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Abstract. The kinases have been described as a group of
enzymes responsible for the emission and transduction of
signals in the cell, generating responses ranging from the
regulation of cellular homeostasis, to the control of the
response to external stimuli. Given the importance of these
proteins, reported in many cases as essential, it has been
considered that they can be good therapeutic targets in the
treatment of human pathologies such as cancer. In recent
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vears, the investigation of kinases as therapeutic targets in
the context of cancer has been extrapolated to the search for
chemotherapeutic alternatives to combat parasitic diseases
such as leishmaniasis and trypanosomiasis, finding proteins of
the PI3K pathway as targets. promising AKT kinase, involved in
various cell signaling pathways such as PI3Ks and whose main
function is the promotion of cell survival in stress conditions,
has been proposed as a candidate target for the development
of therapeutic alternatives for the treatment of diseases
produced by trypanosomatids with promising results to date,
for which the functional characterization and experimental
validation of AKT is necessary for the development of drugs
and chemotherapeutic alternatives.

Resumen. Las quinasas han sido descritas como un grupo de
enzimas encargadas de la emision y transduccion de sefiales en
la célula, generando respuestas que van desde la regulacion de la
homeostasis celular, hasta el control de la respuesta a estimulos
externos. Dada la importancia de estas proteinas, reportadas en
muchos casos como esenciales, se ha considerado que pueden
ser buenos blancos terapéuticos en el tratamiento de patologias
humanas como el cancer. En los tltimos afios, la investigacion de
las quinasas como blancos terapéuticos en el contexto de cancer
se ha extrapolado a la busqueda de alternativas quimioterapéuticas
para combatir enfermedades parasitarias como la leishmaniasis
y la tripanosomiasis, encontrando a las proteinas de la via de las
PI3Ks como dianas prometedoras. La quinasa AKT, involucrada
en diversas rutas de sefializacion celular como la de las PI3Ks y
cuya funcion principal es la promocion de la supervivencia celular
en condiciones de estrés, ha sido propuesta como un blanco
candidato para el desarrollo de alternativas terapéuticas para el
tratamiento de enfermedades producidas por tripanosomatidos con
resultados promisorios hasta la fecha, por lo cual se hace necesaria
la caracterizacion funcional y validacion experimental de AKT para
el desarrollo de farmacos y alternativas quimioterapéuticas.
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Introduccion

Las proteinas quinasas y fosfatasas

Las proteinas quinasas y fosfatasas son un amplio grupo de enzimas
que catalizan la adicion o eliminacion de grupos fosfato a sus sustratos
respectivamente. Diversos autores se refieren a estas como los principales
protagonistas de un gran porcentaje de las vias de sefalizacion y
transduccion de sefiales en las células. Gracias a la disponibilidad de
datos gendmicos, alrededor de 2000 quinasas y fosfatasas han sido
reportadas en humanos, de las cuales se han descrito funciones que
comprenden desde la regulacion de la actividad y la homeostasis celular,
hasta el control de la respuesta a estimulos externos [1, 2].

Desde hace mas de 40 afos se conoce que la actividad de quinasas
comprende un complejo conjunto de procesos celulares como la migracion
de proteinas hacia y desde nucleo de la célula hasta la membrana y
citoplasma de la misma, el control temporal de sefiales de fosforilacion y
desfosforilacion, ademas de la regulacion de cascadas multiciclicas que
responden a diferentes estimulos. Entre las quinasas y fosfatasas, existe
un didlogo de activacion y de desactivacion como en el caso de las serina/
treonina quinasas y fosfatasas, en donde el estatus de fosforilacion de sus
residuos serina, treonina 0 ambos puede o no promover el paso de un
estado de represion a uno de activacion y viceversa [4].

Enresumen, las proteinas quinasas y fosfatasas tienen un rol protagonista
en el balance de activacion y desactivacion de otras proteinas que
promueve respuestas celulares diversas. Dicha importancia ha sido
evidenciada por el hecho de que un gran numero de estas enzimas se
han reportado como esenciales para las células y se encuentran con
frecuencia respaldadas por un alto nimero de copias de los genes que
las codifican [5]. A lo anterior se suma el hecho de que muchos de
los factores de supervivencia y virulencia de algunos virus han sido
reportados como quinasas capaces de regular vias de sefializacion
dentro de su célula hospedera y al estar ausentes en dichos patdgenos,
estos pierden su capacidad infectiva e incluso su viabilidad [1, 2].

Gracias al uso de inhibidores especificos de quinasas y fosfatasas
entre otras herramientas moleculares, se ha logrado describir el papel
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particular de estas proteinas en diferentes organismos y lineas celulares,
mostrando que el balance de las quinasas y fosfatasas es complejo y
variable en cada tipo de célula [5]. Como ejemplo del protagonismo
de estas proteinas, tenemos el grupo de las proteinas quinasas y
fosfatasas serina/treonina, que estdn en constante actividad de adicion
y remocion de grupos fosfato en los residuos de serina y treonina de
las subunidades y dominios cataliticos y de regulacion de sus sustratos,
mostrando actividad en procesos celulares de metabolismo como la
sintesis o degradacion de moléculas portadoras de energia, asi como
la participacion en la respuesta inmediata a estimulos hormonales y la
sefializacion generada en respuesta a estimulos de estrés [1, 2].

Otro proceso en el cual las quinasas han sido ampliamente involucradas es
el control de la division celular y la sefializacion inherente a la activacion
del ciclo celular, en donde la presencia de mitdgenos detona toda una red
de quinasas particulares denominadas MAPK o por sus siglas en inglés:
Mitogen-activated protein Kinase, las cuales captan la sefial del mitégeno
y lo traducen en una serie de fosforilaciones secuenciales que se traducen
en una comunicacion transcitoplasmatica hacia el nticleo, promoviendo
la activacion de diversos factores de transcripcion que activan la division
celular [6]. Estas vias son particularmente conservadas en células
eucariotas e involucra una gran diversidad de sefiales y respuestas de
fosforilacion desfosforilacion acopladas.

Basados en lo anterior, debemos entender que la regulacion de muchos
procesos celulares no depende exclusivamente de las fosforilaciones
generadas por las quinasas, sino que también debe existir un balance con
respecto a las desfosforilaciones promovidas por las fosfatasas, mostrando
un panorama aun mas complejo que dirige toda una configuracion de
adicion y eliminacion de grupos fosfato que desencadenan la respuesta a
un estimulo exdgeno o un proceso celular [1, 2].

Es interesante agregar, que la complejidad del sistema de transduccion
de senales e interpretacion de estimulos y segundos mensajeros, no solo
estd dada por el sistema de fosforilacion o desfosforilacion, sino que
también estd basado en el correcto acoplamiento entre este sistema y el
enorme complejo de proteinas denominadas factores de transcripcion,
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las cuales reconocen determinados patrones de secuencias en el ADN
y desencadenan una serie de respuestas que van desde el aumento o
disminucion de la transcripcion de genes particulares, hasta la supresion
total o aumento significativo de los mismos. Este hecho ha sido muy
bien estudiado en los modelos de activacion y desarrollo de memoria en
lineas celulares del sistema inmune [7].

Los quinomas de tres tripanosomatidos patégenos de humanos

En el 2005, fue publicado el quinoma comparativo de Trypanosoma
cruzi, Trypanosoma bruceiy Leishmania major, los agentes etiologicos
de la enfermedad de chagas o tripanosomiasis americana, la enfermedad
del suefio o tripanosomiasis africana y la leishmaniasis cutdnea
respectivamente [8]. Estos patdgenos comprenden ciclos de vida
complejos que involucran tanto hospederos mamiferos como insectos
vectores, en donde la temperatura, el pH y la exposicién a productos
reactivos del oxigeno promueven una evidente necesidad del control
de la interpretacion de sefiales y factores extracelulares, asi como una
estrictaregulacion de sus ciclos celulares y del metabolismo dependiente
de los diversos ambientes ofrecidos por cada uno de sus hospederos [9].

Basados en las respuestas que los parésitos deben generar frente a los
diferentes ambientes encontrados en sus hospederos, ademas de la
regulacion de sus ciclos de vida que comprenden diferentes formas
o estadios celulares, estos organismos deben tener un sistema de
sefializacion complejo que en parte podria ser soportado por una red
de familias de quinasas encargadas de la transduccion de sefiales. Se ha
reportado que los tres pardsitos cuentan con casi 30% de las quinasas
descritas en el genoma de humanos, dentro de las cuales se encuentran las
quinasas denominadas como tipicas de eucariotas (eKPs), asi como las
denominadas atipicas (aKPs). Los analisis bioinformaticos derivados del
quinoma de estos organismos, revelaron que los genomas de 7. brucei, T.
cruzi'y L. major, tienen 176, 190 y 199 quinasas respectivamente, de las
cuales se calcula que la mayoria son ortdlogas a través de las especies [8].

