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LA VIiA DE TRANSDUCCION DE SENALES TOR DE MAMIFEROS ESTA PRESENTE EN
TRYPANOSOMA CRUZI. RECONSTRUCCION IN SILICO Y POSIBLES FUNCIONES
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Resumen La via TOR (“Target Of Rapamycin”) de mamiferos es una red proteica de regulacién para una
amplia gama de procesos involucrados en el crecimiento y la diferenciaciéon celular, constituyendo
un interruptor funcional entre el metabolismo anabdlico y catabdlico de la célula. El Trypanosoma cruzi, agente
etioldgico de la enfermedad de Chagas, tiene un ciclo de vida muy complejo con diferentes estadios morfolégicos
en varios hospedadores. Este ciclo de vida implica que los parasitos enfrentan grandes fluctuaciones en el medio
extracelular que deben ser detectadas y a las cuales deben responder adaptando su metabolismo. Un candidato
a ser el mediador entre los receptores/sensores del medio y la respuesta adaptativa celular es la via TOR. En
este trabajo integramos los datos bibliograficos de la via TOR de organismos tripanosomatidos con un anélisis
in silico (simulacién computacional de procesos o estructuras bioldgicas) del genoma del parasito. Se proponen
ademas posibles efectores y procesos regulados por esta ruta metabdlica. Teniendo en cuenta que existe muy
poca informacién sobre los mecanismos de transduccién de sefales en tripanosomatidos, consideramos que el
mapa presentado en este trabajo puede ser una referencia para futuros trabajos experimentales.
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Abstract The mammalian TOR pathway is present in Trypanosoma cruzi. In silico reconstruction and possible
functions. The mammalian TOR pathway (“Target Of Rapamycin”) is a regulatory protein network
involved in a wide range of processes including cell growth and differentiation, providing a functional switch be-
tween anabolic and catabolic cell metabolism. Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, has a
complex life cycle with different morphological stages in various hosts. This life cycle implies that parasites have
to deal with fluctuations in the extracellular medium that should be detected and counteracted adapting their
metabolism. A candidate to be the mediator between the receptors / sensors of the environment and cellular
adaptive response is the TOR pathway. In this paper we integrate the bibliographic data of the TOR pathway in
trypanosomatids by in silico analysis (computer simulation of biological structures and processes) of the parasite’s
genome. Possible effectors and processes regulated by this metabolic pathway are also proposed. Given that
the information on the mechanisms of signal transduction in trypanosomatids is scarce, we consider the model
presented in this work may be a reference for future experimental work.
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En 1974 se descubria el sirolimus, un fungicida produ-
cido por una bacteria aislada de una muestra de suelo de
la Isla de Pascua’. El sirolimus, también conocido como
rapamicina, fue utilizado posteriormente en el tratamiento
de diferentes enfermedades por su accion antimitética.
Luego de 20 afos se descubre una proteina que se aso-
ciaba al complejo rapamicina-receptor y este mecanismo
regula diferentes vias de sefalizacion intracelular®. A esta

Recibido: 16-XI11-2011 Aceptado: 28-111-2012
Direccion postal: Dr. Claudio A. Pereira, Instituto de Investigaciones
Médicas Alfredo Lanari, Combatientes de Malvinas 3150, 1427, Buenos
Aires, Argentina

