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1. RESUMEN

Toxoplasma gondii es un parésito intracelular obligado de mamiferos y aves. Méas de un
tercio de la poblacion mundial ha entrado en contacto con él, pero normalmente solo se asocia a
enfermedad en casos de transmision vertical y en pacientes inmunocomprometidos. Durante la
invasion, el parasito crea una vacuola parasitéfora, un compartimento que permite la modulacion
de las funciones celulares, permitiendo su replicacion y la infeccién del hospedador. Los
organulos secretores de Toxoplasma (micronemas, roptrias y granulos densos) son responsables
de estos procesos, en los que intervienen antigenos de superficie (SAG) y proteinas liberadas por
micronemas y roptrias (MIC, AMA y RON), que median el reconocimiento y la entrada, asi como
otras proteinas efectoras (ROP y GRA) que modifican, por ejemplo, la sefializacion de STAT o la
inmunidad relacionada con GTPasas, determinando su virulencia. El fin de este trabajo es revisar,

en la medida que su extension lo permite, estos mecanismos de invasion.

2. SUMMARY

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular mammalian and avian parasite. Over one
third of the world population has come into contact with it but usually it is only associated to
disease in vertical transmission and in immunocompromised patients. During the invasion, the
parasite creates a parasitophorous vacuole, a compartment that enables modulation of cell
functions, allowing replication and infection of the host. Toxoplasma secretory organelles
(micronemes, rhoptries and dense granules) are responsible for these processes, involving surface
antigens (SAG) and proteins released by micronemes and rhoptries (MIC, AMA and RON),
which mediates recognition and entry. Other effector proteins (ROP and GRA) that modify, for
example, STAT signaling or immunity related GTPases, determine their virulence. The purpose of

this paper is to review these mechanisms of invasion.

3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Toxoplasma gondii es un
organismo unicelular, eucariota,
apicomplejo, que ha adoptado una
existencia intracelular obligada. Infecta y
se desarrolla en muchos tipos de células

y en diversas especies animales (aves y

mamiferos) incluido el hombre.
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toxoplasmosis se da sobre todo en ciertos grupos de riesgo ya que la infeccion normalmente cursa
de forma asintoméatica. Uno de los grupos de riesgo  lo constituyen las personas
inmunosuprimidas; en ellas, la primoinfeccion o la reactivacion de una infeccion crdnica, puede
producir una encefalitis u otras afecciones. Otros casos importantes son las infecciones que se
adquieren por transmision vertical como consecuencia de la primoinfeccion en la madre; los nifios
pueden nacer con dafios graves o desarrollar posteriormente coriorrenitis *. A ésto cabe afiadir
que, desde hace algunos afios, T. gondii se asocia a cambios en el comportamiento y a algunas

alteraciones psiquiatricas como la esquizofrenia > * *; y también se ha sefialado su posible

potencial oncogénico > % "8,

3.1. Ciclo bioldgico

T. gondii es un parasito heteroxeno. Los félidos actian como hospedadores definitivos
(HD), puesto que en ellos tiene lugar la reproduccion sexual, mientras que mamiferos y aves se
comportan como hospedadores intermediarios (HI).

El HI se infecta por ingestion de los tejidos de otros HI, que posean quistes de bradizoitos,
0 por ingestion de ooquistes maduros (esporozoitos). Otras formas de infeccion humana son la
transmision vertical, transplantes o transfusiones. Tras la ingestion de ooquistes maduros o tejidos
infectados, por la accién de las enzimas digestivas, se liberan los zoitos que invaden la pared
intestinal, accediendo a la lamina propia, donde se multiplican por endodiogenia (rdpidamente)
dando lugar a taquizoitos. Desde ahi se diseminan, por via hematica y linfatica accediendo a
células inmunocompetentes que contribuiran a su dispersion. Se diseminan por todo el organismo
invadiendo células de distintos érganos (higado, bazo, etc.) donde se siguen multiplicando de la
misma manera. Este proceso corresponde a la fase inicial de la infeccion o ciclo litico.