Con respecto a las quinasas de humanos, los tripanosomatidos carecen
de las de tipo tirosina quinasa y en consecuencia de la familia de
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receptores tipo tirosina quinasa, que son grupos de enzimas descritos
por tener un papel muy importante en la respuesta a estimulos de
factores de crecimiento, sefiales de muerte celular programada, entre
otros procesos relevantes en células humanas. Sin embargo, se ha
encontrado que estos pardsitos posen quinasas de doble especificidad
denominadas Dual-Specificity Kinases (DSKs), las cuales funcionan
tanto como serina/treonina quinasas, asi como tirosina quinasas, es
decir, que pueden fosforilar sustratos tanto en los residuos serina y/o
treonina, asi como en tirosina [8, 10].

Con respecto a lo anterior, se han descrito pocas vias de senalizacion
en estos parasitos y dada la carencia de receptores de superficie tipicos
como los acoplados a sefializacion por proteinas G, se ha postulado
que estos organismos tienen mecanismos de sefializacion divergentes
y poco comunes respecto a lo que ha sido descrito para mamiferos.
Sumado a esto, se sabe que los tripanosomatidos en general realizan
una transcripcion global de la mayoria de sus RNA mensajeros
(mRNA), evidenciando una aparente falta de regulacion transcripcional
y, en consecuencia, un aumento de los procesos de regulacion
postranscripcionales y traduccionales. En ese sentido, se ha descrito que
el sistema de regulacion basado en quinasas usualmente desencadena el
control de la transcripcion a través del reclutamiento o activacion de
factores de transcripcion, lo que refuerza la idea que la interpretacion
de sefiales basada en un sistema de fosforilacion y desfosforilacion en
mamiferos y tripanosomatidos es divergente y puede desencadenar
funciones de regulacion muy distintos [8, 11].

Adicionalmente, estos parasitos han sufrido una expansion de familias
de quinasas como las CMGC, dentro de las que se encuentra la familia
de quinasas que comprende las MAPKs que responden a senales de
crecimiento y estrés celular; las quinasas CDK o quinasas dependientes
de ciclina, encargadas de procesos de regulacion del ciclo celular y
algunos procesos de control de metabolismo energético y control del
splicing. También se ha evidenciado una expansion de la familia de
quinasas STE, las cuales dan lugar a los pasos iniciales de activacion
de las MAPK o quinasas activadas por mitogeno traduciendo sefiales
de la superficie de la célula al nucleo y una expansion de la familia de
quinasas NEK, relacionadas con el control del ciclo celular y el ingreso
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a puntos de chequeo dentro del mismo. Finalmente, se ha encontrado
un gran numero de quinasas que no muestran relacion con ningtin grupo
conocido o reportado en humanos (aKPs), y se ha predicho que muchas
de estas proteinas tienen un alto contenido de dominios transmembrana
que hacen que este grupo sea clasificado como perteneciente a quinasas
raras de tipo receptor de membrana [8].

Por otra parte, se encontrd que aproximadamente el 2% del genoma de
estos parasitos codifica para proteinas de tipo quinasa, sugiriendo que
los mecanismos de fosforilacion hacen parte de procesos fundamentales
dentro de la biologia de estos organismos. A pesar que por analisis
bioinformaticos se han logrado establecer las categorias funcionales de
muchas de estas quinasas, aun no queda claro cudl es la funcién o el
posible rol de un gran porcentaje de las mismas mediante el analisis
exclusivo de similitud de secuencias, por lo cual, el desarrollo de
estudios y trabajos relacionados con el entendimiento de las redes de
fosforilacion y en general el entendimiento funcional de las quinasas de
estos pardsitos es necesario [8].

El entendimiento de las quinasas que tienen alta similitud de secuencia
con las humanas y el de las denominadas quinasas raras, abre las
puertas al encuentro de nuevos blancos terapéuticos mediante el empleo
de medicamentos de uso conocido y el advenimiento de nuevos genes
blanco que se encuentran ausentes o son altamente divergentes en los
genomas de sus hospederos mamiferos.

El panorama de las PI3Ks y su papel en el contexto
de los tripanosomatidos

La via de sefalizacion de las fosfatidil inositol quinasas (PI3Ks), es en
la actualidad una de las mdas populares en la investigacion relacionada
con cancer dado que se ha asociado a multiples tipos de patologias
relacionadas con el crecimiento anormal de las células. Algunas
compaiiias farmacéuticas consideran que los integrantes de la via
PI3K son excelentes blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevos
farmacos y en ese sentido, las investigaciones han llegado a tal punto que
actualmente existen fArmacos que pueden inhibir miembros puntuales de
esta via disminuyendo asi el riesgo de efectos secundarios adversos [12].
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Se ha descrito que las células cancerigenas son comparables, en el
contexto de las estrategias de supervivencia, con parasitos protozoarios que
promueven la captacion de nutrientes de su hospedero e incluso pueden
generar mecanismos de resistencia a medicamentos y ser tolerantes a los
retos que promueven procesos de estrés y dafio celular [13]. En ese sentido,
algunos investigadores han propuesto la idea que el uso de fdrmacos
disponibles actualmente para el tratamiento del cancer, podria funcionar
como alternativa para el tratamiento de enfermedades generadas por
parasitos. Por ejemplo, si se inhibe la via PI3K o alguno de sus componentes
que en general estdn asociadas con supervivencia celular ante estimulos de
estrés, se puede llegar a potenciar el dafio sobre células cancerigenas y este
efecto puede ser extrapolable sobre las poblaciones de algunos parasitos.
En ese sentido, tratamientos existentes para inhibir la via PI3K en cancer,
podrian funcionar también con parasitos y ahorrar tiempo y costo de
investigacion en el desarrollo de nuevos tratamientos [14].

A finales del 2009, fue publicado el quinoma de las PIK relacionadas
con la via de sefalizacion activada por fosfatidil inositol en
tripanosomatidos, denominado el 7ryPIKinoma. Este quinoma fue
realizado mediante el uso de andlisis bioinformaticos en los cinco
principales tripanosomatidos patdégenos de humanos: 7rypanosoma
cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania major, Leishmania brasiliensis
y Leishmania infantum, gracias a la disponibilidad de las secuencias de
sus respectivos genomas. El proyecto fue llevado a cabo con el objetivo
de entender en detalle la via de las PI3K de estos parasitos dado que es
crucial en numerosos aspectos del crecimiento y la supervivencia celular,
siendo activada por numerosos estimulos que desencadenan respuestas
ante el estrés celular, la detoxificacion de farmacos entre otras. Asi el
conocimiento de los elementos protagonistas de esta via, podrian dar
ideas del desarrollo de nuevos farmacos basados en el entendimiento de
las PI3Ks como blancos terapéuticos prometedores [15].

A pesar de que la via de las PI3Ks es altamente conservada en
eucariotas, el desarrollo del TryPIKinoma permiti6é confirmar que los
Tripanosomatidos no poseen el sistema clasico de tirosin quinasas, que
como se menciono, se han asociado a funciones de transduccion de
sefiales desde el entorno extracelular hacia el niicleo, comportandose en
su mayoria como receptores de membrana acoplados a sefializacion por
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proteinas G, que posteriormente desencadenan cascadas de sefializacion
sobre las PI3Ks [15]. En ese sentido, una pregunta que permanece
sin responder es ;Coémo estos parasitos responden a la carencia de
receptores y de quinasas tipo tirosina quinasas?

Se han propuesto algunas hipdtesis acerca de la presencia de quinasas
de funcién dual o receptores no convencionales en estos parasitos, sin
embargo una de las conclusiones a las que se ha llegado con el desarrollo
de diferentes andlisis sobre las quinasas de estos organismos es que el
sistema de fosforilacion en tripanosomatidos y otros parasitos como
Schistosoma mansoni es diferente al encontrado en células de mamifero
pero responde a la necesidad de sefializacion de los mismos procesos
que desencadenan una respuesta [8, 10, 16]. A pesar de las divergencias
encontradas entre los sistemas de tripanosomatidos y las células de
mamifero, se ha propuesto clasificar estas quinasas dentro de grupos o
modelos de funcion particular teniendo en cuenta los andlisis realizados
sobre organismos vertebrados e invertebrados en donde las PI3Ks se
dividen en grupos y clases de acuerdo a la homologia de sus secuencias y
dominios, la especificidad por sustratos y su regulacion [15, 16].

