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RESUMEN

Los virus de la familia Totiviridae poseen un material genético de RNA bicatenario, infectan a
hongos, animales y parasitos protozoos, estos ultimos causantes de las enfermedades giardiasis,
leishmaniasis y tricomoniasis. Se realiz6 una revision bibliografica de la influencia de los viriones
de la familia Totiviridae sobre las patologias causadas de sus hospederos protozoarios. En los virus
con transmision vertical (Leishmaniavirus y Trichomonasvirus), esta presente durante todo el
ciclo de vida del parasito debido a que no hay un estadio de quiste, y su presencia hace que se
desencadene una respuesta inmune proinflamatoria, a partir del reconocimiento del RNA viral por
parte del receptor tipo toll 3 (TLR3), aumentando la virulencia del protozoo; en el caso de
leishmaniasis se ha descrito que esto genera cambios sintomatolégicos y que incluso altera la
respuesta a los tratamientos farmacoldgicos convencionales. Por el contrario, en los virus con
transmision extracelular (Giardiavirus), parece que no hay un cambio en la respuesta inmune sino
que cuando hay una mayor infeccion viral se genera un proceso de enquistamiento del parasito,
permitiéndole infectar nuevos hospederos. También se han reportado totivirus en protozoos de
interés veterinario como FEimeria sp, y ademas por microscopia electronica se han reportado
particulas similares a las de totivirus en parasitos de seres humanos y plantas; de manera que la
asociacion de totivirus con protozoos parece estar restringida a aquellos que tienen un estilo de
vida parasitaria. Los totivirus generan cambios en la relacion hospedero parésito en los protozoos
que infectan; esto tiene consecuencias epidemiologicas, y alteracion en los tratamientos médicos,
de modo que en futuros estudios sobre las enfermedades en las que ya se ha descrito la asociacion
se debe tener en cuenta la presencia de totivirus en su diagndstico y tratamiento, mientras que en
los que se sospecha la presencia de totivirus y en los que no se ha establecido el rol del virus en la

patogenia, se requiere confirmar las caracteristicas de la asociacion.
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1. INTRODUCCION
Los virus mantienen una estrecha relacion con las formas celulares de las que dependen para
multiplicar su material genético y dispersarse. Ademds de la capacidad de manipulacién del
metabolismo celular, los virus hacen aportes significativos a la estructura genética de sus

hospederos (Koonin et al. 2015, Liu et al. 2011).

Segtin el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés) la
familia Totiviridae estd conformada por los géneros Giardiavirus, (GLV) Leishmaniavirus (LRV)
y Tricomonasvirus (TVV) que son los que infectan a protozoarios y los géneros Totivirus y
Victovirus que infectan a hongos de diferentes grupos, incluyendo levaduras, hongos fitopatégenos
y dermato-patogenos humanos (Wickner et al 2012). Los virus de esta familia se caracterizan por:
(1) virién en forma de icosaedro, (2) tamafio de 20 a 40 nm de didmetro, y (3) genomas
monosegmentados de doble cadena de RNA (dsRNA) que codifican marcos de lectura abiertos, el
de la proteina de la capside (CP) y una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp). (Banik et
al 2014, Goodman et al 2011). Los totivirus que infectan protozoos lo hacen exclusivamente en
parasitos cuyo ciclo de vida puede tener un vector como en el caso de Leishmania sp, también

pueden transmitirse de forma directa como Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis, y Eimeria

sp.

Los protozoarios se pueden definir como organismos unicelulares eucariotas (Lopez y Serrano
2005), ya que son un grupo bastante heterogéneo en su morfologia celular, forma de vida, y
ambientes que han colonizado. El super grupo taxondmico de los eucariotas Excavata, que

corresponde a protistas con ¢l organulo locomotor flagelado, estd compuesto por organismo con
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diversos ciclos de vida (parasitos y de vida libre) y estrategias metabdlicas (autotrofas y
heterotrofas), sin embargo atn se discute si es un grupo monofilético (Hampl et al 2009, Dawson

y Paredes 2013).

