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RESUMEN:

El Trypanosoma cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas, es un
parasito con un complejo ciclo de vida que transcurre entre un insecto vector y
mamiferos entre ellos el hombre. Durante este ciclo, el parasito alterna entre formas
infectivas y no infectivas, y entre formas replicativas y no replicativas. Las unicas formas
replicativas en el huésped mamifero son formas intracelulares, por lo tanto, para poder
establecer la infeccion el parasito debe obligatoriamente internalizarse en las células del
huésped y diferenciarse a formas replicativas. En el presente trabajo se caracterizaron
parcialmente dos moléculas parasitarias y se demostrd su participacion en el proceso de
internalizacion. Estas moléculas son una glicoproteina simil lectina de 67 kDa galactosa
especifica y una proteina flagelar ligante de calcio de la familia de las calflaginas. Se
propone ademas un sistema que permite estudiar las interacciones entre receptores y

antirreceptores que ocurren entre el parasito y las células humanas.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the aethiological agent for Chagas’ disease, is a parasite
with a complex life cycle between an insect vector and mammals (man among them).
During this cycle, parasites alternate among infective and non-infective, and replicative
and non-replicative forms. The only replicative forms in the mammalian host are the
intracellular stages, so the parasite must internalize into the host cells in order to
establish the infection. In the present work, two parasite molecules were partially
characterized and a role for them in parasite internalization was demonstrated. These
molecules consisted of a 67 kDa galactose specific lectin like glycoprotein and a flagellar
calcium binding protein belonging to the calflagin family. Besides, a system to study

receptors-couterreceptors interaction among parasites and human cells is proposed.
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1. El Trypanosoma cruzi y la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es un importante problema de salud publica en
Latinoamérica, donde se estima que existen cerca de 25 millones de personas infectadas
(Hayes R. y Schofield C. 1990), de los cuales se calcula que 3 millones se encuentran en
Argentina (Curto de Casas S. 1. 1985). La problematica de esta enfermedad endémica de
los paises latinoamericanos ha alcanzado incluso a los Estados Unidos y Canada, donde
se han reportado en los ultimos afios casos de transmision de la infeccion a través de

transfusiones de sangre (Grant I. et al. 1989, Kirchoff L. 1989, Nickerson P. et al. 1989).

1.1 El Trypanosoma cruzi

I.1.i. Ubicacion taxonomica

El Trypanosoma cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas, es un
protozoo hemoflagelado, ubicado en la familia Trypanosomatideae, subgénero
Schizotrypanum dentro del orden Kinetoplastida, clase Zoomastigophora, Phylum

Sarcomastigophora. (Gonzalez Cappa S. M. e Isola E. L. D. 1994).

L.1.ii. Estructura celular

Los organismos del orden Kinetoplastida poseen como caracteristica diferencial
una unica mitocondria en forma de tubos que recorre toda la célula, y una region de la
misma separada del citoplasma por la doble membrana mitocondrial llamada
kinetoplasto, que presenta un contenido particularmente alto de ADN (K-DNA). El K-
DNA constituye entre un 20 y un 30% del ADN total de la célula y presenta una
organizacion particular; el mismo esta distribuido en 5000 a 10000 circulos menores o
minicirculos y 25 a 50 circulos mayores o maxicirculos encadenados entre si (Vickerman
K. 1976). En una region proxima al kinetoplasto se encuentra el cuerpo basal, estructura
cilindrica constituida por nueve tripletes de microtubulos conectados con el unico
flagelo. El mismo emerge de la célula a partir de una invaginacion de la membrana

citoplasmatica llamada bolsillo flagelar y esta separado del citoplasma por un tabique o
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“septum”. La estructura del flagelo esta constituida por nueve pares de microtubulos
periféricos longitudinales y un par central (estructura 9 + 1) conectados con el cuerpo
basal. Paralelos a los microtubulos se encuentran filamentos longitudinales unidos entre
si por filamentos oblicuos que conforman una banda estriada delgada. Esta estructura
esta envuelta en una vaina que es una prolongacion de la membrana citoplasmatica. El
conjunto conformado por el flagelo y el cuerpo basal constituye el aparato de
locomocién del parasito (De Souza W. 1984). Otra caracteristica estructural de estos
parasitos es la ausencia de un verdadero citoesqueleto. En su lugar existe un tramado de
microtubulos subyacentes a la membrana citoplasmatica (microtubulos periplasticos) que
actian como refuerzo mecanico de la misma, y participan en la conformacién de la

morfologia celular (Seebeck T. et al. 1990).

I.Liii. Metabolismo energético: glucdlisis

En los tripanosomatidos la glucdlisis también presenta caracteristicas unicas. En
los estadios sanguineos en el huésped mamifero, la energia es tomada de la glucosa
sérica. Los parasitos no presentan efecto Pasteur (regulacion inhibitoria de la glucolisis
por presencia de oxigeno). A diferencia de otros eucariotas, la maquinaria enzimatica
necesaria para la conversion de esta glucosa en energia en forma de ATP esta
compartimentalizada entre una organela llamada glicosoma, el citoplasma y la
mitocondria. La alta concentracion de las enzimas responsables de los pasos iniciales de
la glucolisis en los glicosomas hace de éste un proceso altamente eficiente y rapido. En
esta organela ocurre la via glucolitica desde hexoquinasa hasta fosfoglicerato quinasa. El
NADH generado durante este proceso es reoxidado por las enzimas glicosomales malato
dehidrogenasa y a-glicerofosfato dehidrogenasa. La alimentacion de este ciclo
reconvirtiendo los productos enzimaticos nuevamente en sustratos se da en citoplasma
(donde el acido malico es procesado a fosfoenol piruvato, y luego en los glicosomas es
convertido en oxalacetato, sustrato de la malato dehidrogenasa) y en la mitocondria
parasitaria (donde el a-glicerofosfato es convertido en dihidroxiacetona fosfato y vuelve
a entrar en los glicosomas como sustrato de la a-glicerofosfato dehidrogenasa). El
malato generado en los glicosomas puede ademds ser procesado en la mitocondria,

donde puede entrar en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y terminar en la cadena
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respiratoria (revisado por Boothroyd J. C. 1990, Cazzulo J. J. 1994, Gonzalez Cappa S.
M.elsolaE. L. D. 1994).

I.1.iv. Mitocondria y respiracion

Como se menciond anteriormente, los tripanosomatidos poseen una uGnica
mitocondria. El rol principal de las mitocondrias en organismos eucariotas es el de
generar ATP sobre la base del proceso de respiracion oxidativa. En los tripanosomatidos,
este proceso esta regulado en el desarrollo. Por lo general, en las formas sanguineas de
los trypanosomas, no se han detectado citocromos ni generacion de ATP asociado a la
actividad mitocondrial. Morfolégicamente, la mitocondria en este estadio consiste en un
sistema de tubos largos y estrechos. La membrana interna presenta pocas o ninguna
cresta. En los estadios presentes en el insecto vector en cambio, las mitocondrias se
vuelven mas activas, aparecen las crestas de la membrana interna y se observa un
incremento en la expresion de citocromos y enzimas necesarias para llevar a cabo la
fosforilacion oxidativa (revisado por Boothroyd J. C. 1990, Cazzulo J. J. 1994, Gonzalez

Cappa S. M. eIsolaE. L. D. 1994).

I.1.v. N-glicosilaciones

La sintesis de las N-glicoproteinas de la membrana del 7. cruzi es otro de los
procesos para los que estos parasitos presentan una serie de caracteristicas unicas
(Parodi A. J. 1993-a, Parodi A. J. 1993-b). En primer lugar, los poliprenoles que
participan en la sintesis del dolicol fosfato precursor de la N-glicosilacion son mas
pequefios que los caracterizados en mamiferos, plantas y hongos, estando constituidos
por 10 a 13 unidades isoprenoides (Parodi A. J. y Quesada-Allué L. A. 1982, Quesada-
Allué L. A. y Parodi A. J.1983). Sobre el dolicol fosfato se construye el precursor
oligosacarideo a ser transferido a los residuos asparagina de las glicoproteinas. Este
precursor mantiene en la mayoria de las células estudiadas hasta ahora la composicion
Glc:MangGlcNAc,. Sin embargo, en el 7. cruzi asi como en otros tripanosomatidos esta
composicion varia. En el 7. cruzi en particular se ha observado que los oligosacaridos

transferidos a las glicoproteinas no contienen Glc, y la cantidad de manosas presentes
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puede variar entre los distintos estadios del parasito (Engel J. C. y Parodi A. J. 1985,
Doyle P. et al. 1986). En este sentido, la oligosacaril transferasa de este parasito fue
estudiada y mostro (a diferencia de otras provenientes de células de animales, plantas y
hongos) una alta eficiencia en la transferencia de precursores glucosilados y no
glucosilados a las proteinas durante la sintesis (Bosch M. et al. 1988). El procesamiento
en el reticulo endoplasmico consiste en la remocién secuencial de dos residuos manosas
terminales, con la adicion transitoria y remocion en cada paso de una glucosa terminal
(Trombetta S. et al. 1989, Trombetta S. et al. 1991, Trombetta S. y Parodi A. J. 1992).
En el aparato de Golgt, el procesamiento hacia formas de alta manosa ocurre de una
forma similar a los eucariotas superiores, aunque en algunos casos el resultado final sean
estructuras glucidicas raramente encontradas en estos, tales como glicosilaciones
biantenarias Man;GIlcNAc, o Man,GIcNAc, (Parodi A. J. et al. 1983). El procesamiento
de las N-glicosilaciones hacia la forma compleja ocurre a través de diversas glucosil
transferasas, que pueden transferir unidades de N-acetil glucosamina, manosa, galactosas
ligadas en forma B(1-4)- y a(1-3)- y fucosa (Couto A. et al. 1987, Couto A. et al. 1990).
La sialidacion de las glicoproteinas de tipo complejo no ocurre en el aparato de Golgi.
De hecho el T. cruzi no es capaz de sintetizar acido sialico (Schauer R. et al. 1983). La
sialidacion ocurre a través de un mecanismo particular mediado por una enzima
glicoproteica ubicada en la membrana citoplasmatica. Esta enzima, denominada
transialidasa, es una transglicosilasa que es capaz de transferir acido sialico desde

glicoconjugados exogenos a las glicoproteinas parasitarias (revisado por Colli W. 1993).

I.1.vi. Genoma

Los tripanosomatidos presentan un genoma esencialmente diploide cuyo tamaiio
total esta en el orden de 107 pares de bases (Castro C. et al. 1981, Kooy F. R. et al.
1981). El genoma esta organizado en cromosomas de diferente tamafio que no
condensan durante la mitosis (probablemente debido a la ausencia de la histona HI)
(Boothroyd J. C. 1990). La expresion de los genes nucleares presenta también aspectos
diferenciales respecto de otros organismos eucariotas. Los transcriptos primarios son
sintetizados como moléculas de ARN policistronicas a partir de genes arreglados en

tandem. Dentro de cada gen no se han encontrado intrones, aunque los transcriptos
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primarios presentan secuencias espaciadoras no codificantes que son eliminadas mediante
un proceso unico: el trans-splicing. Durante este evento particular las distintas regiones
codificantes del transcripto primario son separadas. Cada fragmento individual es unido
al extremo 3’ de una secuencia no codificante de 39 nucledtidos, que esta en el extremo
5” de un transcripto de aproximadamente 140 bases. Esta secuencia que es agregada en
forma universal a todos los ARN mensajeros, es rica en nucleotidos modificados cuya
funcioén seria analoga a la del “cap” en los mensajeros de otros eucariotas (Simpson L. y

Show J. 1989).

I.1.vii. Estadios evolutivos

Como consecuencia de su ciclo de vida, el Trypanosoma cruzi enfrenta habitats
tan diversos como el tubo digestivo del insecto vector, la sangre de los mamiferos o el
medio intracelular en el cual ocurre el proceso replicativo en mamiferos. En virtud de
esto el parasito adopta diferentes formas en cada habitat. Las mismas son diferenciables
tanto desde un punto de vista morfolégico como bioquimico. Los estadios del ciclo de
vida del 7. cruzi fueron caracterizados segun el habitat en el que se encuentran, y segun

caracteres morfologicos y estructurales (Gonzalez Cappa S. M. e Isola E. L. D. 1994):

Epimastigote: estadio en el que el parasito es capaz de replicar en forma extracelular.
En el ciclo natural esta presente solo en el tubo digestivo del vector. Las células son
fusiformes. El flagelo se origina por delante del nucleo y préximo a él, a un costado del
cuerpo celular, y emerge formando una membrana ondulante corta. Dimensiones medias:

20-40x 2 um.