Tras unos dias, el parasito comenzara a multiplicarse, fundamentalmente en células del
tejido nervioso y muscular, de forma lenta, también por endodiogenia, originando bradizoitos; se
forman asi los quistes tisulares, donde el parésito persiste protegido de la respuesta inmune del
hospedador. Ocasionalmente algunos quistes se rompen y se producen nuevas invasiones, pero el
hospedador inmunocompetente controla la infeccion. Se ha comprobado que en el ratdn se forman
nuevos quistes durante la fase crénica de la infeccidn, y esta recurrente estimulacion antigénica
podria contribuir a la larga persistencia de los titulos de anticuerpos especificos, en los
hospedadores * °. Si el sistema inmunitario decae, el paréasito vuelve a comenzar la fase
proliferativa, reactivandose la infeccion.

El paso del ciclo litico a la formacion de quistes tisulares viene determinada por

caracteristicas del parésito (virulencia) y por la respuesta inmune del hospedador. La respuesta
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humoral es rapida y capaz de destruir los taquizoitos extracelulares. El control de la enfermedad
parece depender de la produccion de citoquinas apropiadas, incluyendo IL-12 e IFNy, y de una
adecuada respuesta celular. En el paciente inmunocompetente, la respuesta inmune es de tipo Thl
y depende de CD4 auxiliares. IFNy e IL-2 activan macrofagos. IFN induce en los macrofagos la
produccién de TNF. La sinergia entre TNF e IFNy en los macréfagos desencadena la explosion
respiratoria con produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno que provocan la muerte
de los parasitos intracelulares. En el parésito, éstos y otros factores inducen la transformacion de
los taquizoitos en bradizoitos. La especie de HI también puede condicionar esta transformacion o
la persistencia de los quistes tisulares; por ejemplo, éstos raramente se encuentran en carne de
vacuno o budfalo aunque los datos serolégicos denotan porcentajes de infeccion del 92 y 20%
respectivamente. Los quistes tisulares se encuentran con mayor frecuencia en tejidos de cerdo,
oveja o cabra y menos en pollos, conejos, perros y caballos .

Por otro lado, el gato es el HD y puede infectarse por la ingestién de ooquistes maduros o
de quistes tisulares presentes en los tejidos de sus presas. Tras la ingesta de bradizoitos, algunos
acceden a los enterocitos produciéndose el clasico ciclo coccidiano: varios ciclos de reproduccion
asexual, la reproduccion sexual y la esporogonia; se forman ooquistes inmaduros que se expulsan
con las heces durante unos dias (hasta 2 semanas) y que completaran su desarrollo en el medio
externo. A su vez, a nivel extraintestinal, en el HD ocurre lo mismo que en un HI cuando ingiere
bradizoitos o esporozoitos. En el caso de ingestion de ooquistes (o taquizoitos), el desarrollo es
primero extraintestinal, y se cree que algunos bradizoitos volveran al epitelio intestinal

produciéndose el ciclo coccidiano » 141314,

3.2. Biologia celular

Los apicomplejos son parasitos intracelulares obligados, capaces de moverse sobre un sustrato, de
un modo muy peculiar, y que poseen estructuras especiales que les permiten acceder a las células
del hospedador. Este mecanismo de invasion es un proceso activo, distinto de la fagocitosis y

capaz de evitar la destruccién lisosomal *°.

El comportamiento basico de T. gondii y su interaccion con células en cultivo se puede
observar por microscopia oOptica. Los taquizoitos tienen un movimiento de deslizamiento, en
rotacion helicoidal en sentido horario, sin deformacion obvia del cuerpo del parasito, a pesar de
que se ha observado la torsidn de la membrana externa, a través de microscopia de barrido.

Esta inusual forma de motilidad -sustrato dependiente- es posible gracias al ‘glideosoma’, un
complejo macromolecular que consiste en una serie de proteinas de adhesién que se liberan en la parte
apical del parésito y se unen a receptores de la membrana celular; el zoito se impulsa y estas uniones son

translocadas al polo posterior por la accién de un motor de actina-miosina, anclado en el complejo de
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membrana interno (IMC) del paréasito. Este complejo motor

. . . . . @ microtubules
esta formado por miosina A y actina que interaccionan con
las proteinas de adhesion. Antes se creia que la interaccion IM: =
entre las adhesinas y los filamentos de actina ocurria via § swihs
aldolasa, enzima a la que actualmente no se le atribuye una § 0 O LS
funcion “mecanica” pero que Sera importante para pp:'n
proporcionar energia a través de su actividad glicolitica. Se i
han identificado otros componentes estructurales de este & =
motor, las proteinas GAP (“gliding-associated protein”): Substrate

GAP45, GAP50 y GAP40, que se cree que mantienen la .
Imagen 1. Sehgal A, Bettiol S, Pypaert M,

cohesién e integridad de la pelicula, especialmente via Wenk MR, Kaasch A, Blader 1J et al.