Teniendo en cuenta estos datos es necesario realizar un acercamiento a la relacion que hay entre
totivirus y sus hospederos parasitos protozoos desde una perspectiva molecular, médica,
taxonomica ecologica y evolutiva. En esta monografia se hara la descripcion analitica del vinculo
entre el virus de la familia Totiviridae y excavados de interés médico a partir de una investigacion

documental.

13



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Describir el efecto que causan los virus totivirus sobre sus hospederos, principalmente aquellos
que poseen un interés médico como los hongos y los protozoos pardsitos es importante porque
ayuda a entender los mecanismos de patogenicidad de estos microorganismos y a la vez explica
coémo ha sido la evolucién de la familia Totiviridae y porqué tiene un rango de hospedadores tan

amplio.

Los detalles moleculares de la interaccion entre los viriones de la familia Totiviridae con sus
hospederos, especificamente los protozoos parasitos, puede generar un acercamiento al mecanismo
de patogenia que da origen a la giardiasis, la leishmaniosis y la tricomoniasis. Ya que la
prevalencia de giardiasis en Colombia se estima en 12% (Corredor y Arciniegas, 2000), la
prevalencia de leishmaniosis en Colombia es de 33,6 casos por cada 100.00 habitantes segun el
informe de Organizacion Mundial de la Salud (2017) y la de tricomoniasis fue de 0,8% en un
estudio realizado en mujeres fértiles de la ciudad de Bogota (Muller et al 2010). Entender la
relacion de los totivirus con las manifestaciones clinicas que tienen estas infecciones parasitarias
puede ayudar a plantear nuevos diagndsticos y tratamientos para estas enfermedades frecuentes en

la poblacion colombiana.

La familia Totiviridae estd conformada por virus que infectan eucariotas de varios grupos
taxondmicos, incluyendo parasitos protozoos, hongos, plantas y animales. Los protozoos que se
conocen como hospederos de totivirus causan enfermedad a los seres humanos y parece haber una
relacion entre la presencia de totivirus y la virulencia del protozoo, no obstante, puede haber un

sesgo en esta observacion debido a que cada uno de estos parasitos es el mas estudiado dentro del

14



grupo taxondmico al que pertenece. Por consiguiente, la propuesta de esta monografia abarca las
siguientes preguntas de investigacion:

(Cuadl es la relacion de la familia Totiviridae con protozoos que no son pardsitos y/o que no
infectan humanos?

(Qué rol cumple el virus en el ciclo biologico y el estilo de vida de su hospedero?

(Cuadl es la maquinaria molecular que tiene el parasito protozoo para mantener la relacion viral?
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3. HIPOTESIS
La asociacion de los virus de la familia Totiviridae con protozoos puede darse en
microorganismos que poseen diversos estilos de vida.
Los virus de la familia Totiviridae generan una modificacion en el ciclo de vida del hospedero
protozoo que infectan y esto puede causar una alteracion en la patologia que éste causa.
La maquinaria molecular que se activa durante la interaccion totivirus-protozoo, hace que la

relacion posea beneficios para ambos organismos.
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4. OBJETIVOS
Realizar una revision bibliografica de la influencia de los virus de la familia Totiviridae sobre

sus hospederos protozoarios.

Evidenciar la relacion entre la patogenicidad y la presencia del virus, particularmente en

protozoarios con interés médico, mediante tablas comparativas e interpretaciones filogenéticas.
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudio

Este estudio estd en el marco de una investigacion documentada, definido por Morales (2003)
como el proceso cientifico de recoleccion, organizacion, analisis e interpretacion de la informacion
alrededor de un tema determinado, que genera la construccion de un conocimiento, por lo tanto el
resultado de esta investigacion generara una monografia de compilacion. Desde esta perspectiva
esta investigacion se divide en dos momentos: recoleccion y seleccion de datos, y analisis de la

informacion.