Tripomastigote: estadio no replicativo, infectivo en mamiferos. En el ciclo natural se lo
encuentra presente en la ampolla rectal del insecto vector (tripomastigote metaciclico), y
en la sangre del huésped mamifero infectado (tripomastigote sanguineo). Las células son
fusiformes. El kinetoplasto se sitia por detras del nucleo. El flagelo nace en su
proximidad y emerge por un costado del cuerpo del parasito, liberandose por el extremo

anterior, formando una membrana ondulante larga. Dimensiones medias: 20 - 25 x 2 pum.
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Amastigote: replicativo. En el ciclo natural se encuentra en el huésped mamifero, en el
citoplasma de las células infectadas, y ocasionalmente en el medio extracelular (muchas
veces asociado a la lisis prematura de las células parasitadas). Las células son esféricas u

ovaladas y no presentan flagelo libre. Dimensiones medias: 2 — 4 pm.

Esferomastigote: forma replicativa. En el ciclo natural esta presente en el estomago del
insecto vector. Las células son esféricas con flagelo extracelular que bordea el cuerpo del

parasito. Dimensiones medias: 2 - 4 um.

I.1.viii. Diversidad biolégica entre cepas, clones y aislados de T. cruzi

El T\ cruzi presenta importantes variaciones a nivel intraespecifico. Los distintos
aislamientos del parasito a partir de los cuales se ha trabajado se han realizado a partir de
reservorios salvajes, huéspedes domeésticos, insectos vectores y el hombre. Se han
observado diferencias respecto de una variedad de propiedades biologicas en diferentes
aislados. De hecho, ya en su primer trabajo Carlos Chagas describié un dimorfismo en
los tripomastigotes sanguineos (formas delgadas y formas gruesas) (Chagas C. 1909).
Diferentes autores han observado posteriormente una relacion entre la morfologia de los
tripomastigotes sanguineos y sus propiedades biologicas: las formas definidas como
“delgadas” penetran y replican en las células del huésped con mas eficiencia que las
formas gruesas. Otras propiedades bioldgicas sobre las cuales se han observados
diferencias a nivel intraespecifico (ademas de la morfologia de los tripomastigotes
sanguineos) son: la cinética de crecimiento, la virulencia, la capacidad de inducir
lesiones, la susceptibilidad o resistencia a drogas quimioterapéuticas y la infectividad a
células en cultivo (Brener Z. 1980). En relacion con estas caracteristicas se ha observado
la existencia de cepas con comportamientos biologicos opuestos entre si. En virtud de
esto se las ha denominado cepas polares. Tal es el caso de las cepas Y y CL (Brener Z.
1977) o RA y CA1 (Gonzalez Cappa S. M. et al. 1980). Las cepas polares representarian
una situacion extrema de caracteristicas opuestas entre las cuales podria ubicarse

cualquier otra cepa, clon o aislado de 7. cruzi.
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Dado que algunas de las caracteristicas mencionadas dependen fuertemente no
solo de la cepa del parasito en estudio sino también de las caracteristicas del huésped o
del entorno ambiental, se realizaron estudios en relacion con las caracteristicas
bioquimicas y moleculares de diferentes clones, cepas y aislados del Trypanosoma cruzi
en un intento por asociar a estas caracteristicas las diferencias de comportamiento
biologico. En relacion con la expresion de proteinas se ha estudiado el perfil de
isoenzimas, y a nivel molecular se ha estudiado el perfil de polimorfismos de fragmentos
de restriccion del K-DNA de distintas poblaciones. Esto permitid definir grupos que
comparten un mismo perfil de isoenzimas llamados zimodemos (Miles M. A. et al. 1977),
asi como grupos que comparten un mismo perfil de longitud de algunos fragmentos de
restriccion del K-DNA llamados esquizodemos (Morel C. et al. 1980). Si bien la
definicion de estos grupos ha resultado de gran interés en epidemiologia, taxonomia y
genética de poblaciones de los tripanosomatideos, no se ha encontrado aun una
correlacion consistente entre estos grupos y las diferencias observadas en las propiedades
biologicas de los parasitos tales como invasividad, virulencia, patogenia o tropismo

(Macedo A. M. yPena S. D. J. 1998).

I.1.ix. Ciclo de vida

El 7. cruzi presenta un ciclo de vida complejo en mamiferos, entre ellos el
hombre, y en el insecto vector hematofago de la familia 7riatominae. Durante este ciclo,
el 7. cruzi pasa por los distintos estadios evolutivos. Dos de estos transcurren en el
insecto vector: tripomastigote metaciclico y epimastigote. Otros dos ocurren en el
hospedador mamifero: tripomastigote y amastigote (Brener Z. 1973). El ciclo se inicia
cuando el insecto vector se alimenta sobre un mamifero y elimina, en las cercanias de la
lesion producida por la picadura, materia fecal conteniendo tripomastigotes metaciclicos,
del parasito que es infectivo para el huésped mamifero. Estas formas eliminadas con las
heces pueden penetrar a través de pequeiias lesiones o de las mucosas hasta llegar a la
circulacion sanguinea (De Souza W. 1984). Para poder introducirse en su hospedador el
7. cruzi puede utilizar diferentes rutas de entrada, siendo una de las mas comunes el
pasaje de las formas infectivas a través de las barreras de la piel y de las mucosas de la

conjuntiva ocular. Esta es una diferencia con otros protozoarios que son inoculados
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directamente en la circulacién de su huésped mamifero. En el sitio de la internalizacion a
menudo se produce una inflamacién local llamada chagoma de inoculacion. Cuando esta
inflamacion se produce en un ojo conforma el signo de Romaiia (Storino R. y Jorg M.

1994).

Una vez en el interior de su huésped, los tripomastigotes metaciclios deben
replicarse para poder sobrevivir y establecer la infeccion y por esto invaden células del
huésped mediante un proceso complejo que es en parte desconocido. El ciclo intracelular
dura alrededor de 4 - 5 dias y comienza dentro de las primeras 2 horas de la invasion,
cuando los tripomastigotes escapan de la vacuola que los contiene hacia el citosol,
probablemente mediante la accion de un factor hemolitico (Ley V. et al. 1990, Andrews
N. W. et al. 1990), y se diferencian hacia la forma amastigote, unico replicativo en el
huésped mamifero. Luego de un periodo aproximado de 20 horas los amastigotes
comienzan a dividirse por fision binaria multiplicandose exponencialmente cada 12 horas;
de este modo, cada parasito que es originariamente internalizado genera alrededor de
500 nuevas unidades infectantes (Dvorak J. 1975). Una vez completado el periodo
replicativo, los parasitos se diferencian hacia la forma tripomastigote, y son liberados
nuevamente al torrente sanguineo por lisis de la célula huésped. Cuando los
tripomastigotes llegan a la sangre pueden invadir células de otros tejidos del huésped o
ser ingeridos por el insecto vector, en cuyo tracto intestinal se diferencian a
epimastigotes, Unica forma replicativa en el insecto. Aproximadamente al quinto dia de la
ingesta, los epimastigotes se ubican en la porcion terminal del tubo digestivo, donde se
diferencian a la forma tripomastigotes metaciclicos. El ciclo se cierra cuando estos
tripomastigotes encuentran un nuevo huésped susceptible e invaden células del huésped

para poder replicarse (Brener Z. 1973).

Diversos autores han demostrado la existencia ademas de un subciclo alternativo
en el que los amastigotes juegan un rol fundamental manteniendo el ciclo replicativo del
parasito en macrofagos (McCabe R. E. et al. 1984, Carvalho T. U. y De Souza W. 1986,
Ley V. et al. 1988). Se observo que estas formas parasitarias ya sean como producto de
una ruptura prematura de la célula huésped o de una diferenciacion extracelular de los

tripomastigotes son ingeridas por macrofagos y replican en su citoplasma (Ley V. et al.
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1988). Este modo alternativo de propagacion puede ser significativo para la
supervivencia del parasito en presencia de una respuesta citotoxica del huésped en la cual
la lisis de células infectadas podria liberar amastigotes. Recientemente se ha observado in
vitro que formas tipo epimastigotes se desarrollarian a partir de formas amastigotes
durante la replicacion intracelular, para dar luego origen a las formas tripomastigotes
invasivas. No hay evidencias aun sobre la capacidad infectiva de estas formas
epimastigotes. A partir de esta informacion se propone que la diferenciacion del 7. cruzi
en forma ciclica, de tripomastigote a epimastigote y de este ultimo a amastigote se da en
forma constante en el vector y en el huésped definitivo, constituyendo los
esferomastigotes un estadio de diferenciacion analogo al amastigote en el huésped
mamifero (Almeida de Faria M. et al. 1999). Sin embargo, la ocurrencia de este

fendmeno en la naturaleza aun debe ser demostrada.

I.2. La enfermedad de Chagas

L.2.i. Formas de transmisiéon y control de la misma

La transmision natural del 7. cruzi por el vector se lleva a cabo en el ciclo
domeéstico, en el que participan como fuente parasitaria el hombre y los mamiferos, y
como vector el triatomino, que en nuestro pais es principalmente el Triatoma infestans
(Isola E. L. D. y Gonzalez Cappa S. M. 1994). Ademas de la transmision vectorial se han
descripto otras vias de transmision interhumana de importancia epidemioldgica (Maekelt
G. A. 1983): por transfusion de sangre, por transmision congénita o connatal (de la
madre al nifio) y por transplantes de organos. Desde el punto de vista sanitario, las
diferentes vias varian en importancia. La vectorial es la principal via de transmision,
seguida por la transfusional y la congénita (mucho menos importante) (Pinto Dias J. C.

1979, Wendel S. et al. 1992).

Entre las medidas aplicadas con cierto éxito al control de la transmision vectorial
esta el tratamiento de las viviendas con insecticidas (Storino R. y Barragan H. 1994).
Para que esta medida demuestre efectividad en el tiempo, este tratamiento debe ser

aplicado con continuidad y fundamentalmente, la propia comunidad o sus lideres deben
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participar en la vigilancia de la transmision. Para esto se han desarrollado sistemas de
deteccion de triatomineos asi como insecticidas de facil utilizacion (Wisnivesky-Colli et
al 1987, Wisnivesky-Colli et al 1988). La importante y continua presion de la
reinfectacion domiciliaria por triatominos, obliga a un permanente cuidado, para el cual
tanto las organizaciones sanitarias como los pobladores deben actuar con continuidad y
contigiidad geografica. Un abandono de las acciones podria implicar un retorno de la
zona a iguales condiciones epidemiologicas en las que se hallaba antes del tratamiento

(Storino R. y Barragan H. 1994).

Una de las medidas de mayor importancia sanitaria en relacion con la prevencion
de la transmision de la enfermedad de Chagas es el control serologico de la sangre a
transfundir, y el seguimiento de los pacientes en tratamiento (Schmunis G. 1992). El
diagnostico de la infeccion por 7. cruzi constituye uno de los elementos mas importantes

para el control de la transmision interhumana.
I.2.ii. Patologia de la infecciéon
L.2.ii.a. Periodo agudo

La aparicion de los sintomas en la enfermedad de Chagas tiene caracteristicas
particulares que dificultan su diagndstico y tratamiento. La infeccion aguda es
diagnosticada solo en el 1-2% de los pacientes (WHO 1991). Durante esta etapa de la
infeccion los tripomastigotes pueden encontrarse en sangre periférica y también en fluido

cerebroespinal (Hoff R. et al. 1978).

La sintomatologia, cuando se observa, es inespecifica. El signo mas especifico
que puede desarrollarse es una lesion inflamatoria en el sitio de entrada del parasito,
conocida como ‘“chagoma de inoculacion”. El proceso inflamatorio se dispersa
regionalmente, y puede evidenciarse una linfoadenopatia focal. Dentro de las células del

sistema reticuloendotelial ocurren ciclos asincronicos de multiplicacion del parasito,
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destruccion celular y reinfeccion. Otras manifestaciones observables en la fase aguda
pueden incluir fiebre, hepatoesplenomegalia, nauseas, vomitos, diarrea y anorexia

(Tanowitz H. et al. 1992).

Un nimero pequefio de los pacientes con enfermedad de Chagas aguda desarrolla
miocarditis severa. Esta puede ser clinicamente evidente y puede incluir taquicardia y
falla cardiaca congestiva (Shikanai-Yasuda M. et al. 1990). La anemia, la
trombocitopenia, la leucocitosis con predominancia de linfocitos, la funcién renal
anormal, y los elevados niveles de enzima cardiaca, estan entre las anomalias chagasicas

mas comunmente reportadas por el laboratorio clinico (Tanowitz H. et al. 1992).

La mayoria de los pacientes con enfermedad aguda se recupera completamente
dentro de los 3 0 4 meses y la mayor parte de ellos no es consciente de estar atravesando
una enfermedad aguda. Un pequefio porcentaje muere debido a complicaciones asociadas
a miocarditis o meningoencefalitis aguda. En estos casos, es facilmente demostrable la
presencia de amastigotes en células cardiacas, esqueléticas y de tejido blando, asi como

también en células gliales (Tanowitz H. et al. 1992).

I.2.ii.b. Periodo indeterminado

Pasados 2-3 meses a partir del momento de la infeccion el individuo ingresa en el
periodo indeterminado sin sintomatologia clinica aparente (Milei J. 1994).
Aproximadamente un 60-65% de los individuos infectados no presentan sintomas
evidentes, permaneciendo en esta fase de la infeccion durante el resto de su vida. So6lo un
30-40% de estos pacientes presentaran diferentes alteraciones clinicas después de 10 o

20 afios de haberse infectado (WHO 1991).