De acuerdo a la clasificacion de las PI3Ks propuesta para Schistosoma
mansoni se proponen cinco grupos divididos de acuerdo a la presencia y
similitud de sus dominios funcionales de la siguiente manera: El modelo
1, que agrupa PIKs relacionadas con funciones de formacion de vesiculas
y transporte celular, trafico de membranas, procesos de endocitosis,
formacion de lisosomas y reciclaje celular. El modelo 2, que agrupa a las
PIKs relacionadas con supervivencia celular, transduccion de sefiales a
través de segundos mensajeros y activacion de quinasas centrales como
la AKT, que promueve procesos de supervivencia celular. Los modelos
3 y 4 se han caracterizado por agrupar a las fosfatidil inositol 4 quinasas
o PI4Ks, las cuales estan relacionadas con el trafico de membranas,
la morfologia celular, la polarizacion de actina, la regulacion del
citoesqueleto, la morfologia de vacuolas, algunas funciones secretoras
y la activacion de las Map-quinasas que juegan papeles importantes
en la regulacion del ciclo celular y en particular en el control de la
mitosis. Finalmente, el modelo 5, que agrupa a las quinasas mediadoras
de interacciones entre proteinas y también a las PI3Ks relacionadas con
la activacion dependiente de fragmentos de DNA generado por dafio
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y que posteriormente activan puntos de chequeo del ciclo celular y en
consecuencia vias de reparacion. Estas quinasas activan a las proteinas
mTor, las cuales son las enzimas centrales de los complejos mTorcl
y mTorc2, encargados de la regulacion de procesos de crecimiento
celular, la sintesis de proteinas y la supervivencia celular [15, 16].

Como se menciond, el conocimiento de las PIKs podria desencadenar
el uso de medicamentos o inhibidores contra estas quinasas y podria
ayudar a mitigar los problemas causados por los tripanosomatidos a
través del uso del conocimiento adquirido en otras patologias como
esquistosomiasis e incluso céncer. Las enfermedades causadas por
tripanosomatidos son complejas y han sido asociadas con diferentes
factores que involucran condiciones socioecondmicas precarias,
la posicion geogréfica, el estatus inmunoldgico de la poblacion y la
ocurrencia de fenomenos de resistencia a medicamentos. Por lo cual
se hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que
ayuden a mitigar los impactos de estas patologias [17].

Al realizar el andlisis genomico de estos parasitos con el objetivo
de encontrar las posibles PI3Ks y sus funciones putativas, los
candidatos encontrados fueron agrupados en los modelos mencionados
anteriormente y se observo que el arreglo de las PI3Ks en los
cromosomas de los pardsitos no es aleatorio y existen bloques génicos
que codifican para PI3Ks en una disposicion espacial altamente
sinténica entre tripanosomatidos [15, 16]. Con respecto a los modelos
propuestos, este andlisis también reveld la presencia de PI3Ks del
modelo 1 de las cuales no se ha caracterizado o corroborado su funciéon
experimentalmente hasta la fecha. Adicionalmente, fueron encontradas
PI3Ks pertenecientes al modelo 5 que estan involucradas con reparacion
y respuesta al dafio en el ADN, el crecimiento y metabolismo celular.
Estas quinasas fueron caracterizadas como altamente conservadas entre
tripanosomatidos y otros eucariotas en donde se ha propuesto el uso de
inhibidores especificos que alteran el funcionamiento de estas. Basados
en lo anterior, se propuso a la wortmanina, un farmaco ampliamente
usado para el tratamiento de algunos tipos de cancer, como un potente
inhibidor de las PI3Ks del grupo 5 en estos parasitos, dado que actua
inhibiendo la funciéon de muchas quinasas conservadas de este grupo
al unirse a los residuos de lisina de los sitios cataliticos de union a
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ATP. Esta hipotesis, ya ha sido corroborada experimentalmente y se
propone a la wortmanina como un posible nuevo tratamiento contra las
patologias causadas por estos parasitos [15, 16]. La importancia de la
wortmanina como farmaco inhibidor de las PIK en tripanosomatidos
se ha observado cuando se tratan amastigotes y tripomastigotes
de T. cruzi in vitro y se ve afectado el ingreso de los parésitos a las
células hospederas, alterando su infectividad y capacidad de invasion.
Lo anterior sugiere que no solo el analisis de las PI3ks ha ayudado
a entender la biologia de estos parasitos, sino también que el uso de
un medicamento ya avalado podria mejorar el tratamiento usado para
combatir las enfermedades producidas por tripanosomatidos [18].

Son pocas las vias de sefalizacion por PI3Ks caracterizadas en
tripanosomatidos, sin embargo, se ha logrado establecer por analisis
funcionales el rol protagonista de los integrantes de los procesos establecidos
para los modelos de fosforilacion 1 y 5 mencionados anteriormente en 7.
cruziy T. brucei, demostrando que las quinasas pertenecientes a este grupo
son consideradas como posibles buenos blancos terapéuticos [15, 16].

En T cruzi se sabe que la sobre expresion de algunas PI3Ks del modelo 1
desencadena cambios en la estructura y formacion de las membranas; por
otro lado, se sabe que las PI3Ks pertenecientes al modelo 5, relacionadas
con las quinasas mTor que son activadas a su vez por otras PI3Ks, tienen
un papel relevante en el control del crecimiento celular, la modulacion
de la formacion del citoesqueleto y la citoquinesis. En este caso, el uso
de la rapamicina, un potente inhibidor de los integrantes del complejo
mTORc2, encargado del control de la formacion del cito esqueleto,
promueve una fuerte accion toxica en estos parasitos, disminuyendo su
proliferacion e impidiendo la formacioén de complejos proteicos [15, 16,
19]. Es interesante anadir, que a pesar de la falta de datos experimentales
que describan la funcién de las PI3Ks pertenecientes a los modelos 2,
3 y 4 en estos pardasitos, se puede especular que estas quinasas estan
encargadas de multiples procesos y que pueden tener roles centrales en
la supervivencia y homeostasis celular como se mostro6 en el caso de las
proteinas de los médelos 1y 5 [20].

Uno de los integrantes mas interesantes de la via de sefalizacion de las
PI3Ks, es la quinasa AKT/PKB, la cual se encuentra en una posicion
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central que conecta a varias de las vias propuestas para los distintos
modelos discutidos, Figura 1.

PI3 Kinase/Akt Signaling
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Figura 1. Vias de senalizacion en las cuales participa la serina treonina quinasa
AKT como nodo central y los procesos celulares sobre los cuales tiene algun
tipo de sefializacion en el modelo de células eucariotas humanas.

Fuente: Tomado de Cell Signaling Technology, inc.
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Esta quinasa es reclutada a la membrana celular en modelos de células
humanas luego de ser activada una sefial por un receptor de membrana
(lo cual como se ha mencionado, no ha sido bien caracterizado en
tripanosomatidos) [15,16]. Esta sefial estd dada por la formacion de
PIP3, que permite que AKT esté disponible para ser fosforilada por
otras quinasas como las denominadas PDKs. Al ser activada, AKT
realizard una serie de fosforilaciones de otras quinasas presentes
en el resto de modelos, regulando procesos como la inhibicion de
la apoptosis, el crecimiento, la sintesis de proteinas, la proliferacion
y la autofagia [15,16]. Basados en lo anterior, el andlisis gendmico
comparativo de estos patogenos, permitio la visualizacion de nuevos
blancos genéticos con potencial terapéutico y se logré entender un poco
mas sobre la biologia de estos parasitos. Las PI3Ks y proteinas centrales
como la AKT que conectan diferentes modelos y vias de senalizacion
como coordinadores maestros, son blancos terapéuticos atractivos para
el tratamiento no solo de cancer sino también de las enfermedades
producidas por estos parasitos.

AKT, un blanco terapéutico prometedor

En humanos, la proteina quinasa B o AKT se ha caracterizado como una
serina/treonina quinasa que en presencia de ATP tiene la capacidad de
transferir un grupo fosfato a sus sustratos y a la vez ser fosforilada por
otras quinasas en residuos conservados serina y treonina. En mamiferos
existen tres homologos denominados: AKT1, AKT2 y AKT3, las cuales
son activadas gracias a diversas sefiales extracelulares como factores
de crecimiento, hormonas y elementos de la matriz extracelular, sin
embargo, no se conoce muy bien cémo se dan los pasos iniciales
de activacion, pero se sabe que esta se da aguas abajo de las vias de
sefalizacion de las fosfatidil inositol 3 quinasas (PI3Ks) [21], Figura 1.

