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Proélogo

Los parasitos, entre ellos Leishmania, son por definicién organismos, en este caso
unicelulares, que se asocian biolégicamente a otro organismo, denominado hospede-
ro. Los parasitos viven a expensas del hospedero. A través de esta relacion, el parasito
utiliza a los organismos hospedadores para cubrir sus necesidades bdsicas y vitales,
como pueden ser su crecimiento y reproduccién. Durante ese proceso, el parasito debe
detectar sefales de su entorno y procesarlas intracelularmente para desarrollar una
conducta que le permita sobrevivir al entorno, que generalmente es hostil. En esa
interaccidén usualmente el pardsito causa dano al hospedador; este dafio resulta, por
ejemplo, en enfermedades de diversos tipos, en nuestro caso la leishmaniasis, la cual
es una enfermedad compleja.

En el transcurso de mi carrera como fisiélogo y farmacélogo celular, me ha in-
teresado entre otros temas, comprender cada uno de los pasos involucrados en esa
interaccion parasito-hospedero, ya que su disecciéon puede resultar ventajosa para el
desarrollo de nuevas estrategias de control, de prevencion y de tratamiento. Por ello,
en mi carrera académica he intentado desentrafiar esa intima relacion y en este libro,
expongo uno de esos procesos que hemos abordado, relativo al estudio de como el
parasito detecta y procesa las sefiales del entorno y actia en consecuencia. Para esa ex-
ploracion utilizamos herramientas que incluyen estudios funcionales de quimiotaxis,
bioquimicos de analisis por Western Blot y fisiologia celular y diferentes metodologias
de bioinformatica.

Nuestros hallazgos que en muchos casos resultaron fascinantes, sugieren que en
Leishmania, como buena célula eucariota, la presencia de proteinas y moléculas alta-
mente conservadas y vinculadas a antiguos sistemas de seflalizacion, presentes en las
respuestas unicelulares, que potencialmente podrian estar involucradas en la cascada
de transduccion asociada a receptores acoplados a proteina G (GPCR), con funcio-
nes similares a las que se encuentran en eucariotas superiores, fundamentales para la
supervivencia celular como son la taxis y la migracion. Esto constata cudn lejos en la
evolucion se desarrollaron estos sistemas ancestrales de sefializacion y supervivencia
en entornos hostiles y cémo la identificacion molecular de GPCR en parasitos patoge-
nos, en este caso Leishmania podria ser relevante en la comprension de su patogénesis.

El objetivo perseguido es el de, analizar estas proteinas de membrana, lo cual po-
dria ayudar a definir su papel en la interacciéon hospedero-patdgeno y la supervivencia
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de los parasitos dentro de las células hospederas y la caracterizacion de estas protei-
nas, lo cual podria colaborar en la identificacién de objetivos farmacolégicos alterna-

tivos, asi como metodologias alternativas de control.
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Preambulo

Para una célula, al igual que para un organismo multicelular, percibir el ambien-
te que lo rodea y establecer una coordinacién sensorial-motora es esencial para su
supervivencia. Ello significa reconocer el entorno y los cambios que en él ocurren, y
actuar en consecuencia. Incluso podria clasificarse como un proceso de aprendizaje
que permite diferenciar un entorno adverso de uno amable, y que repercute en las
transformaciones que ocurren en cada organismo en funcién de las sefiales recibidas

en su membrana y de sus espacios intracelulares.

Pero, ;cudl es la diferencia entre sensacién y percepcion?, palabras que nos rodean
constantemente en nuestra vida diaria como humanos. Cientificamente, la sensacion
connota un elemento objetivo, mientras que la percepcion lo es a nivel subjetivo en el
proceso sensorial-perceptivo, incluso en la célula (https://www.nature.com/scitable/
ebooks/essentials-of-cell-biology-14749010/118241092/).

De hecho, se define sensaciéon como la capacidad de recibir y procesar seiiales que
se originan fuera de sus fronteras, o la capacidad de procesar por medios fisicos las se-
fales del entorno. Las células individuales suelen recibir muchas sefiales simultanea-
mente y luego integran la informacioén en un plan de accién unificado. Sin embargo,
las células no son solo receptoras de seiiales, también envian mensajes a otras células
cercanas y lejanas. Constantemente toman decisiones importantes, que implican una
ampliacién del concepto de percepcion contextual y multimodal presente desde los
seres humanos a las células individuales, las cuales toman decisiones de forma mu-
cho mas auténoma de lo que se pensaba anteriormente (https://physicsworld.com/a/

how-well-can-biological-cells-sense-their-environment/).

Los dérganos de los sentidos captan los estimulos que podriamos denominar como
«puros», mediante proteinas especializadas (receptores) que eventualmente y luego de
un proceso de transduccion, los convierten, en el caso de los humanos, en impulsos
nerviosos que viajan hasta el cerebro donde se produce una integracion de sefiales que
se traduce en la percepcion, al interpretarse los estimulos y asociarlos a informacion
y experiencias previas, conocimientos, emociones, etc. Es decir, que la percepciéon im-
plica la deteccién consciente y la interpretacién de un estimulo (https://physicsworld.
com/a/how-well-can-biological-cells-sense-their-environment/). Acorde con infor-

macién publicada por Lubbock en su libro de 1888 sobre los sentidos, los instintos


https://www.nature.com/scitable/ebooks/essentials-of-cell-biology-14749010/118241092/
https://www.nature.com/scitable/ebooks/essentials-of-cell-biology-14749010/118241092/
https://physicsworld.com/a/how-well-can-biological-cells-sense-their-environment/
https://physicsworld.com/a/how-well-can-biological-cells-sense-their-environment/
https://physicsworld.com/a/how-well-can-biological-cells-sense-their-environment/
https://physicsworld.com/a/how-well-can-biological-cells-sense-their-environment/
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y la inteligencia de los animales, «encontramos en los animales érganos sensoriales
complejos, ricamente provistos de nervios, pero cuya funcién ain no podemos ex-
plicar». Comparando los animales con los humanos, Lubbock sefialé que el mundo
«puede estar lleno de musica que no podemos oir, de colores que no podemos ver,
de sensaciones que no podemos concebir» (https://www.americanscientist.org/article/
the-doors-of-animal-perception). De esta manera parece que queda mucho por descu-
brir y describir en este mundo de las sensaciones y las percepciones que nos permiten

interactuar con el universo que nos rodea.

En esencia, entonces, la sensacion se define como la deteccion fisica de un estimulo,
mientras que la percepcion incluye la deteccién y la interpretacion consciente del esti-
mulo, teniendo como sinénimos segiin la RAE (https://dle.rae.es/percepci%C3%B3n),
impresion y sensacion entre otros. La sensacion consiste en tomar informacion del
mundo exterior y transformarla. En el caso de los humanos, todos obtenemos la misma
informacion sensorial. No obstante, todos percibimos esa informacién de manera dife-
rente. De hecho, podemos preguntarnos, ;puede haber sensacién sin percepcion? Y la
respuesta parece ser si. La sensacion puede ocurrir antes de que percibamos esa sensa-
cién. Por ejemplo, nuestros drganos sensoriales pueden sentir un sonido antes de que
lo interpretemos conscientemente. Las sensaciones pueden ser de diversos tipos y son
captadas por diferentes drganos: visuales, gustativos, olfativos, tactiles, acutsticos, do-
lor..., y varian en intensidad. La percepcién implica una interpretacién compleja de la
realidad en la cual se atribuye «sentido» a los estimulos que el organismo capta, con un
consecuente comportamiento observable. La sensacion es objetiva, la percepcion sub-
jetiva (https://opentext.wsu.edu/psych105/chapter/5-2-sensation-versus-perception/).

En los organismos unicelulares, al igual que en los organismos mas complejos, y tal
como ya mencionamos, es fundamental recoger informacién de su ambiente externo
y desde su medio interno a fin de mantener eficazmente su homeostasis. Para estos
fines existen igualmente sistemas de detectores que representan formas distintas de
receptores, con una organizacion morfofuncional generalmente diferente, equivalen-

te a los receptores sensitivos.

Estos receptores presentan una organizacién funcional usualmente conservada du-
rante la evolucion, con la capacidad de transformar la energia de los estimulos en el len-
guaje de informacién que manejen los diversos sistemas (sefiales quimicas, fisicas, de

temperatura, etc.), al transducir la informacién y convertirla en un comportamiento.

Asi, el desarrollo, organizacién y coordinacion de la conducta de los organismos
(cualquiera que sea) depende de su comunicacion con su entorno, tanto abiético (fac-
tores ambientales) como biético (entre organismos de la misma especie o no). Cuando
una célula recibe una sefial a través de un receptor, se inicia una serie de pasos en

una red interna de interpretacién que incluye muchas estructuras, incluso zonas de


https://www.americanscientist.org/article/the-doors-of-animal-perception
https://www.americanscientist.org/article/the-doors-of-animal-perception
https://dle.rae.es/percepci%C3%B3n
https://opentext.wsu.edu/psych105/chapter/5-2-sensation-versus-perception/
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su genoma. Asi, el significado de una sefal y de su intensidad, depende de complejas
interpretaciones llevadas a cabo por la célula, y sus moléculas receptoras.

Finalmente, si en organismos unicelulares hay percepcién, es una pregunta abierta,
pero ciertamente, la sensacion y la percepcién son procesos intimamente ligados a la
funcién de los receptores y la conjuncién de ambos, «determina la imagen del mundo

a construir».

Reitero que el leitmotiv del Laboratorio de Fisiologia Molecular ha sido comprender
los procesos fundamentales que intervienen en funciones esenciales relacionadas con
la homeostasis y la preservacion de la vida en organismos Trypanosomatideos. Parte
del enfoque ha sido hacia el estudio de los mecanismos responsables de la suscepti-
bilidad, o la resistencia a drogas, en estos parasitos metabolicamente flexibles. En el
presente trabajo presentamos una parte mds fisiologica de nuestra aproximacion, la
cual estd en relacién con la comprension de algunos de los mecanismos de transduc-
cién de senales que podrian estar involucrados en la deteccion de ese entorno muchas
veces hostil que acompaiia el ciclo de vida de Leishmania.

Por ello y para el objeto del presente trabajo, me referiré exhaustivamente a lo que
denomino: Fisiologia imperceptible en Leishmania. Sensacién y percepcion de sefiales
y transduccion intracelular. Rol potencial en la interaccién parasito-hospedero.
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La leishmaniasis constituye un espectro de enfermedades potencialmente mortales y
desfigurantes causadas por la infeccién con parésitos protozoarios del género Leishmania,
catalogada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como enfermedad in-
fecciosa Categoria I en situacion emergente e incontrolada, e incluida en la lista de
enfermedades tropicales desatendidas (neglected tropical disease, NTD) [1, 2], la leish-
maniasis es endémica en 98 paises; 14 millones de personas permanecen infectadas y
mas de 350 millones se encuentran en riesgo [3]. Alrededor de 1,3 millones de perso-
nas contraen la enfermedad anualmente; 300000 casos corresponden a leishmaniasis
visceral (LV) con 90 % en Bangladés, Brasil, Etiopia, India, Nepal y Sudén y 1000000
corresponden a leishmaniasis tegumentaria (LT), principalmente en Afganistan, Ara-
bia Saudita, Argelia, Bolivia, Brasil, Colombia, Iran, Pakistdn, Peru, Siria y Ttnez. El
estimado de muertes por LV oscila entre 20000 y 50000 fallecidos cada afio [2]. Estas
cifras constituyen la punta del iceberg, ya que solo 40 de los 98 paises donde la enfer-

medad es endémica reportan adecuadamente sus estadisticas sanitarias a la OMS [4].

La forma infectiva de Leishmania es el promastigote metaciclico. Este invade al
mamifero mediante la picadura de insectos que actuan como vectores bioldgicos,
hembras hematofagas, dipteras de la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae
[5]. Existen unas 600 especies de flebotominos, conocidos cominmente como jejenes
o moscas de la arena; aproximadamente 30 son vectores bioldgicos de Leishmania, y

unas 40 especies adicionales participan en la transmision.
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Epidemiolégicamente, se describen tres ciclos de transmision en Leishmania: (i)
ciclo selvatico: infeccion humana accidental, ocurre cuando el individuo invade los
nichos ecoldgicos en los cuales abundan reservorios silvestres, el parasito llega al
hombre mediante vectores zooantropofilicos (ejemplo: Lutzomyia ovallesi vector de
Leishmania (V.) braziliensis); (ii) ciclo peridoméstico: animal peridoméstico o do-
meéstico como reservorio, el pardsito se transmite al hombre por vectores zooantro-
pofilicos y antropofilicos (ejemplo: Lu. longipalpis vector de L. infantum), y (iii) ciclo
antroponético: reservorio no identificado, los vectores son exclusivamente antropo-
filicos (ejemplo: Phlebotomus argentipes vector de Leishmania (L.) (L.) donovani) [5].

El ciclo de vida de Leishmania comienza cuando el vector (hembra hematéfoga),
al alimentarse del hospedero susceptible, regurgita entre 10 y 200 promastigotes me-
taciclicos infectivos que al ser depositados en la piel son captados por las células del
sistema reticuloendotelial (macréfagos, monocitos, células dendriticas, neutréfilos)
[6,7]. Luego de la fagocitosis, surge una vacuola parasitéfora donde, en el transcurso
de 12 a 24 horas, el promastigote se diferencia en amastigote, se multiplica activa-
mente por fisién binaria hasta causar lisis celular, libera amastigotes e invade nuevas
células fagocitarias. El ciclo contintia cuando un nuevo flebotomino ingiere la sangre
de un hospedador infectado. En el tubo digestivo del vector, al cabo de 24 a 48 horas,
los amastigotes se transforman en promastigotes prociclicos; estos se multiplican ac-
tivamente; algunos se diferencian en formas intermedias no infectivas (nectomonas,
leptomonas y haptomonas) y tras un periodo de 6 a 9 dias, las leptomonas migran
hacia la faringe del vector, donde se origina la forma infectiva (promastigote meta-
ciclico) cerrandose el ciclo (Figura 1) [8, 9]. La infeccion también puede ocurrir por
transfusiones sanguineas, trasplante de drganos, transmisién congénita, contacto se-
xual, accidentes de laboratorio y uso compartido de agujas hipodérmicas [10,11,12].
Adicionalmente, la leishmaniasis visceral canina (LVc) es un problema veterinario, y
constituye un reservorio para la infeccién humana [13,14].

El perfil epidemiolégico y clinico de la leishmaniasis esta determinado por la biolo-
gia del parasito y la compleja interaccién que el mismo establece con sus hospederos.
La plasticidad del genoma de Leishmania es una caracteristica peculiar que se pone
de manifiesto, por ejemplo, en cdmo se altera el nimero de copias cromosémicas de
su genoma y como ocurre la amplificacion genética en ellos. Se presume que esta plas-
ticidad genémica es un elemento crucial que permite a Leishmania sobrevivir a las
presiones ambientales a las que estd sometida durante su ciclo de vida y que es posi-
blemente fundamental para evadir el tratamiento quimioterapéutico [15].