5.2 Recoleccion y seleccion de datos
La recolecciéon de informacion bibliografica se realizara teniendo en cuenta, articulos

cientificos, libros, encontrados en las bases de datos, BMC, journal of virology, PLOS, PMC,
PNAS, revistas del consorcio ScienceDirect y de la red Scielo. La localizacion de los articulos se
hara a partir del buscador de NCBI y google académico. Debido a la amplitud del tema solo se
tendran en cuenta publicaciones del afio 1990 hasta abril del 2018 y que posean una perspectiva
molecular, médica, evolutiva, taxondmica y bioinformatica sobre:

e Ciclo viral de los miembros de GLV, LVR y TVV

e Ciclo de vida de los protozoos del supergrupo Excavata que infectan humanos y tienen

totivirus
e Historia evolutiva de la familia Totiviridae y de los parasitos protozoos que infectan

e (aracteristicas del RNA y las proteinas de totivirus y sus interacciones moleculares
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La informacién molecular (secuencia de nucledtidos y proteinas) fue tomada de la bases de

datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Pfam (https://pfam.xfam.org/) disponible hasta

abril de 2018.

5.3 Analisis de la informacion
En esta etapa se procede a la lectura, organizacion y seleccion de informacion bibliografica,
donde se sintetizan y analizan los hallazgos relevantes para conceptualizar las caracteristicas de la

relacion totivirus-protozoo.

La informacién molecular se utilizd6 para medir similitud entre secuencias de proteinas

mediante alineamientos en EMBOSS (https://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/), como es sugerido

por el ICTV para medir porcentajes de similitud entre secuencias de virus de la familia Totiviridae.

En otro aspecto y usando la informacion molecular recolectada, se realizé una filogenia en el
software MEGA 7.0, para hacer los analisis filogenéticos y que ayudan a comprender la relacion
del virus con la patogenicidad del protozoo parasito.

A partir de los datos recolectados y analisis realizados la monografia se divide en dos capitulos:

e Revision sistematica de la ocurrencia de totivirus en miembros del supergrupo Excavata
y su relacion con el ciclo de vida
e Mecanismos moleculares que podrian explicar la relacion entre patogenicidad del

parésito y la presencia de totivirus
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6. CAPITULO 1: FAMILIA TOTIVIRIDAE Y SU RELACION CON EL CICLO DE

VIDA DE LOS EXCAVADOS

6.1. Caracteristicas de la familia Totiviridae

Los viriones de la familia Totiviridae tienen forma de icosaedro, no poseen moléculas de
carbohidratos y lipidos (Wickneret al 2012), son isométricos con un tamafnio de 20 a 40 nm, el
genoma es monosegmentario de dsRNA lineal con un tamafio de 4,6 a 7 mil pares de bases ,
codificano dos marcos de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés), el de la CP y el otro para
una RdRp, rodeado por dos regiones no traducidas (UTR por sus siglas en inglés) en los extremos,
5’UTR y 3° UTR. (Wickner et al 2012). La proteina RdRp es una proteina estructural que viene

encapsulada dentro del virion unida a la molécula de dsRNA (Ver Fig. 1 como ejemplo tipico).

1 6277

367 3027

i ORF 1 (CP)

UTRY

ORF 2 (RdRp)

2805 5978

Figura 1. Organizacion genémica de Giardiavirus. Comprende por 6277 pares de ribonucleétidos, que codifican
2 marcos de lectura abiertos (ORF), ORF 1 proteina de la capside, ORF 2 RNA polimerasa dependiente de RNA

(RdRp). UTR = extremos no traducidos 5" y 3", respectivamente. Basado en la secuencia del GenBank NC_003555.1.
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Para la familia Totiviridae se han reportado cinco géneros segun el ICTV, de los cuales tres,
GLV, LVR y TVV, se hospedan en protozoos parasitos (Goodman et al 2011a) y los otros
dos (Totivirus y Victovirus) infectan a hongos (Wickner et al 2012) como es evidenciado en la
tabla 1. Los del género Totivirus infectan especies de levadura como Saccharomyces cerevisiae y
Xanthophyllomyces dendrorhous, y el género Victovirus infecta a diferentes especies de hongos
multicelulares como Aspergillus foetidus y Sphaeropsis sapinea (Wickner et al 2012).
Adicionalmente en los tltimos afios se han clasificado tentativamente nuevas especies a la familia
Totiviridae, incluyendo una que infecta protozoos parasitos de vertebrados (Eimeria brunetti RNA
virus), (Wu et al 2016), virus de artropodos (Armigeres subalbatus totivirus, Zhai et al. 2010), de
peces (Piscine myocarditis virus), (Haugland et al 2011), y de murciélagos (Tianjin totivirus, Yang

et al. 2012).