. Peculiarities of host cholesterol transport to
GAP45, cuando el zoito se desplaza. Los componentes del 1,c nique intracellular vacuole containing

glideosoma son esenciales para la supervivencia del 0xoplasma. Traffic 2005; 6:1125-41.

parasito asi como extremadamente conservadas en los apicomplejos, y se han propuesto como posibles
dianas terapéuticas > *> . La unién de este complejo al sustrato parece producirse mediante proteinas de

la familia TRAP (“thrombospondin-related anonymous protein) [Imagen 1].

El “glideosoma” y las proteinas procedentes de los organulos apicales - micronemas,
roptrias y granulos densos - que se iran vaciando de modo secuencial, seran los responsables del
proceso de invasion. Este proceso se desarrolla en cuatro etapas; el parasito entra en contacto con
la célula (primer paso), la reconoce (segundo paso) y se dispone con el extremo apical dirigido
hacia ella. A continuacion, tercer paso, se formara el denominado “ensamblaje movil”, un anillo
de unién, entre el parésito (proteinas de micronemas y roptrias) y la membrana celular, que se ira
deslizando sobre la superficie del zoito a medida que este se impulse hacia su interior formando
asi, por invaginacién de la membrana, la vacuola parasitofora de naturaleza no fusigénica que lo
albergaré. El proceso de invasion culminaré con una serie de modificaciones de la célula invadida,
mediadas por proteinas de roptrias y granulos densos, que la convertiran en un héabitat idéneo para
el desarrollo del parasito y su multiplicacién. Este compartimento carece de proteinas integrales
de la membrana del hospedador; es remarcable la ausencia de proteinas SNARE (“soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor”) probablemente responsable de la
resistencia de la vacuola a la fusién lisosomal y acidificacion *°.

Tras varios procesos replicativos, el parasito sale de la célula en respuesta a la misma

cascada de sefializacion usada para promover la invasion celular.

3.3. Epidemiologia
T. gondii se encuentra en todos los continentes excepto en la Antartida y algunas islas en el

Pacifico y a lo largo de la costa de Centro América. Los seres humanos, generalmente, se infectan
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por consumo de carne con quistes de bradizoitos viables (las temperaturas superiores a 60°C o
inferiores a 20°C pueden destruirlos) u ooquistes esporulados que contaminan el medio. La
serologia demuestra una amplia variacién en la prevalencia de infeccion en los distintos lugares
del mundo y esta relacionado con los factores que predisponen a la infeccion como la altitud, el
clima, las costumbres culinarias o el nivel socioecondmico. Los climas calidos y secos tienen
menor incidencia de toxoplasmosis que los templados y himedos y las tasas decrecen con el
aumento de altitud.

Aproximadamente el 25-30% de la poblacién mundial esta infectada por Toxoplasma. La
prevalencia varia ampliamente entre los distintos paises (10-80%) e incluso dentro del mismo pais
0 entre comunidades de la misma region 2,

Tradicionalmente, se han enmarcado las poblaciones de T. gondii en tres grandes lineas
clonales, por su mayor o menor virulencia en el modelo murino [Imagen 2].
= Tipo | (DLigo ~1 parésito) es el mas virulento y parece ser el mas frecuente en la enfermedad

congénita en humanaos.
= Tipo Il (DLsy ~10° parésitos) es la méas comtn en el hombre.
= Tipo Ill (DLso ~ 10° parésitos) es la mas frecuente en animales.