La patogenia de la enfermedad varia segun la especie de Leishmania infectante. No
es menos cierto que la infeccién con una misma especie puede ocasionar una respues-
ta inmune apropiada con resolucién exitosa de la infeccion, o en una alteracién de la
respuesta inmune, que se traduce en la proliferacién de parasitos o inflamacion, y des-
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. Alcazar W., comunicacion personal [19].

emboca en el amplio espectro de manifestaciones de la enfermedad, como resultado
de la inmunopatologia asociada. Esto sugiere que la interaccion parasito-hospedero,
aunque sujeta a parametros que podriamos calificar como generales, es un evento
unico que depende del comportamiento de ambos protagonistas, el hospedero y el
pardsito en el momento en el que interactuan [16].

La comprension de la contribucién del hospedero (humano) a esta interaccién y los
resultados de ella, requiere de estudios epidemiolégicos y gendmicos que examinen
la diversidad intrinseca de los pardsitos, y de analisis que permitan comprender los
mecanismos fisiologicos y fisiopatolégicos que modulan la interaccién entre ambos
desde el nivel molecular y celular hasta el nivel sistémico. Esto es especialmente im-
portante dado que los parésitos de Leishmania codifican mecanismos que modulan
los procesos inmunes del hospedero y a que la modulacién mutua que ocurre entre
ambos estd intimamente asociada a la especie de parasito infectante [7].

Asi, entender cémo la especie infectante de Leishmania influye en la expresion de
un «tipo» de leishmaniasis requiere de la comprension de la biologia celular de la es-
pecie de parasito en cuestion y de las presiones selectivas a las cuales ese organismo
esta sometido a lo largo de su ciclo de vida (ver Figura 1). Finalmente, dado que los
humanos constituimos «un hospedero accidental», y no somos el principal reservorio
dentro del espectro de los vertebrados para este pardsito, la calidad de la respuesta
individual estard influenciada por la respuesta inmunitaria y el tropismo tisular [17].



18 Alicia Ponte-Sucre. Fisiologia imperceptible en Leishmania

1.1 Aspectos generales de la leishmaniasis

Adicionalmente, las interacciones entre los vectores y los reservorios definen el es-
pectro de leishmaniasis que se presenta en un area geogréfica especifica. A medida
que ese habitat sufre las consecuencias del cambio climatico y los conflictos sociales,
los ecosistemas sobrellevan alteraciones que impactan la distribucién y tipos de leish-

maniasis [18], entre otros.

Otro tema importante de resaltar lo constituye el hecho de que la quimioterapia
contra la leishmaniasis es un desafio constante debido a diversos factores, que in-
cluyen altos costos del tratamiento y fracaso terapéutico. En multiples ocasiones este
ultimo se relaciona con prevalencia de resistencia —de los parasitos— a los medicamen-
tos. Esto implica que es fundamental resguardar la eficacia terapéutica de los pocos
medicamentos existentes, asi como de los nuevos que se disefien, contra la potencial

emergencia de resistencia a ellos.

1.2 Leishmaniasis tegumentaria americana, caso Venezuela

Los protozoarios del género Leishmania producen diversas manifestaciones de la
enfermedad. Los sintomas estdn determinados por factores ligados al hospedero y a
la especie infectante [5]. Clinicamente, se han descrito dos categorias de la dolencia,
ya mencionadas: LV, causada por especies viscerotropicas, que se desarrollan mejor a
temperaturas superiores a 37 °C, y LT, causada por especies dermotropicas, adaptadas
a temperaturas cercanas a 35 °C; estas ultimas crecen preferencialmente en areas ex-
puestas de la piel y mucosas [20-22]. En el Nuevo Mundo, la LT se conoce como Leish-
maniasis Tegumentaria Americana (LTA), y puede presentarse como: Leishmaniasis
Cutédnea Localizada (LCL), Leishmaniasis Cutanea Diseminada (LD), Leishmaniasis
Cuténea Difusa (LCD) y Leishmaniasis Mucocutdnea (LMC) [8, 20, 23, 24]. Una for-
ma poco comun de LT frecuente en pacientes de India, Nepal, Sudan y Etiopia, ocurre
luego de tratamientos repetidos e ineficaces contra LV. La misma se denomina Leish-
maniasis Dérmica Post kala-azar (LDPK), y esta asociada a infecciones recurrentes
con L. (L.) donovani. 5].

El estatus inmunoldgico del paciente determina, en gran medida, el tipo de leish-
maniasis que lo afecta. Individuos anérgicos, sin respuesta inmunitaria adecuada,
desarrollan LCD, con abundancia de parasitos en las lesiones [24-26]. Personas nor-
meérgicas, con reactividad inmunitaria normal, suelen desarrollar LCL, benigna y
autolimitante; individuos hipérgicos, con hiperreactividad inmunitaria a los para-
sitos, desarrollan LMC, lesiones amplias, escasa presencia de parasitos y abundante
infiltrado celular [23, 27].

Desde la década de los 90, la coinfeccidn de Leishmania con el virus de inmunode-
ficiencia humana (VIH) constituye un problema recurrente [28]. Muchos casos estdn
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asociados con LV, mas también se reportan casos de LT [29]. Incluso especies de Leishmania
tipicamente dermotropicas, producen LV en pacientes portadores del virus [29,30].
Ambos patdgenos actuan de forma sinérgica, favoreciendo la infeccién reciproca. Asi,
L. (L.) donovani induce la expresion de VIH in vitro en células infectadas, mediado
por el lipofosfoglicano de la membrana celular del parasito, que estimula la produc-
cion de del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) [31]. Individuos inmunodeficientes
son mas vulnerables a la leishmaniasis, aumentando 100 a 1000 veces el riesgo de
infeccion por Leishmania spp. [25].

De Lima y colaboradores [32] describen que Iturbe y Gonzalez documentaron el
primer caso de leishmaniasis en Venezuela, en 1917. Posteriormente, con la creaciéon
del Instituto Nacional de Dermatologia y, a partir de 1971, el registro regular de ca-
sos se sistematizd. Y la creacion del Instituto de Biomedicina, en 1984, optimizé ain
mas la frecuencia de los reportes de nuevos casos de la enfermedad. Para el afio 2012,
Venezuela ocupaba el quinto lugar en América, en cuanto a incidencia anual de la
enfermedad, con 2520 casos reportados, después de Brasil (29489 casos), Colombia
(17480 casos), Perti (6405 casos) y Bolivia (2647 casos) [33].

En la actualidad, el programa de control de la leishmaniasis es responsabilidad del
Servicio Autéonomo Instituto de Biomedicina (SAIB), ente adscrito al Ministerio del
Poder Popular parala Salud (MPPS) con sede en la ciudad de Caracas [25,34]. El SAIB
dirige, a nivel nacional, los Servicios Regionales de Dermatologia Sanitaria (SRDS),

destacados en cada una de las entidades federales del pais.

La LV tiene escasa incidencia en Venezuela (0,03 a 0,24 por cada 100 000 habitantes)
[25], con unos 40 casos cada afo [33]; epidemiolégicamente, 12 de los 23 estados del
pais (Anzoategui, Aragua, Bolivar, Carabobo, Cojedes, Falcon, Guarico, Lara, Nueva
Esparta, Portuguesa, Sucre y Trujillo) estan afectados. Se describen tres zonas endé-
micas (regiones central, oriental y occidental de la geografia nacional) [33-36], con
notable subregistro de casos [35]. La LT constituye oficialmente un problema de salud
publica [25], presente en todas las entidades federales, excepto en los estados Nueva
Esparta y Delta Amacuro. Los perros constituyen reservorios importantes de tomar
siempre en cuenta [37]. Para el periodo 1998-2012, hubo un total de 35653 casos en
las diversas formas clinicas, con una tasa de incidencia anual que varié a lo largo de
este periodo entre un minimo de 5,3 por cada 100000 habitantes (2011) y un méximo
de 11,8 por cada 100000 habitantes (2003) [25]. La LT representa el 98,4 % de los casos
reportados cada afo [33], de los cuales 98,67 % corresponden a LCL; 1,11 % LMC y
0,22 % LCD [32].

Varios vectores estan asociados a la transmisiéon de LT en Venezuela: Lu. gomezi,
Lu. panamensis, Lu. ovallesi, Lu. youngi, Lu. olmeca bicolot, Lu. trinidanensis, Lu.

reducta, Lu. spinocrassa, Lu. umbralitis y Lu. hartmanni; en tanto que Lu. longipalpis,
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Lu. evansi'y Lu. pseudolongipalpis son responsables de LV [38,39] (Tabla 1) mas no se
ha descrito especificidad estricta vector-pardsito o vector-forma clinica.

Tabla 1. Leishmaniasis en Venezuela, especies de Leishmania y sus vectores

T Parzis?tos ider}tificados Vectores inw?lucmdos Pt
eishmania spp. Lutzomyia spp.
LV L. infantum Lu. longipalpis [2,33]
(1,6 %) * (L. chagasi) Lu. evansi
Lu. pseudolongipalpis
LCL L. braziliensis Lu. youngi (2, 34]
(98,67 %) © L. colombiensis Lu. ovallesi
L. amazonensis Lu. trinidanensis
L. garnhami Lu. spinicrassa
L. guyanensis Lu. panamensis
L. venezuelensis Lu. gomezi
Lu. flaviscutelata
Lu. reducta
Lu. olmeca bicolor
LD L. braziliensis Sin informacién [25]
(<0,1 %) ® L. panamensis
LCD L. amazonensis Lu. flaviscutelata [2,34]
(0,22 %) ® L. mexicana Lu. reducta
L. pifanoi Lu. olmeca bicolor
L. venezuelensis
LMC L. braziliensis Lu. ovallesi [1,33]
(1,11 %) ® Lu. trinidanensis

Lu. spinicrassa
Lu. panamensis

& Porcentaje de casos de leishmaniasis visceral segiin la OMS, periodo 2004-2008 [33].

Porcentaje de casos de leishmaniasis tegumentaria, periodo 1988-2007 [32].
LV: leishmaniasis visceral. LCL: leishmaniasis cutdnea localizada. LD: leishmaniasis cutdnea diseminada.
LCD: leishmaniasis cuténea difusa. LMC: leishmaniasis mucocutdnea.

Basado en los rangos de incidencia de LT por entidad federal (1988-2007), se des-
criben cuatro regiones epidemioldgicas: la primera, de alta incidencia, que incluye
Trujillo y Mérida, con tasas superiores a 30 casos por cada 100000 habitantes; una
segunda region de mediana incidencia (Lara, Sucre, Tachira y Cojedes), con tasas de
20 a 30 casos por cada 100000 habitantes; a esta region le sigue una de baja incidencia
(Yaracuy, Miranda y Anzoategui), con tasas de 10 a 20 casos por cada 100 000 habitan-
tes, y finalmente, el resto de las entidades con una escasa incidencia y tasas inferiores
a 10 por cada 100000 habitantes (Figura 2) [32].

El 17,89 % de la poblacidn, que habita en el 26,88 % de las parroquias del pais, estd
en riesgo moderado a alto de contraer la enfermedad, siendo las zonas montafiosas las
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Figura 2. Densidad de distribucién de leishmaniasis tegumentaria (LT) en Venezuela (ela-
boracién propia). Mapa: Grisel Veldsquez, Unidad de Sistemas de Informacién Geografica,
UniSIG-IVIC.

mas afectadas [32, 35]. Relativo a los casos de coinfeccién Leishmania/VIH descritos
durante el periodo 2000-2013, de 36 de ellos, aproximadamente el 81 % presento LT.
Las formas clinicas predominantes fueron LCL y LMC; las zonas mas afectadas fue-

ron los estados Bolivar (31 %), Anzoategui (22 %), Lara (14 %) y Aragua (11 %) [25].

Los esquemas terapéuticos contra la leishmaniasis estan en constante revision y se apli-
can acorde a la forma clinica, nimero y localizacién de lesiones, especie de Leishmania,
ubicacién geografica, disponibilidad de medicamentos, factores relacionados con el
paciente y consideraciones de salud publica [2,40,41]. En marzo de 2010, la OMS reu-
nié a un «Comité de Expertos en Leishmaniasis» para revisar las recomendaciones so-
bre el tratamiento y control publicadas en el afio de 1990. De alli surgid la publicacién
WHO Technical Report Series, 949 - Control of the Leishmaniasis 2], actualizada por
la Organizaciéon Panamericana de la Salud [41], mediante la guia Leishmaniasis en las
Américas: recomendaciones para el tratamiento, que recoge los esquemas terapéuticos
efectivos contra la enfermedad en el Nuevo Mundo.

Un ejemplo palpable lo constituye lo que ocurre en el subcontinente de la India.
Después de décadas de uso extensivo de los antimoniales (SSG) estos han tenido que
ser sustituidos por la miltefosina (MIL), debido a la emergencia masiva de farmacorre-
sistencia contra los SSG. De hecho, en esta geografia, la resistencia a los antimoniales
pentavalentes representa uno de los retos mas grandes para lograr el control, especial-
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mente de la LV. Lamentablemente, al cabo de al menos una década de comenzar el uso
generalizado de MIL, su eficacia ha disminuido significativamente, afortunadamente,
ain no completamente asociada con resistencia a drogas (RD) MIL-RD [42-44]. La
informacién recopilada sobre SSG-RD vy la descripcion de mecanismos experimenta-
les de MIL-RD permiten comprender mejor qué sucede.

En ambos casos, la RD puede contrarrestarse con terapia combinada. Qué usar
es una pregunta recurrente, especialmente si uno de los objetivos es mantener los
niveles de la droga en aquellos que permitan que la accién de la misma sea exitosa.
Queda claro entonces que el estudio de la resistencia a drogas debe formar parte de los
proyectos de descubrimiento de farmacos contra la leishmaniasis y que los estudios
de RD deben estar involucrados en el desarrollo de farmacos. Estos andlisis son fun-
damentales para conocer: (i) la eficacia de nuevos compuestos en conjuntos de cepas
que incluyan aislados clinicos recientes que expresen RD, y (ii) optimizar atin mas los
compuestos potencialmente utiles y monitorear exhaustivamente los ensayos clinicos.
De hecho, los ensayos clinicos en curso y guiados por la iniciativa Drug for Neglected
Diseases Initiative (DNDI), incluyen siempre el analisis de una terapia combinada y
ensayos para todos los tipos de leishmaniasis, incluyendo aquellos refractarios a los
medicamentos en uso [45,46].

La breve descripcion de todos estos enfoques ilustra la complejidad asociada a esta
enfermedad y cémo la comprension de cada uno de los pasos e interacciones puede re-
sultar ventajosa para el desarrollo de nuevas estrategias de control, de prevencién y de
tratamiento. En este trabajo, exponemos uno de esos procesos relativo a la comprensién
de cémo el parasito detecta y procesa las sefiales del entorno y acttia en consecuencia.