Caracteristica de la relacion con el hospedero

= reictoncin virnl on tada
ctimeriavirus rersistencld virair et Odc

Leishmaniavirus Persistencia viral con aur

SCV L-BC
SEV' L
Sev-L-A
Tavi
Xdv-L1A
HdV-L1B

GLv}_ Gfardmwrus Persistencia viral con aumento de
PMCY enguistamiento
'— IR
o Totivirus que se hospedan en Persistencia viral con efectos citopdtico
—— i animales
ORY

Figura 2. Filogenia de miembros de la familia Totiviridae junto con la relacion de la caracteristica evolutiva con
su hospedero. Esta filogenia fue realizada con un modelo neighbor-joining, a partir de un alineamiento MUSCLE con

las secuencias de la CP y la RdRp de cada virus, como es descrito en la seccion de metodologia- La filogenia se realizod
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con las especies de totivirus que estan aprobadas por el ICTV maés por otras se han clasificado tentativamente debido
a sus caracteristicas moleculares y filogenéticas similares a las virus de esta familia. EbRV1, Eimeria brunetti RNA
virus 1; EsRV1, Eimeria stiedai virus 1; EtRV1, Eimeria tenella RNA virus 1; GLV, Giardia lamblia virus; LVRI-1,
Leishmania RNA virus 1-1; LVR2-1, Leishmania RNA virus 2-1; TVV1, Trichomonas vaginalis virus 1; TVV2,
Trichomonas vaginalis virus 2; TVV3, Trichomonas vaginalis virus 3; TVV4, Trichomonas vaginalis virus 4; TcV1,
Tolypocladium cylindrosporum virus 1; RnVV1, Rosellinia necatrix victorivirus 1; AfSVI, Aspergillus foetidus slow
virus 1; SsRV1, Sphaeropsis sapinea RNA virus I; HmTVI1-17, Helicobasidium mompa totivirus 1-17; SsRV2,
Sphaeropsis sapinea RNA virus 2; MoV2, Magnaporthe oryzae virus 2; CmRYV, Coniothyrium minitans RNA virus;
ScV-L-BC, Saccharomyces cerevisiac virus LBC; ScV-L-A Saccharomyces cerevisiae virus L-A; SsV-L,
Scheffersomyces segobiensis virus L; TaV1, Tuber aestivum virus 1; XdV-LI1A, Xanthophyllomyces dendrorhous
virus L1A4; XdV-L1B, Xanthophyllomyces dendrorhous virus L1B; PMCYV, piscine myocarditis virus, IMNV, infectious
myonecrosis virus, AsV, Armigeres subalbatus virus;, DmTV, Drosophila melanogaster fotivirus; TiTV, Tianjin

totivirus;, ORV, Omono River virus.

Como criterios para reportar un nuevo género de la familia Totiviridae, se tiene en cuenta
cuando se trata de un nuevo hospedero, y que el andlisis filogenéticos de las proteinas CP y RdRp,
demuestren una separacion con respecto a los géneros ya establecidos. (Wu et al 2015, Goodman
et al 2011a) Para clasificar nuevas especies dentro de los géneros se analizan los porcentajes de
similitud de las de secuencias de aminoécidos de la CP y la RdRp, y esto deben ser menor a 50%
con respecto a las especies ya reportadas dentro del género y recientemente también se revisa la
similitud las secuencias de ribonucledtidos del extremo 5’UTR. (Wickner et al 2012, Goodman et

al 2011b, Nibert et al 2012).
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Los viriones de la familia Totiviridae se multiplican sin ruptura de la célula hospedera, es decir,
a través de un ciclo no litico. La perpetuacion del virus se garantiza repartiendo la progenie viral
en las células descendientes durante la division celular y la esporogénesis. Una excepcion son los
GLV’s que si liberan particulas virales al ambiente extracelular, las cuales estan en capacidad de

infectar a células de Giardia lamblia previamente libres de virus.

