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Resumen  El Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, endémica en Argentina y
en toda América Latina. Presenta numerosas caracteristicas metabdlicas diferenciales respecto a
sus hospedadores insectos y mamiferos. Algunas de estas diferencias fueron consecuencia de millones de afios
de adaptacion al parasitismo en los cuales estos organismos protozoarios reemplazaron, a lo largo de su evolu-
cion, muchas rutas metabdlicas de biosintesis por sistemas de transporte de metabolitos desde el hospedador.
En esta revision se describen los avances en el conocimiento de los sistemas de transporte tanto bioquimicos
como también de las moléculas involucradas en dichos procesos. Se aborda con especial énfasis los transpor-
tadores de aminoacidos y poliaminas de T. cruzi de la familia AAAP (Amino Acid/Auxin Permeases) ya que pa-
rece ser exclusiva de los tripanosomatidos. Teniendo en cuenta que estas moléculas se encuentran completa-
mente ausentes en mamiferos podrian ser consideradas como potenciales blancos contra el Trypanosoma cruzi.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, mal de Chagas, aminoacidos, poliaminas, transportadores, permeasas

Abstract Trypanosoma cruzi : Transport of essential metabolites acquired from the host. Trypanosoma
cruzi is the etiological agent of Chagas disease, a disease endemic not only in Argentina but also
in all of Latinamerica. T. cruzi presents several metabolic characteristics which are completely absent in its in-
sect vectors and in mammalian hosts. Some of these differences were acquired after millions of years of adap-
tation to parasitism, during which this protozoan replaced many biosynthetic routes for transport systems. In the
present review, we describe the advances in the knowledge of T. cruzi transport processes and the molecules
involved. In particular, we focus on aminoacid and polyamine transporters from the AAAP family (Amino Acid/
Auxin Permeases), because they seem to be exclusive transporters from trypanosomatids. Taking into account
that these permeases are completely absent in mammals, they could be considered as a potential target against
Trypanosoma cruzi.
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enfermedad en los paises del Cono Sur (Argentina, Boli-

su relacién con el transporte de metabolitos

Segun los datos del Instituto Nacional de Parasitologia
Dr. Mario Fatala Chabén (http://www.fac.org.ar/fec/
chagas/fatala/), en la Argentina existen aproximadamen-
te 2.3 millones de personas infectadas con T. cruzi. Por
otro lado, luego de programas sanitarios de control de la
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via, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay), la OMS anuncié
la interrupcion de la transmision de la enfermedad de
Chagas en diferentes periodos: Uruguay en 1997, Chile
en 1999 y Brasil en 20011. A pesar de esto, se han regis-
trado brotes recientes de la enfermedad, por ejemplo en
marzo de 2005 en el estado de Santa Catarina, Brasil?.

En la actualidad, las posibilidades de tratamiento
quimioterapéutico de la enfermedad de Chagas se res-
tringen basicamente a tratamientos sintomaticos ya que
sélo se cuenta con dos drogas de limitada efectividad,
desarrolladas hace mas de tres décadas®. La identifica-
cion y caracterizacion de nuevas rutas metabdlicas en
los parésitos, con especial énfasis en aquellas que se
encuentran ausentes en mamiferos, son el primer paso
en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que
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complementen las indispensables politicas sociales y de
vigilancia sanitaria. Algunas moléculas que cumplen con
los requisitos mencionados se encuentran asociadas a
los procesos de transporte y al metabolismo energético
de los parésitos.

Los organismos denominados genéricamente tripano-
somatidos pertenecen a la familia Trypanosomatidae, la
cual incluye protozoarios parasitos de gran importancia
sanitaria. En nuestro pais, y en las Américas en general,
el mas relevante de esta familia es el Trypanosoma cruzi
ya que es el agente etiologico de la enfermedad de
Chagas. A su vez, en Africa el Trypanosoma brucei es
responsable de la enfermedad del suefio, mientras que
parésitos del género Leishmania causan diferentes en-
fermedades en el cinturdn del tropico?. Estos tres parasi-
tos comparten diversas caracteristicas comunes que en
muchos casos son exclusivas de esta familia como algu-
nos grupos de transportadores de metabolitos®.