2. Leishmania: una célula que interactua

El ciclo de vida de Leishmania es digenético. El parasito se transmite entre un ver-
tebrado —generalmente mamifero— y un insecto vector. Es decir, exhiben un ciclo de
vida con etapas de desarrollo que representan un desafio constante para estos orga-
nismos (ver Figura 3). La diferenciaciéon hacia la siguiente etapa de desarrollo implica
la expresién de mecanismos y sistemas fisioldgicos que colaboran en la «sensacién»
— deteccién— del microambiente impuesto por el hospedero y la respuesta consecuen-
te. Este hecho es clave para su supervivencia y los parasitos deben adaptar su biologia
y fisiologia al medio inmediato y expresar sistemas que detecten las oscilaciones ex-
ternas y las procesen en las respuestas adecuadas [47].

2.1 Consecuencias de la dinamica digenética del ciclo de vida de
Leishmania

Las condiciones dinamicas representadas por los niveles fluctuantes de los quimi-
cos, los nutrientes, la presion y la temperatura (ver Figura 3), por ejemplo, constituyen
una fuente de presion ambiental; esto es lo usual para cualquier célula, en este caso
Leishmania, en el hospedero vertebrado o en el insecto vector, asi como durante su
transferencia de uno a otro. La supervivencia durante este transito implica que Leishmania
debe tener capacidad para detectar estos minimos cambios ambientales externos.
Para ello, los mecanismos de interaccién célula-célula —cuyo origen se remontan a
millones de afos— son claves para lograr una infeccion exitosa [48].

Mas atn, el traslado de un hospedero a otro, cada uno, con un milieu fisiologico

que difiere tremendamente entre ellos, suele ser brusco y repentino y requiere una
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Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania spp. y fuentes de estrés a las cuales el pardsito estd some-
tido en el hospedero mamifero y el insecto vector. Tomado y modificado de Diaz et al. 2022
[155], articulo de acceso abierto distribuido bajo los términos de la Licencia de Creative Com-
mons (CC BY).

rapida reprogramacion molecular y celular. Por ejemplo, los cambios de temperatura
y pH son determinantes durante el ciclo de vida de Leishmania, para la diferenciaciéon
exitosa del pardsito; por lo tanto, la comunicacién constante entre ambos, el hospede-
ro y el parasito modula e influye el comportamiento del otro mediante, por ejemplo,
moléculas liberadas por el pardsito que, como veremos, armonizan la respuesta del
hospedero [438].

Los parasitos ajustan a nivel fisioldgico la expresion de genes especificos, la activi-
dad de ciertas proteinas, o la progresién durante el ciclo celular, como respuesta a es-
tas oscilaciones de sefiales en el medioambiente. Sin embargo, las vias de sefializacién
utilizadas por estos pardsitos, para percibir «lo que hay ahi fuera», y su transduccién
en respuestas que pudieran ser evaluadas cuantitativamente, han sido esquivas, par-
cialmente debido a que las moléculas involucradas pueden diferir en el parasito [49]

en comparacion con las descritas en eucariotas superiores.

En estos patogenos el tamafo del genoma se reduce y se evidencia falta de regulacién
génica con respecto a la transcripcion; los genes se transcriben de forma policistréni-
ca, sin constituir operones funcionalmente relacionados o regulados conjuntamente
[50]. El significado funcional de este hecho es que los Trypanosomatidae en general,
incluyendo Leishmania, son incapaces de regular rapidamente la expresion de genes
fundamentales para adaptarse, por ejemplo, a los cambios ambientales. Aun asi, ex-
presan una variabilidad genética constitutiva, que se traduce en términos practicos
en aneuploidia (implica que los cromosomas pueden ser supernumerarios o no estar
presentes), y en la capacidad de seleccionar haplotipos especificos fundamentales para
su supervivencia. Ambos procesos representan una ventaja que permite su adaptacion
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fisiolégica, aunque potencialmente implica una posible pérdida de heterogeneidad ge-
nética. Este comportamiento, evaluado en diversas especies de Leishmania, incluyendo
L. (L.) donovani [51] evidencia que Trypanosomatidae conserva gran flexibilidad de
adaptacién como poblacién.

Los genomas de Trypanosomatidae han sido secuenciados [52-54], pero la mayoria
de los tipos de proteinas de membrana que median la deteccion sensorial ambiental en
eucariotas, i.e., receptores acoplados a proteina G (GPCR), proteinas G heterotrimé-
ricas, o receptores tirosina quinasas, parecieran no estar presentes en estos eucariotas
unicelulares [55], al menos como proteinas homologas a las descritas en los eucariotas
superiores. Ademas, aiin no se conocen completamente los mecanismos de sefializa-
ciéon mediados por proteinas ortélogas.

;Cdémo entonces estos patdgenos detectan y responden a los cambios ambientales?,
es una pregunta abierta [55]. Hay evidencias, al menos, en parasitos Apicomplexa
[56], que describen en Plasmodium (P.) falciparum un GPCR putativo (PfSR25) [57].
Este GPCR putativo parece similar en todas las especies de Plasmodium, y no hay
indicios de proteinas homoélogas a ella en humanos. PfSR25 parece un sensor iénico
parala deteccién de cambios en la concentracion de K* extracelular durante el proceso
de salida/invasion celular. Por otra parte, los sistemas de sefializacion de nucledtidos
ciclicos existen en parasitos protozoarios y comparten caracteristicas, —pero con lla-
mativas diferencias—, con sus hospederos mamiferos. Un ejemplo de ello es el caso
de los bloques candnicos de cascadas de transduccidn tipo ciclasas, fosfodiesterasas
y proteinas quinasas especificas de nucledtidos. Estas cascadas, también expresadas
en estos parasitos, tienen un modo de activacidn y accién aun no completamente di-
lucidado [58].

Pero, spodria ser que las vias de sefializacién mediadas por proteina G estén com-
pletamente ausentes en Trypanosomatidae? Para analizar en profundidad estas pre-
guntas, en este trabajo examinamos la perspectiva evolutiva de esta senalizacién,
seguida de una breve descripcién de su esquema, que incluye lo detallado en estos
pardsitos. La discusion se centra en lo descrito en Leishmania, y la contribucién de
nuestro laboratorio a este tema, especialmente en lo que respecta a las denominadas
proteinas modificadoras asociadas al receptor (RAMP), finalizando con un analisis

mas extenso que se abre a otros organismos.

2.2 Importancia de la interaccion parasito-hospedero, quimiotaxis

Las respuestas quimiotacticas son fundamentales para identificar los cambios
constantes que ocurren en el ambiente a través del cual transcurre el parasito durante
su ciclo de vida. Por ejemplo, factores liberados por las células inmunitarias de la piel
modulan la motilidad del parésito a fin de promover la invasion e infeccion de la cé-
lula hospedera [59]. Aunque los flebdtomos machos se alimentan de jugos de plantas,
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los flebétomos hembras necesitan sangre para la maduracion de los huevos [60], por
ello son hematdfagas. Mientras se nutre de un hospedero infectado, la hembra ingiere
la forma amastigota del parasito, que se transforma en promastigote flagelado en la
luz intestinal del flebétomo [61]. La alcalinizacién y modulacién de los niveles de pro-
teasas en el intestino medio del insecto —después de la ingestion de sangre—, asi como
la posterior disminucién del nivel de actividad proteolitica al consumirse la sangre,
promueven el desarrollo del promastigote en el intestino de los fleb6tomos hasta di-
ferenciarse en parasitos infecciosos. Esto significa que la dindmica de crecimiento y
diferenciacién dentro del insecto vector estd relacionada con cambios en el pH, he-
molinfa, azlcares y entre otros, los niveles de aminodcidos [62]. Los procesos de qui-
miotaxis podrian ser un elemento clave en estos eventos para inducir la diferenciacién
del parasito a infeccioso, y su posterior migracién desde las porciones anteriores del
sistema gastrointestinal a la vélvula cardioesofagica [63].

;Qué tipo de sistemas sensoriales expresan?, ;qué tipo de seilales detectan y cémo
integran la informacién recibida en una conducta medible?, son cuestiones clave a
analizar, como hemos mencionado anteriormente. La comprension de estos temas es
fundamental para entender la virulencia y la patogenia de Leishmania. Por ejemplo,
trabajos recientes se han centrado en la influencia de la microbiota residente en la
infeccion del vector por Leishmania, describiendo que en el fleb6tomo este elemento
es fundamental para el desarrollo del parasito y la transmision al préximo hospedero.
Incluso se sugiere que su eliminacién altera la osmolaridad del ambiente intestinal y
es perjudicial para el desarrollo y la diferenciacién de Leishmania [64].

La inoculacién de promastigotes (metaciclicos) en la piel (reservorios humanos o
mamiferos) por la picadura del vector inicia la infeccion, lo que significa un cam-
bio brusco en el medioambiente del parasito. Los parésitos «invasores» se reconocen
como agentes extrafos, que desencadenan respuestas fisiolégicas y guian las acciones
del hospedero a fin de aislar y eliminar el patégeno invasor presente en la piel. La
respuesta incluye la activacion de células y moléculas inflamatorias e inmunoldgi-
cas, entre ellas los neuropéptidos, las citocinas, etc., que modulan e impactan en el
resultado final y que orientan el sistema hacia la instalacién de la enfermedad (con
supervivencia del pardsito) o hacia tasas variables de curacién, incluyendo la espon-
tanea (si el hospedero puede controlar la infeccién) [7]. Esto significa la participacién
de los parasitos de Leishmania y de las funciones del sistema nervioso cutineo para
lograr una interaccion exitosa entre macrofagos y promastigotes, y promover el inicio
de procesos inflamatorios son fundamentales para tener uno u otro resultado [65].

El éxito final dependera de la respuesta a las sefiales recibidas. La piel es el lugar cla-
ve donde se procesan estas sefiales para construir una respuesta; la piel como érgano,
detecta sefales circundantes, percibe e integra estimulos ambientales, y reacciona. En
este proceso, las proteinas de membrana de Leishmania trabajan como una interfaz de
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comunicacion extra e intracelular. El objetivo, preservar la integridad y la superviven-
cia del parasito a lo largo de su ciclo de vida. Los péptidos activos bioldgicos de la piel
(autondémicos y sensoriales) se liberan durante la infeccion por Leishmania y al modu-
lar la interaccién hospedero-parasito juegan un papel clave en el resultado final de la
infeccién. Se han usado diversos modelos de Leishmania para evaluar este vinculo inti-
mo, incluyendo la funcién de los macréfagos durante la infeccidn del parésito [66-69].

2.2.1Rol del flagelo

Los flagelos y los cilios se han considerado tradicionalmente organelos asociados a la
motilidad. Se sabe que cumplen otras funciones en células eucariotas aisladas y en me-
tazoos. Entre estas otras actividades destaca su papel a nivel sensorial para la detecciéon
de las sefiales del entorno. Debido a ello se les compara con «antenas» que transmiten
informacién sobre el medio extracelular al interior de la célula. Muchos patégenos uni-
celulares tienen flagelo y este organelo es crucial para actividades, por ejemplo, duran-
te la colonizacion de los hospederos, constituyendo una interfaz clave entre el para-
sito y las células hospederas. En los Trypanosomatideos, incluyendo Trypanosoma
brucei y T. cruzi, asi como muchas especies de Leishmania, el flagelo es caracteristico
de su morfologia extracelular durante varias etapas del ciclo de vida, y su funcién en la
biologia del parasito ha sido explorada durante décadas; estos estudios estan muy bien
detallados en el articulo de Kelly et al. 2020 [70]. El tamano y morfologia del flagelo
varia segtn la especie y la etapa del ciclo de vida, como se muestra en la Figura 4 y se
describe magistralmente en el articulo de Kelly et al., 2020 [70]. T. brucei presenta un
flagelo que se adhiere al cuerpo celular a lo largo de la mayor parte de su longitud, con
solo la punta anterior libre, mientras los flagelos de la forma epimastigote de T. cruzi

tienen una region extensa de union al cuerpo, con una larga seccion de flagelo libre.
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Figura 4. Formas celulares de los Trypanosomatidae. Por Richard Wheeler (Zephyris) 2006.
Tomado de Wikipedia: https://es.m.wikipedia.org/wiki/Archivo: Trypanosomatid_Cellular_Forms.png
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De hecho, estos parasitos, especialmente T. brucei, se considera un organismo mo-
delo para el estudio de la estructura y funcién flagelar [71,72], con enfoques cada vez
mas sofisticados de genética molecular y biologia celular que facilitan la diseccién
de la funcién de este organelo. Una caracteristica interesante de estos parasitos es la
capacidad del flagelo de participar en los procesos de interaccién parasito-hospedero
durante los eventos que llevan a la instauracién y mantenimiento, asi como trans-
misién de la infeccién. Gran parte de la investigacion realizada hasta la fecha sobre
flagelos de Trypanosomatidae se ha centrado en sus propiedades motiles y las carac-
teristicas estructurales y bioquimicas de las estructuras organicas internas, como el
axonema, en la promocion de la motilidad del parasito [71-74]. Adicionalmente, el
flagelo juega un rol central en definir la forma celular, la morfogénesis y la polaridad
[75, 76] celular, y muchos estudios relacionados con esta funcion se han centrado en
los componentes internos flagelares.

Los flagelos de los promastigotes de Leishmania estan en gran parte libres con rela-
ci6n al cuerpo celular, emergiendo sin ataduras del bolsillo flagelar [74], invaginacién
de la membrana plasmatica desde la cual se extienden estos organelos en estos orga-
nismos. Los amastigotes intracelulares de cualquiera de las especies de Leishmania o
T. cruzi tienen flagelos cortos que apenas emergen del bolsillo flagelar [77].

Estas diferencias estructurales de los flagelos determinan la especializacion fun-
cional que cumple este organelo en las diversas especies y etapas del ciclo de vida. En
formas prociclicas de T. brucei el flagelo les permite nadar «direccionalmente» por
largas distancias, los promastigotes de Leishmania (L.) mexicana, con un flagelo «mas
libre» hacen cambios frecuentes de direccion y participan en actividades de «voltere-
tas» [78]. Mds atin, el comportamiento direccional natatorio puede diferir dependien-
do de la composicion fisica del medio, y del estadio de ciclo de vida [2], como se ha

demostrado en formas sanguineas de T. brucei [79,80].

Las formas flageladas de Leishmania con flagelos extendidos son méviles y pueden
cambiar o invertir la direccion del movimiento y dar vueltas sobre si mismos con fre-
cuencia. Esta propiedad puede ser critica para la colonizacion de los insectos vectores
[81] o los vertebrados [82]. El movimiento tipo latigo de estos organelos promueve la
migracién a través de espacios intersticiales constrefiidos en los tejidos del hospede-
ro mamifero al permitir la motilidad direccional, y colaborar en la deformacién del
cuerpo celular del parésito, para penetrar a través de aberturas que son mas pequeas
que el didmetro maximo del cuerpo del parasito [83].