El ciclo viral evidenciado en la figura 3 empieza tras la entrada del virion a la célula nueva o
en su defecto alguna sefial asociada al ciclo celular que indica la des-encapsidacion del genoma de
dsRNA vy la proteina RdRp en el citoplasma; la RdRp se requiere para hacer una transcripcion
inicial que genera moléculas de RNA en orientacion de 3’ a 5’ utilizables por el ribosoma para
sintetizar las proteinas CP y mas moléculas de RdRp en forma de un mRNA fusionado del que
luego se traducen las dos proteinas por separado tras un salto del mismo ribosoma. Estas moléculas
de RNA 3’-5” funcionan como mRNAs al tener en su extremo 5’ UTR la estructura secundaria
apropiada que debe ser reconocida por la subunidad 40S ribosomal y que se conoce conocida como
sitio interno de entrada del ribosoma (IRES). Las RdRp recién sintetizadas se utilizan para hacer
copias de las moléculas de dsRNA inicial y terminan unidas a la molécula que sintetizan, listas
para ser empaquetadas dentro de las capsulas que se forman con las proteinas CP junto con las
nuevas copias de dsRNA. Unicamente se conoce la liberaciéon del virién en Giardiavirus, por
medio de exocitosis y posterior pérdida de restos lipidicos. (Li, Wang y Wang. 2001, Goodman et

al 2011a, Goodman et al 2011b, Fraga 2012, Maga, Widmer y LeBowitz, 1995).
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Figura 3. Ciclo viral de los totivirus. Las flechas discontinuas indican que los pasos de entrada y liberacion solo

ocurren en las especies que tienen transmision exdgena frecuente. Proteina de la cépside (CP), RNA polimerasa

dependiente de RNA (RdRp), sitios internos de entrada del ribosoma (IRES).

6.2 Caracteristicas de los protozoos Excavata

Los excavados son un grupo taxondmico al que pertenecen un gran grupo de protistas que se
caracterizan por tener un organulo locomotor en forma de flagelo. Actualmente se discute si el
grupo es monofilético debido a que sus ciclos de vida y morfologia celular no son homogéneos
(Hampl et al 2009, Dawson y Paredes 2013). Estudios realizados para comprender las relaciones
evolutivas en el grupo han encontrado dos linajes o subgrupos: discoba y metamdnada (Hampl et

al (2009) (Ver figura 4).
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El linaje discoba es un grupo bastante diverso que se subdivide en cuatro grupos: discoba-
jakobida, euglenozoa, heterolobosea y tsukubamonadida. Su principal caracteristica es que poseen
una mitocondria competente para generar respiracion celular (Simpson, Inagaki y Roger 2006, Fu
et al 2014). En el grupo euglenozoa se encuentran las especies del género Leishmania, las cuales
se consideran un grupo monofilético con Trypanosoma spp., que es otro parasito de humanos, de
acuerdo con los analisis evolutivos basados en secuencias de genes que codifican factores de
elongacion como EFL y EF-1a, presentes en la mayoria de eucariotas (Gile et al 2009, Simpson et
al 2006). Llama la atencion que hasta ahora no se hayan descrito totivirus en miembros del género

Trypanosoma.
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Figura 4. Filogenia de seis super-grupos taxondomicos de eucariota. Realizado a partir de un conjunto de 143 genes
en alineamiento concatenado. Se usaron modelos de eliminacion de ramas largas a partir de un analisis de 100
replicaciones de bootstrap. Se indican los clados de Excavata (Discoba y Metamonada) (Tomado de Hampl et al
(2009).