Fax: (54-11) 4523-8701 e-mail: cpereira@retina.ar

proteina se la denominé mTOR por “Mammalian Target Of
Rapamycin” y hoy es uno de los principales protagonistas
de mecanismos de transduccion de sefales que ocupan
la atencién de los cientificos. En este trabajo se realiza
una revision resumida de la ruta TOR de mamiferos y en
la segunda parte se integra la informacion disponible en la
bibliografia con los resultados obtenidos del andlisis bioin-
formatico del genoma de Trypanosoma cruzi, proponiéndo-
se un modelo de la estructura y dinamica de esta compleja
red proteica en el agente etiolégico de la enfermedad de
Chagas. Para facilitar su comprension, la Tabla 1 resume
las funciones y nombres de cada uno de los componentes
que se mencionan, y las Figs. 1y 2 esquematizan las in-
teracciones entre los diferentes actores de la via TOR en
mamiferos y tripanosomatidos, respectivamente.
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TABLA 1.— Resumen de los componentes de la via TOR
Proteina Nombre Funcién Kinetoplastidos
GFR Grow Factor Receptor Superfamilia de receptores localizados en la membrana Ausente
plasmatica que presentan actividad tirosina quinasa
intrinseca
PI3k Phosphoinositol 3-ki- Son una familia de enzimas capaces de fosforilar el Presente
nase grupo hidroxilo de la posiciéon 3' del anillo inositol de
las moléculas llamadas en conjunto fosfatidilinositol
Akt Protein kinase B Juegan un importante rol en la sefalizacién celular. Es- Presente
(la sigla no se refiere tas enzimas pertenecen a la superfamilia de las serina/
a su funcion) treonina proteina kinasas no especificas
PTEN Phosphatase and Ten- Especificamente cataliza la desfosforilacion del fosfo- Presente
sin Homolog inositol 3 fosfato (PIP 3) a fosfo-inositol2 fosfato (PIP2).
Esta desfosforilacion es importante porque da lugar a
la inhibicién de la AKT
TSC1/TSC2 Tuberous Sclerosis En caso de estrés (dano en el ADN, hipoxia) o baja Ausente
Protein 1y 2 disponibilidad de energia, se activa y regula la sintesis
de proteinas hacia la baja
RHEB Ras homolog enriched Miembro de la superfamilia de GTPasas (RAS relacio- Presente
in brain nadas con la uniéon a GTP). Esta proteina es vital en
la regulacion del crecimiento y la progresion del ciclo
celular
MTOR Mammalian target of Es una proteina quinasa que regula el crecimiento, la Presente
rapamycin proliferacion y la supervivencia celular
Raptor Regulatory-associated Proteina reguladora que se asocia junto con otras pro- Presente
protein of TOR teinas y mTOR para formar el complejo mTOR1
Rictor Rapamycin-insensitive Proteina que forma un complejo de proteinas multiples Presente
companion of mTOR llamado mTORC2 que activa AKT vy la sintesis de actina
4-EBP1 Eukaryotic translation La interaccion de esta proteina con elF4E (el cual reclu- Presente
initiation factor 4E- ta la subunidad S40 al extremo 5" del ARNm) inhibe el
binding protein 1 montaje del complejo y reprime la traduccion
S6K1 Ribosomal protein S6 Esta quinasa contiene 2 dominios cataliticos y fosforila Presente

kinase beta-1

varios residuos de la proteina ribosomal S6. Su activi-
dad conduce a un aumento en la sintesis de proteinas
y la proliferacion celular

La via TOR en mamiferos (nTOR)

La proteina mTOR es una serina/treonina quinasa y un
componente esencial de complejos muy conservados
evolutivamente en células eucariotas, que regulan una
gran variedad de procesos como el crecimiento, la prolife-
racion, la motilidad, la transcripcion y la traduccion, entre
otros®. De este modo mTOR tiene funciones pleiotrépicas
participando en la transduccién de sefales en respuesta
a la disponibilidad de nutrientes, la concentracion de
aminoacidos, los niveles de energia y la concentracion

de factores extracelulares, modulando diferentes me-
canismos efectores como la fagocitosis, la biogénesis
ribosomal, la reorganizacion del citoesqueleto, el trafico
de membrana y la activacion de la cascada mediada por
la proteina quinasa C (PKC)*. La desregulacion de la ruta
mTOR es un elemento clave en el desarrollo de diferentes
tipos de tumores y otras enfermedades humanas.

En los eucariotas superiores la proteina mTOR forma
parte de al menos dos complejos moleculares con funcio-
nes diferentes: mMTORCH1, el cual es sensible a la rapami-
cina'y que se caracteriza por la asociacion con la proteina
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Fig. 1.— Esquema de la ruta TOR de mamiferos indicando sus componentes principales e interacciones. Las lineas continuas
representan las interacciones cuya existencia fue demostrada y las lineas punteadas las hipotéticas. Las flechas indican
activacion y los extremos romos inhibicion.

Receptor

l.......
IIIII....‘
? ?
Glucosa Aminoacidos l
: |
v

TS PIP2
‘ .
.
*
% ﬂ C
.
L 3
.om o._'_
o .
. ? . “.
\ 4 %
5 Y ‘. % ’?
7 TORC2 ‘.\ K
Il Rictor
=
A

AKT/PKB

Fig. 2.— Esquema de la ruta TOR de tripanosomatidos indicando sus componentes principales e interacciones. Las lineas
continuas representan las interacciones, complejos o proteinas cuya existencia fue demostrada y las lineas punteadas
las hipotéticas. Las flechas indican activacion y los extremos romos inhibicion.
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Raptor que regula de forma positiva el crecimiento celular
y la sintesis proteica. El segundo complejo, mTORC2,
es insensible a la rapamicina, y mediante la interaccion
con la proteina Rictor regula y modula el desarrollo del
citoesqueleto y la supervivencia celular.