1.2.ii.c. Periodo cronico

La enfermedad cronica puede manifestarse con cuadros clinicos diferentes,
dependiendo de los 6rganos y/o tejidos afectados. La forma cardiaca de la enfermedad de

Chagas, manifestada en aproximadamente el 27% de los infectados (WHO 1987),
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consiste en una miocardiopatia congestiva con lesiones irreversibles miocardicas y del
sistema de conduccion, pudiendo presentar arritmias u otros trastornos
electrocardiograficos, dilatacion ventricular, aneurisma de punta, tromboembolismo o
falla cardiaca (Oliveira J. et al. 1983). Se estima que los pacientes mueren dentro de los 6
afios después de diagnosticarseles cardiopatia chagasica severa (Carlomagno M. et al.
1989). También se ha reportado el infarto de miocardio (De Moraes C. et al. 1989), que
se cree se debe a la embolizacion a partir de un aneurisma apical izquierdo. Asimismo se
ha demostrado la existencia de arteriosclerosis y arteriolitis necrotizante (Okumara M. et

al. 1962).

Los trastornos del aparato digestivo (megacolon/megaesofago) se originan por
destruccién neuronal de los ganglios parasimpaticos intramurales del tubo digestivo
(Rezende J. y Luquetti A. 1994). Los individuos con megavisceras pueden presentar

diversos grados de lesiones cardiacas.

El compromiso del sistema nervioso periférico cursa en general sin
manifestaciones clinicas, ya que la denervacion es compensada por un proceso

reinervatorio (Sica R. 1994).

I.2.iii. Respuesta inmunoldgica a la infecciéon

La resistencia a la infeccion resulta de un equilibrio huésped-parasito en el que el
huésped desarrolla mecanismos defensivos y el parasito mecanismos de evasion de la
respuesta inmunologica. Se alcanza una infeccion cronica cuando se induce una
inmunidad de tipo concomitante al parasito, es decir que es capaz de resistir la
reinfeccion pero no de impedir que persista la poblacion de 7. cruzi en el huésped
infectado (Scott M. y Snary D. 1982). Tanto la inmunidad humoral como la celular
tienen un papel en la resistencia a la infeccion por 7. cruzi en el mamifero (Trischman T.

1983).
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En la etapa aguda se induce una activacion policlonal temprana de células By T
(con anticuerpos polireactivos de baja afinidad), en respuesta a la estimulacion
antigénica, que se extiende hasta el estadio cronico, seguida de una breve fase de
inmunodepresion generalizada (Teixeira A. et al. 1978), debida principalmente a bajos
niveles de expresion de interleuquina 2 (IL-2) (Harel-Bellan A. et al. 1983) y de sus
receptores de membrana (Rottenberg M. et al. 1989). Esta desregulacion de la respuesta
inmunoldgica (activacion policlonal e inmunosupresion especifica e inespecifica)
constituye uno de los mecanismos que emplea el parasito para evadir la respuesta inmune
especifica y/o provocar dafio tisular. Sin embargo, no todos los pacientes presentan estos

fenomenos y no existe relacion clara con la patologia.

El curso de la primoinfeccion con 7. cruzi es, a primera vista, semejante a la de
cualquier infeccidon con microorganismos susceptibles de control inmune. En la mayoria
de los casos, hay una fase aguda asociada a la parasitemia que, en general, es
paulatinamente controlada cuando emerge la respuesta inmunolégica. Luego se establece
una infeccion crénica donde es dificil la deteccion de parasitos en circulaciéon, aunque
éstos nunca son eliminados totalmente del organismo. De acuerdo a los estudios que se
han realizado en humanos, existiria una respuesta celular y humoral especifica contra el

parasito (Scott M. y Snary D. 1982).

Se ha demostrado que la presencia de los anticuerpos cumple un rol importante
en la modulacion de la infeccion. La transferencia pasiva de sueros inmunes o de
linfocitos B a ratones infectados result6 en una mejora en la evolucién de la infeccion por
el 7. cruzi, aunque con diferencias segun las cepas de parasitos utilizadas. (revisado por
Cardoni R. 1994). Por ejemplo la administracion de anticuerpos contra 7. cruzi a ratones
infectados con la cepa CL no resulta en un cambio en el curso de la infeccion. Sin
embargo, los anticuerpos contra la cepa CL han resultado protectivos para las

infecciones por otras cepas parasitarias (Krettli A. U. y Brener Z. 1976).

Los anticuerpos contra el 7. cruzi aparecen en el humano siempre a las pocas
semanas de la infeccion, aun en individuos asintomaticos. Dichos anticuerpos se

mantienen durante toda la vida, excepto en el caso de la cura parasitologica del paciente
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con drogas tripanocidas durante la primoinfeccion temprana (Cenisola J. 1977). La
produccion de la mayoria de los anticuerpos especificos contra el parasito en ratones
depende de linfocitos T con el marcador L3T4 (equivalente murino al CD4 humano)

(Rottenberg M. et al. 1988-a).

La inmunidad mediada por células en respuesta al antigeno del parasito ha sido
detectada en la mayoria de los individuos infectados y el porcentaje de positividad
dependeria de la sensibilidad y especificidad del método y de las caracteristicas de los
antigenos empleados (Tschudi E. et al. 1972, Lelchuk R. et al. 1974, De Titto E. et al.
1983). El papel relevante que juegan los linfocitos T en el control de la infeccion fue
demostrado por la mayor suceptibilidad a la infeccion de ratones atimicos (Kierszenbaum
F. y Pienkowski M. M. 1979, Trischmann T. M. 1983) o timectomizados (Schmunis G.
A. et al. 1971). Tanto las poblaciones CD4+ como CD8+ estan involucradas en la
resistencia a la infeccion en la fase aguda y cronica de la misma (Rottenberg M. et al.
1988-b, Tarleton R. 1990). En particular se ha observado una inducciéon de la
proliferacion de linfocitos T colaboradores especificos contra el parasito (Burguess D. E.
et al. 1981). Esto activaria los mecanismos efectores involucrados en la resistencia tanto
por cooperacion célula—célula como mediante la produccion de citoquinas. Entre estos
mecanismos estaria la activacion de macrofagos (que se vuelven refractarios a la
infeccion y destruyen al parasito luego de intemalizarlo) y la induccion de la respuesta de

anticuerpos (Rottenberg M. et al. 1988-b).

Las células CD8+ pueden ser supresoras, citotoxicas o secretoras de citoquinas.
Su rol mas relevante en relacion a la infeccion esta relacionado con la citotoxicidad
dirigida a las células parasitadas (Tarleton R. 1994). Estas células también secretan
interferon y (IFN-y) durante la infeccion (Nabors G. S. y Tarleton R. 1991, Cardillo F. et
al. 1996).

Entre las citoquinas involucradas en la respuesta inmune a la infeccion por el T.
cruzi, el IFN-y es particularmente importante (Plata F. et al. 1987, Reed S. G. 1988,
McCabe R. E. et al. 1991, Torrico F. et al. 1991). Es capaz de activar macrofagos in
vivo e in vitro (Plata F. et al. 1984, Plata F. et al. 1987, Reed S. G. 1988) y de inhibir la
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multiplicacion parasitaria en células no fagociticas (Osuna A. et al. 1986). Por otro lado,
se ha observado que la interleuquina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) estan implicadas en la suceptibilidad a la infeccion (Minoprio P. et al. 1991,
SilvaJ. S. et al. 1991, SilvaJ. S. et al. 1992). Se ha reportado la produccion de estas dos
citoquinas durante la infeccion experimental (Silva J. S. et al. 1991, Silva J. S. et al.

1992).

La respuesta inmunoldgica juega un papel fundamental en la patologia de la
enfermedad de Chagas. Se ha demostrado que existen fenémenos inflamatorios inducidos
por la lisis de células parasitadas y posiblemente mecanismos autoinmunes (Andrade Z.

1991), que provocarian dafio tisular.

L2.iv. Tratamiento

El tratamiento de la infeccion por 7. cruzi es de dificil abordaje debido a que el
protozoario no es susceptible a la mayoria de las drogas estudiadas, incluyendo aquellas
que resultan efectivas contra los tripanosomas africanos y otros protozoarios (Marr J. y
Docampo R. 1986). El nifurtimox (Lampit; Bayer 2502) y el benznidazol (Radamil;
Roche7-1051), las dos drogas disponibles para el tratamiento del 7. cruzi, reducen
efectivamente la severidad de la enfermedad de Chagas aguda, pero su rol en la terapia
de las infecciones cronicas aun estd en discusion. Los tratamientos con ambas drogas
deben ser llevados a cabo por periodos de tiempo prolongados. En muchos casos, estas
terapias pueden causar efectos colaterales severos. Por otra parte, muchos pacientes que
siguen un tratamiento completo no logran curarse parasitologicamente (Tanowitz H. et

al. 1992).

Se han reportado estudios en los que se describen tratamientos con allopurinol a
pacientes con enfermedad de Chagas cronica. El allopurinol, un inhibidor de la
hipoxantina oxidasa, es activo contra el 7. cruzi en cultivos de células de mamiferos y en
ratones (Avila H. y Avila A. 1981). Segun los autores resulto tan efectivo como el

benznidazol y el nifurtimox en la supresion de las parasitemias, al ser medido por
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xenodiagnodstico, y en provocar la negativizacion con los ensayos serologicos
convencionales (Gallerano R. et al. 1990). La ventaja del allopurinol seria su relativa

falta de efectos colaterales (Tanowitz H. et al. 1992).

Actualmente estan llevando a cabo programas de investigacion en algunos
laboratorios para identificar y desarrollar nuevas drogas para el tratamiento de las
infecciones por 7. cruzi. Por ejemplo, se ha estudiado la actividad anti-7T. cruzi de varios
inhibidores de topoisomerasas bacterianas in vivo (Gonzalez Perdomo M. et al. 1990).
Estos estudios mostraron una marcada inhibicion de la proliferacion y de la
diferenciacion del parasito causadas por varias drogas pertenecientes a esta clase,
sugiriendo que el 7. cruzi tiene una enzima similar a la topoisomerasa Il bacteriana, y
abriendo por lo tanto una nuevo camino en la busqueda de un agente efectivo y no toxico

para el tratamiento de la infeccion por T. cruzi (Tanowitz H. et al. 1992).

I.2.v. Diagnostico

Tanto los estudios de diagndstico como los epidemioldgicos en relacion con la
infeccion por 7. cruzi presentan complicaciones particulares en areas coendémicas con
organismos filogenéticamente relacionados, tales como el Trypanosoma rangeli (Guhl F.
et al. 1987). Estos parasitos presentan morfologia y huéspedes vertebrados y no
vertebrados similares, y presentan reaccion cruzada para los ensayos serologicos (Greig
S. et al. 1990). También pueden observarse en la serologia reacciones cruzadas entre
antigenos del 7. cruzi y de microorganismos causantes de otras infecciones, tales como
leishmaniasis, sifilis, o fiebre reumatoidea, afectando esto la confiabilidad en la
interpretacion de los resultados. Por lo tanto, la mejora en el diagnostico de la infeccion
chagasica es de una importancia decisiva debido a los aspectos epidemioldgicos, sociales

y clinicos de la enfermedad (Carvalho M. et al. 1993).
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I.2.v.a. Métodos directos

L.2.v.a.1. Visualizacion de parisitos

La presencia de tripanosomas circulantes en sangre periférica es importante y
practicamente constante durante la fase aguda, y es casi nula en las fases indeterminada y
créonica de la infecciéon. Debido a esto, el diagnostico por técnicas convencionales de
visualizaciéon de parasitos circulantes se convierte en un sistema de eleccion para los

pacientes que estan cursando la fase aguda.

Los tripomastigotes frecuentemente pueden ser observados a través del analisis
directo con microscopio de sangre fresca anticoagulada o luego de una centrifugacion
realizando la observacién sobre muestras tomadas de la fraccion en la que sedimentan los
globulos blancos, en la interfase entre el coagulo y el suero, donde se concentran los
tripomastigotes (Freilij H. et al. 1983). Los parasitos también pueden ser visualizados
sobre frotis sanguineos tefiidos con Giemsa. En algunos casos es necesario aumentar la
sensibilidad de estas técnicas mediante una amplificacion por cultivo in vivo. El método
mas difundido consiste en el cultivo en el insecto vector mediante la alimentacion del
mismo sobre los pacientes sometidos al ensayo (xenodiagnéstico). En este caso, los
triatomineos susceptibles criados en laboratorio son alimentados sobre el paciente.
Luego de 30 o 40 dias, los contenidos intestinales de las vinchucas son examinados
microscopicamente para la busqueda de parasitos. Aunque este procedimiento es quizas
el mas sensible para el diagnostico de infeccion aguda por 7. cruzi, resulta usualmente
positivo solo para el 30-50% de los pacientes con enfermedad de Chagas crénica (Chiari
E. y Brener Z. 1966, revisado por Tanowitz H. et al. 1992). Asimismo, los especimenes
sanguineos o de plasma pueden ser cultivados en medio liquido (hemocultivo), y los
parasitos pueden ser observados microscopicamente luego de varias semanas. Cuando se
sospecha la infeccion chagasica aguda en un paciente inmunocomprometido y estos
métodos fracasan se podria demostrar la presencia de 7. c¢ruzi, mediante el examen de

especimenes de tejidos adicionales (Tanowitz H. et al. 1992).