La recombinacion genética es posible debido a la etapa sexual del ciclo bioldgico, en el
intestino del gato, y se puede demostrar en infecciones experimentales. Esto debe de ser
relativamente infrecuente en la naturaleza, ya que requiere que el gato ingiera dos cepas del
paréasito, en el mismo intervalo de tiempo. Actualmente se reconocen 12 haplogrupos (incluyendo
los tres tipos iniciales), y en algunas &reas, como Sudamérica, hay genotipos atipicos con
polimorfismos Unicos que no se pueden incluir en esta clasificacién. En Europa y Norteamérica, el
genotipo Il es el predominante; en cambio, en Sudamérica, los genotipos atipicos son los mas
prevalentes, siendo el tipo 11 muy poco comdn. En Africa, los haplogrupos conocidos como Africa
1-3 coexisten con los genotipos Il y Ill. Los datos acerca de Asia son escasos, pero algunos
estudios revelan una diversidad genética mas limitada que en Sudamérica *°.

En relacion con las cepas atipicas de T. gondii, estudios recientes *® han revelado que:
= Se puede producir una reinfeccion con un genotipo atipico en una mujer previamente

infectada por Toxoplasma y resultar en una transmision congénita.
= La tasa de infeccion congénita se ve incrementada cuando las mujeres se infectan con una

cepa atipica en comparacion con las infectadas con el genotipo I1.



4. OBJETIVOS
El objetivo principal de este trabajo es realizar una revision bibliografica sobre los procesos de
invasion celular y las modificaciones inducidas por T. gondii en las células que lo albergan,

particularmente durante la fase inicial de la infeccion.

5. METODOLOGIA
Se ha realizado un proceso de documentacién y revision bibliogréfica a través PubMed (motor de
busqueda de libre acceso a la base de datos MEDLINE de citaciones y resumenes de articulos de

investigacion biomedica).

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Contacto e invasion

Para llevar a cabo la invasion celular, T. gondii, como los demés apicomplejos, debe entrar
en contacto y reconocer las celulas del hospedador; en este caso, existen aparentemente maltiples
posibles interacciones receptor-ligando entre el parasito y las células. Inicialmente, se produce una
interaccion de baja afinidad, mediada por las proteinas de superficie del zoito, de las cuales la
mayoria son proteinas denominadas SAGs (“surface antigens”), antigenos de superficie anclados
por glucosilfosfatidilinositol (GPI), SRSs (“SAG1-related sequences”) y SUSAs (“SAG-unrelated
surface antigens”). Las proteinas SAGs parecen interactuar con glicosaminoglicanos sulfurados

20,21, 22 El

como heparina antigeno de superficie SAG1 ha demostrado ser un ligando crucial para

promover la invasién; experimentos de neutralizacion han revelado que anticuerpos monoclonales
antiSAG1 pueden bloquear parcialmente la invasion de los taquizoitos en cultivos celulares %
2 Ademas, SAG1 soluble puede unirse directamente a la superficie celular. Los cambios
conformacionales de SAG1 pueden influir en la adherencia de Toxoplasma a las células . La
invasion de T. gondii depende de multiples factores, entre ellos, otras SAG como SAG2 y SAG3,
que se encuentran en la vecindad de SAG1 %.

Estudios de genética inversa apoyan el papel de SAGs en la adherencia del parasito a la
superficie celular. La abundancia y distribucion de SAGs en la superficie del parasito permite
interacciones laterales de baja afinidad con la superficie celular. Se cree que este hecho permite al
parasito la interaccion inicial con la célula para la seleccion del lugar 6ptimo de invasion. Esta
interaccion inicial parece ser reversible, permitiendo la separacién del parasito si no considera a
esa célula en particular ideal para la invasion 2’.

Por otro lado, SAG1 es el antigeno de superficie mas importante; aunque solo representa

un 3-5% de las proteinas del parasito, la mayoria de anticuerpos son reactivos frente a SAG1
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durante la infeccion 2. SAG1 ha demostrado estimular la inmunidad humoral y celular,
protegiendo frente a la toxoplasmosis *> ** 3!, Esto le hace tener excelentes caracteristicas de
antigenicidad e inmunogenicidad valiosas para diagndstico e inmunizacion. Fragmentos de los
genes que codifican estas proteinas (de sagl, sag2 y sag4) se han utilizado para el diagndstico
molecular (PCR), especialmente en individuos inmunosuprimidos *.