En mamiferos, la activacién de algunos componentes
involucrados en la transduccion de sefiales como las
fosfatidilinositol-3 quinasas (PI3K) y mTOR puede ocu-
rrir a través de proteinas Ras activadas (“rats sarcoma”,
primer oncogén aislado a partir de ratas que padecian
sarcoma; son pequefias GTPasas) o directamente por
algunos receptores tirosina quinasa, que responden a
factores de crecimiento y citoquinas como las interleuci-
nas, el factor de crecimiento tipo insulina (IGF), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el factor estimulador de
colonias (CSF). Una vez fosforilada la PI3K cataliza la
conversién de un fosfolipido denominado PIP2 (fosfoino-
sitol 4, 5 bifosfato) en PIP3 (fosfoinositol 3, 4, 5 trifosfato).
El PIP3 recluta a otra proteina quinasa, Akt (también
llamada proteina quinasa B o PKB) al lado citosélico de
la membrana plasmatica provocando la activacion de esta
ultima por su fosforilacién a través de PKD1, una quinasa
dependiente de PIP3. Akt activada regula el crecimiento
y la supervivencia celular a través de la fosforilacion de
varias proteinas apoptéticas y de factores de transcripcion
que regulan genes anti-apoptéticos inhibiendo la muerte
celular. Otro sustrato importante de Akt para la activacion
de la ruta mTOR es la inactivaciéon del complejo de la
esclerosis tuberosa (TSC1/TSC2) que actia como una
proteina GAP (proteina activadora de GTPasas) inhibien-
do la proteina G-Rheb (Ras). Una vez que Rheb se disocia
del complejo TSC1/TSC2 activa a mTOR.

En una ruta paralela, un sensor del estado energético
celular, la AMPK (proteina quinasa activada por AMP),
activada por un aumento de la relacion AMP/ATP puede
fosforilar a TSC2 en otro sitio, en respuesta a la caida en
el balance de energia celular, lo que provoca un aumento
en la afinidad por Rheb inactivandola junto a mTOR. Otra
fosfatasa importante en la regulacién de la ruta en ma-
miferos es PTEN (Phosphatase and tensin homolog), la
cual promueve la reconversion de PIP3 en PIP2, lo que
provoca una inactivacion de Akt.

Una vez activada mTOR tiene dos caminos, uno que
modula el crecimiento celular a través de la regulacién
de la traduccion de proteinas, y el segundo que inter-
viene en la remodelacién del citoesqueleto mediante la
regulacion de sus componentes. En el primer camino
participan las proteinas Raptor, mLST8/GIL y las recien-
temente identificadas Pras40 y Deptor con las cuales
regula el crecimiento celular a través de la activacion
por fosforilacién de pS6K1 y 4E-BP1. La activacion de
la pS6K provoca la fosforilacion de la proteina ribosomal
S6 facilitando la traduccién de un subconjunto de ARNm
que contiene un 5” polipirimidinico (5 TOP) favoreciendo
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la biogénesis ribosomal y la elongacién de la traduccién.
La fosforilacién de 4E-BP1 (factor de unién al iniciador
de traduccion eucariético) permite el desacople de ésta
con el factor de elongacion elF4E permitiendo su union
al el4dFG, a su vez Ras activada a través de las MAPKs
activadas (Mitogen activated protein kinases, o protein
kinasas activadas por mitégenos) inducen la fosforilacién
de el4E aumentando su afinidad por el4G formandose el
complejo el4F, lo que permite el inicio de la mayor parte
de la traduccién celular. El otro camino en la activacion de
Akt es mediante mTOR asociado a Rictor, GIL y mSIN1
formando el complejo mTORC2, el cual puede fosforilar
Akt lo que induce una segunda fosforilacion por PKD1
provocando una activacion plena de Akt. EI complejo
mTORC2 a su vez constituye un regulador importante
del citoesqueleto a través de la activacién de F-actina,
RhoA, Rac1, Rac2, Cdc42 y PKC®.