1.2.v.a.2. Deteccion de antigenos e inmunocomplejos

La infeccion por 7. cruzi, al igual que otras parasitosis, origina antigenos
circulantes libres y en forma de inmunocomplejos en diferentes fluidos (sangre y orina).
La presencia de estos antigenos fue originalmente descripta en el suero de ratones
infectados (Araujo F. G. 1982). Esto concuerda con datos obtenidos por otros autores
en este sentido, tanto en animales de experimentacion (Gottlieb M. 1977, Bongertz E. et
al. 1981) como en pacientes con enfermedad aguda y cronica (Gottlieb M. 1978,
Marcipar A. et al. 1982, Alonso J. M. et al. 1986, Segura E. L. et al. 1986). Entre los
antigenos circulantes que se caracterizaron se han descripto polisacaridos inmunogénicos
de la superficie del parasito en el plasma de ratones (Gottlieb M. 1977, Martin U. O. et
al. 1989) y en pacientes durante la fase aguda de la enfermedad (Andrews N. W. et al.
1987).

Un hecho interesante es la expresion de una glicoproteina de 70-84 kDa
denominada Ssp4, el antigeno mas importante del amastigote (Andrews N. W. et al.
1988), que se libera al medio circundante a medida que se transforma en tripomastigote.
Los tripomastigotes también liberan al medio circundante un antigeno que fue llamado
SAPA (shed acute phase antigen), que es reconocido por sueros de pacientes con

enfermedad de Chagas aguda (Affranchino J. L. et al. 1989).

La presencia de antigenos de 7. cruzi en la orina de los vertebrados fue
originalmente descripta por Bongertz y colaboradores en animales experimentales
durante la etapa aguda de la infeccion (Bongertz V. et al. 1981). En el hombre también
se ha demostrado la excrecion de antigenos del parasito analizando la orina de nifios con
enfermedad de Chagas aguda o congénita (Katzin A. M. et al. 1989). Mediante la
captacion de antigenos urinarios por micelas de nitrocelulosa y una posterior
aglutinacién, se amplié el diagndstico parasitologico a pacientes cronicos (Freilij H. L. et

al. 1987).
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I.2.v.a.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacion de secuencias de ADN a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) puede ser usada como un método altamente sensible para detectar
ADN microbiano, y por lo tanto se ha convertido en una herramienta de enorme valor
potencial en el diagnostico de enfermedades infecciosas, entre ellas las producidas por
parasitos (Saiki R. K. et al. 1988). La posibilidad de detectar y amplificar por PCR
cantidades de ADN del parasito equivalentes a menos de un genoma en una muestra
sanguinea permitiria hacer un diagnédstico altamente especifico y sensible de la infeccion
por deteccion directa de componentes del parasito (secuencias de ADN especificas del
mismo). Esto es muy importante, especialmente para pacientes cuya serologia podria
estar alterada debido a alguna situacion de compromiso del sistema inmunolégico:
coinfectados con el virus HIV, inmunosuprimidos por drogas quimioterapicas,
transplantados, neonatos o pacientes desnutridos. La aplicacion de la técnica de PCR a
estos pacientes seria de gran importancia, ya que podria llegar a sustituir la aplicacién de

otros métodos directos invasivos y de menor sensibilidad, tales como el xenodiagnéstico.

La aplicacion de esta técnica, ademas, permitiria hacer un diagnostico en etapas
muy incipientes de la infeccion o de baja parasitemia. Esto seria especialmente
importante en el caso de nifios recién nacidos de madres chagasicas, ya que implicaria la
posibilidad de aplicar tratamientos quimioterapicos en etapas tempranas del proceso
infectivo. También seria de importancia para hacer un monitoreo permanente de la

parasitemia en pacientes cronicos (Einsestein B. 1990, Avila H. et al. 1993).

La técnica de PCR también permitiria detectar y amplificar pequefias cantidades
de ADN del parasito en el intestino del insecto vector. Esto llevaria a acortar los tiempos
de lectura de los xenodiagnosticos en el laboratorio, y a aumentar la sensibilidad de las
lecturas, lo cual seria de gran importancia en los trabajos de campo para establecer
dinamicas de infeccion por triatominos en estudios epidemioldgicos para el control de la
transmision de la enfermedad de Chagas (Breniere S. et al. 1995, Silber A. M. et al.
1997).
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Las parasitemias de 7. cruzi pueden ser intermitentes en los individuos
cronicamente infectados, lo cual podria limitar la sensibilidad de los ensayos. Mas aun,
los ensayos basados en PCR requieren el procesamiento de las muestras de sangre y de
los procedimientos de ensayo que son considerablemente mas complejos que aquellos
requeridos para realizar pruebas serologicas. Este factor, ademds del problema potencial
de las reacciones falso-positivas como resultado de la contaminacién de las muestras con
otros productos de amplificacion, puede ser un obstiaculo importante para la
generalizacién del uso de la PCR para el diagnostico de la infeccion por 7. cruzi,
particularmente en los paises en vias de desarrollo en los cuales la enfermedad de Chagas

es endémica (Tanowitz H. et al. 1992).

I.2.v.b. Métodos indirectos

A diferencia del estadio agudo de la infeccion chagasica, durante las etapas
indeterminada y cronica de la infeccion los parasitos son raramente detectados en sangre
(Mendes et al. 1997). Por esta razon, los inmunoensayos basados en la deteccion de
anticuerpos juegan un papel importante como herramientas de diagnostico en el estadio

cronico.

Las técnicas serologicas mas utilizadas se basan en la deteccion de anticuerpos
séricos especificos de alto titulo, que persisten durante toda la vida del individuo
infectado. Estos ensayos altamente sensibles comprenden las pruebas de fijacion de
complemento (Machado-Guerreiro), hemoaglutinacion, inmunoprecipitacion,
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y enzimo-inmunoensayo (ELISA) (Godsel L. et al.
1995-b). Estos y otros ensayos seroldgicos convencionales son ampliamente utilizados
para el diagnéstico clinico individual, para el control en bancos de sangre y para llevar a
cabo estudios epidemiologicos, entre otras posibles aplicaciones. La ocurrencia de
reacciones falso-positivas ocasionales, sin embargo, ha sido un problema persistente para
estos ensayos. Teniendo en cuenta la modalidad evolutiva de la enfermedad, el
inmunodiagnostico se transforma en una herramienta de laboratorio especialmente
indicada para las etapas indeterminada y cronica de esta afectacion (Freilij H. L. et al.

1994).
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Dado que los procedimientos para realizar un diagnostico parasitologico
especifico (xenodiagndstico o cultivo de sangre) son poco sensibles, muy laboriosos y
demandan varias semanas para completarse, una variedad de laboratorios de
investigacion han intentado desarrollar ensayos que tengan la sensibilidad de las pruebas
convencionales y que sean altamente especificos, pero sencillos de realizar (Tanowitz H.

et al. 1992),

El estudio del perfil de anticuerpos demuestra que el tipo M de inmunoglobulinas
es el que aparece precozmente en el curso de la infeccion, disminuyendo a niveles casi
no detectables en el cronico (Ross A. y Novoa-Montero D. 1993). Algunos ensayos que
pueden detectar estos anticuerpos son la inmunofluorescencia anti-IgM, la aglutinacion
directa y los inmunoenzimaticos, fundamentaimente ELISA (Camargo M. y Noshino-
Shimizu S. 1974, Kagan 1. 1976). La aparicién de inmunoglobulinas de tipo G se
produce hacia la segunda y la tercera semana de la infeccion, perdurando en niveles
detectables durante todo el curso de la misma por la mayoria de las técnicas (Freilij H. L.

y Storino R. 1994).

Cabe aclarar que el resultado de estas técnicas solo llevara a la confirmacion de la
infeccion y no a la de la enfermedad propiamente dicha (Ross A. y Novoa-Montero D.
1993). Para el propdsito de un diagnostico individual, los titulos de anticuerpos
circulantes no guardan relacion con la edad o sexo, con la gravedad de la enfermedad o

con su evolucidn clinica (Cerisola J. et al. 1979, Kagan 1. 1980).

Para el diagnéstico de laboratorio se ha establecido que deben utilizarse por lo
menos dos reacciones serologicas. Si ambas son reactivas, convencionalmente se
considera al individuo como infectado. En el caso de que haya disparidad entre ambas
pruebas se realiza una tercera reaccion para definir el estado de infectado o no infectado

de dicha persona (Ross A. y Novoa-Montero D. 1993).
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I1. La invasion celular

La infeccion del huésped mamifero por 7. cruzi queda establecida cuando el
parasito invade a las células del mismo y establece un primer ciclo de replicacion. Para
esto, los tripomastigotes metaciclicos depositados por el insecto vector sobre el huésped
deben atravesar la barrera de la piel. Esto implica que el contacto inicial entre el parasito
y su huésped mamifero se da a través de los componentes de la matriz extracelular
constituida fundamentalmente por un denso entramado de coldgeno, glicoproteinas y
proteoglicanos. La composicion de esta matriz podria ser un factor determinante del sitio
de colonizacion inicial (Ortega-Barria E. y Pereira M. E. 1992). A partir de este evento,
luego de un primer ciclo de replicacién, el parasito puede dispersarse por el organismo e
invadir otras células en otros tejidos, quedando alojado en ellos. En el huésped mamifero,
el I cruzi infecta a un amplio rango de células en distintos tejidos, tales como
leucocitos, macrofagos, diferentes tipos de células epiteliales, fibroblastos, y neuronas

(Zingales B. y Colli W. 1985).

II.1. La invasion de células fagociticas y no fagociticas por amastigotes y

tripomastigotes

IL.1.i. La invasion de las células del huésped por formas amastigotes

Durante mucho tiempo se consideré que los amastigotes eran formas replicativas
no invasivas del 7. cruzi, y que s6lo eran viables en el citoplasma celular. Sin embargo,
posteriormente se ha observado que los tripomastigotes pueden ser inducidos a
transformarse en amastigotes en el medio extracelular (Andrews N. W. et al. 1987), y
que estas formas amastigotes pueden ser invasivas tanto en células fagociticas como no
tagociticas, aunque con diferente eficiencia (McCabe R. E. et al. 1984, Carvalho T. U. y
De Souza W. 1986, Ley V. et al. 1988, Mortara R. A. 1991).



I1.1.i.a. Invasion de células fagociticas

Los amastigotes pueden ser internalizados pasivamente en macrofagos no
activados y evadirse de la vacuola fagolisosomal para replicar de manera normal en el
citoplasma celular, originando una progenie que es liberada de la célula por lisis (Ley V.
et al. 1988). Se ha reportado recientemente que la adhesion de los amastigotes de T.
cruzi a macréfagos seria facilitada por una lectina en la superficie de estos llamada
receptor de manosa de macrofagos. Esta molécula seria una de las responsables de iniciar
el proceso de internalizacion de los amastigotes a la vacuola fagocitica (Kahn S. et al.

1995). El mecanismo de internalizacion seria de tipo fagocitico.

IL.1.i.b. Invasion de células no fagociticas

Los amastigotes también han resultado infectivos en fagocitos no profesionales.
Los amastigotes se posicionan al azar en la region dorsal de las células en cultivo,
presumiblemente por simple sedimentacion, durante las fases de reconocimiento y
adhesion. La internalizacién de los amastigotes es significativamente disminuida por
citocalacina D, lo que indicaria una participacion del citoesqueleto celular en este
proceso. Se observan agrupamientos de filamentos de actina en las inmediaciones del
sitio de adhesion. Dado que este proceso resulta inhibido por staurospoina y genisteina,
seria dependiente de la actividad proteina quinasa (Putney J. W. Jr. 1993). En este caso
el mecanismo de internalizacion de los amastigotes también tiene caracteristicas de
fagocitosis, aun tratandose de células no fagociticas (Burleigh B. y Andrews N. W.

1995-a).

IL.1.ii. La invasion de las células del huésped por formas tripomastigotes

I1.1.ii.a. Invasion de células fagociticas

El evento de invasion intracelular fue estudiado inicialmente en células

fagociticas. Se ha demostrado que en estas células el estadio tripomastigote es

eficientemente internalizado e incorporado a las vesiculas fagolisosomales (Milder R. y
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Kloetzer J. 1980, Meirelles M. N. L. y De Souza W. 1983, Carvalho T. U. y De Souza
W. 1986) de las cuales son capaces de evadirse aproximadamente dos horas después de
la internalizacion hacia el citoplasma para replicarse (Nogueira N. y Cohn Z. 1976,
Milder R. y Kloetzer J. 1980). En la infeccion de las células fagociticas pueden darse
basicamente dos mecanismos: la internalizacion activa por parte de los tripomastigotes, y
la fagocitosis pasiva (Nogueira N. y Cohn Z. 1976, Kipnis T. L. et al. 1979, Meirelles M.
N. L. et al. 1982).