La funcién de los flagelos en infecciones en flebétomos y hospederos vertebra-
dos por Leishmania, se ha explorado exhaustivamente. Por ejemplo, la proteina-G
LdARL-3A, un homdlogo del gen humano ARL-3 (factor de ribosilaciéon de ADP que

funciona como una GTPasa) se aisl6 de L. (L.) donovani, quien la expresa en los flage-
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los de las formas promastigotes. Los parasitos que presentan una expresion elevada de
LdARL-3A silvestre, alcanzan altas densidades celulares en cultivo, aunque secretan
menor cantidad de fosfatasa acida al medio extracelular, lo que sugiere que son menos
infectivos. La sobreexpresion de una mutacién Q70L (glutamina-leucina) constituti-
vamente activa de LAARL-3A en promastigotes de Leishmania (L.) amazonensis se
traduce en parasitos con flagelos cortos [84]. Estos promastigotes «aflagelados» infec-
tan macrofagos murinos derivados de la médula dsea con una cinética equivalente a
los parasitos tipo silvestre, resultado que sugiere que los flagelos largos no se requieren
para invadir la célula hospedera; sin embargo, la colonizacién de las moscas de arena
de Lu. longipalpis no parece tan robusta; los mutantes aflagelados desaparecen del
intestino medio después de la expulsion de la sangre, consistente con un rol del flagelo
en los procesos de adhesién y motilidad flagelar para la infeccién exitosa del insecto
vector [85].

Otro estudio aisl6é de un paciente un mutante «disflagelar» (sin flagelo) de L. (V)
braziliensis [86] de naturaleza genética desconocida que expresaba motilidad deterio-
rada. En micrografias electronicas de barrido, estos parasitos exhibieron una peque-
fia protuberancia de material desorganizado en lugar del flagelo. Este mutante infect6
macrofagos derivados de la médula dsea de ratones BALB/c o C57BL/6 con la misma
eficacia que una cepa de referencia de L. (V.) braziliensis y coloniz el insecto vector Lu.
longipalpis igual que la cepa de referencia, datos que sugieren que no se requieren fla-
gelos normales para la infectividad de los pardsitos en mamiferos o la mosca de arena.

Como mencionamos, los flagelos estan asociados a la motilidad del organismo.
Esto no descarta que los mismos pueden mediar interacciones entre los parasitos en-
tre si utilizando mecanismos potencialmente diferentes y para funciones diversas. Un
ejemplo de ello, es el intercambio genético que ocurre entre parésitos de T. brucei
mediante recombinacién sexual; este evento transcurre dentro de la glandula salival
de la mosca tse-tsé [70]. Existen evidencias que indican que Leishmania spp. también
experimenta intercambio genético en el insecto vector, la mosca de la arena; sin em-
bargo, los parésitos apareados no se han observado directamente [87]. Debido a ello,
el papel de los flagelos en la formacién de hibridos genéticos de Leishmania es ain
incipiente y la comunicacion entre las células es un tema poco explorado en la inves-
tigacion en Leishmania.

Ademas de esta interaccidon observada entre células haploides, los flagelos de
Trypanosomatidae también estan involucrados en el intercambio de proteinas no se-
xuales. Este intercambio de proteinas no forma parte de la reproduccidn sexual, ya
que no intercambian material genético, y adicionalmente los parasitos al desacoplarse
reanudan su crecimiento como células individuales, y la proteina transferida se pierde
eventualmente debido al natural recambio de proteinas. Se desconoce el mecanismo
molecular de esta interaccion flagelar, las microscopias electronicas y de fluorescencia
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de alta resolucion muestran fusion flagelar cuya funcién y mecanismo fundamental
estd aun por describirse [71].

2.2.2 Actividad sensorial de los flagelos

Los cilios primarios de los organismos multicelulares son organelos sensoriales que
presentan receptores en su membrana, los cuales median la transduccion de sefiales
extracelulares al interior de la célula [88]. Los flagelos méviles, como los descritos en
los parasitos Trypanosomatideos, estan relacionados estructuralmente con los cilios
primarios y también son capaces de detectar cambios en el ambiente [89].

Durante el ciclo de vida de los Trypanosomatideos que como hemos visto se ca-
racteriza por su crecimiento y transformacién en una amplia variedad de condicio-
nes, los parasitos requieren de elementos metabodlicos que no pueden sintetizar, por
lo que necesitan modificar la absorcién de nutrientes y la funcionalidad de las vias
metabolicas en respuesta a su disponibilidad. De hecho, estos parasitos pueden re-
gular la expresion de ARNm y proteinas al detectar cambios en el medioambiente,
tales como alteraciones en los niveles de nutrientes como glucosa, purinas, hierro y
aminodcidos [71]. En la mayoria de los casos, se desconoce cémo detecta el parasito
el cambio en los nutrientes, pero ejemplos recientes sugieren que los transportadores
localizados en los flagelos podrian estar actuando como sensores para monitorear los
niveles extracelulares de los mismos. El papel sensorial para algunos transportadores
es un concepto que se ha establecido en algunos eucariotas, y la funcién dual de los
transportadores-receptores ha permitido que se les denomine «transceptores» [90-
92], cuya funcionalidad estd cada dia mas consolidada.

Por ejemplo, los parasitos L. (L.) mexicana estan expuestos a niveles cambiantes de
azucares a medida que migran a través del sistema digestivo de la mosca de la arena.
Un transportador de glucosa (GT1), se localiza selectivamente en la membrana del
flagelo; y la expresion de GT1 aumenta en respuesta a la reduccion de glucosa extra-
celular. El rol de GT1 en la deteccién de glucosa estd respaldado por la observacién
de que los promastigotes de un mutante nulo Agtl no logran la transiciéon de fase
logaritmica a fase estacionaria de crecimiento cuando la glucosa se agota en el medio
de crecimiento; el mutante sufre una catastréfica pérdida de viabilidad, lo que sugiere
que la permeasa GT1 podria estar actuando como un sensor de glucosa cuya actividad
es necesaria para promover esta fase transicion [93-96].

La arginina, un aminodcido esencial en Leishmania, y en L. (L.) donovani es inter-
nalizada por un transportador de arginina de alta afinidad (AAP3) que se encuentra
en la membrana flagelar, asi como en el glicosoma. Cuando los promastigotes de L.
(L.) donovani estan avidos de arginina, aumenta la expresion de la proteina AAP3
y la del ARNm que codifica varios otros transportadores; esta respuesta requiere la
activacion por la proteina quinasa mitégeno (MAP) MAPK2. Los parasitos sufren
cambios en la fosforilaciéon de AAP3 y unas 100 proteinas mas como respuesta a la
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deprivacion de arginina; esto sugiere una respuesta celular coordinada a la inanicién,
la cual estd mediada por los mismos aminodacidos. Los parasitos también aumentan
la fosforilacion de AAP3 al entrar en los macréfagos y transformarse en amastigotes;
esta respuesta les debe permitir competir con el hospedero mamifero, por la arginina
intracelular. Sin embargo, las evidencias sugieren que el transporte de arginina per se
no es la sefial principal para detecciéon de los niveles de arginina, y la permeasa proba-
blemente tiene funciones separadas de transporte y sensorial [97-100].

Otro ejemplo de participacion de proteinas flagelares en la respuesta a cambios en
el entorno es la regulacién osmoética mediada por el transporte de pequeiios sustratos
metaloides neutros y trivalentes a través del canal de acuagliceroporina AQP1 [101].
La AQP1 se localiza en la membrana flagelar y en el bolsillo flagelar de promastigo-
tes y, probablemente, en el flagelo acortado de los amastigotes, ubicado dentro del
bolsillo flagelar. AQP1 es permeable al agua, glicerol, metil glioxal y otros solutos no
ionicos y en Leishmania (L.) major, sobreexpresion de AQP1 confiere sensibilidad a
iones Sb(III) y As(III) [102].

Los promastigotes de Leishmania migran contra un gradiente osmotico, y la taxis
puede ser importante durante su desarrollo en el insecto vector [103]. La osmotaxis
en los promastigotes de L. (L.) donovani contra niveles mas altos de glucosa es mas
rapido en pardsitos que presentan una expresion aumentada de AQPI, pero no en pa-
rasitos que expresan canales mutados no funcionales; esto sugiere el rol de AQP1 en la
deteccidn y respuesta a gradientes osmoticos; la localizacion flagelar de AQP1 puede
resultar confusa en cuanto a su rol en esta funcion. Lo que queda claro es el rol dual
que estos transportadores transmembrana flagelares, los cuales simultdneamente pa-
recen estar involucrados en la deteccién de cambios en el entorno.

Un ejemplo final de proteinas de membrana flagelar probablemente involucradas
en la sefalizacion son las enzimas adenilato ciclasa (AC) de T. brucei que afectan la
motilidad del parasito. No esta claro como se activan estas AC; sus grandes dominios
extracelulares sugieren que pueden unirse a algun ligando extracelular que induce la
actividad AC en el flagelo [71].

En resumen, la superficie flagelar sirve como organelo sensorial especializado que
media la comunicacién entre el entorno externo y el interior del parasito, conclusién
que concuerda con la observacién de que los cilios méviles y los cilios mas peque-
fos, como el cilio primario de las células de mamiferos, pueden mostrar funciones
sensoriales [89].



32



Gy %, 7
SQLBLN
QY D %

3. Senalizacion y comportamiento fisioldgico

g fanD ) % P s e@ s
S A O KA
= 2 A St
\(\@ S (9 i

o

RO

3.1 Evolucion de la sefializacion en Leishmania

En comparacion con las formas de vida multicelulares, los organismos unicelulares
expresan un nimero limitado de genes y proteinas. Sin embargo, ambos tipos de for-
mas de vida procesan las sefiales circundantes y las convierten en un comportamiento
fisioldgicamente significativo.

Adicionalmente, las redes de transduccion de sefales, por sus caracteristicas dina-
micas, estin constantemente bajo presién y seleccion, tanto en organismos unicelula-
res como en aquellos multicelulares. Finalmente, un sistema fiable de transduccion de
sefiales necesita ser especifico y contar con sistemas de amplificacion, incluso a nivel
unicelular, aunque los mecanismos de sefializacién puedan no ser tan complejos como
en organismos multicelulares. Debido a ello es necesario un procesamiento correcto de
los estimulos mediante redes sofisticadas [71,104] y con mecanismos precisos para am-
plificar las sefiales que llegan a los transductores (retroalimentacion positiva, o unién
cooperativa de sefializacion intracelular moléculas a receptores, o interacciones de mo-
léculas receptoras) [105,106]. Es decir, que incluso para eucariotas primitivos, i.e., los
Trypanosomatideos, un factor decisivo en la evolucién incluye la amplificacion exitosa
de la sefial y la comunicacién intercelular eficaz para garantizar la supervivencia.

Este grupo de organismos, los Trypanosomatideos, es extremadamente diverso y
flexible a las condiciones ambientales, y se consideran un linaje evolutivo divergente,
que no conforma un modelo cldsico de eucariotas [107]. Esto incluye también los sis-

temas de transduccién de senales. Sin embargo, similar a lo que ocurre en otros orga-



34 Alicia Ponte-Sucre. Fisiologia imperceptible en Leishmania

nismos, la deteccion de estimulos externos se realiza mediante la interaccién dindmica
entre receptores de la superficie celular y ligandos extracelulares [108].

De hecho, el concepto receptor-ligando es un ddo antiguo que ejemplifica coémo en
biologia, cuando una serie de pasos que interactiian causalmente y producen uno o
mas efectos funciona con éxito, se usa repetidamente, ya sea de forma original o mo-
dificada, pero en principio, siempre el mismo. Recientes avances en la comprension
de esta relacién incluyen el uso de modelos computacionales que simulan de manera
realista el proceso de unién entre ligandos y receptores, en las membranas y superfi-
cies celulares, modelando el receptor y sitios de unién con un sistema de ligandos en
el contexto de una estructura rigida. De esta manera, ha sido posible probar la uniéon

de ligandos y la afinidad de sus sitios de unién [108].

La evolucién incorpora complejidad a este concepto a través de un creciente nu-
mero de procesos que deben ser controlados y que trabajan de forma coordinada. La
evolucion del par receptor-ligando estd mas alla del alcance de esta contribucion, por
lo cual invitamos a los lectores a revisar la publicacién de Nair et al., 2019 [106], para

una breve resefa del tema.

La diversidad celular y morfolégica surge de la funcién de vias conservadas; sin
embargo, la especificidad de la ruta requiere caracteristicas estructurales, bioqui-
micas y biofisicas del tipo de célula, asi como una profunda diafonia (crosstalk =
didlogo) entre varias vias de sefializacién [109]. En otras palabras, la especificidad
debe haber evolucionado en la estructura de ambos, ligando y receptor en forma
continua [110], y probablemente, en paralelo surgieron receptores desprovistos
de ligandos; la interaccién receptor-ligando se produjo mas tarde en la evolucién
[111], vy no necesariamente de manera interactiva [112]. Ademas, el arribo de las
sefiales ambientales a las superficies celulares dispara sistemas de sefializacién que
comparten mensajeros intracelulares desde hace millones de afos. Esto sugiere que
las variaciones en la magnitud y ubicacién espacio-temporal de estos mensajeros, sus
receptores y efectores, introdujeron el concepto de diversidad [113], tan fundamental
en biologia como en evolucién. Esto también significa que la evolucién del concepto
par receptor-ligando foment¢ el desarrollo concomitante de procesos de transmision
de informacién. Como consecuencia, surgieron elementos interactuantes, en
multiples vias, haciendo mas intrincado el sistema y enriqueciendo la complejidad
potencial de la comunicacion. El alcance de este proceso es fundamental, no solo para
la comprensién de la patologia de la enfermedad, sino ademads para el disefio exitoso
de medicamentos selectivos contra el parasito.

3.2 Mecanismos de seiializacion acoplados a proteinas G

Mencionamos que al ocurrir cambios en el medioambiente [mecdnico (mecano-
transduccion), eléctrico (electrotransduccion), o quimico (quimiotransduccién, la
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mas comun)], las células responden con respuestas fisioldgicas necesarias en la pre-
servacion de la homeostasis celular.

Ante estos cambios, los receptores celulares transducen las sefiales extracelulares
hacia redes celulares que activan la reprogramacion de procesos bioquimicos, genéti-
cos y estructurales a través de sistemas que amplifican la sefializacién y terminan en la
respuesta fisioldgica requerida. Por lo tanto, la unién del ligando (la seial) a su recep-
tor: (i) promueve cambios en la conformacion del receptor, (ii) activa reacciones bien
controladas, a través de la coordinacién y el trabajo de intermediarios de sefializacién
(segundos mensajeros), y (iii) transduce el mensaje de los receptores a los sistemas
efectores para producir una respuesta celular [114].