Tras el contacto y reconocimiento, una sefial desconocida dispara el aumento de calcio en
el citosol, que estimula la descarga de los micronemas y la extrusion del conoide; este proceso
depende de protein-kinasas calcio dependientes (CDPK) *. Las proteinas de los micronemas
MICs (“micronemal proteins) contienen dominios de adhesion, de distintos tipos (tipo
trombospondina, factor de crecimiento epidérmico, tipo lectinas, etc.); son proteinas solubles y
transmembrana que se liberan y forman complejos sobre la superficie del zoito que se unen a
receptores de las células, jugando un papel fundamental en la adhesién y el movimiento **. Segun
diversos estudios, MIC1, MIC2 y MIC3 son las méas importantes ** 3 3% 37 Algunas MICs
(MIC2) se conectan al sistema actina-miosina via aldolasa *. La mayor parte de estas adhesinas
son eliminadas por proteasas romboides a medida que la invasién avanza (el zoito se va
“desenganchando” y entrando).

En alglin momento, un segundo disparo desconocido estimula la exocitosis de las roptrias.
Se liberan primero las proteinas del cuello RON (“rhoptry neck proteins™). Las denominadas
RON2, RON4, RON5 y RONS se unen a AMAL (“apical membrane antigen™) ** “°, una proteina
que se localiza en los micronemas de los parasitos que se estan desarrollando intracelularmente y
en la superficie apical de los parasitos extracelulares, justo antes de la invasién; AMA 1 es
fosforilada por la kinasa PKA (“cAMP-sensitive kinasa”) siendo éste un suceso critico para la
invasion *- 42,

AMAL vy las proteinas RON citadas forman el ensamblaje movil, un complejo molecular
que enlaza las membranas del zoito y la célula a invadir, y que ird desplazandose sobre la
superficie del parasito a medida que éste se impulse hacia el interior. AMAL es necesaria para
organizar el complejo RON durante la invasion; los parasitos deficientes en este antigeno no
pueden formar el anillo de ensamblaje . El motor de actina-miosina, asociado a la pelicula,
generara la fuerza para la invasion **; si se bloquea, el proceso se interrumpe *. La proteina
RONZ2 se asocia a AMAL produciendo una reorganizacion estructural que permite la formacion de
una estructura intima y extensa. Este complejo es lo suficientemente fuerte como para resistir la
fuerza de propulsion a través del ensamblaje movil y ha demostrado ser crucial para la invasién **
*® Dos proteinas de las roptrias, Toxofilina y RONS, interaccionan con el citoesqueleto de actina
de la célula, facilitando la entrada ** ** *3, A medida que penetra, el parésito va formando la

vacuola parasitéfora (VP) *°. Estudios morfoldgicos y electrofisiolégicos han demostrado que los
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lipidos de la VP provienen de la membrana plasmatica del hospedador y no de organulos como

lisosomas, reticulo endoplasmético o aparato de Golgi °.

Ademés, Toxoplasma define
activamente la composicion proteica de la membrana de la VP (MVP); durante la entrada elimina
las proteinas transmembrana que han intervenido en la formacién del ensamblaje mévil ***? y la

MVP adquiere caracter no fusiogénico *.

6.2. Modificacion de la célula invadida

A continuacion, se “inyectan” las proteinas del bulbo de las roptrias, ROPs (“rhoptry bulb
proteins™), en pequefias vesiculas que se fusionan con la naciente VP por la cara citosolica. Las
proteinas de los granulos densos, GRAs, se liberaran tras completar la invasion y algunas se
insertaran en la MVP. ROPs y GRAs modificaran la VP y la célula que la alberga, convirtiéndola
en un hébitat idoneo para el parasito.

Para sobrevivir y multiplicarse, T. gondii debe adquirir nutrientes del hospedador. Es
auxétrofo para triptéfano, arginina, poliaminas, purinas, colesterol, hierro y otros nutrientes
esenciales *. El estado no fusiogénico de la MVP le impide utilizar el sistema endo y exocitico de
la célula hospedadora y por ello creard poros en la MVP y una red tdbulo-vesicular intravacuolar
que permite la difusién bidireccional de pequefias moléculas **. De este modo, metabolitos
solubles, de 1300-1900 Da, como glucosa, aminoacidos, nucleétidos e iones, acceden a la VP por
transporte pasivo. De la misma forma, probablemente, los productos de desecho del parasito
pasan al citosol de la célula hospedadora. También habra procesos de transporte activo.