El género Trypanosoma tuvo su origen hace 600 mi-
llones de afios y probablemente los primeros hospeda-
dores de estos parasitos primitivos fueron insectos del
género Hemiptera, al cual pertenece la vinchuca. Comen-
zaron a infectar mamiferos primitivos desde hace 150
millones de afios y los primeros humanos hace 15000-
20000 afios® "8, En tantos millones de afios de adapta-
cion al parasitismo estos organismos protozoarios reem-
plazaron, a lo largo de su evolucion, muchas rutas
metabolicas de biosintesis por sistemas de transporte de
metabolitos esenciales que adquieren desde el medio
extracelular del hospedador. En consecuencia, en mu-
chas vias metabdlicas la disponibilidad intracelular de
sustratos e intermediarios depende Unicamente de esos
procesos de transporte. Esto los hace mecanismos fun-
damentales para la supervivencia del parasito y convier-
te a las moléculas involucradas en potenciales blancos
terapéuticos.

El ciclo vital del Trypanosoma cruzi es conocido des-
de hace ya casi un siglo®. La infeccion de los mamiferos
hospedadores ocurre cuando el vector infectado, el
triatomineo, se alimenta de un hospedador vertebrado y
después de succionar la sangre el vector defeca los pa-
rasitos infectantes (tripomastigotes metaciclicos). El pru-
rito causado por la lesion cutanea de la picadura facilita
el contacto de los parasitos con la lesiéon y se produce
asi la infeccion. Otras vias de infeccién son a través de
las mucosas bucal y conjuntiva’®. Los tripomas-tigotes
metaciclicos invaden células de varios tejidos, donde se
diferencian a amastigotes, los cuales tienen ciclos de di-
vision binaria. Una porcion de los amastigotes se dife-
rencian a tripomastigotes, que luego retornan al torrente
sanguineo por la lisis de la célula hospedadora. Los
tripomastigotes sanguineos pueden infectar otras célu-
las o bien ser ingeridos por el insecto vector durante la
picadura al hospedador. En el intestino medio del insec-
to los tripomastigotes sanguineos se diferencian a
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epimastigotes, que son la forma replicativa y no infeccio-
sa dentro del insecto, y a lo largo del tracto digestivo se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos, completando-
se de esta manera el ciclo vital del parasito**.

Este resumen del complejo ciclo vital del T. cruzitiene
por objeto resaltar la capacidad del parasito de sobrevi-
vir en ambientes muy diferentes en calidad y disponibili-
dad de nutrientes, como son el intestino del insecto tras-
misor, el torrente sanguineo y el medio intracelular del
hospedador. Durante este ciclo los mecanismos de trans-
porte de nutrientes y la plasticidad metabdlica cumplen
un papel esencial ya que permiten al parasito adaptar
rapidamente su metabolismo y sobrevivir en tan diferen-
tes condiciones.

Transporte de metabolitos
en el Trypanosoma cruzi

Los procesos de transporte son el primer paso de una
ruta metabdlica y de ellos depende la disponibilidad de
sustratos dentro de la célula. Esto es importante en los
tripanosomatidos porque en muchos casos los procesos
de biosintesis fueron parcial o totalmente reemplazados
en la evolucion por procesos de transporte. Un ejemplo
de ello son las purinas, cuya obtencion depende exclusi-
vamente de diversos sistemas de transporte desde el
medio extracelular, o bien mediante rutas de “salvataje”,
ya que los tripanosomatidos no pueden sintetizarlas de
novo, mientras que conservan la capacidad de sintetizar
pirimidinas??. Siguiendo lo expuesto anteriormente, los
diferentes transportadores de membrana plasmatica que
facilitan el ingreso de purinas y pirimidinas han sido ob-
jeto de numerosos trabajos®®. Entre los estudios realiza-
dos se clond y caracterizé un transportador de adenosina
en Trypanosoma brucei, el cual, ademas, resulto ser la
principal via de ingreso de drogas como melarsoprol y
pentamidina, utilizadas en el tratamiento contra este
paréasito!*. También se ha demostrado que los arsenicales
basados en melamina y las diamidinas, utilizados actual-
mente en terapias para las tripanosomiasis africanas,
ingresan al medio intracelular exclusivamente a través
de transportadores de membrana?®®.

La glucosa es la principal fuente de carbono para al-
gunos estadios de estos parasitos que presentan una ca-
racteristica Unica basada en la compartimentalizacion de
la maquinaria responsable de la glucdlisis entre el cito-
plasma y una organela denominada glicosoma. Estos
organismos poseen también las proteinas necesarias
para la adquisicion de glucosa desde el medio externo y
T. cruzi posee ademas transportadores de hexosas
fosfato tal como existen en bacterias '’. Hasta ahora se
ha descripto un Unico sistema de transporte de glucosa
en T. cruzi, presente tanto en epimastigotes como en
tripomastigotes. Se trata de un sistema de difusion facili-
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tada, con alta afinidad por la glucosa, que también reco-
noce D-fructosa® y esta relacionado con los que se han
encontrado en Leishmania sp., T. brucei, T. vivaxy
Crithidia fasciculata*™*®.