A partir de fosfatidil inositol-difosfato las PI3Ks producen fosfatidil
inositol-3, 4, 5-trifosfato (PIP3), el cual es un importante segundo
mensajero que es reconocido por la AKT como una sefal para migrar
del citoplasma a la membrana celular, donde es luego fosforilada
por quinasas como las fosfoinositol dependientes tipo 1 (PDK1) y 2
(PDK2) ademas de otras quinasas que ain no han sido caracterizadas
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[21, 22]. Una vez activada, AKT fosforila y regula la funcién de otras
proteinas que tienen funciones relacionadas con el metabolismo celular,
la apoptosis y la proliferacion celular; en ese sentido se ha asociado
en diversos estudios que la activacion constitutiva de esta proteina en
algunas lineas celulares se relaciona con la presencia de cancer [21].
El efecto de la activacion constitutiva de AKT se ha descrito como
un fenémeno derivado de la amplificacion de genes y la mutacion
de algunas de las proteinas involucradas en la via de sefalizacion y
activacion de la AKT, asi como la mutacién y alteracion de algunos de los
sitios de fosforilacion de esta proteina que por lo general se encuentran
disponibles a la adicion de grupos fosfato bajo regulaciones especificas.
La activacion constitutiva conlleva a la proliferacion y supervivencia
descontrolada, lo cual puede contribuir a la generacion y progresion de
algunos tipos de céancer, dado que las células cancerigenas adquieren
diversos fenotipos que les permiten sobrevivir mejor en ambientes
hostiles [21, 22], Figura 2.

En la Figura 2 se puede ver: A. Ruta de activacion de AKT. Luego de
una sefial externa (generalmente de estrés), la célula activa AKT con
el objetivo de promover una respuesta, la activacion bioldgica de AKT
depende de su migracion del citoplasma de la célula a la membrana, en
donde sudominio PH reconoce al PI3P. Este reconocimiento desencadena
el cambio estructural de la proteina que deja expuestos los residuos
serina y treonina para que otras quinasas los fosforilen promoviendo la
activacion de AKT. En el contexto de cancer, la mutacion de algunos
aminodcidos del dominio PH promueve la activacion constitutiva de
AKT en ausencia de sefial o reconocimiento de segundos mensajeros
como PI3P, debido a que sus residuos de serina y treonina estan siempre
disponibles. La activacion de AKT conlleva al desarrollo de procesos
de supervivencia celular y en el caso de céncer, de crecimiento y
supervivencia descontrolados. B. Respuestas celulares derivadas de
la activacion de AKT. Una vez activada, AKT puede fosforilar a otras
quinasas promoviendo su activacion o represion. En muchos casos, la
activacion de AKT conlleva a la represion de factores que promueven
la apoptosis y por otro lado la activacion de factores que conllevan a la
inhibicion directa o indirecta de la muerte celular programada.
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Figura 2. Modelo propuesto para la activacion de la AKT de mamiferos en el
contexto del cancer.
Fuente: Tomado y modificado de [21, 22].
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Como se mencion6 anteriormente, AKT participa como un regulador
maestro de diferentes rutas metabodlicas y su descubrimiento comenzé
con la caracterizaciéon del oncogén viral: V-akt, el cual generaba
ciertos tipos de leucemia en ratones. La busqueda de este gen dentro
del genoma de humanos, llevé al reconocimiento de V- akt como una
quinasa relacionada con las proteinas quinasas A (PKA) y C (PKC), por
lo cual se denomind proteina quinasa B. Con el tiempo, se renombro
esta proteina solo como AKT y se descubri6 que en humanos existen tres
variantes con una identidad aminoacidica mayor al 80% denominadas
PKBa (AKT1) PKBB (AKT2) y PKBy (AKT3) [23].

Las caracteristicas estructurales de las quinasas AKT son la presencia
de tres dominios conservados: Un dominio de homologia plekstrin
(PH) el cual se encuentra en la region N terminal de aproximadamente
100 aminodacidos, este dominio se ha asociado por comparacion con
otras quinasas y por andlisis de inhibicion in vitro con la capacidad
de unién al PI3P. Adyacente al dominio PH, se encuentra el dominio
denominado catalitico, el cual posee un alto grado de identidad
con el que poseen tanto la PKA como la PKC. En este dominio se
encuentra un aminoacido conservado (una treonina en la posicién
308 de la AKT de humanos) cuya fosforilacion se ha descrito por ser
necesaria para la activacion de la PKB/AKT. Finalmente, dentro de
la region hidrofobica de la cola C terminal se ha descrito un dominio
denominado regulador, el cual contiene un segundo aminodcido
conservado (una serina en la posicion 473 de la AKT de humanos) que
también estd relacionado con la fosforilaciéon como paso necesario
para la activacion de la PKB/AKT [3, 21-23]. Figura 3.
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Figura 3. Caracteristicas estructurales descritas para la proteina AKT de
humanos.

Fuente: Tomado y modificado de [3].

En la Figura 3 se puede ver: A. Resumen de los dominios estructurales
de la secuencia de aminodcidos de la AKT 1. Se puede observar la
presencia del dominio de homologia pleckstrin (PH), que se une a
segundos mensajeros como PI3F, un dominio catalitico o (CAT) que
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posee un motivo de unién a ATP y un dominio de regulacién en el
extremo C terminal denominado (EXT). Adicionalmente se muestran
los residuos conservados de treonina y serina en las posiciones 308
y 473 respectivamente, los cuales son fosforilados por otras quinasas
promoviendo la activacion de AKT. B. Composicion de la estructura
cristalografica de la proteina AKT1 de humanos. La proteina AKT1 se
muestra exponiendo los tres dominios principales y sus caracteristicas
estructurales al estar unida al fosfatidil inositol 4 fosfato (InsP4)
y al ATP. También se muestra un motivo hidrofébico presente en el
dominio de extension de la region C terminal y el denominado linker
(LINK), que es la region que conecta al dominio PH con el dominio
CAT, el cual funciona como bisagra y es altamente divergente entre
las proteinas AKT. Tomado y modificado de [3]. La fosforilacion de
la serina en la posicion 473 de PKB/AKT, depende del estimulo de
factores de crecimiento y otras sefales extracelulares que terminan con
la activacion de ésta. Otros residuos de serina y treonina en posiciones
distintas han sido descritos por estar disponibles para ser fosforilados,
sin embargo, no se ha encontrado ningun tipo de activacion de la PKB/
AKT luego de la fosforilacion de éstos [3, 21-23].

Como se menciond anteriormente, AKT se activa gracias a los pasos
subsecuentes derivados de las vias de sefalizacion de las PI3Ks que
promueven el aumento de PI3P, y no se han descrito otros mecanismos
de activacion independientes del sistema de las PI3Ks. Muchas de
las sefnales que desencadenan la activacion de las PI3Ks promueven
el reclutamiento de AKT a la membrana, evento que depende de las
sefiales generadas por los receptores tipo tirosina quinasa acopladas a
proteinas G. Adicionalmente se ha descrito la existencia de proteinas
como la fosfatasa PTEN, la cual tiene la capacidad de remover
grupos fosfato de los PI3P y en consecuencia regula negativamente el
reclutamiento y posterior activacion de AKT en la membrana celular.
Cuando AKT migra a la membrana, no es activada por la unién de
PI3P, sino que la union en si genera un cambio conformacional en
AKT que expone sus residuos serina y treonina para ser fosforilados
por otras quinasas como la PDK1 [23].
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PDKI tiene también un dominio PH, el cual se une a las regiones lipidicas
que son ricas en PI3P, promoviendo su colocalizacion con la quinasa AKT.
Este acercamiento permite que PDK1 fosforile el residuo de treonina
de la posicion 308 promoviendo que AKT sea activada; sin embargo,
se ha descrito que para que AKT esté totalmente activada ésta debe ser
fosforilada no solo en el residuo de treonina de la posicion 308, sino
que debe existir una segunda fosforilacion en la serina 473 del dominio
regulador. No se ha atribuido aun cual es el mecanismo por el cual se da
la fosforilacion de este segundo residuo, sin embargo, se ha involucrado a
la PDK2 como el posible encargado de realizar dicha accion [23].