La transduccién de senales no implica una cascada de activacidn secuencial lineal
de moléculas de senalizacion. Por el contrario, representa la funcién de una «orques-
ta» en la que los nodos de sefializacion intracelular (red) establecen el mecanismo de

comunicacion.

De hecho, un estimulo desencadena la sefializacion aguas abajo, pero, como ocu-
rre usualmente, los receptores unidos a sus ligandos reclutan conectores y activan
una variedad de intermediarios de sefializacién que transmiten la sefial durante
diversos segundos mensajeros adicionales. La diafonia entre ellos integra la infor-
macion y la transmite al citosol o moléculas diana del nicleo para desencadenar
funciones efectoras.

Las principales categorias de receptores incluyen intracelulares y de superficie ce-
lular; estos tltimos abarcan la membrana plasmatica y se caracterizan por poseer un
dominio de unién a ligando extracelular, un dominio transmembrana hidrofébico y
un dominio citoplasmatico. Otras clasificaciones incluyen los receptores ionotrdpi-
cos, receptores de tirosina, quinasas y receptores acoplados a proteina G (GPCR). En
este trabajo nos concentramos en estos ultimos.

Los GPCR (ver Figura 5) son proteinas transmembrana unidas a moléculas de se-
fnalizacion intracelular, como son las proteinas de unién a trifosfato de guanosina
(GTP) [115]. Estas proteinas senalizadoras se definen como complejos multiproteicos
que regulan de forma estrictamente controlada la localizacién, duracidn y especifici-
dad de la sefal. Por ejemplo, cambios minimos en la concentracién del ligando pro-
ducen una respuesta, por ejemplo, quimiotactica, que se amplifica incluso con cam-
bios pequefios en la ocupacidn general del receptor, como se describié inicialmente
en bacterias [116,117]. Alternativamente, pueden ocurrir ensamblajes de receptores,
i.e., complejos formados por multiples receptores del complejo mayor de histocompa-
tibilidad (MHC) de células T de mamiferos que se asocian a antigenos peptidicos en
la superficie de una célula presentadora de antigeno vecina [118]. Estos ensamblajes
de receptores de alto orden implican comunicacién entre receptores, y se traducen en
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Figura 5. Esquema simplificado de la estructura de un GPCR. Modificado de https://www.
uab.cat/web/news-detail/computational-methods-help-finding-drug-binding-sites-on-cellular-recep-
tors-1345680342044.htmlI?noticiaid=1345841482523.

consecuencias funcionales que aumentan la capacidad de procesamiento de informa-
cién del sistema.

La historia evolutiva de los complejos multiproteicos de GPCR, incluyendo los re-
ceptores, los sistemas de transduccion y la sefializaciéon mediante moduladores, estd
bien descrita en el trabajo, realizado por de Mendoza et al. 2014 [119]. Sus resultados
sugieren que los principales elementos que componen el sistema GPCR estan presen-
tes en los organismos vivos desde tiempos remotos (incluso antes de la aparicion del
llamado ancestro comun de los eucariotas, LECA) y se caracterizan por una evolucioén
independiente, modular y conservada. Los resultados sugieren ademas que LECA ex-
presé un repertorio complejo de GPCR y que la expansion del sistema de senializacion
de GPCR ocurrié inicialmente en especies unicelulares o colonias cuyos estilos de
vida —similar a los de los multicelulares— requieren complejas maquinarias de sefiali-
zacién. Aunado a esto, sugieren que la explosion de la diversidad de los receptores, se
originé [120] concomitantemente con la transicién a la pluricelularidad, y de forma
paralela. Es fundamental hacer notar que dado el conjunto actual de estructuras cris-
talinas de GPCR conocidas se constata la modularidad divergente entre las regiones
extracelular (unién de ligando) e intracelular (sefializacion) del receptor [121].

Mas alla de la diversidad de la arquitectura molecular de los GPCR y los complejos
multiproteicos asociados, existen proteinas que interactiian con algunos de ellos, las
denominadas proteinas modificadoras de la actividad del receptor (RAMP) (ver Figu-
ra 6) que modulan la funcién de los GPCR y son importantes para nuestra discusion
actual. Las RAMP son proteinas Ginicas que, al unirse a los GPCR, cambian su forma y
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actiian como interruptores farmacolégicos, o chaperonas, que regulan la sefializacion
y el trafico de forma dependiente del receptor [122]. En los mamiferos, las RAMP
constituyen una pequena familia de tres proteinas capaces de introducir diversidad
funcional al interactuar con los GPCR [123].
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Figura 6. Asociacion del GPCR con las RAMP. Modificado de hitps://pubs.acs.org/doi/10.1021/
acsptsci.9b00080

Inicialmente, se identificaron como chaperonas que mejoraban la expresion en la
superficie celular del receptor similar, a la calcitonina (CLR, histdricamente conocido
como CRLR). Las interacciones de RAMP con GPCR proporcionan una forma estra-
tégica y eficiente de controlar la funcién de GPCR que puede brindar oportunidades
para el desarrollo de farmacos.

Como resumieron Hay et al. 2016 [124], se han descrito cuatro funciones principa-
les para las RAMP: (i) permitir el tréfico de algunos GPCR hacia la superficie celular;
(ii) alterar la farmacologia de los GPCR, cambiando su selectividad al ligando; (iii) in-
fluir en el acoplamiento a las vias de sefializacion de los GPCR, y (iv) alterar el trafico
de algunos GPCR desde la superficie celular, mediante el uso de diferentes RAMP que
controlan el destino del receptor a través de vias de reciclaje o degradacion.

Estructuralmente, las RAMP de vertebrados comprenden un solo dominio trans-
membrana, un N-terminal extracelular, un dominio de = 90-100 aminoécidos
(RAMP?2 tiene la secuencia mas larga) y un dominio C-terminal intracelular corto de
~9 aminodcidos. Los sitios de glicosilacion potenciales parecen fundamentales parala
funcidn del receptor mediada por RAMP, ya que en general las RAMP1 de mamiferos
parece no estar glicosilado, aunque las RAMP2 y RAMP3 tienen multiples sitios de
glicosilacion [125]. La Figura 6 ilustra un diagrama esquemdtico de la interaccion de
RAMP con GPCR de eucariotas pluricelulares (mamiferos).
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Las interacciones de las RAMP de vertebrados con la clase B-GPCR (CRLR) son las
mas estudiadas hasta ahora [123]. Las RAMP son necesarias para guiar al receptor
CRLR a la superficie celular, donde los complejos RAMP/CRLR acttian como recep-
tores de hormonas peptidicas como son el péptido relacionado con el gen de la calci-
tonina (CGRP) o la adrenomedulina (AM), dependiendo de la coexpresion de RAMP
[90]. Las RAMP parecen interactuar con otros GPCR, aunque como se menciono, las
propiedades de las RAMP solo se han estudiado ampliamente para CRLR o receptores
de calcitonina (CTR).

3.3 Sistemas de transduccion, mensajeros intracelulares

Como bien describe Nair et al. 2019 [106] y mencionamos anteriormente, al unirse
al ligando, el receptor de la superficie celular experimenta un cambio conformacional
que culmina en la activacion de transductores citoplasmaticos a través de procesos
especificos que caracterizan cada tipo de receptor. Para los GPCR, los cambios con-
formacionales promovidos por la unién del ligando activan proteinas G heterotrimé-
ricas asociadas. Esto esta mediado por la union de GTP y la posterior disociacion en
sus subunidades Ga, GB y Gy, activadoras de diversos segundos mensajeros, canales,
quinasas, fosfolipasa e isoformas de adenilato ciclasa) [106].

Los GPCR también pueden funcionar independientemente de las proteinas G a tra-
vés de las quinasas receptoras acopladas a proteina G (GRK), la B-arrestina y las enzi-
mas tirosina quinasas no receptoras (Srcs). Ademas, pueden activar pequefias GTPasas
monoméricas, a saber, Ras, como la proteina homoéloga a Ras (Rho), proteinas de
union asociadas a Ras (Rab), factor de ribosilacion de ADP (Arf) y proteinas nuclea-
res relacionadas con Ras (Ran). Estas pequefias GTPasas actiian como transductores
centrales para diversas vias de sefializacion. Finalmente, los factores de intercambio
de nucleotidos de guanina (GEF) pueden activar la GTPasa a través del reemplazo de
guanosina difosfato (GDP)/GTP [106].

Las GTPasas son especificas, desencadenan secuencialmente la activacion de deter-
minados efectores aguas abajo para generar diversos segundos mensajeros o pequefias
moléculas «dedicadas» (AMP, cGMP, IP3, diacilglicerol, calcio, entre otros), cuyos
niveles intracelulares son criticos y deben ser estrictamente regulados para garantizar
la homeostasis celular [106].
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Comprender las respuestas conductuales, sensoriales y efectoras de las células a
las sefiales ambientales, y como interacttian para preservar la homeostasis y el ren-
dimiento celular, son temas fascinantes que pueden analizarse mediante estudios de
fisiologia celular, molecular y genémica. Lo mismo ocurre con la comprension de la
organizacién y expresion de genes que influyen en la sefializacién celular, asi como
con las relaciones moleculares que existen entre los intermediarios de sefalizaciéon
[126], puesto que Leishmania se enfrenta a gradientes de diversas moléculas en el in-
testino del vector (metabolitos) y en la piel (sefiales diversas) antes de ser fagocitado
por su célula hospedera y debe responder a estos cambios con conductas que permitan

su supervivencia.

Por otro lado, la integracién experimental y computacional de datos es un medio
fundamental para desarrollar modelos de red de la sefializacidon. Su comprension pue-
de ser util en la comprension del desarrollo de la sefializacidn intercelular y entre or-

ganelos (compartimentada) [127,128]. Veamos un poco qué se conoce en Leishmania.

4.1 Nutrientes (glucosa, aminoacidos)

Los promastigotes que viven en el intestino de los flebétomos hembra son largos y
delgados (14-20 pm de largo y 2-4 pm de ancho). Su crecimiento y diferenciaciéon en
la mosca de la arena es un proceso dinamico ligado a variaciones, entre otros, en los
niveles circundantes de aminoacidos (AA). La quimiotaxis guia al parasito a través de
estos estadios [63,106,129].
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Dada la importancia de los fendmenos «sensoriales» que inducen quimiotaxis en la
supervivencia, diferenciacion e interaccion exitosa del parasito con la célula hospede-
ra, inicialmente en el Laboratorio de Fisiologia Molecular en el Instituto de Medicina
Experimental, Facultad de Medicina, UCV, nos avocamos a analizar qué moléculas
podrian estar involucradas en la quimiotaxis y respuestas migratorias de Leishmania.
Asi, ensayamos elementos que constituyen las principales fuentes de energia para el
parasito (carbohidratos, aminodcidos) cruciales para su diferenciacién, y motilidad
en el vector. Estudiamos el efecto quimiotdctico in vitro de ligeras variaciones en la
concentracion de AA en los comportamientos migratorios de promastigotes de
Leishmania spp. Ademas, dado que los parasitos transitan entre ambientes donde
pueden ocurrir cambios agudos en la osmolaridad, el estudio evalué modificacio-
nes en las caracteristicas morfoldgicas (area celular y longitud flagelar) producidos
en promastigotes expuestos a cambios agudos en osmolaridad y concentraciones qui-
miotacticas de los AA probados [129].

Los resultados sugieren que las propiedades quimicas de diversos AA alifaticos,
monocarboxilicos, dicarboxilicos, heterociclicos y que contienen azufre no garanti-
zan la respuesta tactica de Leishmania (quimiorrepelente o quimioatrayente) (ver Ta-
bla 2) e indica que la quimiotaxis en Leishmania es un fendmeno complejo modulado
por factores bioldgicos, fisicos y quimicos, y que los AA, amén de ser metabolitos
podrian tener roles sensoriales, ttiles para que Leishmania enfrente los cambios cons-

tantes del ambiente en el intestino del vector [129].

Los AA constituyen bloques de construccién celular. Por ejemplo, los Trypanoso-
matideos mantienen reservorios de prolina y alanina como fuentes alternativas de
carbono. La hemolinfa de los insectos vectores es excepcionalmente rica en estos dos
AA [130]. Sus niveles en el intestino podrian modular el comportamiento fisioldgico
del parasito. La alanina influye en los cambios de volumen igual que la prolina. El
transportador de AA neutros parece el unico proveedor para la reserva intracelular
de prolina y alanina en L. (L.) donovani [130,131]; este transportador controla ademas
el transporte y homeostasis de los AA glutamato y arginina, aunque no son sustratos
directos para él. Resultados de nuestro laboratorio sugieren que L-alanina, pero no
L-prolina, estimulan quimiorrepelencia, y que este comportamiento, orienta la mi-
gracion de los promastigotes hacia regiones anteriores del intestino del insecto vector,
acercandolo a la proboscis, aumentando la probabilidad de ser transmitido al hospe-
dero vertebrado [129].

Estos cambios pueden adicionalmente ser cruciales en el proceso de diferenciacion
de parasitos de no infecciosos (prociclicos) a infecciosos (metaciclicos) y en su migra-
cién desde el tracto gastrointestinal anterior a porciones en la valvula cardioesofagica.

De hecho, la alcalinizacion, la modulacién de niveles de proteasas, y los cambios en la
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Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos ensayados [175], efecto
sobre la quimiotaxis. Modificado de [129*].