El mecanismo involucrado en la invasion de células fagociticas macrofagicas ha
estado sujeto a controversia. Mientras algunos investigadores reportaron que la entrada
del parasito era bloqueada en presencia de inhibidores de la polimerizacion de actina tales
como la citocalasina B (Meirelles M. N. L. et al. 1982, Meirelles M. N. L. et al. 1992),
otros afirmaban lo contrario y proponian un mecanismo de entrada que no resultaba
interferido por esta droga (citocalasina-independiente) (Kipnis T. L. et al. 1979). El
descubrimiento posterior del mecanismo de entrada para tripomastigotes en células no
fagociticas permitié concluir que pueden ocurrir simultaneamente ambos mecanismos:
una entrada que seria activa por parte del parasito, y una fagocitosis que seria pasiva por

parte del mismo (Burleigh B. y Andrews N. A. 1995-a).

II.1.ii.b. Invasion de células no fagociticas

El proceso de invasion a células no fagociticas puede ser definido como inusual y
difiere ampliamente del efectuado por otros organismos patogenos intracelulares que han
sido estudiados hasta el momento (Falcow F. et al. 1992). El parasito es internalizado a
través de regiones especificas de la membrana externa por una vesicula de tipo
fagolisosomal (Tardieux I. et al. 1992). Aunque en este tipo de células los mecanismos
fagociticos ocurren, el mecanismo por el cual el parasito ingresa a las células es diferente.
Se ha observado que la internalizacion no sélo no es inhibida, sino que puede ocurrir con
mayor eficiencia en presencia de citocalasina D, un inhibidor de la polimerizaciéon de

actina y por lo tanto de la fagocitosis (Schenkman S. et al. 1991-a). Por otra parte, no se
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han observado alteraciones de la superficie celular tipicas del proceso de “zippering” que
ocurre durante la fagocitosis, tales como la formacién de pseudopodios (Schenkman S.

et al. 1988-a).

I1.2. El proceso de interaccion con las células del huésped por las formas

tripomastigotes

I1.2.i. Induccién de mecanismos de transduccion de sefiales previo a la invasion

En los ultimos afios se ha demostrado un complejo sistema de sefalizacion entre
el 7. cruzi y las células del huésped previo a la invasion. Posiblemente estos mecanismos
constituyan uno de los aspectos clave de la regulacion del proceso de invasion celular

(Burleigh B. y Andrews N. W. 1998).

I1.2.i.a. La movilizacién de Ca** en las células del huésped

El descubrimiento del mecanismo de invasioén no fagocitico, en el cual ocurre un
reclutamiento de los lisosomas de las células del huésped al sitio de internalizacion
sugirié la existencia de una comunicacion entre el parasito y la célula huésped. Se
postuld la existencia de mecanismos de transduccion de sefales que permitirian el
reclutamiento lisosomal necesario para la invasion (Tardieux 1. et al. 1992). En este
sentido se observo que en presencia del tripomastigote infectivo se producia un rapido y
repetitivo aumento de la concentracion de Ca’ en células NRK (Tardieux I. et al. 1994).
Por otra parte, la deplecion de la concentracion intracelular de Ca®" resulté en una
significativa inhibicion de la entrada del parasito, sustentado la idea del rol del Ca*" en el
proceso de invasion (Mortara R. A. 1991, Araya J. E. et al. 1994, Tardieux 1. et al. 1994,
Wilkowsky S. et al. 1996).

A los efectos de dilucidar el mecanismo de sefializacion involucrado en el
aumento de Ca®' intracelular se realizaron experimentos con tripomastigotes sanguineos
en los que se demostro que la actividad de sefializacion responsable del aumento del Ca*’

intracelular se encontraba en la fraccion soluble del parasito (Burleigh B. y Andrews N.
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1995-b) y que era inhibida por tratamiento con tripsina (Andrews N. W. et al. 1988,
Tardieux I. et al. 1994). Esta actividad fue relacionada con una peptidasa alcalina de 120
kDa expresada en todos los estadios parasitarios que ya habia sido descripta (Ashall F.
1990, Ashall F. et al. 1990, Santana J. M. et al. 1992). Esta peptidasa fue bien
caracterizada: se trata de una proteina citoplasmatica homéloga a miembros de la familia
de las prolil oligopeptidasas con actividad serin hidrolasa (Barr S. C. et al. 1996). Fue
denominada oligopeptidasa B. La presencia de esta peptidasa seria un requisito para el
procesamiento de un precursor presente solamente en el estadio tripomastigote infectivo
(Burleigh B. et al. 1997, Caler E. V. et al. 1998), generando un factor parasitario
(proteolytically generated trypomastigote factor, PGTF) con las mismas caracteristicas
de un factor de crecimiento hormonal de mamifero (Burleigh B. y Andrews N. W. 1995-
b), capaz de provocar una elevacion transitoria en la concentracion de Ca®* en células del
huésped (Burleigh B. y Andrews N. W. 1995-b, Barr S. C. et al. 1996, Burleigh B. et al.
1997). Se demostro que este factor de sefializacion PGTF actua sobre la fosfolipasa C de
la célula huésped generando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) por hidrélisis de
fosfoinositidos. El 1P3 induce la apertura de los canales de Ca®' intracelulares y esta
elevacion del Ca’ produce un reordenamiento de los microfilamentos y una
redistribucion del esqueleto de F-actina faciliando la invasion del parasito a la célula del
huésped (Rodriguez A. et al. 1995). El aumento transitorio de los niveles de Ca®’
intracelular llevaria al reclutamiento de los lisosomas hacia la membrana plasmatica en
donde se fusionarian con esta (Rodriguez A. et al. 1997). La exositosis de los lisosomas
en un proceso Ca’" dependiente estaria ademas modulada por las concentraciones de
cAMP intracelular: un aumento en los niveles de cAMP resulta en un aumento de la
exocitosis de los lisosomas en forma Ca®" dependiente con el consiguiente aumento de la
eficiencia de invasion (Rodriguez A. et al. 1999). Ha sido confirmado el rol determinante
de la oligopeptidasa B de 7. cruzi y del factor generado por esta en la invasion celular,
mediante el gatillado de un proceso de transduccion de sefiales, en el cual el Ca® es un

actor fundamental, (Burleigh B. et al. 1997, Caler E. V. et al. 1998).

Otro grupo de moléculas cuya expresion ha sido recientemente vinculada con la
sefializacion mediada por Ca®' es el de la gp90, gp82 y gp35/50 de tripomastigotes

metaciclicos. Estas moléculas fueron originalmente vinculadas con el proceso de
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reconocimiento del parasito a las células del huésped (ver mas abajo). En ensayos de
adhesion de estas moléculas a células y evaluacion de su actividad inductora de la
movilizacién intracelular de Ca>" se observé una correlacion negativa entre adhesion y
capacidad inductora de la sefializacioén: si bien gp90 y gp35/50 se adhirieron mas
eficientemente a la superficie celular, gp82 dispar6 una respuesta de Ca®

significativamente superior (Ruiz R. et al. 1998).

I1.2.i.b. La movilizacion de Ca** en el parisito

En otros trabajos se observo que ademas de la elevacion de los niveles de Ca’* en
células del huésped concomitantes con la invasion, ocurre un incremento de los niveles
de Ca® citoplasmatico en los tripomastigotes (Moreno S. et al. 1994). El tratamiento de

. . 2+ . , .,
tripomastigotes con quelantes de Ca“ intracelular resulté en una reduccion de la
. .. . .« . 2+ . .
asociacion con mioblastos, sugiriendo para el Ca® un rol en el proceso de exocitosis de
moléculas del parasito necesarias para la invasién o bien para la movilidad del parasito
(Yacubu M. et al. 1994). Recientemente se ha demostrado que tripomastigotes de T.
cruzi enfrentados a extractos de células HeLa muestran un aumento en las
concentraciones de Ca’' intracelular. En este proceso, también estaria involucrada la

glicoproteina de superticie gp82 anteriormente mencionada (Ruiz R. et al. 1998).

I1.2.i.c. La fosforilacion de proteinas en las células del huésped en la invasion

Poco se sabe del rol que cumpliria la fosforilacion de proteinas en el proceso de
invasion a las c€lulas del huésped. Sin embargo, recientemente se ha reportado la
desfosforilacion de residuos tirosina en proteinas de 234, 205 y 50 kDa de peso
molecular en células musculares L6E9 asociado al proceso de invasion por el 7. cruzi
(Zhong L. et al. 1998). Por otra parte, la invasion fue significativamente reducida por la
presencia de fosfotirosina o inhibidores de la tirosina fosfatasa. En cambio no se vio

afectada por fosfoserina o fosfotreonina (Zhong L. et al. 1998).

32



I1.2.i.d. La fosforilacion de proteinas del parasito en la invasion

En trabajos recientes, se ha descripto que el tratamiento de tripomastigotes
metaciclicos con genisteina, un inhibidor de la actividad tirosina kinasa, disminuyo
significativamente la capacidad invasiva de los parasitos a células HeLa. Por otra parte se
demostr6 que extractos de estas células contienen un factor soluble capaz de aumentar
los niveles de fosforilacion de una proteina de tripomastigotes de 175 kDa (pl175)

(Favoretto S. Jr. et al. 1998).

I1.2.i.e. Los receptores del TGF- como via para la transduccion de sefiales previo

a la invasion

Ming y colaboradores demostraron que los receptores celulares para TGF-f
serian esenciales durante el proceso de invasion (Ming M. et al. 1995). Células
deficientes en la expresion de estos receptores resultaron ser refractarias a la infeccion
por el 7. cruzi, fundamentalmente debido a la imposibilidad del parasito de inducir los
mecanismos de transduccion de sefiales. La transfeccion de células correspondientes a
una linea de estas caracteristicas con genes para el receptor de TGF-f y su expresion
resultaron en un aumento de la capacidad de transduccion de sefiales en las células y en

un aumento de la capacidad invasiva (Ming M. et al. 1995).

I1.2.ii. La participacion del citoesqueleto y los lisosomas

Como se menciond anteriormente, se ha observado que a diferencia de lo que
ocurre con la mayoria de los patogenos intracelulares, 1a entrada del 7. cruzi a células en
algunos casos no resulta bloqueada sino, por el contrario, es facilitada por inhibidores de
la polimerizacion de actina tales como la citocalasina D. De hecho se ha reportado un
aumento de hasta diez veces de la capacidad invasiva de tripomastigotes de 7. cruzi a
células MDCK polarizadas en presencia de esta droga (Schenkman S. et al. 1991-a,
Tardieux 1. et al. 1992). Ademas, por microscopia electronica de barrido se vi6 que los
tripomastigotes pueden entrar sin la formacion de pseudépodos u otra alteracion de la

membrana plasmatica de la célula huésped tipicas de los mecanismos fagociticos en los
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que participan los componentes del citoesqueleto (Schenkman S. et al. 1988-a). En estos
casos, tampoco se observoé acumulacion de F-actina en el entorno de los parasitos
recientemente internalizados. Esto indicaria que la entrada de los tripomastigotes no sélo
puede ser independiente de la polimerizacion de actina, sino que incluso en algunos casos
seria facilitada de alguna manera por la remocion del citoesqueleto de actina de la region
cortical de la célula. De hecho se ha establecido que los tripomastigotes muestran una
preferencia por los lamellipodios cercanos a los margenes de las células (Schenkman S.
et al. 1988-a) los cuales son muy dinamicos en relacién con el armado y desarmado del
esqueleto cortical de actina (Heath J. P. y Holifield B. F. 1991). Estas observaciones
serian compatibles con el hecho de que el citoesqueleto de actina actuaria como barrera
durante el proceso de migracion de los lisosomas Ca** dependiente (Rodriguez A. et al.

1999).

A diferencia de las observaciones anteriormente mencionadas, en algunos casos,
la participacion del citoesqueleto parece ser esencial. En ensayos usando una linea de
células de musculo cardiaco y formas metaciclicas del parasito en presencia de
citocalacina B o D se observé una inhibiciéon del 65% y 75% respectivamente en la
capacidad invasiva. (Barbosa H. S. y Meirelles M. N. L. 1995). Carvalho y
colaboradores observaron en un mismo cultivo que, durante la invasion por
tripomastigotes, algunas células, pero no todas, acumulan filamentos de actina en el sitio

de la invasion (Carvalho T. M. et al. 1999).

Estos datos confirmarian la existencia de diferentes mecanismos de invasion
respecto de los requerimientos de la participacion del citoesqueleto (Procopio D. O. et

al. 1998).