25



Los miembros del linaje metamdnada son anaerobios o microaerdfilos sin mitocondrias clasicas
(Hampl et al 2009). Aqui pertenecen las especies de los géneros Trichomonasy Giardia, las cuales
comparten similitudes en los genes que codifican para enzimas involucradas en la via de arginina
deaminasa usada por estos parasitos para obtener energia degradando la arginina que obtienen del
hospedero humano (Novak et al 2016).

6.3 Giardiavirus

En este género se conoce una unica especie, Giardia lamblia virus GLV, cuyo virion mide 36
nm aproximadamente, posee un genoma de dsRNA de 6277 ribonucledtidos, con dos ORFs que
se solapan (figura 1). El virus es transmitido de manera extracelular en el estadio de trofozoito,
brindando una oportunidad de entrada a través de un receptor en la membrana celular que atn es
desconocida, proporcionando una entrada por medio de endocitosis. Como se entiende para otras
virosis, tras la endocitosis deben formarse endosomas que transportan el virus a través del
citoplasma (Banik et al 2014, Janssen et al 2015, Rivero et al 2013) hasta la region de reticulo

endoplasmatico, cerca del nucleo, donde empieza la traduccion de las proteinas CP y RdRp.

El ciclo de vida de Giardia duodenales es directo (Figura 5) teniendo al ser humano como tinico
hospedador. La infeccion se transmite cuando se ingieren los quistes sin GLV, ya sea del agua o
de alimentos contaminados, aunque también hay casos de transmision persona a persona a traves
del contacto sexual, y por medio de contacto con animales domésticos (Herrera 2005). En el
intestino precisamente en la parte del duodeno, la cubierta del quiste se disuelve dejando libre la
forma vegetativa, conocida como trofozoito movil (Cotton et al 2014); es en este estadio que se
han encontrado los viriones de GLV, los cuales entran por medio de endocitosis al trofozoito, y

por medio de exocitosis salen de la célula (Figura 5). (Wang Wang 1991, Janssen et al 2015, Banik
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et al 2014 y Wickneret al 2012). El trofozoito se reproduce asexualmente por medio de fision
binaria longitudinal en el epitelio intestinal y a medida que avanza hacia el colon se va
transformando en quiste, que sale al exterior por medio de las heces (Lujan 2006.); el proceso de
enquistacion involucra la disminucion de los procesos metabolicos, y estos frenan la replicacion
del virus, obligando a los viriones a salir por medio de exocitosis y quedan expuestos a los luz

intestinal o salir directamente por las heces.
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Figura 5. Multiplicacion de Giardiavirus (GLV) durante el ciclo de vida del hospedero.

Se reconoce un receptor especifico en la membrana celular de Giardia lamblia que ayuda a la
entrada de GLV (Sepp, et al 1994), y que tendria interacciones con regiones aun no localizadas de
la capside (Janssen et al 2015, Wang Wang 1994). Se sabe que una cantidad alta de particulas
virales (superior a 50000) disminuye la capacidad del trofozoito para adherirse al tubo del cultivo
y las células que no estan adheridas no se dividen y pueden entrar al proceso de enquistamiento

(Wang Wang 1991). Esto implica una relacion del ciclo de vida de Giardia lamblia con GLV

27



(figura 5), en la que una mayor cantidad de viriones puede generar un enquistamiento, otorgando
a Giardia lamblia la posibilidad de invadir nuevos hospederos a la vez que los viriones también

tendrian posibilidad de salir igual que los quistes o invadir otros trofozoitos en el humano.

Es importante resaltar que la especie Giardia duodenalis, posee un problema en su clasificacion
taxonomica, debido a que posee sindonimos como Giardia lamblia y Giardia intestinalis pero estos
nombres solo se usan cuando es aislado del ser humano, sin embargo, Giardia duodenalis parasita
varias especies de mamiferos que van desde roedores hasta felinos. Ademas el género Giardia
comprende otras 10 especies que infectan a vertebrados, entre ellas Giardia agilis en anfibios,
Giardia ardae en aves, Giardia canis en caninos (Thompson Monis 2011). En Giardia canis se
reportaron viriones que fueron nombrados Giardia canis virus (Cao et al 2009), pero presentan una
similitud de un 99% en el genoma con GLV, es decir que los viriones encontrados de Giardia
canis son de la especie GLV, y ademas el aislado inicial de donde se obtuvieron estos viriones

podria ser de Giardia lamblia. (Chen et al 2007, Cao et al 2009).