La via TOR en tripanosomatidos (tTOR)

Los parasitos protozoarios infectan millones de personas
cada afio y representan un gran problema de salud en
zonas de pobreza. El orden Kinetoplastida incluye los
géneros Trypanosomay Leishmania, l0s cuales son res-
ponsables de muchas de las enfermedades desatendidas
en humanos. Una vez completado el proyecto genoma de
los tripanosomatidos T. cruzi, T. bruceiy L. major (Tritryps)
en el afo 2005°%, el analisis posterior de los datos esta
permitiendo un avance significativo en la comprensién
y reconstruccién de muchos procesos metabdlicos y de
transduccion de sefales en protozoos, incluyendo algunos
mediados por PI3Ks’. Un aspecto interesante de la via
TOR es su conservacion en la mayoria de los eucariotas
analizados, incluyendo a organismos muy primitivos como
el protozoo amitocondriado Giardia lamblia® ademas de
los tripanosomatidos mencionados®''; de esta manera
la via mTOR es un atractivo blanco para el desarrollo de
nuevos drogas. Sin embargo, nuestro conocimiento es
escaso tanto en lo que respecta a los componentes de la
via rio arriba, es decir, los estimulos extracelulares que
activan las sefales en esta ruta, como asi también los
efectos rio abajo, el crecimiento y la diferenciacion celular.

Prediccion de la via TOR en
tripanosomatidos

A continuacion incluimos una reconstruccion in silico de
la rutamTOR en T. cruzi, incluyendo sus principales com-
ponentes previamente reportados en la bibliografia, como
asi también aquellos que surgieron del procesamiento de
los datos del genoma. El procesamiento in silico incluye
la busqueda por similitud de secuencia en los genomas
de T. cruzi, Trypanosoma bruceiy Leishmania major de
cada una de las proteinas de esta via, utilizando como
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referencias aquellas previamente reportadas en otros
organismos y diferentes herramientas bioinformaticas.
Recientemente se ha comprobado que la rapamicina
actua en el parasito que provoca la enfermedad del sue-
fo o tripanosomiasis africana, el T. brucei, de manera
diferente que en mamiferos y otros eucariotas inhibiendo
de forma exclusiva la sefial TORC2, donde TORC1 es
completamente insensible al farmaco'. Posteriormente
fueron identificados en T. brucei dos ortélogos de mTOR,
denominados TbTOR1 y TbTOR2, ademas de otros dos
genes mas divergentes denominados TbTOR-like 1 y
TbTOR-like 2, junto a dos tipos diferentes de TOR-like
quinasa, las cuales no fueron descriptas a la fecha en
otros organismos'. La quinasa TOR-like 1 pareceria
estar implicada en el control de los niveles de polifosfatos
y calcio, sugiriendo un vinculo entre la sefalizacion de la
ruta TORy la respuesta osmética, la cual es muy relevante
considerando la variedad de ambientes que atraviesa
el parasito en su ciclo de vida'. Las proteinas Raptor
y Rictor, como se mencioné anteriormente, definen dos
complejos conteniendo a TOR, TORC1 y TORC2, que
estan involucrados en las diferentes cascadas de sefia-
les. En T. brucei las proteinas TbTOR no interaccionan
de igual modo con cualquier componente del complejo.
TbTORH1 interacciona principalmente con TbRaptor, aun-
que también se ha detectado una interaccion débil con
TbRictor. Por el contrario, se ha demostrado que TbRictor,
y nunca TbRaptor, interactia con TbTOR2, indicando
gue TbTOR2 es una proteina TORC2 especifica. No fue
detectada ninguna interaccion entre TbTOR-like 1/2 con
TbRaptor o TbRictor, sugiriendo que TbTOR-like 1/2 no
estan involucradas en ninguna de las cascadas de sefales
previamente descriptas en mamiferos'®. Pareceria ser
que en organismos tripanosomatidos la localizacion de
las moléculas juega un papel critico en la regulacién de
su funcion y en la especificidad. En eucariotas superiores,
las quinasas TOR regulan el crecimiento celular segin su
asociacion con distintos componentes de los complejos
de proteinas. Todo indicaria que en el caso de los tripa-
nosomatidos, y especificamente en T. brucei, el papel de
TbTOR1y TbTOR2 en la regulacion del crecimiento celular
no puede ser complementada; la supresion individual de
TbTOR1 y TbTOR2 inhibe la proliferacion celular por si
sola, sugiriendo que Unicamente TbTOR1 puede formar
el complejo equivalente a mTORC1 y TbTOR2 forma el
complejo mTORC2. Se ha demostrado que TbTOR1 se
localiza en el nicleo regulando los aspectos temporales del
crecimiento celular mientras que TbTOR2 se localiza en el
citoplasma regulando la polarizacioén celular y la citocinesis.
En lo que respecta a T. cruzi, se han detectado secuen-
cias que comparten una alta identidad con su ortéloga
TbTOR,; sin embargo, este gen no posee ninguno de los
dominios esperados en una quinasa del tipo TOR y por lo
tanto requiere de una validacion experimental. Todos los
otros genes codificantes para putativas quinasas TOR,
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muestran dominios que se corresponden con quinasas del
tipo de TOR. Por ultimo, tres de los genes mencionados
de quinasas TOR también tienen el dominio de recono-
cimiento para rapamicina.