Adicionalmente, se conoce que las dos fosforilaciones ocurren de forma
secuencial e independiente, mas no de forma simultdnea, mostrando
que el patron de fosforilaciones de AKT podria tener un significado
bioldgico importante que complejiza el conocimiento de que la sola
fosforilacion de ésta desencadena una sefal, sino que dicha sefial puede
ser distinta de acuerdo al estatus de fosforilacion de la misma. Otra de
las caracteristicas estructurales interesantes de AKT es la presencia de
dos tirosinas situadas en el dominio catalitico en las posiciones 315
y 326. Las cuales se han asociado con procesos de fosforilacion que
desencadenan la desactivacion de AKT. En ese sentido se puede decir
que el estatus de activacion de AKT depende de senales de encendido,
generadas por la disponibilidad de PI3P y de apagado, generadas por
la accidn con fosfatasas que actiian sobre la AKT y que atin no se han
descrito [3, 21-23].

Algunas lineas celulares que son modelo de cancer y muestras
derivadas de tumores extraidos de pacientes, han mostrado que
AKT se comporta como un oncogén cuyo numero de copias ha
sufrido una amplificacién. Este hecho desencadena la produccioén
de una concentracion mas alta de AKT que promueve procesos de
supervivencia celular descontrolados. A pesar de que no se ha asociado
directamente la amplificacion genética del gen que codifica para AKT
como el factor unico que desencadena la supervivencia exacerbada de
las lineas celulares cancerigenas, se ha llegado a la conclusion que un
aumento causado por cualquier factor en la concentracion de la AKT,
promueve la aparicion de algln tipo de cancer [21].
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Otro factor que esta relacionado con el aumento de AKT y por ende con
la aparicion de cancer, es la desregulacion de proteinas PI3Ks, las cuales
podrian contribuir a la sobre activacion de AKT sin la necesidad que se
encuentre sobre expresada. Adicionalmente, la expresion aumentada de
receptores de membrana que conllevan a la sefializacion y subsecuente
activacion de AKT, también ha mostrado ser un factor presente en
muchos tipos de cancer, donde la proliferacion y la supervivencia celular
se ve aumentada posiblemente gracias al aumento del reclutamiento y
activacion de AKT. La pérdida de supresores de la produccion de PI3P
también se ha involucrado con la adquisicion de cancer, dado el hecho
de que la activacion de AKT esta sobrerregulada debido al exceso de
sefal generada por el PI3P disponible en la membrana celular [21].

Los procesos celulares regulados por AKT, dependen de los sustratos
que esta proteina fosforila. Diversos estudios han logrado determinar
que AKT fosforila sustratos que poseen el dominio conservado de
aminodcidos: Arg-Xaa-Arg-Xaa-Xaa-[ser/thr]-Hyb, donde Xaa es
cualquier aminoacido y Hyb es un aminoacido altamente hidrofobico.
Este motivo de reconocimiento ha sido encontrado en un gran nimero de
proteinas que desempefan un papel en diversas y numerosas funciones.
Es interesante anotar que muchos de los blancos descritos para AKT en
células humanas tienen localizacion nuclear y en consecuencia se han
asociado con la localizacion dual de AKT que luego de ser activada
migra al nucleo celular para ejercer su funcion [3, 21-23].

Algunas de las funciones atribuidas a la quinasa AKT, son directamente
relacionadas con las funciones descritas para sus blancos, dentro de las
que se destacan la promocion de la supervivencia celular y mecanismos
anti-apoptoticos. Asi se ha llegado a la conclusion que la baja regulacion
de AKT en lineas celulares humanas desencadena el aumento de los
eventos de iniciacion de apoptosis, mientras que el aumento en la
expresion promueve el aumento de los eventos de sobrevivencia y
proliferacion celular [21] (Figuras 1y 2).

Los mecanismos por los cuales AKT promueve la supervivencia celular
en humanos, se han descrito como el resultado de la intervencion de
multiples vias de sefializacion, por ejemplo mediante la disminucion
de los transcritos que codifican para factores que inducen la muerte
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celular mediante la fosforilacion de reguladores transcripcionales como
FKHR, el cual promueve el secuestro de proteinas citoplasmaticas
que se comportan como potenciadores de la transcripcion de genes
involucrados con la apoptosis( Figura 2). Otro mecanismo descrito es
la promocién del aumento en los transcritos que codifican para genes
de supervivencia por activacion de los factores de transcripcion NF-kB
y CREB. Adicionalmente la fosforilacién y subsecuente inactivacion
de proteinas proapoptoticas como BAD y el mantenimiento de la
integridad mitocondrial por medio de la activacion de hexoquinasas se
han asociado con el aumento de fendmenos de sobrevivencia en las
células donde AKT esta constitutivamente activada [23].

También se ha descrito que la expresion aumenta de AKT en lineas
celulares humanas promueve la progresion del ciclo celular, ddndole
a la AKT un papel relevante en dicho fenémeno. Otros estudios han
mostrado que AKT esta relacionada con los integrantes de los comple-
jos mTORc en humanos, especificamente con las quinasas conocidas
como mTOR/FRAP, las cuales se han caracterizado como protagonistas
del control de la regulacion de la sintesis de proteinas bajo el estimulo
de senales extracelulares [23].

Por lo anterior y debido en gran medida a la generacion de actividad
antiapoptotica, a la produccion desregulada de factores de crecimiento
y la regulacion de la sintesis de proteinas, AKT se ha relacionado en
cancer con procesos por los cuales el tejido tumoral tiene la capacidad
de resistir a eventos de hipoxia, deficiencia de nutrientes y de forma
extraordinaria, se ha relacionado con procesos de angiogénesis en los
cuales se promueve la creacion de nuevos vasos sanguineos que se
encargan de llevar oxigeno y nutrientes al tejido tumoral que estd en
constante crecimiento y sufre de la carencia de estos elementos y del dafio
por estrés oxidativo [23]. También se ha relacionado la desregulacion
de AKT con un comportamiento dual del sistema de mantenimiento
de telomeros en tejidos tumorales, en donde se ha encontrado que
algunas de las enzimas encargadas del mantenimiento de la longitud
de los telémeros poseen motivos de fosforilacion de AKT por lo cual
la desregulacion de ésta promueve la inmortalizacion de algunas lineas
celulares debido a la prolongacion de la vida media del material genético
de algunas células. Por el contrario, otros estudios han encontrado que
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AKT disminuye la capacidad de mantener la longitud de los telomeros,
aumentando la tasa de mutaciones en otros genes que pueden tener roles
en procesos de tumorogénesis y desarrollo de cancer [23].

Enresumen, laquinasaAKTesunaproteinamaestraque conectamultiples
vias de sefalizacion y desencadena respuestas celulares variables que
promueven la supervivencia celular. La relacion entre la desregulacion
de AKT y la presencia de eventos carcinogénicos, ha llevado a proponer
a la quinasa AKT como un buen blanco terapéutico para el tratamiento
de algunos tipos de cancer. En ese sentido, como la desregulacion de
AKT promueve la supervivencia celular y en consecuencia el desarrollo
de algunos tipos de cancer, el disefio de un inhibidor especifico contra
esta proteina, combinado con los tratamientos actuales utilizados para
disminuir el desarrollo de cancer, podria contribuir a la creacion de
tratamientos mas efectivos para combatir dicha enfermedad.

Del cancer a las parasitosis

Como se menciono, las quinasas son proteinas conservadas a lo largo
de la evolucion de la mayoria de organismos eucariotas. A estas
proteinas se les han atribuido roles protagonistas en diferentes procesos
relacionados con el control de la proliferacion celular, la diferenciacion
y el metabolismo. Dado lo anterior, en la actualidad se ha accedido al
disefio de inhibidores especificos de la actividad de estas quinasas como
alternativa terapéutica contra algunas enfermedades dentro de las que
se destaca cancer [23].

Es reconocido que la conservacion evolutiva de las quinasas presentes en
diferentes organismos, que incluyen algunos agentes etiologicos, podria
convertirse en una ventaja para el desarrollo y la bisqueda de nuevos
farmacos y sustancias toxicas que han sido usadas para en el tratamiento
de cancer, haciendo a las quinasas buenos blancos terapéuticos [21, 22].