Amino
. MW  pKI pK2 pK3 pl Indicede Quimio- Quimio-
A;r c/fz(:n b Estructura Grupo (g/mol) -COOH -NH2 (-R) (pH) hidropatia repelencia atraccién
H
Alanina ] on No polar .
(Ala, A) HZN/%O( alifético 89,09 2,34 9,69 ---- 6,10 1,8 10"M -
Proli 3 No pol
rolina s H No polar
(Pro, P) u alifético 115,13 1,99 10,96 6,30 1,6
o)
L s/ No polar
Metionina H, 10"M
A OH I > -12
(Met, M) H2N§ con 14921 228 921 57419 Gy 10°M
azufre
. -11
Triptofano - mi_ Nopolar ) 2 238 930 - 588 09 O™ jony
(Trp,W) o aromatico
HoN
OH
o Polar, no
Cisteina o o cargado, )00 1078 833 502 25
(Cys, C) 3 con
SH azufre
Glutamina P Polar, no
SN . > . _ -12 -6
(Gln,Q) ™ \é oH cargado 146,15 2,17 9,13 5,65 3,5 10*M 10°M
Acido o o

glutimico 1o~ o E‘e’;‘;’im 147,13 2,19 967 425 308 35  10°M  10°M
(Glu, E) e

*Como autor de este articulo no se requiere permiso para este uso.

presion osmotica, ocurren en el intestino de la mosca de la arena hembra [61,62,132].
Similar a lo descrito previamente en L. (L.) major [133], no hubo cambios determi-
nantes en la morfologia y probablemente en el volumen de L. (V) braziliensis o L. (L.)
amazonensis por concentraciones efectivas de los AA probados en condiciones hipo,
iso e hiperosmoticas. Esto sugiere que estos parasitos mantienen una estructura celu-
lar estable frente a cambios bruscos de osmolaridad, o, alternativamente, superan efi-
cazmente los desafios osmoticos mediante mecanismos celulares que potencialmente
incluyen la sintesis de L-alanina y el consiguiente aumento de la osmolaridad intra-
celular que colabora para evitar los cambios en la morfologia [134]. Las sustancias
tacticas podrian provenir de las piezas bucales del insecto (saliva, alimentos ingeridos,
etc.), producidas en el intestino medio (enzimas digestivas, productos de digestion, p.
ej. AA), o ser factores liberados por el parasito [129-131].
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Durante el ciclo de vida de Leishmania, el flagelo cambia su longitud y posicion,
presumiblemente como respuesta a las sefiales ambientales [47]. El flagelo es esencial
para la motilidad y la migracién a la porcién anterior del intestino medio en el vector,
y su funcidén es critica para la transmision eficiente al hospedero [103]. Ergo, con-
centraciones de AA que inducen acortamiento del flagelo podrian comprometer la
supervivencia del parasito. El flagelo promueve la adhesion al epitelio gastrointestinal
del insecto y es fundamental durante la migracién a la proboscis, en la supervivencia
en el torrente sanguineo de los mamiferos y en la interaccién del parasito con su cé-
lula hospedera [47,135-137]. La regulacion de la longitud del flagelo parece un simple
proceso unidimensional, siendo la punta el sitio crucial para el montaje y desmontaje

de los elementos flagelares estructurales.

Por otra parte, la longitud del flagelo de L. (V) braziliensis, pero no de L. (L.)
amazonensis, disminuy¢ significativamente al incubar los parasitos en condiciones hi-
perosmoticas. Adicionalmente, el acido L-glutamico, a concentraciones quimiotacticas,
disminuye el largo del flagelo cuando se incuba en condiciones hipoosméticas a dife-
rencia de L-alanina y L-metionina que producen una disminucion de la longitud del
flagelo a concentraciones quimiotacticas al ensayarlos en condiciones hipo e hiperos-
moticas; L-triptéfano no acorta la longitud del flagelo. [129,137].

Finalmente, aunque no estd claro cémo los diferentes AA establecen gradientes
en el intestino del parasito, deberian existir sistemas especiales para su percepcion
e incorporacioén al parasito. Por ejemplo, los receptores de membrana distribuidos a
lo largo del flagelo, incluyendo el bolsillo flagelar, podrian constituir moléculas de
deteccidn [47] especializadas para detectar cambios en gradientes de moléculas clave,
incluyendo los AA [138].

La expresion de receptores con diferentes afinidades podria explicar la respuesta
quimiotactica de pardsitos a diferentes AA, activados a niveles de concentracion lige-
ramente diferentes, modulando asi la diversidad de respuesta quimiotéactica [139], por
el concurso de mecanismos intracelulares aun desconocidos (efectos sobre el citoes-
queleto o procesos metabolicos). Incluso, podria ocurrir que el mismo receptor podria
ser capaz de unir un gran nimero de compuestos relacionados [130]. Alternativa-
mente, los receptores pueden ser similares, pero sus afinidades, interacciones con los
ligandos (A A), niveles de saturacién, constantes de disociacion, etc. sean diferentes,

haciendo que la senalizacion sea tinica, incluso a este bajo nivel.

Los parasitos, al percibir el gradiente quimico a través de los receptores, se dirigen
hacia el gradiente quimioatrayente y lejos de sustancias toxicas repelentes. El mo-
vimiento del pardsito bajo estrés quimiotactico tiene dos componentes: el primero,
nadar en circulos de tres a cinco veces seguidas; el segundo, recorrer un breve trayecto

direccional, y repetir todo el ciclo.En contraste, un movimiento erratico, no direccio-
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nal, ocurre bajo gradiente quimico cero. A concentraciones mas altas del compuesto
quimioatrayente la direccionalidad del movimiento y la fuerza del movimiento estd
mas definida y es mayor [140]. Los gradientes usados en nuestro laboratorio fueron
menores a los utilizados por Pozzo etal. 2009 [140] lo cual sugiere la presencia de
mecanismos alternativos en estas condiciones. De hecho, la respuesta diferencial a los
diferentes A A puede relacionarse con la eficiencia de incorporacién o uso para el me-
tabolismo energético: AA transportados mas eficientemente o mejor metabolizados
para generar ATP podria ser mas quimiotactico.

Nuestros resultados aportan datos fundamentales para la comprension de los meca-
nismos sensoriales involucrados en el comportamiento del pardsito en su trayectoria
hacia una infeccion exitosa y nos permiten sugerir que Leishmania discrimina entre
minimas diferencias en la concentracién de moléculas pequeiias y estructuralmente
estrechamente relacionadas entre si y apoyan la idea de que ademas de sus efectos me-
tabolicos, los AA juegan un papel clave vinculado a los mecanismos sensoriales que
podrian determinar el comportamiento del parasito. Una conclusion adicional fue
que estas respuestas podrian involucrar sistemas de transduccion de sefiales y tipos de
receptores aun no descritos en estos parasitos.

4.2 Sistemas acoplados a nucleotidos ciclicos

En Trypanosomatidae, se han descrito mecanismos unicos de sefializacién media-
dos por nucleétidos ciclicos. Estos parecen esenciales para la proliferacion y diferen-
ciacién de estos organismos. Por ejemplo, desde la década de los 90, se han detectado
elementos funcionales especificos de las proteinas G en T. (brucei) brucei [141], asi
como en T. cruzi [142]; sin embargo, las proteinas G candnicas parecen ausentes, al
menos en el genoma. El andlisis bioinformatico sugiere la existencia de elementos que
codifican receptores acoplados a proteina G (GPCR) con escasas pruebas funcionales;
las pequefias GTPasas o sus efectoras secundarias, con diferencias estructurales con
los ortélogos del hospedero, parecen constituir el principal medio molecular de ex-
presion de los sistemas de nucledtidos ciclicos [143].

A pesar de la aparente ausencia de subunidades de proteinas G canoénicas con la
presencia de componentes clave de estas vias de sefializacién, la investigacion en se-
fnalizaciéon mediada por GPCR se ha visto estimulada, como en muchos otros casos,
por la secuenciacion del genoma de los Trypanosomatideos. Incluso, algunas bases de
datos resaltan la existencia de proteinas con «motivos serpentinos» que podrian tener
funciones similares a GPCR.

En 2019, el grupo de Keith Matthews identificé una molécula, parte de la familia de
proteinas GPR89, asociadas en mamiferos a la actividad de canales anidnicos voltajes
dependientes. La proteina en el parasito T. (b.) brucei esta ubicada en su superficie y
regula la diferenciacion celular [144]. La proteina TbGPR89, transporta oligopépti-
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dos y esta presente en los tripanosomas de «forma delgada» presente en el torrente
sanguineo; al expresarse ectdpicamente, TbGPR89 promueve la formacién de pa-
rasitos stumpy (cortos y gruesos) en un proceso dependiente del factor inductor de
diferenciacion (SIF) a este estadio. Este sistema parece constituir un mecanismo de
«sefial» y «receptor» para la deteccion de la densidad de parasitos (quorum sensing) en
la infeccion por tripanosoma [145] y su secuencial diferenciacion celular a la forma
stumpy. Los miembros de la familia GPR89 (GTGI1 y GTG2) expresados en plantas se
consideran GPCR huérfanos [146]. TbGPR89 constituye la primera demostracion de
la presencia de proteinas relacionadas con receptores acoplados a proteina G huérfa-
nas en Typanosomatidae.

El AMPc constituye un segundo mensajero importante y fundamental en
Trypanosomatidae. El par molecular AMPc/AMP parece desempefiar un rol pri-
mordial en casos como la sefializacién de quorum sensing en T. (b.) brucei; por su
parte, los niveles de expresion de las proteinas de respuesta a AMPc (CARP) se co-
rrelacionan con la sensibilidad a los inhibidores de fosfodiesterasas (PDE) [58]. Mas
de 80 genes y pseudogenes codifican la enzima AC en el genoma del tripanosoma, su
estructura por rayos X ha sido descifrada en T. (b.) brucei [147]. La AC de T. (b.) brucei
pertenece a la clase tipo II de protozoos; con un dominio transmembrana, y un gran
dominio extracelular variable para la supuesta union al receptor; sus contrapartes en
mamiferos presentan 12 dominios transmembrana.

La enzima de mamifero y de tripanosoma parecen compartir un mecanismo de ac-
cién con una region catalitica citosolica [49]. La dimerizacion de AC en T. cruzi, pare-
ce tener un rol esencial durante la metaciclogénesis, en la conversion de epimastigotes
en el intestino medio del insecto, y luego en el intestino posterior, en tripomastigotes
metaciclicos no proliferativos, infecciosos para los humanos. Mas aun, in vitro, la me-
taciclogénesis inducida por estrés nutricional provoca un aumento en la produccién
y niveles de AMPc. Estos datos sugieren que la modulacién por AMPc podria ser un
requisito previo a lograr la diferenciacion final a tripomastigotes metaciclicos y que la
senalizaciéon por AC en Trypanosomatidae podria constituir una cascada compleja,
en la cual las fosfodiesterasas expresadas estan altamente conservadas, pero son casi
insensibles a los inhibidores de mamiferos. Estos mecanismos estan bellamente des-
critos por Kayser, 2019 y Tagoe et al., 2015 y las referencias incluidas en estos trabajos
(58, 143].

Las GTPasas pequeiias, la mayoria pertenecientes a la superfamilia Ras [147], tam-
bién se expresan en Trypanosomatidae. Ellas actian como interruptores moleculares
y parecen fundamentales para el éxito de la infeccion en el hospedero en ausencia de
proteinas G canonicas y GPCR putativos. El control de la expresion génica y la prolife-
racién celular, el recubrimiento de vesiculas, el transporte nucleo-citoplasmatico y la
regulacion de la progresion del ciclo celular necesitan de la accion de la superfamilia
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Ras. Ya mencionamos que los Trypanosomatideos también expresan proteinas Rab
(proteinas relacionadas con Ras en el cerebro) que controlan el transporte intracelu-
lar, y vesicular y las Rho GTPasas que participan en la interaccion patégeno-hospede-

ro y controlan las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas [148].

Curiosamente, los estimulos iniciados en los parésitos pueden desencadenar la se-
nalizacion mediada por GPCR en las células hospederas durante el proceso de inva-
sién y egreso del parasito, tal y como Kayser 2019 [143] explica. Los resultados sugie-
ren que el parasito modula el uso de la sefializacion disponible para decidir las vias y

las moléculas a utilizar durante la invasion [149].

Sugieren ademas que, dependiendo de la isoforma de Ras usada, el resultado de
una infeccién, por ejemplo, por L. (L.) major puede diferir debido a la capacidad del

parasito para cambiar la sefial.

En T. cruzi, una GTPasa relacionada con Ras unida a GTP, se localiza cerca del
aparato flagelar [150]. Su funcién es necesaria para el crecimiento celular y su sobre-
expresion bloquea la metaciclogénesis de T. cruzi. Ademas, la Rho GTPasa Racl, es
fundamental para una invasién independiente de la accién de la célula hospedera por

amastigotes de T. cruzi [151].

En Leishmania hay una variedad de GTPasas con funciones en el trafico intrace-
lular, vias secretoras, endocitosis y patogenia. De hecho, se ha caracterizado un ho-
mologo monomérico de GTPasa Rabl en la via secretora de Leishmania [152]. Por
otro lado, el trafico y secrecién de gp63, el factor de virulencia de Leishmania, esta
regulado por la GTPasa Sarl [153] y es esencial para la supervivencia del parasito.
Curiosamente, las isoformas Rab5 de Leishmania regulan la endocitosis en fase fluida

o mediada por receptor [154].

Estos ejemplos sugieren que: (i) aunque la informacién en Trypanosomatidae se re-
laciona principalmente con la presencia y funcién de pequeiias GTPasas, no se puede
descartar la existencia de proteinas G candnicas o proteinas sucedaneas (con funcio-
nes similares), como podria deducirse de la existencia de una supuesta subunidad alfa
dela proteina de unidn a nucledtidos de guanina reportada en L. (L.) donovani (cédigo
UniProtKB P43151), ademas de tres proteinas que contienen el dominio gamma de la
proteina G encontrada en L. (L.) donovani (cepa BPK282A1), L. (L.) mexicana (cepa
MHOM/GT/2001/U1103) y L. (L.) major (c6digos UniProtKB E9BTQ7, E9ASW2 y
Q4QIN4, respectivamente) [The UniProt Consortium. UniProt: la base de conoci-
miento universal de proteinas en 2021. Nucleic Acids Res. 49: D1 (2021)]; y (ii) que el
parasito utiliza las vias candnicas de nucleétidos ciclicos expresadas en el hospedero
para promover la patogenicidad. El siguiente capitulo se centrard en mas evidencias

de su presencia en Leishmania.
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4.3 Sistemas GPCR

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) son proteinas de la superficie celular
esenciales para transmitir sefiales a través de la membrana. La arquitectura general de
estas proteinas consiste en dominios heptahelicoidales transmembrana interconecta-
dos con bucles extra e intracelulares. Los GPCR son flexibles en su arquitectura mo-
lecular, incluyendo las proteinas RAMP comunes entre los eucariotas multicelulares,

como moduladores que interactian con los GPCR para modificar su funcion.

Nuestro objetivo ha sido explorar la funcién y los roles de los potenciales GPCR y sus
moléculas asociadas (RAMP) en la deteccion de los cambios ambientales en Leishmania,
subrayando como la forma en la que funcionan los GPCR en estos organismos podrian
constituir un indicador del desarrollo de la funcién sensorial transducida por este tipo de
receptor en estos parasitos, asi como su papel en la evolucion adaptativa. Las RAMP
adn no se han definido en eucariotas unicelulares; su descripcion en estos organismos
puede ser crucial, ya que la intervencién farmacoldgica de las vias de sefializacion y
modulacién de proteinas G —de estar presentes— potencialmente ttiles para disecar la
fisiologia de patégenos eucariotas unicelulares y constituir dianas terapéuticas para el
disefo de herramientas contra la enfermedad [155,156].

Para ahondar en los potenciales sistemas sensoriales de estos parasitos, y contribuir
a la representacion de los GPCR como un sistema de sefializaciéon fundamental en la
fisiopatologia de la leishmaniasis, evaluamos la migracion de parasitos en un sistema
controlado en presencia de neuropéptidos que son liberados en la piel lesionada por
la picada del insecto vector. Estos neuropéptidos habian sido previamente utilizados
en modelos L. (L.) major, macréfagos para analizar la funcion fagocitaria [66-69].
Ensayamos la actividad quimiotactica de neuropéptidos sensoriales (sustancia P, SP;
péptido relacionado con el gen de la calcitonina, CGRP; y adrenomedulina, (AM) y
neuropéptidos autondémicos (neuropéptido Y, NPY, y péptido intestinal vasoactivo,
VIP).