Con respecto a las fosfatasas regulatorias, se han
hallado secuencias homélogas con PTEN. El rol de PTEN
en la desfosforilacién del PIP3 en mamiferos puede ser
similar en el metabolismo de los kinetoplastidos y de esa
manera ser una diana especifica de utilidad terapéutica.
Secuencias PTEN con dos diferentes arquitecturas de
dominios funcionales fueron identificadas en tres kineto-
plastidos de las cuales sélo una es similar a mamiferos™.
Esta divergencia también es observada en la filogenia
de los kinetoplastidos, T. brucei no presenta secuencias
homdlogas con la PTEN de mamiferos mientras que T.
cruzitiene cuatro y Leishmania major uno.

En el genoma de T. cruzi hay una gran cantidad de
quinasas, algunas de ellas con una moderada similitud
de secuencia con la proteina quinasa B (Akt), pero su
identificacién requiere una confirmacién experimental.
Los complejos mTOR de tripanosomatidos parecen
estar desprovistos de componentes reportados en otros
organismos como Pras40, Sin1, Proctor y Deptor. Otras
proteinas que tampoco han podido ser identificadas hasta
la fecha son las TSC1 y TSC2, aunque su presencia en
el genoma no puede ser descartada. En lo que respecta
a otras quinasas de la via, se han encontrado secuencia
homdlogas a Akt, LKB1y PDK1, otras GTPasas, AMPK
y RAG" "6, Sorprendentemente, los receptores tirosina
quinasa asociados no estarian presentes y su funcién
podria estar reemplazada en tripanosomatidos por mo-
léculas aun no identificadas. Existen numerosas serina/
treonina quinasas de membrana plasmatica que serian
los candidatos de sensar el medio ambiente y de estar
asociados al complejo TORC2'2. De los componentes rio
abajo o efectores de la ruta mTOR se han descripto cuatro
homdlogos a elF4E; Tbel4E1/2, similar en a los metazoos
y los TbEIF4E3/4. TbEIF4E1/2 se localizan tanto en el
nucleo como en el citoplasma, mientras que TbEIF4E3/4
son mas abundantes y estrictamente nucleares. Mediante
ensayos de interferencia por ARN (RNAi) se demostré que
TbEIF4ES es esencial para la viabilidad de la forma proci-
clica (etapa del parasito en el insecto vector), mientras que
TbEIF4E1/3/4 1o son para la forma sanguinea presente
en el mamifero. También se descubrié que la pérdida
en la funcién TbhelF4E1/2 causa el cese del crecimiento
y la muerte en prociclicos, con un efecto retardado en
la traduccion, mientras que TbelF4ES3 llevo primero a la
inhibicion de la traduccién y posteriormente a la muerte
del parasito'”. Sélo se encontraron en T. bruceihomdlogos
de algunos de los factores de elongacién presentes en
otros organismos, indispensables para la traduccion. En
mamiferos TORC1 también es activado por un aumento
en la concentracion de aminoacidos'® via Rag y pequeias
proteinas G. Es interesante que una parte de esta via de
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activacion de mTOR pudiese estar conservada en T. cruzi
ya que posee en su genoma una gran familia de trans-
portadores de aminoacidos que podrian estar actuando
como sensores ambientales’®?'.

En la actualidad es poco lo que se conoce de esta
via de transduccién de senales y segundos mensajeros
en tripanosomatidos y, aunque es un tema muy activo,
todavia no se han identificado las moléculas responsables
de sensar las multiples y variables condiciones extrace-
lulares que atraviesa el parasito durante su ciclo de vida.
La utilizacion de inhibidores de la ruta mTOR como la
rapamicina en mamiferos (a concentraciones elevadas)
interrumpe numerosos procesos fisioldgicos en los tripa-
nosomatidos, y la presencia de muchos componentes de
esta ruta con arquitecturas muy singulares, nos permite
especular que del estudio de la via mTOR en T. cruzi,
pueden surgir varias dianas terapéuticas especificas e
inhibidores que solo actien en el parasito y en baja o nula
medida en su hospedador, para su aplicacién terapéutica
en el mal de Chagas.
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