Gran parte del metabolismo de T. cruzi estd basado
en la utilizacion de aminoacidos, no s6lo como fuente de
carbono sino también como reservorio de energia. EI T.
cruzi requiere principalmente de prolina® como fuente
exdgena de carbono, sin embargo también es capaz de
utilizar asparagina, glutamina, glutamato, leucina, e
isoleucina?'. Por otro lado, estos parasitos carecen de
enzimas para la sintesis de todos los aminoécidos esen-
ciales humanos?. Finalmente, el aspartato, junto con la
prolina y el glutamato, revisten particular importancia en
el Trypanosoma cruziya que se encuentran involucrados
en la diferenciacién in vitro del estadio epimastigote a
tripomastigote metaciclico (metaciclogénesis) por meca-
nismos aun desconocidos®.

Nuestro laboratorio estudié las caracteristicas
bioquimicas del transporte de aspartato y sus mecanis-
mos de regulacién. Simultdneamente se realiz6 una pre-
diccion mediante estrategias bioinforméaticas de los des-
tinos metabdlicos del aspartato y se identificaron siete
enzimas que utilizan el aspartato como sustrato®; sin
embargo, no se pudieron establecer los mecanismos que
podrian inducir la metaciclogénesis, mas alla del estrés
nutricional. Adicionalmente, otros grupos demostraron
que existen dos sistemas especificos de transporte acti-
vo de prolina en epimastigotes: uno dependiente de H*y
otro dependiente de ATP%.

La cisteina puede ser producida a partir de
homocisteina por procesos de trans-sulfuracion, ademas
la sintesis de novo también puede obtenerse a partir de
serina®. Pero debido a la alta demanda de fuentes de
grupos sulfhidrilos, T. cruzi posee un sistema de trans-
porte de alta afinidad para cisteina (datos de nuestro la-
boratorio no publicados). Otro rasgo importante del me-
tabolismo de los amino&cidos en tripanosomatidos es la
necesidad de cisteina, glutamato, glicina y metionina
como precursores para la sintesis de glutation. Dicha
molécula se conjuga en relacion 2:1 con una molécula
de espermidina para formar el tripanotién que, como ve-
remos mas adelante, posee un papel Unico en tripanoso-
métidos para las defensas contra el estrés oxidativo?.

La arginina puede ser utilizada como un reservorio de
energia en su forma fosforilada, como fosfoarginina, en
donde acumula un fosfato de alta energia que puede
transferir rapidamente al ADP para regenerar ATP en si-
tuaciones de alto consumo energético celular. Esto es
particularmente relevante ya que: a) los tripanosomatidos
carecen de sustancias de reserva en forma de hidratos
de carbono; b) esta ruta metabdlica se encuentra com-
pletamente ausente en mamiferos?.

Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado bioqui-
micamente un transportador especifico y de alta afinidad
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para arginina en T. cruzi, y hemos descripto parte de los
mecanismos que lo regulan®. Dicho transportador pre-
senta caracteristicas muy particulares, lo que permitié
postular que la arginina cumpliria un papel central en el
metabolismo del parasito. Estudiando el destino meta-
bdlico, posterior a su incorporacion por esta via de trans-
porte, se describio la presencia de fosfoargininay se iden-
tificé a la arginina quinasa, enzima involucrada en su sin-
tesis®.

Mas recientemente, nuestro grupo describié en T. cruzi
una nueva permeasa de arginina de baja afinidad. Estos
dos componentes, uno de alta y otro de baja afinidad,
tendrian un papel complementario, siendo posiblemente
funcionales en las diferentes condiciones que el parasito
enfrenta durante su ciclo de vida como parte de un me-
canismo de adaptacién a las distintas concentraciones
que este aminoéacido presenta en los hospedadores ma-
miferos e insectos®.

Las poliaminas son moléculas sencillas esenciales
para la supervivencia de T. cruzi. En relacion a su trans-
porte, fueron caracterizados bioquimicamente dos siste-
mas con alta afinidad para las diaminas putrescina y
cadaverina y de baja afinidad para espermina y
espermidina®?%, Estos transportadores se regulan por las
condiciones de crecimiento y son de particular importan-
ciaya que las poliaminas son precursoras en la biosintesis
de tripanotidn, un conjugado de glutation-espermidina
fundamental para el equilibrio redox intracelular en
tripanosomatidos?. Es interesante resaltar que T. cruzi
es auxotrofo (incapaz de sintetizar un compuesto deter-
minado) para poliaminas ya que carece de las enzimas
ornitina decarboxilasa y arginina decarboxilasa invo-
lucradas en el primer paso de la biosintesis de poliami-
nas®* 3. Esto destaca la importancia de los sistemas de
transporte para cubrir las necesidades metabdlicas del
parasito.