Si bien el proceso de invasion se puede dar aun en condiciones de desacople de
las funciones del citoesqueleto, se requiere del reclutamiento de los lisosomas en el sitio
de contacto del parasito con la célula para que la misma ocurra (Heuser J. E. 1989,
Montgomery R. et al. 1991, Tardieux 1. et al. 1992). Algunas evidencias de una
asociacion inusual entre lisosomas del huésped con tripomastigotes fueron planteadas

por investigadores que demostraron la existencia de un agrupamiento de lisosomas en las
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proximidades de las regiones de la membrana plasmatica del huésped en contacto con el
parasito (Tardieux I. et al. 1992) y una fusion lisosomal para formar la membrana
vacuolar que rodea al parasito durante un corto periodo de tiempo luego de la invasion
celular (Meirelles M. N. L. 1986, Ley V. et al. 1990). En la mayoria de los tipos
celulares en los que se ha estudiado el proceso de invasion por el 7. cruzi, la fusion de
los lisosomas a la membrana de las células para formar la vacuola fagocitica esta
regulada mediante la concentracion de Ca”* intracelular. Sin embargo, durante la invasion
de macréfagos por tripomastigotes este proceso resulté Ca*' independiente (Zimmerli S.

et al. 1996).

Manipulaciones experimentales de la distribucion celular y de la capacidad de
fusion de lisosomas contribuyeron a demostrar la necesidad del reclutamiento de los
lisosomas hacia el sitio de la invasion y su fusién con la membrana de la vacuola
fagocitica: la acidificacion del citoplasma celular, tratamiento que induce la migracion de
lisosomas a la periferia (Heuser J. E. 1989) facilito la invasion del 7. cruzi en células de
rifion de ratas, mientras que la alcalinizacion para lograr el agrupamiento perinuclear de
lisosomas tuvo el efecto opuesto (Tardieux I. et al. 1992). A través de la interferencia de
la capacidad de fusion de los lisosomas mediante la sobrecarga de las células con
sacarosa (descripto por Montgomery R. et al. 1991) se redujo la invasion a células de
rifion de rata en un 50% (Tardieux I. et al. 1992). Resultados mas recientes sefialan que
la migracion lisosomal hacia la membrana plasmatica es erratica cuando estos estan lejos
del sitio de adhesion del parasito a la membrana celular. En cambio la migracion esta
orientada hacia el sitio de adhesion del parasito cuando los lisosomas estan a una
distancia de 12 mm o menos del sitio de adhesion (Rodriguez A. et al. 1996).
Posteriormente, Rodriguez y colaboradores han demostrado que la movilizaciéon de los
lisosomas y su fusion a membranas plasmaticas también es un proceso regulado a través

de las concentraciones de Ca®' intracelular (Rodriguez A. et al. 1997).
Estos datos en su conjunto llevaron a confirmar la existencia de un mecanismo de

internalizacion a las células distinto de la fagocitosis, dependiente del intercambio de

sefiales entre el parasito y la célula.

35



11.2.iii. El reconocimiento y la adhesion a las células

Uno de los eventos tempranos en la invasion consiste en el reconocimiento de la
célula por parte del parasito y su adhesion a la misma. Ambos fenémenos puden
estudiarse separadamente, ya que pueden ser desacoplados mediante la fijacion de las
células con aldehido o mediante una incubacién inicial a baja temperatura (4°C), de
forma tal de arrestar los procesos metabolicos normales. A través de estas estrategias,
Schenkmam y colaboradores demostraron que el 7. cruzi no se adhiere fuertemente a
células a 4°C, probablemente debido a que las moléculas de adhesion presentes en la
superficie parasitaria no son suficientes para establecer uniones fuertes con las moléculas
de la superficie celular. Por otra parte, los mismos autores también han demostrado que
en presencia de los inhibidores de la fosforilacién oxidativa los parasitos no se adhirieron
a las células (Schenkman S. et al. 1991-a). No esta claro todavia porqué es necesaria la
energia para una adhesion eficiente pero se propone que algunas moléculas involucradas
son secretadas por el parasito durante el contacto con la célula o que el 7. cruzi realiza
un rearreglo dependiente de la energia de sus moléculas de superficie para generar
ligandos activos que participen en el proceso de adhesion (Burleigh B. y Andrews N. W.

1995).

En general se asume que en los parasitos con un ciclo de vida intracelular el
reconocimiento implica un ligamiento mediado por receptores y ligantes especificos tanto
en la superficie del parasito como en la célula (revisado por Zingales B. y Colli W.
1985). En esta direccion se han realizado diversos trabajos orientados a la identificacion
de estos componentes tanto del parasito como de la célula huésped. Se observo que la
remocion de las moléculas de superficie del parasito condujo a una drastica reduccion de
su capacidad invasiva (Andrews N. W. et al. 1984) y que anticuerpos monoclonales
dirigidos contra moléculas de superficie del parasito inhibieron el proceso de invasion
(Alves M. J. M. et al. 1986, Araguth M. F. et al. 1988, Yoshida N. et al. 1989, Ramirez
M. 1 et al. 1993). Se observé también, que si se trataban los tripomastigotes con tripsina
se eliminaban muchos de los componenetes de la superficie con pesos moleculares
superiores a 80 kDa, provocando inhibicidon en la penetracion del parasito a células

cultivadas in vifro. Cuando estos componentes retornaban a sus niveles normales, los
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parasitos recuperaban su capacidad de penetracion (Andrews N. W. et al. 1984, Piras M.
M. et al. 1985). Concomitantemente se observé que cuando células fibroblasticas eran
tratadas con tripsina, la capacidad invasiva de los parasitos se veia disminuida (Alcantara
A.y Brener Z. 1978, Piras R. et al. 1980, Henriquez D. et al. 1981, Nogueira N. y Cohn
Z. 1986).

I1.2.iii.a. Las moléculas parasitarias involucradas en el reconocimiento y/o la

adhesion previo a la invasién

En los trabajos descriptos anteriormente quedo establecida la participacion de las
glicoproteinas de la superficie del parasito. Posteriormente surgieron las primeras
evidencias experimentales en relacion con la participacion de los residuos glucidicos de
estas glicoproteinas en el proceso de reconocimiento e interaccion entre el 7. cruzi y
células de mamiferos. Se realizaron experiencias en las que se pudo observar una
modificacion en la infeccidon seguida al tratamiento de los parasitos o de células del
huésped con agentes oxidantes, glicosidasas, monosacaridos, lectinas de plantas e
inhibidores de la glicosilacion de proteinas (revisado por Zingales B. y Colli W. 1985).
Un grupo importante de proteinas de superficie implicadas en la invasién son las de la
superfamilia de la trans-sialidasa. Si bien es un grupo complejo de glicoproteinas de
membranas que comparten caracteristicas bioquimicas y moleculares semejantes, el rol
de aquellas que tienen actividad enzimatica en la invasion sera discutido mas adelante,

describiendose aqui sélo aquellas que participan en el reconocimiento y/o la adhesion.

IL.2.iii.a.1. Glicoproteinas de superficie de los tripomastigotes metaciclicos

Entre los componentes de membrana del estadio tripomastigote metaciclico que
han sido descriptos uno de los primeros en ser caracterizados consistio en una
glicoproteina de 90 kDa (gp90) (Yoshida N. et al. 1990) anclada a la membrana
mediante una unién de tipo glicosilfofatidilinositol (GPI) (Schenkman S. et al. 1988).

Anticuerpos monoclonales contra esta glicoproteina neutralizaron la infeccion en ratones

37



Introduccion

inoculados con las formas infectivas (Araguth M. F. et al. 1988) e inhibieron
parcialmente la invasion en células de cultivo de mamifero (Schenkman S. et al. 1988-b),

sugiriendo para esta proteina un rol en el proceso de invasion.

Otro componente de membrana que también estaria involucrado en este proceso
es una glicoproteina de superficie de 82 kDa (gp82). Esta molécula esta bien
caracterizada, se sabe que esta N-glicosilada, se expresa unicamente en el estadio
tripomastigote metaciclico y segun fue descripto, promueve la entrada del parasito a las
células a través de un proceso de interaccion de tipo ligando receptor (Ramirez M. 1. et
al. 1993). En ensayos de inhibicion de la penetracion de parasitos a células Vero la
misma fue inhibida significativamente por anticuerpos monoclonales o fragmentos Fab
especificos para la gp82. Ademas, la proteina purificada inhibié la invasion de
tripomastigotes metaciclicos a células Vero demostrando el bloqueo de receptores
celulares para el parasito (Ramirez M. 1. et al. 1993). Por ultimo, la gp82 recombinante
expresada en la superficie de una cepa de bacterias £. coli incapaz de llevar a cabo el
proceso de invasion celular, le confirid a éstas propiedades de invasividad (Pereira C. M.
et al. 1999). Otros estudios demostraron que esta proteina ademas de presentar otras
propiedades bioquimicas relacionadas con el proceso de transduccion de sefales previo a
la invasion (ver mas arriba), seria un antigeno inmunoprotector, ya que segun se publico
es capaz de despertar una respuesta humoral y celular e inducir una respuesta inmune
efectiva durante la infeccion aguda en ratones infectados (Santori F. et al. 1996). Estas
gp90 y gp82 son ahora reconocidas como moléculas relacionas y pertenecientes a la
superfamilia de las gp85/trans-sialidasa (Franco F. R. S. et al. 1993, Araya J. E. et al.
1994).

Otro grupo de moléculas de superficie de las formas metaciclicas esta constituido
por licoproteinas pertenecientes a la familia de las proteinas tipo mucinas. Estas estan
caracterizadas como un grupo heterogéneo de glicoproteinas de entre 35 y 50 kDa
(gp35/50) (Yoshida N. et al. 1989, Ruiz R. et al. 1993), altamente O-glicosiladas
(Schenkman S. et al. 1993) ricas en treonina (Reyes M. B. et al. 1994), ancladas a la
membrana mediante una unién a GPI (Schenkman S. et al. 1993), y que han sido

identificadas como el principal aceptor de residuos exogenos de acido sidlico en
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tripomastigotes metaciclicos (Colli W. 1993, Cross G. A. M. y Takle G. B. 1993,
Schenkman S. et al. 1993, Schenkman S. et al. 1994). A estas moléculas tipo mucinas
también se les atribuyo un rol en el proceso de invasidn ya que anticuerpos monoclonales
especificos inhibieron la invasion in vitro (Ruiz R. et al. 1993) y resultaron neutralizantes

de la infeccidn en ratones (Yoshida N. et al. 1989).

Una caracteristica que contribuyé a asignarles a las glicoproteinas gp82 y
gp35/50 un rol de importancia es su participacion en el mecanismo de aumento en los
niveles de Ca®" intracelular en células en cultivo: ambas glicoproteinas inducen una
elevacion del Ca”' citoplasmatico al unirse a células Hela (Dorta M. L. et al. 1995).

Como se menciono anteriormente, este seria un proceso esencial en la invasion.

11.2.iii.a.2. Glicoproteinas de superficie de tripomastigotes de mamiferos

El estadio tripomastigote sanguineo en mamiferos es similar a las formas
metaciclicas en cuanto a su morfologia y habilidad para invadir un amplio rango de
células de mamifero in vitro segun fue descripto (Lima M. F. y Kierszemabum F. 1982,
Andrews N. W. et al. 1984, Zingales B. et al. 1985). En las formas tripomastigotes
sanguineos se agrega un componente de complejidad al problema: los tripomastigotes
liberados por lisis celular remodelan los antigenos de superficie, incrementando
significativamente su capacidad infectiva con el tiempo al ser incubados con medio de
cultivo (Piras M. M. et al. 1982, Zingales B. y Colli W. 1985). El mismo fenomeno fue
observado al incubarse los parasitos en medios conteniendo macromoléculas como la
fetuina, ricas en acido sialico (Piras M. M. et al. 1987, Schenkman S. et al 1991-b). Al
estudiar la naturaleza de los componentes de la membrana involucrados en la invasion
celular, cabe considerar que estos componentes van sufriendo modificaciones a lo largo
del tiempo. Este proceso esta relacionado fundamentalmente con la incorporacion de
acido sialico a partir de glicoproteinas exogenas, presentes en el medio de cultivo,

mediante la actividad trans-sialidasa segun se discutira mas adelante.
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Uno de los primeros grupos de moléculas en ser relacionadas con el proceso de
invasion fue definida por el reconocimiento de un epitope con un anticuerpo monoclonal
que resulto inhibitorio de la penetracion del parasito a células de cultivo de mamifero en
un 50-70% (Alves M. J. M. et al. 1986). Posteriormente las glicoproteinas de membrana
conteniendo este epitope fueron caracterizadas como un grupo de glicoproteinas
heterogéneas de superficie (Tc-85) (Abuin G. et al. 1989) Estas glicoproteinas estan
incluidas en la familia de glicoproteinas de 85 kDa dentro de la superfamilia de las trans-
sialidasas (Peterson D. S. et al. 1986, Kahn S. et al. 1990, Giordano R. et al. 1994). Las
proteinas de este grupo fueron aisladas con sueros contra tripomastigotes depletados de
anticuerpos anti-epimastigotes (Zingales B. et al. 1982). Posteriormente fueron
purificadas por afinidad por la lectina WGA (Katzin A. M. y Colli W 1983). Al ser
purificadas a partir de parasitos crecidos en presencia de tunicamicina, mostraban un
peso molecular de 75 kDa. Estas glicoproteinas estan unidas a la membrana por un ancla
de tipo GPI (Couto A. S. et al. 1993). Componentes acidicos de estas glicoproteinas
presentan actividad de union a las proteinas de la matriz extracelular tales como laminina
lo cual sugiere un posible rol en el reconocimiento y/o adhesion a las células del huésped

(Giordano R. et al. 1994).