El parédsito modificard la disposicién de algunos organulos celulares en su propio
beneficio; la mitocondria y el reticulo endoplasmatico (RE) se situaran en las proximidades de la
VP. ROP2, una proteina anclada a la MVP por un dominio transmembrana, participa en el
reclutamiento de la mitocondria *°. Una bajada selectiva de los niveles de mRNA de ROP2 resulta
en un menor reclutamiento mitocondrial, una menor adquisicion de esteroles y deficiencias en la
biogénesis de las roptrias, la invasion, la division del parasito y la virulencia en raton *°. Por otro

lado, se cree que GRA3 y GRAS estan implicadas en el reclutamiento del RE *'.

La infeccion por T. gondii provoca la reorganizacion de los filamentos intermedios (IFs) y

microtdbulos (MTs) de la célula hospedadora, alrededor de la VP °* *°

, estabilizando la
arquitectura celular, y permitiendo el movimiento y la relocalizacion de los organulos
intracelulares. Los MTs inducen profundas invaginaciones de la MVP hacia el lumen de la
vacuola. Los conductos formados transportan vesiculas endociticas conformando una estructura
de doble membrana denominada H.O.S.T. (“Host Organelle Sequestering Tubulo-structures™) **

% através de la cual algunos nutrientes pueden alcanzar el interior de la VP *°®*. Varias proteinas
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GRA se asocian a esta estructura, y una de ellas, GRA7, parece jugar un papel fundamental en el
transporte de lipidos *°. El colesterol es crucial para la invasion y la replicacién intracelular de T.
gondii; el contenido en colesterol de la membrana se ha relacionado con los procesos de invasion
(descarga de micronemas Yy roptrias) ° y se ha comprobado que el crecimiento del parasito
aumenta por adicion de colesterol libre o LDL-colesterol al medio extracelular. Se cree que el
parasito adquiere LDL a través de este sistema de alimentacion (H.0.S.T.) &,

La red intravacuolar de membranas (IVN), generada por las GRAs ®, también se relaciona

con la caracteristica disposicién en roseta de los parésitos tras su division .

En cuanto a las proteinas ROP, citadas anteriormente, algunos miembros de la subfamilia
ROP2 (ROPK) seran muy importantes para condicionar la capacidad del parasito para vivir y
replicarse, particularmente en células como macréfagos o monocitos, determinando la diferencia
de virulencia entre las distintas cepas ®’ [Imagen 2]. ROP5, ROP16 y ROP18 tienen un alto nivel
de polimorfismo y sus genes se expresan en mayor medida o se regulan de manera especifica
segun la cepa ®&.

Para comprender la accién de ROP5, ROP16 y ROP18 es importante entender la influencia
de los cambios mediados por T. gondii tras la infeccidn y la respuesta del hospedador frente a
patogenos intracelulares. Se trata de una situacién muy compleja y los analisis de “micro-array”
han mostrado que intervienen un gran numero de genes que son regulados de forma diferente
dependiendo de la cepa del parasito y del tipo de células del hospedador .

En el modelo murino, inicialmente, la invasion por T. gondii causa un aumento en la
expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-12 (los niveles de IL-12 varian dependiendo de
la cepa infectante) "*. La IL-12 es producida principalmente por células de la inmunidad innata,
como macrofagos y células dendriticas, y esta implicada en la inmunidad Thl. La IL-12 estimula
la activacién de STAT4 que resulta en la diferenciacién de las células ThO a Thl, que junto con
las células NK producen grandes cantidades de IFNy " El IFNy activa a STAT1, culminando la

expresion de una serie de proteinas efectoras como las GTPasas p47 " ™

que van a ayudar en la
destruccion del parasito. Asi, el eje STAT4-STAT1 es esencial para la defensa frente a patogenos
intracelulares como T. gondii.