Hasta el presente, se ha identificado, clonado y ca-
racterizado una permeasa de poliaminas en el parasito
Leishmania major que se encuentra predominantemen-
te expresada en el estadio dentro del insecto vector®.
Nuestro laboratorio ha caracterizado funcionalmente el
gen de T. cruzi ortélogo al transportador de poliaminas
de L. major. Este gen, denominado TcPAT12, se expre-
sé en ovocitos de Xenopusy demostro ser un transporta-
dor de alta afinidad de espermidina (con valores de Km
en el orden de uM) con caracteristicas cinéticas simila-
res a las medidas en epimastigotes de T. cruzr’.

Debido a su papel y su posible utilizacién en el desa-
rrollo de nuevas terapias, existe un profundo interés en
conocer las caracteristicas moleculares y funcionales de
los transportadores de metabolitos en tripanosoméatidos.
Por la importancia del transporte, en particular de amino-
acidos y poliaminas, existe una gran cantidad de anélo-
gos que se encuentran en uso o en proceso de prueba
para el tratamiento de tripanosomiasis o leishmaniasis
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Fig. 1.— Algunos de los analogos de aminoacidos que estan en desarrollo como po-
sibles agentes quimioterapéuticos contra las tripanosomiasis (Barrett y Gilbert,
2006)*; en la figura se puede observar el aminoéacido junto con su analogo.

(Fig. 1); entre ellos: eflornitina (analogo de ornitina),
acivicina (analogo de glutamina), 6-diazo-5-oxo-I-norleu-
cina (analogo de glutamina), azaserina (analogo de
glutamina), triptofano bencil éster (analogo de triptofano),
butionina sulfoxamina (analogo de metionina), hidroxido-
pamina (anélogo de tirosina), dihidroxitriptamina (analo-
go de triptofano)®.

Resumiendo, en el transporte de aminoacidos y polia-
minas en el T. cruzi hasta el presente se han descripto
los procesos de transporte de s6lo cuatro aminoacidos:
arginina, prolina, aspartato y glutamato?* 2> 2% 3138 dos
de los cuales fueron realizados por nuestro grupo (argi-
ninay aspartato). Sin embargo, ninguna molécula involu-
crada en el transporte de aminoé&cidos en el T. cruzi ha
podido aln ser caracterizada desde el punto de vista
molecular, siendo los transportadores de hexosas®® y de
espermidina® los Unicos caracterizados molecularmente.

La familia AAAP (Amino Acid-Auxin
Permeases) del Trypanosoma cruzi

Luego de la reciente secuenciacion del genoma de T.
cruzi se estima que existen al menos 374 genes que co-
difican para distintos transportadores (Fig. 2) distribui-
dos en tres grupos principales: de los canales idnicos,
los transportadores dependientes de ATP y los transpor-
tadores secundarios (Para méas informaciéon ver:
www.membranetransport.org). Debido a la escasa infor-
macion que relacione a estas moléculas con procesos
de transporte ya descriptos, se decidié analizar los datos
preliminares del proyecto genoma de T. cruzi en busca
de familias de secuencias que codifiquen para posibles
transportadores de aminoacidos. Para ello se disefiaron
algoritmos que facilitaran la identificacion y ensamblado
de las secuencias, y también la prediccion de los marcos
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Fig. 2.— Esquema de transportadores de metabolitos hallados en el genoma
de Trypanosoma cruzi. Adaptado de Berriman et al. 2005?2. ABC: ATP
Binding Casette, APC: amino acid/polyamine/organocation, AAAP: amino

acid/auxin permease.

abiertos de lectura de genes pertenecientes a familias
numerosas. De esta manera, se llevé a cabo una carac-
terizacion bioinformatica de una de las mayores familias
de posibles transportadores de aminoacidos de T. cruzi
que podria incluirse en la superfamilia denominada AAAP
(Amino Acid/Auxin Permeases)*®. Se identificaron al me-
nos 60 miembros distribuidos en 12 subgrupos definidos
por identidad de secuencia. Se realizaron predicciones
de distintas caracteristicas de esta familia, por ejemplo,
el nimero de genes por subgrupo, la topologia de las
moléculas y la presencia de ort6logos en otros tripanoso-
matidos; por ultimo, se verifico la expresion de los miem-
bros de cada uno de los subgrupos predichos como un
control de la estrategia utilizada*®. Posteriormente, den-
tro de la familia AAAP se caracterizd también una se-
cuencia ortdloga en Leishmania amazonensis que po-
see expresion diferencial dentro del ciclo de vida del pa-
rasito**. Como ya se menciond, uno de los aspectos inte-
resantes de esta familia de permeasas es que no se en-
cuentra representada en otros organismos.