Otras moléculas de superficie involucradas en la interiorizacion de los
tripomastigotes a las células fueron definidas mediante el uso de tres anticuerpos
monoclonales dirigidos contra epitopes estadio especificos: Ssp-1, Ssp-2 y Ssp-3
(Andrews N. W. et al. 1987). Los tripomastigotes liberados de sus células huésped
expresaban el epitope Ssp-1 -contenido en glicoproteinas de aproximadamente 100, 120
y 150 kDa - y el epitope Ssp-2 correpondiente a una proteina de superficie de 70 kDa,
pero durante la incubacion extracelular de los parasitos estos marcadores fueron
desapareciendo gradualmente mientras que Ssp-3 comenzé a hacerse detectable hacia las
48 hs de incubacion (Andrews W. et al. 1987). La naturaleza de las moléculas que
contienen el epitope Ssp-3 fue dilucidada tiempo después, cuando se estableciéo que
dicho epitope es expuesto en la superficie en presencia de acido sialico y que la molécula
que lo contiene actuaria como aceptor de residuos de acido sialico exdgenos
(Schenkman S. et al. 1991-b). En este sentido se observé que anticuerpos monoclonales

que reconocian el epitope Ssp-3 conteniendo acido sialico inhibian la adhesion de
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tripomastigotes a células huésped (Schenkman S. et al. 1991-b, Schenkman S. et al.
1991-c). Finalmente, las moléculas conteniendo el epitope Ssp-3 de tripomastigotes
sanguineos fueron relacionadas con las glicoproteinas tipo mucinas de 35/50 kDa

descriptas anteriormente y exclusivas de las formas metaciclicas (Acosta A. et al. 1994).

La penetrina es una proteina de 60 kDa que también ha sido involucrada en el
proceso de internalizacion parasitaria. Es tripomastigote especifica y presenta como
caracteristica la capacidad de unirse a heparina, heparan sulfato y colageno (Ortega-
Barria E. y Pereira M. E. 1992). Se ha observado que es capaz de unirse a células Vero
en forma saturable y esta union puede ser inhibida por heparina, heparan sulfato y
colageno. Por otra parte, la heparina y el heparan sulfato son moléculas que también
resultan inhibitorias de la adhesion del 7. cruzi a las células (Ortega-Barmia E. y Pereira
M. E. 1992). Ortega-Barria y Pereira demostraron que la expresion de esta molécula en
una cepa de [Escherichia coli que normalmente no invade las células de mamiferos, le
confiere a estas bacterias la capacidad de unirse y penetrar en células Vero (Ortega-

Barmia E. y Pereira M. E. 1991).

Otra proteina involucrada en la internalizacién de los tripomastigotes a las células
del huésped es la proteina de union a fibronectina (Ortega-Barria E. y Pereira M. E.
1992). La intervencion de la fibronectina del huésped mamifero en el proceso de invasion
de las células de mamiferos por tripomastigotes ha sido puesta de manifiesto claramente.
Se ha observado que la fibronectina se une a parasitos en forma saturable, y que
anticuerpos antifibronectina inhiben la penetracion del 7. cruzi a células en cultivo
mientras que la fibronectina humana solube la aumenta (Ouassi A. et al. 1984). Ademas,
peptidos que imitan la conformacién del dominio de unién de la fibronectina inhiben
competitivamente la invasion celular (Quassi A. et al. 1986-a). Estos datos sugirieron la
posible participacion de un receptor parasitario de union a fibronectina en la invasion de
las células del huésped. Esta proteina fue identificada mediante su purificacién por
cromatografia de afinidad al ligando (Ouassi A. et al. 1986-b). Se trata de una proteina
de 85 kDa que también es capaz de unirse a colageno (Velge P. et al. 1988) y ha sido
identificada como uno de los antigenos mayores de excrecidon-secrecion circulantes en la

sangre de pacientes chagasicos (Ouassi A. et al. 1990).
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11.2.iii.a.3. Glicoproteinas de superficie de amastigotes

En el proceso de transformacion de los tripomastigotes al estadio amastigote,
cambios significativos en la morfologia del parasito son acompafiados por la adquisicion
de nuevas moléculas de superficie de un peso molecular que esta en el rango de lo 70-92
kDa. (Andrews N. W. et al. 1987, Pan A. A. y McMahon-Pratt D. 1989, lida K. y Ley
V. 1991, Schenkman S. et al. 1993). Entre los componentes de superficie de estas
formas parasitarias se destacan una familia de proteinas denominadas amastinas, ligantes
de Concanavalina A, contenidas en un glicoconjugado de alto peso molecular (Teixeira
S. M. R et al. 1994) y cuya funcion es aun desconocida. Un hecho interesante es la
expresion de una glicoproteina de 70-84 kDa denominada Ssp-4, que es el antigeno mas
importante del amastigote (Andrews N. W. et al. 1989) y que se libera al medio
circundante a medida que se transforma en tripomastigote. La Ssp-4 esta asociada a la
superficie del parasito por un anclaje de tipo GPI y se libera al medio por la accion de la
fosfolipasa C (Andrews N. W. et al. 1988). El antigeno Ssp-4 es reconocido por sueros
de pacientes con enfermedad de Chagas (Andrews N. W. et al. 1989, Pan A. A y
McMahon-Pratt D. 1989) constituyendo una herramienta para el diagnostico diferencial

de la enfermedad.

I1.2.iii.b. Las moléculas de las células del huésped involucradas en el

reconocimiento y/o la adhesion

El proceso de reconocimiento y la adhesion de los parasitos a las células requiere
ademas de la presencia de proteinas parasitarias, de proteinas en la superficie de las
células del huésped que actien como receptores. El hecho de que el 7. cruzi es capaz de
invadir virtualmente toda célula nucleada sugiere la existencia de multiples receptores
especificos que pueden ser reconocidos por glicoproteinas especificas de la superficie
parasitaria, o el reconocimiento de receptores ubicuos (Burleigh B. y Andrews N. W.
1995-a). La hipotesis de la invasion mediada por el reconocimiento de receptores
celulares especificos esta sustentada por el hecho de que los parasitos se unen a las
células preferentemente por los margenes cuando estos estan expuestos (Schenkman S.

et al. 1988-a). Ademas el tratamiento de las células con proteasas (Alcantara A. y Brener
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Z. 1978, Henriquez D. et al. 1981) o glicosidasas result6 en una reduccion significativa
de la adhesion de los parasitos y su capacidad invasiva (Villalta F. y Kierszenbaum F.
1983, Villalta F. & Kierszenbaum F. 1984, De Titto E. H. y Araujo F. G. 1987). Hasta el
momento no se han identificado una variedad importante de receptores celulares, lo cual
sostiene la idea de que el parasito seria capaz de interactuar con una variedad restringida
de moléculas que compartirian las mismas caracteristicas bioquimicas (Burleigh B. y

Andrews N. W. 1995).

Un grupo de moléculas que han sido identificadas como receptores en
macrofagos es el de las f3;-integrinas. Anticuerpos especificos contra estas moléculas
mostraron un efecto inhibitorio de la invasion celular. Sugerentemente, un anticuerpo
monoclonal contra el sitio de uniéon de la fibronectina a las B,-integrinas resultod
inhibitorio de la unidn del parasito a las células, mientras que otros dirigidos contra otras
regiones de la molécula no afectaron la penetracion. Estos resultados sugieren que la
union del 7. cruzi a macréfagos podria estar mediada por las f3;-integrinas con la posible
participacion de la fibronectina (Fernandez M. A. et al. 1993). Es para destacar que las
B;-integrinas son una familia ubicua de proteinas integrales de membrana que unen la
matriz extracelular con el citoesqueleto cortical, y que estan involucradas en mecanismos
de transduccion de sefiales (Hynes R. O. 1992), todas caracteristicas que la hacen una

buena candidata como molécula receptora.

Una proteina de unién a residuos manosil presente en cardiomiocitos ha sido
implicada también en el reconocimiento de las estructuras de la superficie parasitaria.
Segun los autores, la presencia de esta proteina estaria negativamente regulada en el
proceso de infeccion, disminuyendo su presencia en la superficie celular luego de la

invasion (Soeiro M. de N., 1999).

Otro tipo de estructuras cuya participacion en la invasiéon celular ha sido
demostrada son los carbohidratos de las glicoproteinas de membrana de las células. La
remocion de azucares como manosa (Villalta F. y Kierszenbaum F. 1983), galactosa
(Villalta F. & Kierszenbaum F. 1984) o acido sialico (De Titto E. H. y Araujo F. G.

1987) de la superficie de células en cultivo con glicosidasas especificas redujo la
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capacidad de invasion parasitaria. Sin embargo, un tratamiento similar de los parasitos no
presentd ningun efecto (De Titto E. H. y Araujo F. G. 1987) o incluso resultd en una
invasion mas eficiente (Villalta F. & Kierszenbaum F. 1983, Araujo-Jorge T. C. y De
Souza W. 1984, Villalta F. & Kierszenbaum F. 1984). Por otra parte, se realizaron
ensayos de bloqueo de distintas estructuras glucidicas de la superficie de celulas
fibroblasticas y de cultivos primarios de embrion de pollo con diferentes lectinas. En
presencia de lectinas de uni6on a manosa (Con A), N-acetilglucosamina y acido sialico
(WGA), galactosa (RCA) o N-acetil galactosamina (PHA) se observd que la invasion
resultaba inhibida (Henriquez D. et al. 1981). En ensayos de invasion realizados en
presencia de azucares solubles algunos autores reportaron que de nueve azicares
evaluados solo la N-acetil glucosamina result6 inhibitoria de la penetracion en células no
fagociticas (Crane M. S. y Dvorak J. A. 1982). Por otra parte, se ha demostrado que la
presencia del aziicar sintético 3-D-galactofuranosa soluble también fue capaz de inhibir

el ingreso del parasito a células epiteliales (de Arruda M. V. et al. 1989).

Mas recientemente se ha comenzado a utilizar otro tipo de aproximaciones
experimentales, consistentes en la realizacion de los ensayos de invasion celular usando
lineas celulares con deficiencias en la sintesis normal de sus glicoconjugados de
superficie. Con el uso de la linea celular Lec2, (células derivadas de la linea CHO
deficientes en la sintesis de acido sialico), se observo un 50% de inhibicion de la invasion
respecto de las células salvajes. Cuando el ensayo se hizo con Lec2 sialidadas usando la
trans-sialidasa de 7. cruzi purificada, los niveles de invasion observados fueron los
normales (Ciavaglia M. et al. 1993, Ming M. et al. 1993, Schenkman R. P. S. et al.
1993). Estos ensayos sugirieron la participacion del acido sialico presente en los
glicoconjugados de superficie de las células del huésped en el proceso de invasidn.
Experimentos similares utilizando células CHO mutantes incapaces de sintetizar
proteoglicanos indican que la heparina y el heparan sulfato también estarian involucrados
en este proceso (Herrera E. M. et al. 1994). Se observo ademas, que tanto la remocion
de la heparina y el heparan sulfato de las células Lec2, como la desialidacion de las

células CHO mutantes resultaron en una eficiencia de internalizacion aun menor (Herrera
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E. M. et al. 1994), sugiriendo la participacion en el proceso de union del parasito a las
células de glicoconjugados de membranas conteniendo acido sialico vy

glicosaminoglicanos en forma independiente.

11.2.iv. Modificaciones de los componentes de superficie de las células del huésped
por componentes parasitarios relacionados con las etapas tempranas de la invasion

celular:

Desde hace mucho tiempo se sabe que el 7. cruzi modifica estructuras en la
superficie de las células del huésped durante las etapas de reconocimiento y adhesion a
las mismas. Algunas de estas modificaciones han sido extensivamente estudiadas y
descriptas por diversos autores, y se ha demostrado que su ocurrencia son condicion sine

qua non para la ocurrencia de la invasion parasitaria.

11.2.iv.a. La transialidacion

Como se menciond anteriormente, hay una cantidad importante de evidencias
acerca de que la presencia de acido sialico tanto en la superficie de las células del
huésped (De Titto E. H. y Araujo F. G. 1987, Ciaviglia M. et al. 1993, Ming M. et al.
1993, Schenkman R. P. S. et al. 1993) como en las formas infectivas del 7. cruzi (Piras
M. M. et al. 1987, Schenkman S. et al. 1991-b) participan en el proceso de invasion. Se
ha observado que los parasitos son incapaces de sintetizar acido sialico de novo, por lo
que se establecid que los residuos de acido sialico presentes en sus moléculas de
superficie debian ser activamente transferidos por una trans-sialidasa a partir de

sialoglicoconjugados exdgenos (Previatto J. D. et al. 1985, Previato J. D. 1990).