Un ejemplo interesante del uso de inhibidores de quinasas disefiados
para el tratamiento de algunos tipos de cancer en patologias distintas
como las parasitosis, es el evidenciado en el modelo propuesto para el
parasito Schistosoma mansoni, agente etioldgico de la esquistosomiasis,
en donde el uso de una libreria de inhibidores de quinasas sobre estos

168



Sefializacion molecular de tripanosomatidos: quinasas como potenciales blancos terapéuticos
y su mecanismo de silenciamiento post-transcripcional

parésitos y la evaluacion de algunas caracteristicas bioldgicas de los
mismos como la produccion y la postura de huevos, asi como la toxicidad
en los estadios larvales y adultos, junto con la tasa de inhibicion del
apareamiento, sirvieron para encontrar nuevos farmacos de segundo
uso para el control de dicha enfermedad [22].

Gracias a esta estrategia se logrd generar un alto impacto sobre la fisiologia
y la tasa reproductiva de estos parasitos, confirmando la importancia de
las quinasas en la biologia de los mismos y el efecto deletéreo producido
por el uso de estas proteinas como blanco terapéutico. En este estudio
se confirmo particularmente que la AKT de Schistosoma mansoni, es
un buen blanco dados los efectos toxicos generados sobre el pardsito al
usar un inhibidor especifico contra esta proteina, lo cual es atribuido al
hecho mencionado anteriormente en el que se destaca a la AKT como una
proteina protagonista en la transduccion de multiples sefiales dirigidas a
la activacion y/o represion de diferentes procesos celulares, dentro de los
que se destaca la supervivencia celular, el metabolismo energético y la
sintesis de proteinas. Se concluy6 que la AKT de Schistosoma mansoni,
es una quinasa altamente conservada con respecto a otros eucariotas y
que su actividad puede ser inhibida mediante el uso de medicamentos que
actualmente se encuentran disponibles en el mercado [21, 22].

Algunas de las denominadas enfermedades olvidadas son causadas
por tripanosomatidos como 7. cruzi, T. brucei y diversas especies de
Leishmania spp. las cuales generan una amplia gama de patologias que van
desde la miocardiopatia chagésica causada por 7. cruzi, la enfermedad del
sueo africana causada por 7. brucei, hasta las denominadas leishmaniasis
cuyas manifestaciones clinicas son diversas. El arsenal terapéutico con el
cual se combate a estos agentes etiologicos es limitado e insatisfactorio,
ademas sus compuestos suelen ser toxicos y generar efectos secundarios
adversos para los pacientes que los usan. Adicionalmente el aumento
progresivo de incidencia de poblaciones de parasitos resistentes a dichos
compuestos, es un fendmeno comun que ha tomado fuerza en los ultimos
afios. En ese sentido existe la urgente necesidad del desarrollo de nuevos
farmacos y estrategias terapéuticas [9, 17].

Otro ejemplo del uso de medicamentos utilizados para combatir
patologias como el cancer en otro tipo de enfermedades parasitarias
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como la leishmaniasis, es el evidenciado con el modelo de los
lisofosfolipidos alquilicos o ALPs por sus siglas en inglés, que fueron
propuestos como prometedores agentes terapéuticos de segundo
uso. Los ALPs constituyen una familia de compuestos con potencial
antiparasitico dentro de los cuales se encuentra la edelfosina, uno de
los medicamentos con alto potencial para el tratamiento oral de la
leishmaniasis visceral y cutdnea [24].

Es interesante ver como, los ALPs han sido ampliamente asociados
en investigaciones de desarrollo de medicamento contra cancer,
como agentes inhibidores de las respuestas de sobrevivencia, es decir,
potenciadores de procesos apoptoticos en las lineas celulares tumorales
evaluadas y en modelos tanto in vitro, como in vivo. Estos hallazgos
apuntan a la inhibicion directa o indirecta de la quinasa AKT, reafirmando
la conclusion de que esta proteina se comporta como un buen blanco
terapéutico no solo para el tratamiento del cancer, sino de las parasitosis
generadas por tripanosomatidos y el uso de medicamentos avalados
comercialmente para inhibir dicha proteina podria convertirse en una
buena estrategia para mitigar los problemas asociados a la infeccion
con dichos organismos [25].

La técnica del RNA de interferencia o iRNA, una herramienta
para el analisis funcional de genes en tripanosomatidos

Con el advenimiento de los datos de secuenciacion de los diferentes
genomas de tripanosomatidos, se cred la necesidad del desarrollo de
nuevas estrategias para la caracterizacion funcional de los diferentes
elementos génicos que codifican para un gran nimero de proteinas con
funcién desconocida o putativa [26, 27]. En ese sentido, una herramienta
de alto rendimiento para el estudio y caracterizacion de la funcion de
genes, ha sido el denominado método de RNA de interferencia (iIRNA),
el cual estd basado en el silenciamiento de genes como consecuencia
de la degradacién de RNA de doble cadena en RNAs de doble cadena
cortos, los cuales activan complejos de ribonucleasas que son dirigidos
para reconocer un mRNA homoélogo causando el knock down del gen de
interés. Este método es actualmente el preferido para la caracterizacion
por pérdida de funcidn en el modelo de T° brucei [28, 29].
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El fundamento de esta técnica en el modelo de 7. brucei, radica en la
generacion de un RNA de cadena doble, que es usado posteriormente
como guia por la maquinaria de RNA de interferencia de 7. brucei para
degradar un mRNA blanco. La generacién de este RNA pequefio de
cadena doble denominado iRNA, se da mediante la clonaciéon de un
fragmento de DNA complementario a la secuencia del gen blanco de
longitud de entre 400 y 600 pb en un vector de expresion cuyo sitio
de multiple clonado se encuentra situado entre dos promotores T7
opuestos regulados por operadores Tet inducibles por tetraciclina [30,
31], ver Figura 4.
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Figura 4. Sistema clasico de i RNA en el modelo de Tripanosoma brucei.
Fuente: Tomado y modificado de [28-30]
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En la Figura 4 se puede ver: A. Vectores P2t7: Constructos disefiados
para la generacion de un iRNA bajo el control de dos promotores
T7 opuestos inducibles por tetraciclina adyacentes a dos secuencias
terminadoras. Cada vector tiene un marcador de resistencia que
puede ser BLE: gen de resistencia a la bleomicina o HYG: gen de
resistencia a la higromicina, los cuales son inducidos por la presencia
del promotor del r RNA (regién aguas arriba del RNA ribosomal). En
este caso, cada constructo fue disefiado para generar un iRNA contra
tres genes reporteros distintos: La proteina verde fluorescente o GFP,
el gen de la clatrina o CLA y el gen de la B-galactosidasa o LACZ. B.
Caracteristicas genéticas generales de una cepa de 7. brucei (en este
caso la cepa Sce) para la generacidon de interferencia por medio del
sistema de iRNA. [1] La cepa Sce expresa la RNA polimerasa II del
fago T7 el gen represor de Tet gracias a la integracion de un constructo
en el locus de la tubulina del cromosoma 1. El represor Tet (TetR)
es quien se une al operador Tet (TetO) que solo se elimina cuando
hay presencia de tetraciclina. [2] Se muestra la “pista de aterrizaje”
posicionada en la region intergénica del rRNA del cromosoma 2 en
donde el plasmido linealizado del iRNA debe integrarse luego de la
transfeccion. [3] Luego de la transfeccion, la integracion del constructo
del iRNA en la pista de aterrizaje genera un sistema inducible de
RNAs de doble cadena que serdn usados por la maquinaria celular de
interferencia. [4] Luego de la induccion con tetraciclina, se genera un
fragmento de RNA de cadena doble que es usado por la maquinaria de
interferencia del pardsito para romper su gen blanco.

El estudio de la funcion de muchos genes en tripanosomatidos, ha
sido facilitado por el uso de la técnica de iRNA; sin embargo, estos
andlisis han sido llevados a cabo por extrapolacion de los resultados
encontrados en el modelo de Trypanosoma brucei, debido a que tanto
T cruzi, como la mayoria de parasitos del género de Leishmania han
perdido la maquinaria proteica con la cual se genera naturalmente el
proceso de iRNA. A pesar de lo anterior, se ha generalizado el uso del
modelo de 7. brucei para el desarrollo de procedimientos de interferencia
cuyos resultados son comparables al resto de tripanosomatidos, sin
embargo, se ha encontrado en estudios recientes que algunos parasitos
del sub genero viannia de Leishmania, podrian conservar la maquinaria
de interferencia, ampliando la posibilidad de realizar esta técnica de
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caracterizacion por supresion de funcion en un modelo diferente al de
T. brucei [30, 33].

