana interaccion con SRA

Figura 31. Alelos G1 y G2 para el gen APOL1 y su relacién con el riesgo de enfermedad por infeccion con T. b.
rhodesiense o T. b. gambiense. Figura propia basada en Cooper et al. (2017).

Sin embargo, la presencia de estos alelos en la poblacidn afroamericana se encuentra asociada a un
mayor riesgo de desarrollo de enfermedad renal. Centrandonos en el alelo G2 (que protege frente a
T. b. rhodesiense), probablemente produzca variantes ApolL1 que no se unen a la proteina SRA, y por
tanto ejercen su efecto tripanolitico. Este seria un nuevo ejemplo de cdmo una mutacién que tiene
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cierta desventaja funcional se termina fijando por seleccidn natural en la poblacion como
consecuencia de su capacidad de evitar la infecciéon por un patégeno.

A través de la busqueda de variantes de VSG que pudieran ser responsables de la resistencia al suero
de T. b. gambiense se llegé a la identificacién de una proteina especifica de este parasito que se ha
bautizado como TgsGP (T. b. gambiense-specific glycoprotein). El gen TgSGP se encuentra en el
teldmero del cromosoma 2 y parece haberse generado durante un reordenamiento de DNA ocurrido
en T. b. gambiense. La delecién del gen TgSGP hace que el parasito sea sensible al suero humano, lo
gue demuestra que este gen es responsable de la resistencia.

El mecanismo de resistencia seria distinto al ejercido por SRA, dado que TgsGP no interacciona
directamente con Apoll. Se postula que TgsGP interacciona con la membrana endosomal
confiriéndole rigidez (Fig. 32). Esto impide el efecto téxico de ApolLl debido a que no permite su
insercién en la membrana endosomal, o la ralentiza significativamente, haciendo que Apoll sea
degradado por las proteasas endosomales.

Ademads, se ha encontrado que otros procesos moleculares también contribuyen a la resistencia de
esta subespecie al suero. Se ha visto que existe una menor entrada de Apol1l a la via endocitica como
consecuencia de la inactivacion de TbHpHbR como consecuencia de una mutacién puntual.
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Figura 32. (A) Trafico diferencial de APOL1 en las 3 subespecies de T. brucei. (B) Estructura del dominio
aminoterminal de VSG, destacando las 2 hélices anfipaticas (verde y gris) y el péptido inter-hélice (rojo). (C)
Neutralizacién de APOL1 en T. b. rhodesiense mediada por SRA en el sistema endocitico. (D) Neutralizacién de
APOL1 en T. b. gambiense mediada por TgsGP en el sistema endocitico, que bloquea toxicidad. Figura
modificada a partir de Pays, et al. (2014).

T. b. gambiense, de acuerdo a caracteristicas patofisioldgicas y genéticas, se clasifica en dos grupos.
Los pardsitos del grupo 1 son mas homogéneos genéticamente y todos son resistentes al suero
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humano, mientras que los del grupo 2 son genéticamente heterogéneos y presentan una expresiéon
variable del fenotipo de resistencia al suero, que a menudo se pierde en ausencia de una presién de
seleccidn.

Ambos grupos de la subespecie T. b. gambiense carecen del gen SRA. Al menos, para el grupo 1, su
resistencia a la lisis mediada por suero humano parece deberse a una expresion reducida del gen
TbHpHbR y a la acumulacion de mutaciones en la proteina (Fig. 33). Ambos hechos, la existencia de
un menor nimero de copias de este receptor en la superficie del parasito y una menor afinidad por
su ligando, serian los responsables de una menor internalizacién de particulas HDL con Hpr/Apoll,
con lo que los parasitos evitan asi ser lisados.

Falta de reconocimiento de TLF
(a) (b)
T. b. brucei T. b. gambiense (grupo 1)

TLF/ TLF/
DIC/DAPI lisosoma DIC/DAPI lisosoma

Bolsillo flagelar

e JITTTTT

l Endocitosis TLF x No endocitosis TLF

TbbHbHpR TLF
T v (Trypanosome ThgHbHpR

Lytic Factor)

Figura 33. Inhibicion de TLF por TbgHbHpR de T. b. gambiense. (A) Microscopia de fluorescencia mostrando la
endocitosis de TLF en T. b. brucei y diagrama esquematico del proceso. (B) Microscopia de fluorescencia
mostrando la no endocitosis de TLF en T. b. gambiense y diagrama esquematico del proceso. Figura modificada
a partir de Stephen et al. (2012).

7.2.Evolucion de la resistencia a T. brucei en los primates

La figura 34 resume la competicién evolutiva ocurrida entre T. brucei y los primates. Cuando la
respuesta inmunitaria adaptativa se mostré insuficiente para neutralizar a unos pardsitos con esta
tremenda variabilidad antigénica, los humanos han desarrollado una resistencia frente a la mayoria
de las especies de tripanosomas africanos a través de colocalizar a la proteina ApolL1 (aparecida en la
linea de los primates) en las particulas TLF1 y TLF2. Estas particulas son capturadas con avidez por los
parasitos, con la finalidad de captar nutrientes. Sin embargo, dos subespecies de T. brucei han
evolucionado mecanismos que les permiten resistir a la lisis inducida por la proteina ApolL1. En T. b.
rhodesiense, la proteina SRA le confirid resistencia. T. b. gambiense, por su lado, ha desarrollado otros
mecanismos de resistencia como son la proteina TgsGP y unos receptores HpHbR con menor afinidad.
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Por otro lado, la aparicién de variantes de ApolL1 en babuinos y en algunas poblaciones de humanos
puede interpretarse como una evolucién adicional encaminada a neutralizar el mecanismo de
resistencia asociado a la proteina SRA.
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Figura 34. Resumen de la competicién evolutiva (co-evolucion) entre tripanosomas africanos y el huésped
primate. Abreviaturas: factores tripanoliticos (TLF-1, TLF-2), glicoproteina especifica de T. b. gambiense (TgsGP),
cisteina proteasa (CP). G1y G2 hacen referencia a haplotipos humanos. Figura propia basada en Capewell et al.
(2014).

7.3.Utilizacion del factor litico para combatir la parasitosis.

El conocimiento del mecanismo de accién de ApolL-1 ha levantado expectativas para poder desarrollar
métodos de control de la infeccidn.

Por un lado, se ha planteado la posibilidad de criar ganado transgénico para el gen Apol-1, que seria
resistente a la infeccidn por T. brucei. Esto ya se ha mostrado eficaz de forma experimental en ratones.

Otra aproximacion que se estd siguiendo para solucionar el problema que la infeccidn de tripanosoma
supone para la cria de ganado vacuno es la de generar vacas transgénicas que expresen la ApolL1 de
babuinos. Si se comprueba que la expresion de la proteina no induce ninguna patologia en las vacas,
permitiria expandir rebafios de estas vacas lo que ademds de permitir un mas facil acceso a los
productos carnicos y lacteos, seria también una forma de contribuir a bloquear la transmisién de estos
tripanosomas a humanos.

Otro abordaje experimental ha consistido en hacer una proteina de fusién consistente en unir ApolL-
1 a la region de union de antigeno de un anticuerpo de camello (que son monocatenarios) que va
dirigido frente a una regidn conservada de las VSGs. La inyeccidn de esta proteina de fusién a ratones
resulta protectora frente a la infeccién por T. brucei.
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