El acido sialico pertenece a una familia de azicares carboxilados de 9 atomos de
carbono encontrados como residuos terminales de oligosacaridos en células de mamifero
(Colli W. 1993), fundamentalmente unido a galactosa, N-acetilgalactosamina, N-
acetilglucosamina y a otras moléculas de acido sialico (Schauer R. 1985). El acido sialico
esta involucrado en numerosos fendmenos biolégicos, entre los que se cuenta: el

mantenimiento de globulos rojos y glicoproteinas en circulacion, las interacciones entre
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células, adhesion de sustratos, resistencia al complemento, enmascaramiento biologico,
desarrollo neuronal (Schauer R. 1985, Cross G. A. M. y Takle G. B. 1993), adhesion de
virus como influenza (Nashimura H. et al. 1988), bacterias como Mycoplasma sp. a
células huésped (Roberts, D. D. et al. 1989), e invasion de globulos rojos por merozoitos
de Plasmodium falciparum (Hadley, L. H. et al. 1987). En el caso de T. cruzi se observo
que el tratamiento de los parasitos con sialidasas disminuyo la aglutinacion celular
inducida por lectinas (Pereira M. E. et al. 1980), hizo a los tripomastigotes suceptibles al
reconocimiento por la via alterna del complemento (Kipnis T. L. et al. 1981), estimuld su
captacion por parte de macrofagos y redujo la carga negativa de la superficie de celular
(Souto-Padron T. y De Souza W. 1985). Por otro lado, epimastigotes tratados con
sialidasas perdieron la capacidad de reaccionar con la lectina WGA -una lectina que une
acido sialico- y adquirieron la capacidad de unirse a una aglutinina de mani (PNA) que
reconoce residuos galactosa. Una posterior incubacion de estos parasitos con
sialoglicoconjugados permitid que recuperaran los receptores de superficie para WGA.

Concomitantemente, los receptores para PNA fueron bloqueados (Colli W. 1993).

Pereira fue el primero en reconocer la importancia del acido sialico en la biologia
del 7. cruzi (Pereira M. E. 1983). Describio en el parasito una actividad sialidasa, capaz
de exponer los residuos galactosa presentes en la superficie de globulos rojos de ratones
infectados y de células endoteliales, miocardiocitos y glicoproteinas del suero in vitro
(Pereira M. E. 1983, Libby P. et al. 1986). La caracterizacién molecular de esta sialidasa
(neuraminidasa) reveld6 que es una molécula anclada a la membrana del parasito
mediante una uniéon de tipo GPI (Rosenberg 1. et al. 1991) y que pertenece a una familia
de glicoproteinas cuyos pesos moleculares difieren entre cepas de 7. cruzi y clones
(Cavallesco R. y Pereira M. E. 1988, Prioli R. et al. 1990). Poco tiempo después,
Previato y colaboradores sugirieron la posibilidad de que el 7. cruzi adquiriera acido
sialico en sus glicoconjugados de membrana mediante una reaccion de transialidacion
(Previato J. O. et al. 1985). La actividad trans-sialidasa fue luego confirmada en
tripomastigotes (Zingales B. et al. 1987). Finalmente, Schenkman y colaboradores
pudieron purificar y caracterizar esta enzima (Schenkman S. et al. 1991-b). La enzima
resulto ser una trans-glicosilasa. Es una glicoproteina estadio especitica ya que no esta

presente en amastigotes intracelulares (Ortega-Barria E y Pereira M. E. 1992, Frevert U.
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et al. 1992), pero si en tripomastigotes y en epimastigotes (Pereira M. E. 1983, Zingales
B. et al. 1987). Su expresion aumenta en la fase estacionaria de crecimiento antes de la
diferenciacion a tripomastigotes metaciclicos en el insecto vector (Previato J. et al. 1985;
Rosemberg I. et al. 1991, Frevert U. et al. 1992; Shenkman S. y Eichinger D. 1993). Su
funcion es la transferencia de residuos de acido sialico exdgenos a receptores especificos

de la superficie del parasito (Yoshida N. et al. 1989, Schenkman S. et al. 1991-b).

Las trans-sialidasas son un grupo heterogéneo de glicoproteinas enzimaticamente
activas cuyos pesos moleculares varian entre 60 y 250 kDa (Prioli R. et al. 1990). La
comparacion de la secuencias de la trans-sialidasa con un antigeno de fase aguda liberado
al medio circundante por el parasito llamado SAPA (Shed Acute Phase Antigen)
(Pollevick G. D. et al. 1991) mostro una identidad del 80% (Pollevick G. D. et al. 1991,
Pereira M. E. et al. 1991), sugiriendo que estas moléculas pertenecen a la misma familia
de genes. Ademas, mediante el analisis de secuencias de genes codificantes para otras
glicoproteinas de superficie, entre las cuales estan las gp82 y gp90 de tripomastigotes
metaciclicos, y el grupo de las Tc85 de tripomastigotes sanguineos y de cultivo, se pudo
demostrar que estas glicoproteinas estaban cercanamente relacionadas con las del grupo
de la trans-sialidasa y el antigeno SAPA. De esta forma quedo definida una superfamilia
de glicoproteinas de superficie algunas de las cuales conforman una subfamilia que

presenta actividad trans-sialidasa (Burleigh B. y Andrews N. 1995-a).

La relevancia de esta enzima en la interaccion entre el 7. cruzi y las células del
huésped fue evidenciada por la actividad inhibitoria de la penetracion de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra aceptores de acido sialico en el parasito (Yoshida N.
1989, Schenkman S. et al. 1991-b). Sin embargo, anticuerpos dirigidos contra el dominio
catalitico, inhibitorios de la actividad enzimatica, no siempre resultaron bloqueantes de la
penetracion (Schenkman S. et al. 1994). Esta idea fue sustentada ademas por la
observacion de que la actividad neuramidasa es alta en tripomastigotes —el estadio
parasitario que infecta a células de mamifero- minima en epimastigotes no infectivo y

ausente en amastigotes intracelulares. Ademas, se observo que el grado de desialidacion
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de glébulos rojos observados en ratones y en humanos infectados con 7. cruzi se
relaciona directamente con la magnitud de la parasitemia (Pereira M. E. 1983, Libby P.

et al. 1986).

La transferencia de acido sidlico de glicoconjugados de las células del huésped
hacia glicoconjugados parasitarios capaces de exhibir residuos galactosa terminales
implica la modificacion de las estructuras glucidicas tanto en las células del huésped
como en el parasito (Schenkman S. y Eichinger D. 1993). Como ya se menciond, esta
modificacion pareceria ser de relevancia en el proceso de invasion. Se han identificado
como las principales moléculas parasitarias aceptoras de acido sialico a las mucinas, una
familia de glicoproteinas de membrana ricas en el aminoacido treonina altamente O-
glicosiladas (Schenkman S. et al. 1993). La presencia de acido sidlico en las mucinas
promueve la invasion celular de tripomastigotes sanguineos (Schenkman R. P. S. et al.
1993, Franchin G. et al. 1997). Sin embargo observaciones recientes indican que la
remocion de acido sialico de las mucinas podria estimular la invasion de tripomastigotes
metaciclicos a células no fagociticas (Yoshida N. et al. 1997). Es probable que, como en
otros sistemas celulares estas moléculas puedan actuar en dos sentidos: como moléculas
antiadherentes, y como moléculas adherentes, segun el estadio parasitario y la célula
blanco (Camargo M. M. et al. 1997-a, Camargo M. M. et al. 1997-b , de Diego J. et al.
1997, Kelm S. y Schauer S. 1997).

I11.2.iv.b. La actividad pepditil-prolil cis-trans isomerasa

Moro y colaboradores describieron el producto de un gen del 7. cruzi con alta
homologia a un grupo de proteinas eucariotas denominadas genéricamente
“potenciadores de la infectividad en macréfagos” o MIP (por macrophage infectivity
potentiators) (Moro A. et al. 1995). Se observd que el producto de estos genes
correspondia a una proteina de secrecion con actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa
que fue denominada TcMIP. La inhibicion de la actividad enzimatica de esta proteina
resulto en una disminucion significativa de la infeccion de células LLC-MK2 por el 7.
cruzi. Por otra parte se demostré que cuando la TcMIP enzimaticamente activa era

adicionada externamente a las células en cultivo la eficiencia de la infeccion aumentaba
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significativamente de manera dosis dependiente. Estos datos en conjunto demostraron la
participacion en el proceso de invasion de una actividad isomerasa cis-trans en uniones
peptidil-prolil ubicadas sobre la membrana de las células del huésped, (Moro A. et al.

1995).

11.2.iv.c. La actividad cruzipaina

Cruzipaina es el nombre genérico de un grupo de cistein proteasas lisosomales del
parasito (Cazzulo J. J. et al. 1990), que son bioquimica y genéticamente heterogéneas
(Campetella O. et al. 1990, Bonaldo M. C. et al. 1991, Eakin A. E. et al. 1992). La
cruzipaina esta presente en forma mayoritaria en todos los estadios del ciclo de vida del
Trypanosoma cruzi (Cazzulo J. J. y Frasch A. C. C. 1992). Hasta el momento se le han
asignado multiples roles, vinculandola a funciones relacionadas con la nutricion,
desarrollo y diferenciacion del parasito. Observaciones in vitro muestran que parasitos
tratados con inhibidores de esta enzima pierden su capacidad de invadir células huésped
y detienen el desarrollo intracelular (Meirelles M. N. L. et al. 1992). Se ha observado
también que esta molécula esta relacionada con la capacidad de infectar macrofagos por
parte de tripomastigotes (Piras M. M. et al 1985, Souto-Padron T. et al. 1990).
Finalmente, Franke de Cazzulo y colaboradores confirmaron que la actividad cistein
proteasa es fundamental para la penetracion y el desarrollo intracelular del parasito
(Franke de Cazzulo, B. et al. 1994) probablemente induciendo el clivaje a nivel

superficial de proteinas de membranas involucradas en la invasion.

11.3. La internalizacion y la evasion de la vacuola parasitéfora

La internalizacion de 7. cruzi en la vacuola parasitofora es un proceso sobre el
cual se sabe muy poco. La vacuola se forma mediante el reclutamiento de los lisosomas
al sitio de adhesion del parasito y fusion de los mismos a la membrana citoplasmatica.
Una de las funciones de los lisosomas seria la de proveer la cantidad de membrana
requerida por el proceso de internalizacion del parasito (Andrews N. W. 1994). Las
vacuolas conteniendo al 7. ¢ruzi recientemente internalizado se caracterizan por tener un

pH luminal acido, y por la presencia de marcadores lisosomales tales como la fosfatasa
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acida (Carvalho T. U. y De Souza W. 1989) y glicoproteinas de membrana lisosomales
(Andrews N. W. et al. 1990, Hall B. F. et al. 1992). La fusidon de los lisosomas a la
membrana citoplasmatica ocurre antes de que el parasito sea completamente
internalizado. La membrana lisosomal seria desestabilizada por la actividad trans-
sialidasa de membrana de los tripomastigotes (Hall B. F. et al. 1992). Andrews y
colaboradores demostraron que mediante la presencia de una actividad formadora de
poros de membrana, el 7. cruzi es capaz de escapar de la vacuola fagolisosomal hacia el
citoplasma. La proteina asociada a esta actividad fue denominada Tc-TOX y fue
caracterizada: se estableci0 que estaba inmunoldgicamente relacionada con el
componente C9 del complemento. Esta proteina mostrd una actividad citolitica capaz de
inducir un efecto de conductancia caracteristico de los canales idnicos de trans
membrana. Por estudios inmunocitoquimicos se determind que esta presente en el
espacio luminal de la vacuola parasitofora desde poco tiempo después de la invasion
(Andrews N. W. et al. 1990). La actividad de esta proteina estaria relacionada entonces
con la formacion de poros y la lisis de la vacuola fagolisosomal, liberando al parasito
contenido al citoplasma celular, donde llevara a cabo el ciclo replicativo (Andrews N. W.

1994).



Como puede observarse, la invasidn celular por parte del 7. cruzi es un proceso
complejo cuya comprension aun no es completa. La diversidad de caracteristicas que
presentan las moléculas estudiadas sugiere que el 7. cruzi utilizaria distintos antigenos
durante los distintos procesos implicados en la invasion de la célula huésped, y

probablemente haya involucrados mas de un mecanismo en cada etapa.

La profundizacién del conocimiento de la naturaleza de las moléculas implicadas
en la penetracion, de los mecanismos por los cuales interactuan, asi como de los eventos
intracelulares y moleculares desencadenados a partir de esta interaccion, seria de
importancia para una mejor comprension de los mecanismos de invasion intracelular por
parte del 7. cruzi y de las condiciones requeridas por el parasito para completar su ciclo

de infeccion.
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