A pesar de la posibilidad de realizar experimentos de iRNA en
tripanosomatidos diferentes a 7. brucei, se prefiere realizar dicho
procedimiento en este modelo debido al amplio desarrollo realizado
en el refinamiento y accesibilidad de la técnica en estos parasitos.
Este modelo se ha desarrollado a tal punto que se conocen los sitios
especificos de integracion gendmica de los plasmidos de expresion
del iRNA en los cromosomas de estos parasitos, siendo las regiones
intergénicas del conjunto de genes del RNA ribosomal (rRNA), el locus
de mayor preferencia. Este sitio en particular es seleccionado por tener
una posicion “silenciosa”, es decir, libre de la influencia de posibles
secuencias promotoras que puedan acarrear expresiones inespecificas
constitutivas del iRNA [30], Figura 4 (parte B)

En general existen dos estrategias para producir un RNA pequefio de
doble cadena o iRNA a través de la expresion generada por un plasmido
inducible. La primera opcidn, es el uso de un pldsmido que genera un
RNA de doble cadena mediante la clonacion de un molde unico que es
flanqueado por dos promotores T7 opuestos. Esta estrategia ha mostrado
tener ventajas frente a otras debido a que solo se requiere de un paso
de clonacion del ADN blanco. Sin embargo, una de las desventajas
derivadas del uso de este sistema, es la expresion constitutiva de iRNA
libre de induccidn, por lo cual se refind el mecanismo adicionando un
sistema de represion doble que implica la produccion del iRNA de doble
cadena solo cuando se adiciona tetraciclina al medio, dada la presencia
de represores adyacentes a los promotores T7 opuestos [30-32], Ver
figura 4 (parte B).

La segunda estrategia, estd basada en la clonacion aguas abajo de
un Unico promotor, de dos copias de la secuencia de DNA especifica
en orientaciones opuestas y separadas por un fragmento de DNA
denominado “stuffer”. La induccion de la transcripcion de un fragmento
en el siguiente orden: (blanco)-(stuffer)-(secuencia reversa del blanco),
genera un stem-loop de RNA, el cual media la interferencia del blanco
[30-32]. Ver Figura 5.
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pRPaixGMx AAGCTTAATTA|ATG | TCTAGA CC':‘AGC; STOP| GGATCC
Hindill Pacl i Xbal Avrl BamHI

Figura 5. Plasmido pRPai
Fuente: Tomado de [33].

El esquema representativo del plasmido pRPai, Figura 5, el cual
cuenta con un sitio de restriccion para la enzima Ascl, que permite la
linealizacion del mismo, adicionalmente tiene un fragmento del gen
marcador de resistencia (Especificamente la region 3° que promueve
resistencia a higromicina al integrarse al locus adecuado). La expresion
del pRPai estd dadabajo el control del promotor del rRN Ay es restringida
por el operador inducible por tetraciclina. Aguas arriba del promotor
se encuentra la secuencia: (blanco)-(stuffer)-(secuencia reversa del
blanco), donde el stuffer es un fragmento de 468 pb flanqueado por
dos sitios de multiple clonado para la insercion de la secuencia blanco
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y la secuencia reversa del blanco. Finalmente se muestra la secuencia
homologa al rRNA que permite la integracion del plasmido en el locus
adecuado.

Existen varios ejemplos de como la tecnologia del iRNA en el modelo
de T. brucei, ha servido no solo para estudiar la inusual biologia de
otros tripanosomatidos a nivel de genes individuales, sino que también,
se ha logrado realizar el desarrollo de estrategias de alto rendimiento
que permiten, en conjunto con el uso de tecnologias de secuenciacion y
el uso de librerias que representan las secuencias del genoma completo
de este pardsito, la caracterizacion a gran escala de grupos de genes
involucrados en procesos particulares como resistencia a medicamentos,
metabolismo, virulencia, interaccion del parasito con el hospedero,
entre otros [31].

La combinaciéon de esta tecnologia con métodos de secuenciacion
masiva, no solo ha logrado promover una visiéon a escala gendmica
de genes que participan en procesos particulares, sino que también ha
logrado ampliar la caracterizacion de genes hipotéticos y de funcion
desconocida que empiezan a cobrar importancia en el entendimiento
de la regulacion del ciclo de vida, mecanismos de control del ciclo
celular, respuestas a diferentes estimulos de estrés celular y de forma
interesante, se ha logrado ampliar el nimero de genes candidatos
como buenos blancos terapéuticos para futuros usos en el desarrollo
de nuevos farmacos. En ese sentido, con esta técnica se ha llegado a
entender mejor algunos procesos como la regulacion de la expresion
génica a nivel postranscripcional, la motilidad flagelar y el metabolismo
energético de 7. brucei [31].

Es interesante anotar, que gracias a estrategias masivas de caracterizacion
de genes que intervienen el fitness de 7. brucei a través de la tecnologia
de iRNA, se ha llegado a encontrar que un gran porcentaje de estos esta
relacionado con funciones de regulacion postranscripcional (proteinas
cuyos dominios tienen caracteristicas de union a RNA) y en gran parte
también, se ha encontrado que muchas proteinas quinasas son claves
para la supervivencia de estos parasitos, reafirmando la cualidad que las
quinasas tienen para comportarse como buenos blancos terapéuticos [31].
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Gracias a la técnica de iRNA acoplada a las diferentes modalidades de
secuenciacion de mRNA se ha llegado a entender no solo cudles son
los blancos genéticos con potencial terapéutico, sino que también ha
permitido entender con mayor detalle cudles son los mecanismos de accion
por los que actian los medicamentos usados para tratar las diferentes
enfermedades causadas por tripanosomatidos, ademas de generar nuevos
conocimientos acerca de los mecanismos de resistencia empleados por
estos parasitos para tolerar la exposicion a dichos farmacos [32].

Otro ejemplo de cémo la metodologia de caracterizacion funcional
de alto rendimiento por iRNA en el modelo de 7. brucei, ha logrado
confirmar la existencia de genes que codifican para proteinas encargadas
de procesos de recambio de agentes toxicos y del metabolismo de
activacion de los mismos, fue el reportado en el 2010 en donde se
confirmd que la nitrorreductasa tipo 1 (NTR1) y el transportador de
aminoacidos (AAT6), eran proteinas clave para los procesos tanto
de activacion como de detoxicificacion de los farmacos nifurtimox,
benznidazol y eflornitina respectivamente en el modelo de 7. brucei
[31]. Estos estudios no solo amplian el entendimiento de los mecanismos
de accién y resistencia a fArmacos en estos parasitos, sino que ademas
reafirman y dan validez a previos estudios que postulaban estos genes
como los posibles implicados en la generacion de resistencia a dichos
farmacos y en el metabolismo de los mismos, confirmando su posible
uso como buenos blancos terapéuticos.

Un caso similar del uso de la tecnologia de caracterizacion funcional por
iRNA en tripanosomatidos, fue el descrito en el 2010 para entender como
estaba relacionado el control del ciclo celular en parésitos africanos con
la compleja regulacion que debe darse para mantener la estabilidad del
ciclo de vida en los mismos. Este estudio permiti6 la caracterizacion del
quinoma completo de 7. brucei mediante la construccion de una libreria
de interferencia disenada para generar el knockdown de 190 quinasas
predichas mediante analisis bioinformaticos. Se revel6 que mas de 42
quinasas eran requeridas para la proliferacion normal de las formas
sanguineas de estos pardsitos en cultivo. Otras 24 quinasas fueron
encontradas como reguladoras maestras del ciclo celular afectdndolo en
la transicion G1/S, también se vio afectada la segregacion y replicacion
del kinetoplasto, la mitosis y la citoquinesis. Otras 15 quinasas
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fueron encontradas como nuevos reguladores no reportados del ciclo
celular y algunas quinasas esenciales para la viabilidad del parésito se
propusieron como prometedores blancos para el desarrollo de nuevos
farmacos y estrategias quimioterapéuticas. Es interesante agregar que
algunas de las quinasas relacionadas con las vias de sefializacion de
AKT, como PDKI1 y algunos integrantes de los complejos Mtorcl y
Mtorc2 fueron encontradas como proteinas que al estar ausentes causan
una significativa pérdida de fitness, lo cual sugiere que estas quinasas
son posibles buenos blancos terapéuticos [35].