La Tabla 3 resume el efecto quimiotactico producido por neuropéptidos seleccio-
nados sobre la migracioén de L. (V.) braziliensis. La tabla incluye el origen potencial de
estos neuropéptidos en los mamiferos, asi como la RAMP asociada que normalmente
se encuentra en el sistema. Los datos presentados demuestran el efecto in vitro de
neuropéptidos sensoriales [sustancia P, SP (10® M), quimioatrayente] y autonémicos
[(péptido intestinal vasoactivo, VIP (10"° M), y neuropéptido Y, (NPY) (10°° M), qui-
miorrepelente] a niveles fisiolégicos sobre la taxis de los parasitos, y adicionalmente,
el efecto quimiorrepelente de las moléculas vasoactivas como el péptido relacionado
con el gen de la calcitonina [(CGRP) (10° y 10® M)] y la adrenomedulina [(AM) (10
a 10° M)] [65,155,156]. También demostramos, como se observa en la Figura 7, que

los efectos quimiotacticos de VIP y NPY son alterados por los correspondientes an-
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Tabla 3. Efecto in vitro de neuropéptidos en la taxis de Leishmania.

Proteina
Neuropéptido Tipo' Quimiorepelente’  Quimioatryente®  accesoria Ref.
asociada*
CGRP Sensorial 10°- 10 M RAMP1 [59, 176]
EAMP2
: ; 9_ 105 >
Adrenomedulina Sensorial 10°-10°M RAMP3 [59, 177]
VIP Simpatico  10"°M RAMP2 [177]
NPY Simpéatico  107°-10° M 2
Sp Sensorial 10°- 10" M 32

Tomado y modificado de Diaz et al. 2022 [155], articulo de acceso abierto distribuido bajo los términos de la
Licencia de Creative Commons (CC BY)

'Lugar donde se produce y secreta el neuropéptido, >> Concentracién de neuropéptido que ejerce un efecto
significativo sobre L (V.) braziliensis, * Proteina accesoria descrita en mamiferos.

tagonistas de sus receptores, asi como el efecto de la SP es bloqueado por [D-Pro 2,
D-Trp7,9]-Sustancia P (10 M)], lo que sugiere que podria estar mediado por recepto-

res transmembrana de neuroquinina-1.
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CGRP; 5,
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Figura 7. Efecto de los neuropéptidos y sus antagonistas y anticuerpos sobre la quimiotaxis en
L. (V.) braziliensis. Tomado y modificado de Diaz et al. 2022 [155], articulo de acceso abierto
distribuido bajo los términos de la Licencia de Creative Commons (CC BY).
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El efecto quimiorrepelente de la molécula vasoactiva CGRP a concentracio-
nes fisioldgicas fue bloqueado especificamente por su correspondiente antagonista
CGRP8-37; por el contrario, el efecto quimiorrepelente de AM no fue bloqueado por
AM?22-52, incluso a concentraciones 100 a 1000 veces superiores a las utilizadas para
provocar el efecto quimiotactico. Ademas, CGRP8-37 produce un efecto quimiorepe-
lente per se, fenémeno que no ocurre al usar AM22-52 solo. Estos resultados sugieren
farmacoldégicamente, la presencia de receptores GPCR o un sistema de sefializacién
similar a GPCR en Leishmania. El mismo pareciera ser heter6logo a los expresados en
vertebrados [65, 156].

Como se menciond, las vias de sefalizaciéon de la proteina G candnica no se han
definido a nivel genético en Trypanosomatidae. No obstante, se han predicho dos re-
ceptores extracelulares putativos con posible actividad del receptor GABA acoplado a
proteina G en los genomas de L. (L.) major y Leishmania (L.) tarentolae (Sauroleishmania
tarentolae) (c6digos UniprotKB Q4QDF7 y AOA640KFI9, respectivamente).

Los resultados de nuestro laboratorio indican que los neuropéptidos modulan los
pasos iniciales de la interaccién hospedero-parasito e influyen en el desarrollo de la
enfermedad al afectar la migracion de los promastigotes. Es de hacer notar, que los
experimentos realizados en los modelos BALB/c y C57BL/6 de ratones infectados,
las concentraciones de neuropéptidos utilizadas son farmacologicas [66-69,150,157]
mientras que en nuestros experimentos las concentraciones utilizadas estan en el rango
fisiolégico lo cual resalta su importancia.

4.4 Rol de las proteinas RAMP o RAMP-Like

En nuestros experimentos, la presencia de un péptido de 24 kDa antigénicamente
relacionado (identificado con anticuerpos RAMP-2 humanos) asociado con RAMP o
proteinas similares a RAMP se demostréd mediante analisis de Western blot en homo-
geneizados de las cepas L. (L.) amazonensis (LTB0016), L. (L.) mexicana (Bel21) y L.
(V.) braziliensis (LTB300) (ver Figura 8) [156].

El andlisis por Western Blot también confirmé la expresién de esta ban-
da en Leishmania [L. (L.) mexicana (VE96ZC) y L. (L.) amazonensis (VE9SMR y
VE2000MM)] respectivamente, aislados de pacientes con LCD activa con fracaso
terapéutico contra Glucantime®. Estos datos confirman en muchas cepas y especies
de Leishmania la presencia de epitopes que podrian ser reconocidos por anticuerpos
especificos contra RAMP-2, lo que sugiere la presencia de proteinas relacionadas.

Como control positivo se utilizoé el anticuerpo monoclonal WIC108.3 que reconoce
al lipofosfoglicano (LPG) de todas las especies de Leishmania en sus diversos pesos
moleculares y constata la identidad de promastigote los parasitos utilizados.

Para ahondar en estos resultados, enfrentamos la secuencia proteica de la isoforma
humana RAMP-2 contra el proteoma predicho de L. (V.) braziliensis mediante DEL-
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Figura 8. Western blot de homogenatos de especies de Leishmania, enfrentados a anticuerpos
contra RAMP-2. Modificado de [156*]. WIC108.3, un anticuerpo monoclonal que reconoce el
lipofosfoglicano que recubre a Leishmania *Como autor de este articulo no se requiere permiso.

TA-BLAST e identificamos un alineamiento de alta homologia con la enzima folilpo-
liglutamato sintasa (FPGS), XP_001568902, de Leishmania. Al realizar un enfoque
similar utilizando la secuencia RAMP-3 humana detectamos una alineacién de alta
homologia contra una proteina hipotética de Leishmania con una funcién ain desco-
nocida, XP_001566159.1. El valor de estas alineaciones se confirmd con el software
prss3, que emplea el algoritmo Smith-Waterman (https://es.wikipedia.org/wiki/Algo-
ritmo_Smith-Waterman) para comparar alineamientos entre secuencias. De esta for-
ma pudimos describir ortélogos de estas proteinas en miembros adicionales de la fa-

milia Trypanosomatidae, de las especies de Leishmania 'y Trypanosoma, (ver Figura 9).

Sin embargo, no se describieron ortélogos en especies mas divergentes de la familia,
no infectivos para humanos, como Crithidia y Sauroleishmania [156]. La presencia
de hélices transmembrana en estas proteinas, como se predijo con el software Phyre2
(https://es.wikipedia.org/wiki/Phyre), sugiere un papel en la sefializacion intercelular
o intracelular. Las redes de interaccion de proteinas de especies de Leishmania [150]
localiza 17 proteinas de la especie L. (V) braziliensis en la membrana plasmatica, con
un potencial compartimento funcional predicho en el citosol. Usando Pfam (https://
es.wikipedia.org/wiki/Pfam) que es una base de datos que retine una amplia coleccién
de alineamientos multiples de secuencias y modelos ocultos que cubre buena parte
de dominios proteicos y familias comunes, se encontré un dominio homdlogo de la

ligasa (enzima que puede catalizar la unién (ligadura) de dos moléculas grandes, Mur,
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Figura 9. Ort6logos de estas proteinas en miembros adicionales de la familia Trypanosomati-
dae, de las especies de Leishmania y Trypanosoma Modificado de [122*]. *Como autor de este
articulo no se requiere permiso.

en la proteina alineada con RAMP-2 [157], lo que sugiere un rol en la regulacién de
la rigidez de la membrana, que podria traducirse en cambios en la motilidad del

parasito [156].

Se ha descrito que las proteinas G pequerias [158] o los sistemas de transduccién
celular dependientes del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc¢)] [58] desempenan
un papel en la biologia de Leishmania. Los detalles en cuanto a los mecanismos pre-
cisos que orquestan la cinética de estos mensajeros son poco conocidos. Leishmania
expresa isoformas de las AC con una estructura molecular diferente a la de los eu-
cariotas superiores, tal y como describimos anteriormente [159,160]. Si las proteinas
aqui descritas se relacionan con estos mecanismos, sigue siendo una pregunta sin
respuesta, pero su conservacion entre las diferentes especies de Leishmania (Viannia)
y Leishmania (Leishmania) indican un papel fundamental para la supervivencia ce-
lular. Nuestros datos también sugieren que los niveles de CGRP y AM en el medio
pueden modular, a través de homdlogos de RAMP- (-2) y (-3), el comportamiento de
taxis del parasito, como se presenta en la Figura 7.
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4.5 Identificacion de GPCR-like en otros protozoos

Los avances en las herramientas bioinformaticas han permitido la generacion de
gran cantidad de datos genémicos y protedmicos. A pesar de ello, ain no se ha podido
caracterizar todas las proteinas hipotéticas, como ocurre en malaria, con el parasito P.

falciparum, que infecta cada afio a mas de 200 millones de personas en todo el mun-
do. Hemos mencionado que en este patogeno se ha descrito una proteina estructural
y funcionalmente similar a GPCR, el denominado receptor serpentino 25 (PfSR25),
del cual hemos hablado antes en este documento [147]. Por otra parte, los datos del
laboratorio sugieren que para los neuropéptidos sensoriales y autondémicos, la sefiali-
zacion en Leishmania podria estar hipotéticamente asociada a GPCR y sus proteinas
asociadas las RAMP.

Debido a ello y para ampliar el conocimiento sobre la presencia y funcionamiento
de los GPCR en organismos patégenos en conjunto con el grupo del Prof. Kuntal Pal,
de la India, hemos empleado recursos bioinformaticos para identificar y caracterizar
proteinas similares a los GPCR en otros organismos (nota del autor) Para ello usa-
mos diversas herramientas comenzando por el BLAST (https://es.wikipedia.org/wiki/
BLAST utilizando la secuencia de aminoacidos de PfSR25 para identificar proteinas
relacionadas u homologos potenciales inicialmente en otros apicomplejos por la cer-
cania evolutiva que esto conlleva, que comparten una arquitectura similar a GPCR
(excluyendo Plasmodium taxid: 5820).

Inicialmente, se identificoé a HpSR como un hipotético receptor serpentino (ver
Figura 10). Este resultado sugiere la existencia de diversas proteinas hipotéticas si-
milares a GPCR en protozoos parasitos.
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Figura 10. Prediccion de estructuras terciarias mediante modelado ab-initio de proteinas hipo-
téticas identificadas con la ayuda del servidor de prediccién de proteinas Robetta (hitps://robetta.
bakerlab.org/). (A) HpSR - cian; (B) CcSR - verde; (C) ThPSR1 - amarillo. Los terminales Ny C

de las estructuras proteicas se mencionan con «N» y «C». Se observaron 8 hélices en (A) y (C),

y solo 6 hélices en (B) (nota del autor).
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Tras la identificacién de HpSR, su secuencia de aminoacidos se utilizé para hacer
busquedas BLAST e identificar mas proteinas hipotéticas. La bisqueda arrojé resul-
tados esperanzadores que predicen la existencia de siete proteinas potenciales de in-
terés. Al comprobar sus propiedades fisicoquimicas se determiné que todas tienen
dominios hidréfobos. Ademas, al evaluar la prediccion de epitopos de células B de
humanos respecto a estas siete proteinas, los resultados mostraron que ThPSR1 po-
dria causar mas reacciones inmunes que las otras proteinas debido a su mayor nimero
de epitopos de células B.

La caracterizacion estructural exitosa condujo a la funcional de las proteinas. Asi,
se determind que las mismas presentan de 6 a 8 hélices. Con estas diferencias en el nd-
mero de hélices se gener6 un grafico de hidropatia para comprobar su hidrofobicidad.
El resultado caracterizo las proteinas como de transmembrana. Subsiguientes ana-
lisis, revelaron caracteristicas topoldgicas de estas proteinas. Asi, se localizaron los
motivos funcionales y se hizo un analisis filogenético con diferentes clases de GPCR.
El arbol de filogenia mostré proteinas relacionadas con GPCR de clase C. Adicional-
mente, al realizar el analisis filogenético contra varios miembros del GPCR de Clase
C se encontrd que las proteinas identificadas se asociaban con los receptores GABA
BlyB2 [161].

El 4cido aminobutirico (GABA) es un aminoécido no estructural, multifuncional
en organismos unicelulares y pluricelulares. Amén de su papel en los mamiferos como
neurotransmisor inhibidor, se han descrito diversas funciones para él, asi como el
metabolismo del GABA en parasitos protozoarios. GABA acttia como mensajero de
célula a célula para mediar una variedad de respuestas celulares que protegen a los
parasitos del medioambiente y del estrés propiciado por el hospedero. El metabolismo
del GABA esta estrechamente regulado en el linaje de los protozoos. Adicionalmente,
la interaccion GABAérgica hospedero-parasito juega un rol fundamental en la patogé-
nesis de la enfermedad. Por lo tanto, el sistema GABAérgico parece estar ampliamente
involucrado en procesos bioldgicos y fisiopatoldgicos esenciales; adicionalmente esta
bien conservado en protozoos parésitos y de vida libre [162].

Después de determinar la relacion con el receptor GABA, se realizé un acoplamien-
to virtual con la ayuda de PyRX (https://pyrx.sourceforge.io/) [163] y se determind el
lugar de acoplamiento de la molécula. GABA se acopld en el dominio extracelular de
las proteinas con un acoplamiento satisfactorio. Este tema del acoplamiento protei-
na-GABA ha dado lugar a un area de investigacion que busca comprender el papel del
GABA en la interaccion hospedero-parasito. Esta novedosa clase de proteinas simila-
res a GPCR entre los protozoos parasitos puede proporcionar dianas farmacologicas
en la comprension de los mecanismos moleculares de regulacion de las interacciones

hospedero-patdgeno [164].
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El estilo digenético del ciclo de vida de Leishmania impone que las respuestas mi-
gratorias guiadas por la quimiotaxis constituyan pasos clave para la patogénesis del
parasito. La comprension de qué sefiales quimicas estan involucradas en el reconoci-
miento interactivo entre el hospedero y el parésito es determinante para el destino de
la infeccién; lo mismo ocurre con la identificacién de moléculas, signos y comporta-
mientos involucrados en las respuestas [7]. Nuestra investigacion ha estado orientada
hacia una mejor comprension de la naturaleza de la interaccién parasito-hospedero a
nivel celular. Esta interaccién parasito-hospedero es una de las relaciones ecologicas
mas intimas que existe entre los organismos.