En una respuesta inmune normal, habria también una reaccion antiinflamatoria para
compensar la reaccion proinflamatoria y prevenir el dafio en el hospedador. STAT3 es activada
por las células de la respuesta innata a través de la accion de la citoquina antiinflamatoria 1L-10,

78 Mientras tanto las

que, en ratones, es secretada principalmente por células T CD4+
citoquinas IL-4 e IL-3 de la respuesta Th2 inducen la activacion de STAT6 e inhiben la respuesta

Th1. Juntos, los STATs son regulados por varias citoquinas y pueden funcionar de formas
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opuestas para producir una respuesta inmune antiparasitaria equilibrada. Las vias de activacion de
STATSs se regulan mediante un mecanismo de feed-back negativo compuesto por reguladores

negativos o supresores como los SOCS (“Suppressors of Cytokine Signaling?) ' .

6.3. Factores de virulencia

6.3.1. ROP16 (GRA15)

ROP16 es una tirosin-kinasa que se localiza en el ndcleo de la célula hospedadora,
rapidamente, tras la invasion ® 7°; su abundancia se relaciona con el nimero de parasitos y
disminuye de manera tiempo-dependiente tras la invasién “°. ROP16 imita la accion de las JAKS
del hospedador y activa STATs (STAT3 y STAT6) " 8 8L | 3 activacion inicial de STAT3
parece ser independiente de esta ROP 7, sin embargo, el mantenimiento de su actividad si parece
requerirla. En cambio, STAT6 necesita de ROP16 para su activacion ’" " ®. Los parasitos de las
cepas de tipo I y 11, pero no los de la tipo Il, provocan una activacion sostenida de STATS que
conduce a la supresion de citoguinas proinflamatorias, como IL-6 e IL-12, que son la clave para la
lucha contra T. gondii % %.Los parasitos tipo | carentes de ROP16 no pueden activar ninguna de
estas STATSs (41).

ROP16, aumenta los niveles de Arginasa-1 (Arg-1), via STAT6 " ”’. La arginasa hidroliza
la L-arginina para producir urea y ornitina y priva a los macrofagos del sustrato preciso para la
produccion de ON, via la oxido nitrico sintetasa, mecanismo esencial para la destruccion de
patdgenos intracelulares. Esta accion, por lo tanto, favorecerd al parésito. Por otra parte,
Toxoplasma es auxotrofico respecto a la arginina y su ausencia limitard su capacidad de
multiplicacién; esto Gltimo también podria beneficiarle, al permirtirle persistir mas tiempo en
células — macrofagos y células dendriticas- que juegan un papel muy importante en su
diseminacion inicial (“Caballos de Troya”). También es posible que la produccién de orninita,
fuente de poliaminas, favorezca la proliferacion del parasito.

La induccion de Arg-I es el resultado de la activacion alternativa (M2) de los macréfagos
via STAT3/6; este proceso conduce a la produccion de moléculas antiinflamatorias que inhiben la
respuesta Th1 y disminuyen la capacidad de defensa del hospedador ®.Anélisis de “micro-array”,
comparando parasitos de tipo Il (deficiente en ROP16) y tipo 11, confirman la polarizacion M2 en
los ultimos.

Por otro lado, la infecciobn de macrofagos por cepas tipo Il induce citoquinas
proinflamatorias como IL-1p, IL-6 0 IL-12 "°, sugiriendo una activacién “clasica” o polarizacion
M1 de los macréfagos. En estos casos también se estimula el ambiente proinflamatorio por

sefializacion NFkB mediada por GRA15 ®; NFkB promueve la transcripcién de marcadores de
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polarizacion M1 y aumenta la produccion de citoquinas proinflamatorias. En este caso, la
polarizacién M2 es activamente blogueada .

ROP16 juega un papel importante no sélo en la polarizacion de macréfagos in vitro sino
también en la inflamacién intestinal in vivo "°. Los ratones susceptibles infectados por via oral con
cepas tipo 11 sufren una grave ileitis que puede ser letal . Contrariamente a esto, casi todos los
ratones infectados con cepas tipo Il que expresan ROP16 de tipo | o I11 sobreviven y muestran una
inflamacién intestinal reducida, con menor infiltracién de granulocitos en la 1amina propia . La
ileitis provocada por la toxoplasmosis puede ser tratada eliminando citoquinas efectoras como
IFNy, IL-23 e IL-22, sugiriendo el papel de estas citoquinas en la patologia ® . Asi, ROP16

limita la inflamacion intestinal por T. gondii.