Hasta la fecha, la revolucionaria técnica de edicion gendomica denomi-
nada CRISPR/Cas9, ha sido refinada y mejorada en tal proporcion que
es posible la elaboracion facil y rapida de procesos de knockout/knockin
en un modelo de interés, a tal punto que la técnica de iRNA ha sido
desplazada y sub utilizada; sin embargo, se ha propuesto el uso de la
técnica de iRNA sobre la de CRISPR/Cas9 en los casos en los que se
desea investigar la funcion de genes que pueden tener caracter de es-
encialidad, es decir, genes que al desaparecer por completo en la célula
modelo, ésta morird dada la importante funcion de la cual se encarga
esta proteina. Los genes que codifican para proteinas esenciales son
considerados como los mejores blancos terapéuticos con los cuales se
puede proponer el disefio de nuevos farmacos o estrategias quimioter-
apéuticas y de vacunacion. En ese sentido, la técnica de iRNA es una
metodologia adecuada para la caracterizacion de genes esenciales dado
que ésta permite la disminucioén gradual de la concentracion de tran-
scritos que codifican para la proteina de interés luego del aumento en
la concentracion del agente inductor de la expresion del iRNA que en
general es tetraciclina [36].

En el 2018 se publico otro estudio en el que se utiliza la tecnologia de
iRNA acoplada a técnicas de secuenciacion de alto rendimiento en el
modelo de 7. brucei, con el objetivo de encontrar quinasas encargadas
de la respuesta al estrés requerida para la supervivencia de los parasitos
en el hospedero mamifero. Se encontraron 49 quinasas que generaron
una significativa pérdida de fitness del parasito en el hospedero, dentro
de las que se destacan algunas con funciones putativas dentro de la via
de sefializacion de las PI3K/mTOR de las cuales se especula que actuan
promoviendo la supervivencia del parasito en condiciones de estrés
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celular. Este hecho reafirma, como se menciono anteriormente, que esta
herramienta permite el andlisis de la funcion y el descubrimiento de
proteinas blanco con potencial terapéutico [37].

En el 2013, el laboratorio de investigacion del doctor Sam Alsford refind
la técnica de iIRNA en 7. brucei, eliminando la variabilidad experimental
y defectos en la reproducibilidad que son generados por la expresion
diferencial del iRNA debido a factores epigenéticos y dependientes de
las zonas flanqueantes en las cuales se inserta el vector de interferencia
dentro del genoma de estos parasitos [34].

Las estrategias utilizadas para disminuir los problemas mencionados,
consistieron en la elaboracion de una serie de constructos para la
expresion ectopica de proteinas recombinantes marcadas con genes
reporteros o etiquetas y para la expresion de i RNA mediante el sistema
“[blanco] - [Stuffer] - [secuencia reversa del blanco]” mencionada
anteriormente; ver figuras 4 y 5. Estos constructos contienen elementos
reguladores Tet-on, que inducen la expresion de los transcritos de interés
mediante la adicion de tetraciclina al medio en el que se encuentran los
parésitos. Adicionalmente, esta bateria de pldsmidos cuenta con sitios
promotores T7, que son activados inicamente cuando la RNA polimerasa
T7 esta presente. La anterior caracteristica, plantea la necesidad de una
linea celular de parasitos que expresen dicha polimerasa, por lo cual,
los investigadores incorporan a este modelo de iRNA una segunda
caracteristica, y es el uso de una cepa modificada para expresar la RNA
polT7 junto con la proteina de unidn al represor Tet-on. Como se puede
observar, todas las modificaciones planteadas para el sistema tienen la
intencion de eliminar expresiones inespecificas del iRNA cuando los
parasitos no estan sometidos a la induccion por tetraciclina y en general
cuando la RNA pol II del fago T7 no esta ejerciendo su actividad de
transcripcion sobre el constructo [34].

En general, se ha descrito que las modificaciones genéticas mas estables
y de mejores caracteristicas, son las que se basan en sistemas de
expresion con plasmidos integrados por recombinacion homoéloga en el
genoma de los pardsitos. La expresion basada en plasmidos episomales
suele perderse con el tiempo y a lo largo de los afos ha entrado en
desuso. En ese sentido, la mayoria de vectores integrativos usados
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para transfectar 7 brucei han sido disefiados para que se integren en
las regiones intergénicas del gen del rRNA, que es uno de los blancos
preferidos por los investigadores, sin embargo, existen reportados
nueve loci correspondientes a estas regiones intergénicas a lo largo
de diferentes cromosomas, por lo cual se genera la desventaja de no
controlar en cudl y cudntos de estos loci se integra el constructo disenado,
lo que promueve variabilidad en la expresion del transcrito de interés
y en algunos casos, pueden existir elementos adyacentes a las regiones
intergénicas del rRNA que incluso pueden causar silenciamiento del
plasmido integrado [34].

Basados en lo anterior, los investigadores del laboratorio del doctor
Alsford proponen hacer una modificacion genética adicional a la
cepa de 7. brucei destinada a la realizacion de experimentos de iRNA
que denominaron 2T1 (VSG221 expressing, Tagged, clone 1), con la
incorporacion de una “pista de aterrizaje” (Figura 6) que se basa en
la integracion de un cassette que contiene la secuencia del gen de
resistencia a puromicina (PAC) y la mitad de la secuencia del gen de
resistencia a higromicina, especificamente la regién 3°. Ver figura 4y 5.

STOP
d - BEDSE Ry

C. -.nvcs. r’ X */RNAI -m
A'rc4—|

Figura 6. Esquema general de la estrategia de recombinacion del plasmido
pRPA™ en la pista de aterrizaje.
Fuente: Tomado y modificado de [36].
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En la Figura 6 se puede observar: A. Muestra el esquema de un
constructo pRPAisl que se debe integrar en el locus especifico de la pista
de aterrizaje, en este caso con un reportero de GFP. B. Pista de aterrizaje
integrada en la region intergénica del gen que codifica para el rRNA.
Se muestra ademas el gen de resistencia a higromicina incompleto que
en el caso de la pista de aterrizaje tiene el fragmento 3" y que debe
ser completado por el fragmento 5 presente en los plasmidos pRPA.
C. Muestra el esquema de un plasmido tipico pRPA que puede tener
funcion tanto de marcaje de proteinas recombinantes, (en este caso con
la etiqueta GFP), asi como de generacion de iRNA.

Dado lo anterior, los parasitos modificados serdn resistentes a
puromicinay adicionalmente tendran un locus especifico donde se puede
integrar cualquier plasmido que contenga las regiones flanqueantes de
recombinacion adecuadas, que en este caso son las presentes en los
genes del rRNA. El constructo para generar la expresion controlada de
iRNA entonces se denomind pRPaiSL y como caracteristica adicional,
contiene la region 5'faltante del gen de resistencia a hygromicina; ver
figuras 5y 6 [34].

Resumiendo, los investigadores proponen un modelo de linea celular
de parésitos de 7. brucei denominada 2T1 que cuenta con una pista de
aterrizaje para el plasmido de expresion de iRNA denominado pRPaiSL,
el cual se integrard y genera pardsitos resistentes a higromicina y
sensibles a puromicina [esto Gltimo debido al hecho de que, al integrarse
el plasmido en el locus, se reemplaza el gen de resistencia inicial de
puromicina por el de higromicina]. Los marcadores de resistencia
entonces se convierten en un ventajoso y estricto sistema de seleccion
doble que determina que los parasitos han integrado el constructo en
la posicion deseada. El plasmido pRPa en general ha sido probado en
diversos estudios en combinacion con etiquetas de marcado como GFP
o cMyc y ha constituido una herramienta no solo para la generacion del
knockdown de genes de interés, sino también para la sobre expresion de
proteinas marcadas con el objetivo de determinar su localizacion y el
efecto inherente al aumento en la concentracion de la misma sobre un
proceso particular [34].
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Conclusiones

Las quinasas son enzimas que cumplen diversas funciones sobre el
mantenimiento de la homeostasis celular en tripanosomatidos, lo cual las
hace ser consideradas buenas candidatas a blancos terapéuticos debido
a su posible caracter esencial. La quinasa AKT es un ejemplo de blanco
prometedor para el desarrollo de futuros farmacos para el tratamiento
de las tripanosomiasis debido a su rol central en el mantenimiento de
respuestas a estrés celular mediante la inhibicion de la apoptosis y la
activacion de un gran niimero de procesos celulares que van desde la
sintesis de proteinas hasta la activacion del trafico vesicular. En ese
sentido, se hace necesaria la caracterizacion funcional de las quinasas
para validar su funciéon y su posible rol como blanco terapéutico
mediante técnicas de edicion genética como iRNA para la generacion
de knockdown de los transcritos que codifican para proteinas de interés.
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