El entendimiento de cada uno de los pasos involucrados puede resultar ventajosa
para el desarrollo de nuevas estrategias de control, de prevenciéon y de tratamiento
contra la enfermedad. El analisis de la quimiotaxis puede constituir una aproxima-
cién para la identificacién de moléculas o fairmacos que afecten la migracion del para-
sito. Nuestra propuesta es su uso como paso previo a la discriminacién de compuestos
para contrarrestar la infeccién —entrada a la célula hospedera— por Leishmania. La
migracién permite la evaluacion de la taxis (quimioatrayente o quimiorrepelente) a
fin de discriminar si las respuestas son interesantes o no para realizar un screening
farmacoldgico inicial y orientarnos en posibles dianas terapéuticas [139].

Como una contribucién importante de nuestro laboratorio, para dilucidar compo-
nentes de esta interaccion, (i) el disefio de sistemas in vitro para aislar moléculas de la
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superficie de Leishmania y estudiar su efecto en la respuesta celular del hospedero y
(ii) nuestro trabajo pionero en la incorporacién de herramientas biofisicas al area de
la parasitologia, y en la exploraciéon de como modula el parasito la respuesta de su hos-
pedero y qué receptores podrian estar involucrados en este proceso. Nuestro trabajo
precursor demostr6 por ejemplo, la presencia de canales iénicos en membranas del
parasito en sistemas de bicapas artificiales [165] y que el lipofosfoglicano, una molé-
cula presente en la superficie de la Leishmania, puede inhibir la actividad fagocitica y
migratoria de células denditricas involucradas en la respuesta inmune del hospedero
[166]; por otra parte, hemos identificado qué sefales utiliza el pardsito para evadir
entornos hostiles y migrar hacia otros mas favorables, como algunos neuropéptidos
que podrian ser usados por los parasitos como sistemas de sefializaciéon de vias de
migracién como hemos visto en este documento.

En este ultimo caso, los resultados obtenidos en nuestra investigacion, asi como la
estandarizacion del método de capilares-dos camaras en la evaluacion de la quimio-
taxis in vitro en promastigotes, nos permiten proponer a Leishmania como un modelo
celular, para el estudio de la diversidad de receptores de membrana —flagelares o no—,
en el que, derivados de neuropéptidos o moléculas disefiadas [137] podrian actuar
para intervenir en la fase de infeccion por Leishmania. Asi, el estudio de la quimiota-
xis in vitro en prosmastigotes de Leishmania mediante el ensayo de los capilares dos
cdmaras, evalda cuantitativamente la respuesta migratoria de una poblacién de pa-
rasitos tal y como ocurre durante la interaccién pardsito-hospedero en una infeccién
natural [139,167]. Esta metodologia constituye una herramienta confiable y ttil y
sencilla de utilizar en ambientes de escasos recursos de investigaciéon como es el caso

venezolano.

Hemos abordado, entre otros, los neuropéptidos que normalmente se liberan en
la piel una vez que sufre una alteracidon. Estas moléculas deberian ejercer su efecto
estimulante o inhibidor a las concentraciones denominadas fisioldgicas. Enfatizamos
el hecho de que nuestros resultados provienen de experimentos realizados a concen-
traciones fisioldgicas para el hospedero, en este caso el humano, las cuales al des-
encadenar respuestas quimiotdcticas en Leishmania modulan la invasion de la piel.
Los neuropéptidos del sistema nervioso auténomo VIP y NPY desencadenaron «una
respuesta de escape» en los promastigotes que «nadan» alejandose de los estimulos;
lo mismo sucedié con CGRP y AM [156,168]. El mensaje final parece ser que a medi-
da que los parasitos y las células hospederas se distancian entre si, se desarrolla una
proteccién potencial del hospedero contra la infeccién. De hecho, VIP y NPY dismi-
nuyeron el porcentaje de macroéfagos infectados en un modelo L. (L.) major, apoyando
los datos presentados en este documento e indicando un efecto de estos neuropéptidos
también sobre la fagocitosis [66]. Por el contrario, SP fue quimioatrayente para los
promastigotes de L. (V.) braziliensis, aumentando la migracién del parasito, a pesar
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de disminuir el porcentaje de parasitos adheridos a la superficie del macréfago [65].
Se necesita mas evidencia experimental para respaldar que este es un mecanismo de
sefializacion quimiotactico altamente conservado todo ello relacionado con el hecho
de que las concentraciones de neuropéptidos de vertebrados necesarias para un efecto
quimiotactico éptimo en Leishmania o en Tetrahymena son similares a la concen-
tracion (rango 1072 - 10° M) que se encuentra en el sistema circulatorio humano/
vertebrado [65,155,156].

Las terminales nerviosas autonémicas (que inervan los musculos lisos vasculares y
se ubican en la interfaz de la piel) pueden liberar péptidos vasoactivos que producen
vasodilatacién tras la picadura de insectos, lo que facilita la llegada de los macréfagos
al sitio de la infeccién. Alternativamente, pueden actuar manteniendo los promas-
tigotes en la piel, evitando que entren en la circulacion sistémica debido a un efecto
quimiorrepelente como se describe en este documento y se demostrd previamente
[67,69]. VIP puede ser un neuropéptido que acttia como regulador endégeno de la ho-
meostasis inmune; las consecuencias fisioldgicas de su presencia en el microambiente
inmunitario dependen del momento de liberacion del neuropéptido y de la etapa de

activacién de las células inmunitarias vecinas.

La concentracidn relativa de diferentes péptidos liberados por las terminales ner-
viosas sensoriales podria dafar las terminales sensoriales si predomina la SP, debido a
su efecto quimioatrayente, o alternativamente en vectores este efecto quimioatrayente
podria ser determinante para la migracion del parasito hacia las glandulas salivales.
En los invertebrados se han descrito las tachiquininas como neuropéptidos diversos
y antiguos con funciones pleiotrdpicas. Estos pueden actuar como vasodilatadores en
las glandulas salivales, o como agentes paralizantes de las glandulas venenosas [168],

algo que puede estar ocurriendo en Leishmania.

Nuestros datos proporcionan evidencia de que los neuropéptidos vasculares, sen-
soriales y autondmicos modulan la migracién del parasito, y sugieren un rol potencial
de los mismos en la interacciéon hospedero-parasito, modulando el curso natural del
ciclo de vida de los protozoos durante su transito estresante entre ambos huéspedes y

dentro de la célula huésped.

La adrenomedulina (péptido vasoactivo) descubierta en 1993 y obtenida a partir del
extracto de feocromocitoma humano. Esta molécula y sus receptores estan presentes
en multiples tejidos en el ser humano, tales como el rifién, corazén, cerebro y en otras
especies de mamiferos (perro, rata, cochino). Su distribucién es ubicua, incluso estd
presente en algunos fluidos en el humano, tales como la leche y el liquido cefalorra-
quideo. La revision exhaustiva de sus efectos fisioldgicos en mamiferos es fundamen-
tal y conforma el marco conceptual tedrico para comparar con lo que ocurre en orga-

nismos unicelulares como es nuestro caso, sin perder de vista la perspectiva clinica.
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Nuestro modelo de andlisis gira alrededor de la base estructural, por ejemplo, de
una actividad funcional como los movimientos migratorios dirigidos por moléculas
[95,137,139]. Pocos estudios analizan la presencia y efecto de la adrenomedulina en
otros eucariotes. Recientemente, se evalu6 la actividad quimiotactica de la adrenome-
dulina y otros péptidos vasoactivos en Tetrahymena. La misma tiene un efecto qui-
miorepelente sobre este organismo [169]. Se estudid su influencia sobre la migracién
de dichas células mediante el estudio de la transicién actinaG/actinaF en el citoesque-
leto [169]. En esta linea de accion, ampliamos estos resultados utilizando otro modelo
unicelular, Leishmania.

Es importante elucidar si los receptores GPCR y sus posibles proteinas asociadas
estan involucrados en los mecanismos intrinsecos de los efectos descritos en este do-
cumento, especialmente para la SP. Este neuropéptido podria estar actuando a través
de un mecanismo de accion diferente al de los péptidos quimiorrepelentes. Es de des-
tacar que es importante caracterizar mejor el llamado grupo de receptores «huér-
fanos», especialmente aquellos del repertorio de GPCR sin funcién conocida. ;Serd
posible que en parasitos unicelulares como Leishmania estas moléculas conserven las
caracteristicas funcionales de los GPCR canénicos a pesar de ser estructuralmente
diferentes? ;Podria ser que conformen un complejo GPCR-receptor-RAMP? Se nece-
sitan datos adicionales para aclarar estas preguntas.

Los receptores asociados a la enzima adenilato ciclasa (RAC) putativos también po-
drian estar relacionados con las respuestas quimiotdacticas asociadas a neuropéptidos
observadas en este documento. Estos receptores cataliticos (enzimaticos) modulan la
fosforilacion intracelular y los niveles de segundos mensajeros. Aunque los genes que
comparten caracteristicas estructurales con los codificados por T. brucei y Trypanosoma
equiperdum se han descrito en Leishmania, es necesario dilucidar mejor su funcién
[65]. En estos parasitos, los genes que codifican las AC han experimentado una expan-
sién y diversificacion considerables, aunque las fuerzas evolutivas que dan forma a este
fenémeno son poco conocidas. El andlisis de las AC de Trypanosomatidea demuestran
una correlacion con la expansion de la familia de genes AC y el estilo de vida, estas
proteinas mediando la evasién inmune, la invasion de tejidos de insectos o incluso la

interaccién con endosimbiontes [170,171].

Dado que la inhibicidn de la motilidad flagelar se ha propuesto como diana para
el estudio de nuevos fairmacos contra tripanosomas africanos [172], el estudio de la
quimiotaxis en diferentes cepas de Leishmania seria de gran utilidad en fenotipos
que deberian expresar diferencias en las respuestas migratorias. Esto daria paso a un
enfoque bioquimico, celular, proteémico y genético, que podria conducir a una visién
integrada de la participacion de la motilidad del parasito durante su ciclo de vida,
virulencia o infectividad [139,156]. La intervencién farmacolégica de las vias de sefia-
lizacién de la proteina G conservadas puede constituir una herramienta en el disefio
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de farmacos contra enfermedades causadas por estos parasitos. Su comprension seria
fundamental para disefar estrategias terapéuticas novedosas para los pacientes con

leishmaniasis cutdnea crénica y frustrante.

Aunque el presente enfoque se orienta hacia Leishmania, la descripcion de protei-
nas similares a GPCR en el parasito de la malaria, PfSR25, y su papel esencial en la
deteccion de cationes monovalentes para modular los niveles de Ca** en P. falciparum
establecen una base molecular de la interaccién hospedero-patdégeno importante de

seguir explorando.

Los hallazgos sugieren que las proteinas y moléculas potencialmente involucradas
en la cascada de receptores asociados, con funciones similares a aquellas en eucario-
tas superiores, seflalan la conservacion de antiguos sistemas de sefializacion asociados
con respuestas unicelulares, fundamentales para la supervivencia celular, es decir, ta-

xis y migracién [167].

La identificacién molecular de GPCR en pardsitos patdgenos, incluyendo Leishmania
podria ser fundamental en la comprension de su patogénesis. Nuestro analisis de es-
tas proteinas de membrana en protozoos patdgenos podria ayudar a comprender su
importante papel en la interacciéon hospedero-patdgeno y la supervivencia de los pa-
rasitos dentro de las células hospederas. La caracterizacién de proteinas hipotéticas
ayudard a dilucidar las diferentes vias metabdlicas de los protozoos, la progresion
de la enfermedad, objetivos farmacoldgicos alternativos y técnicas para combatir la

propagacion de enfermedades.

Con los estudios realizados, el LEM ha consolidado el concepto de que estos eventos
fisiologicos se modifican de manera coordinada. Su analisis y comprension sistemati-
cos pueden ser ttiles en el disefio de enfoques quimioterapéuticos a multiples dianas
celulares, identificando asi estrategias para eludir potencialmente la quimio-resisten-
cia en Leishmania y tratar con éxito la enfermedad. Los hallazgos en esta drea de la fi-
siologia celular pueden ayudar a desarrollar moléculas que intervengan en la invasion
por Leishmania de su célula hospedera, debido a que el parasito al ser inoculado en la
piel debe dirigirse a su célula hospedera para continuar su ciclo de vida. Elestudio de
las respuestas migratorias que determinan la infeccién seria de utilidad para identifi-
car los pasos fundamentales en el reconocimiento mutuo y exitoso en la leishmania-
sis. Un primer paso en el disefio de nuevos firmacos contra la leishmaniasis podria
ser la evaluacion de la capacidad quimiotactica de compuestos que intervengan en la

interaccion del parasito con su célula hospedera.

Los efectos quimiotacticos ante distintos gradientes de concentracién, asi como los
cambios morfoldgicos frente a diferentes condiciones osmoticas, permiten ampliar los co-
nocimientos acerca de los mecanismos que intervienen en la interaccion Leishmania-vec-
tor, lo cual puede contribuir al desarrollo de blancos para nuevas estrategias terapéu-
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ticas y farmacoldgicas que reduzcan la capacidad vectorial de los flebétomos, o la
patogenicidad de los parasitos.

Finalmente, la conversion de ciertos agentes terapéuticos en farmacos para dirigir la
terapia al compartimiento intracelular correcto de la célula dafiada (drug targeting), es
lo que hemos intentado con los conjugados poliméricos de metrotexato (MTX), todo
ello atendiendo a la susceptibilidad de Leishmania a este firmaco citostatico [173]. El
MTX acoplado a polipéptidos sintéticos reduce el nimero de parasitos que infectaron
los macréfagos, en experimentos in vitro e in vivo con L. (L.) donovani [174]. En L. (V.)
braziliensis estudiamos exitosamente el efecto del MTX conjugado con polipéptidos
sobre la migracion de promastigotes in vitro.

Asi, el estudio de la respuesta quimiotactica en Leishmania como modelo celular no
solo tiene utilidad tedrica, sino que ofrece aplicaciones en la identificaciéon de molé-
culas con potencial terapéutico, asi como podria ser util en el disefio de estrategias de
control contra la leishmaniasis (Diaz et al. 2013). De esta forma, la estructura sintac-
tica de las tres disciplinas que convergen en nuestros trabajos de investigacion se basa
en la aplicacion del método cientifico, centrada en modelos que permiten explicar los
hallazgos descritos desde una dptica integrada y transdisciplinaria.
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