6.3.2. ROP18 (ROP5 y ROP17)

ROP18 es liberada durante la invasion y se localizara en la MV/P & 89991 Tjene un grado

2 88, 89, 90, 92 90, 92

considerable de homologia a ROP pero es altamente polimorfica y el principal
determinante de las diferencias de virulencia observadas entre las distintas cepas °’.

En el modelo murino, ROP18 modifica las respuestas innata y adaptativa. ROP18 es una
protein-kinasa capaz de fosforilar GTPasas pequefias p47, relacionadas con la inmunidad, IRGs
“immunity-related GTPases”, inducidas por IFNy, que configuran el mecanismo de defensa
intracelular, en macrofagos y células dendriticas, mas importante frente a Toxoplasma (este
sistema no se encuentra en las células humanas). Las IRGs se acumulan en la MVP vy la
desestabilizan, produciendo su ruptura y finalmente la muerte del parésito % % %% 97.% pop18
fosforila las IRGs e impide la ruptura de MVP . ROP18 tiene una regién rica en arginina y se ha
podido comprobar que la disrupcién de esta region previene el anclaje de ROP18 a la MVP; esto
resulta en la acumulacién de IRGs en la MVP y su consecuente destruccion %, indicando que
ROP18 juega un papel esencial en la disfuncion de IRGs y que éste depende de su correcta
localizacion.

Las cepas de T. gondii, I, Il y I, difieren en su susceptibilidad a la muerte mediada por
IRGs *; ROP 18 bloquea este mecanismo en las poblaciones més virulentas (tipo 1) mientras que
si es efectivo en la cepas menos virulentas (tipo I11). En las de tipo 1l, ROP18 se expresa, pero las
GTPasas de los macrofagos activados por IFNy no son fosforiladas (si se ha comprobado que la
ROP18 del tipo Il confiere virulencia a las cepas de tipo Ill). De esto cabe deducir que esta
proteina actuara en concierto con otras moléculas efectoras *°*.

Las proteinas ROP5 son pseudokinasas, por secuencia, estructura y funcién, que actian

como cofactores de ROP18 y son imprescindibles para inhibir el sistema IRG '%. Recientemente
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se ha comprobado que ROP5 forma complejos con las kinasas ROP18 y ROP17 que fosforilan
residuos treonina adyacentes y esenciales de las IRGs %1%,

Algunos estudios demuestran que ROP18 también inhibe el factor de transcripcion
ATF6p, localizado en el RE, condicionando la respuesta inmune adaptativa. La degradacion de
este factor se traduce en una menor produccion de IFN vy por células T CD8 y se ha relacionado
con una posible presentacion antigénica deficiente por parte de las células dendriticas y los

macréfagos 1% 1.

7. CONCLUSIONES

Los orgéanulos secretores de Toxoplasma gondii pueden verse como la versién eucariota de
los distintos sistemas de secrecion hallados en bacterias, que las ayudan en el proceso de invasion
y modulan las funciones celulares del hospedador. En este trabajo se puede observar de forma
global el conjunto de procesos moleculares utilizados por el parasito para este fin.

El reconocimiento, el contacto y la adhesién, con la célula, parecen estar mediados por
proteinas SAG y MIC, de los micronemas. Las proteinas AMA1 y RON forman el ensamblaje
movil que permite la invasién del parésito, mediante su caracteristico movimiento de
deslizamiento (“gliding”), y la formacion de la vacuola parasitofora que lo albergard. En este
compartimento modulara las vias de sefializacion celulares y se multiplicard. ROP16 activa la via
STAT3/STAT6 produciendo la supresion de citoquinas proinflamatorias. En cambio, la activacion
del factor NFxB mediada por GRA15 promueve un ambiente proinflamatorio. ROP18 junto con
su cofactor ROP5 evita la acumulacién de IRGs en la membrana de la vacuola parasitéfora
previniendo la destruccién de la misma. Asi, el parasito consigue un equilibrio adecuado entre una
respuesta inmune adecuada y la evasion de la misma para alcanzar la méxima diseminacion en el

organismo y transmisién entre hospedadores.
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Imagen 2. Moadificado de: Melo MB, Jensen KDC, Saeij JP. Toxoplasma gondii effectors are master regulators of
the inflammatory response. Trends Parasitol 2011, Vol 27, 11:487-495.
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