Luego de la publicacion de los genomas de Trypano-
soma cruzi*?, Trypanosoma brucef?y Leishmania major®,
nuestros hallazgos respecto a esta familia de transporta-
dores fueron confirmados por otros grupos®. Mediante un

analisis exhaustivo se demostr6 que esta familia de trans-
portadores se encuentra en los tres tripanosomatidos y
que, ademas, posee una alta fluidez génica, ya que, se-
gun la especie, a pesar de haberse originado de un ances-
tro tripanosomatido comun, ocurrieron expansiones uni-
laterales en el nimero de loci de transportadores por
mecanismos de transposicion y duplicacion en tandem,
asi como también pérdida de genes®. Nuestro grupo de
trabajo realizé recientemente el clonado y caracteriza-
cion del primer transportador de poliaminas de T. cruzi,
hecho relevante ya que el transporte de poliaminas des-
de el medio extracelular es el Unico mecanismo que tie-
ne el parasito para cubrir sus necesidades vitales: el T.
cruzi es el Unico tripanosomatido auxotrofo para polia-
minas®. Se encuentra pendiente la caracterizacion fun-
cional de todos los miembros de la familia AAAP de T.
cruzi.

Perspectivas
La evolucion a la vida parasitaria necesita la adaptacion

a un nicho especializado. Ejemplos de adaptaciones co-
munes incluyen sistemas de interaccién con el hospe-
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dador, caminos metabdlicos que permiten la adquisicion
de nutrientes y mecanismos de evasion de las defensas.
Si bien estos rasgos pueden originarse por un proceso
de cambio gradual, existen mecanismos como la trans-
ferencia horizontal de genes que permitiria a potenciales
parasitos adaptarse rapidamente a los nuevos nichos.

Debido a su naturaleza de parasito, el Trypanosoma
cruzi es incapaz de sintetizar numerosos componentes
celulares. Esta incapacidad metabdlica se compensa
mediante sistemas de transporte de multiples metabolitos
del hospedador. El T. cruziconsume 692 metabolitos que
es capaz de producir y otros 152 que no puede sinteti-
zar, es decir que los obtiene del medio extracelular. La
evolucion del parasito dentro del hospedador ha resulta-
do en la pérdida de ciertos caminos metabdlicos y la ad-
quisicion de otros procesos bioquimicos exclusivos de T.
cruzi. Podrian entonces explotarse las diferencias entre
el parasito y el hospedador para el desarrollo de agentes
quimioterapéuticos. Por lo tanto son necesarios nuevos
estudios sobre la capacidad biosintética de amino&cidos
en T. cruzi.

Algunas preguntas surgen observando la redundan-
cia en esta familia de transportadores y su plasticidad
génica: ¢Cada molécula transportaria un grupo de
aminoécidos, un unico amino4cido o existiran ambos
casos? ¢ Todos los transportadores se expresan en to-
das las células, estadios del ciclo de vida y condiciones
extracelulares? ¢Se trata de transportadores de mem-
brana plasmatica o también estan presentes en mem-
branas de organelas? ¢La presencia de esta familia
multigénica le facilita la adaptacion a los diferentes am-
bientes? ¢Los pseudogenes de transportadores permi-
ten una adaptacion a nuevos nichos a lo largo de la evo-
luciéon?

Para comenzar a responder alguna de estas pregun-
tas es necesario el estudio de diferentes transportadores
en los distintos estadios del ciclo de vida de Trypanosoma
cruzi, asi como también determinar la especificidad de
sustrato y las caracteristicas bioquimicas de cada uno
de ellos, para lo cual estos genes deben ser clonados y
expresados en un contexto genético apropiado.
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El hombre atraviesa el presente con los ojos vendados. Sdélo
puede intuir y adivinar lo que de verdad esta viviendo. Y des-
pués, cuando le quitan la venda de los ojos, puede mirar al pasa-
do y comprobar qué es lo que ha vivido y cual era su sentido.
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