6.4 Trichomonasvirus

Trichomonasvirus (TVV) es un género que se clasifico recientemente (Goodman et al 2011a),
conformado por cuatro especies: Trichomonas vaginalis virus 1 (TVV1), Trichomonas vaginalis
virus 2 (TVV2) y Trichomonas vaginalis 3 (TVV3), Trichomonas vaginalis 4 (TVV4) tienen un
genoma que oscila entre 4666 a 4950 nucledtidos (Goodman et al 2011a, Goodman et al 2011b).
Todas codifican los dos ORF caracteristicos de los totivirus (figura 6) y al igual que en los otros
géneros de la familia Totiviridae, la RdRp se expresa desde un mRNA de fusién en el que el

ribosoma cambia de un ORF al otro saltando siete ribonucledtidos (Goodman et al 20117,
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Goodman et al 2011b, Fraga 2012). Las especies de Trichomonas virus presentan una similitud en
secuencias de aminoacidos de CP/RdRp como sigue: TVV1 con TVV2de 26%, TVV1 con TVV3
de 24% a 27%, TVV1 con TVV4 de 27%, TVV2 respecto a TVV3 de 38%, TVV2 con TVV4 de

44% y TVV3 con TVV4 de 47%. (Goodman et al 2011a, Goodman et al 2011b).
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Figura 6. Organizacion gendmica de las especies de Trichomonasvirus. A) TVV1, basado en la secuencia del NCBI
HQ607516.1. B) TVV2, basado en la secuencia del NCBI AF127178.1. C) TVV3, basado en la secuencia del NCBI
AF325840.1. D) TVV4, basado en la secuencia del NCBI HQ607520. CP = proteina de la capside, RdRp = polimerasa

dependiente de RNA, UTR = sitios no traducidos.

El ciclo de vida del parasito ocurre en el tracto genital femenino y en la prostata, uretra y
epididimo en los hombres, donde se replica por divisioén binaria, manteniéndose en su estadio de
trofozoito, aunque se reconoce que en condiciones desfavorables guarda su flagelos (figura 5); El
hombre es el unico hospedero natural conocido y la infeccion se da por medio de transmision
sexual (Fraga 2012, Santos 2013). Por el momento el método de propagaciéon conocido de TVV
es a partir de transferencia vertical, que ocurre cuando 7. vaginalis se reproduce por division
binaria longitudinal y ademds esto genera una reparticion asimétrica de los viriones (ver Figura
7) (Goodman et al 2011a, Goodman et al 2011b, Fraga 2012). La prevalencia de TVV en muestras
clinicas de T. vaginalis, en una poblacion de 22 aislados en Kenia, fue de 43,5%, en donde el
TVV1 tuvo una mayor prevalencia (39,1%), seguido de TVV2 (26,1%), TVV3 (17,4%) y TVV4
(13.0%), y se presentaron muestras con infeccion de tres especies de TVV (Mascha et al 2017).
En base a esta informacion y a partir del ciclo de vida de 7. vaginalis, se podria decir que en el
protozoo se pueden dar procesos de especiacion viral que llevan a la ocurrencia de linajes
divergente de TVV en la misma poblacion de parésitos, sin embargo no se descarta la posibilidad

de un mecanismo de infeccidon por transmision extracelular del virus.
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Figura 7. Ciclo de vida de Trichomonasvirus: donde se incluye en qué momento ocurre el ciclo viral.

Dentro de los analisis filogenéticos de la familia Totiviridae, la especie mas cercana de los TVV
es GLV, pero se reconocen varias diferencias moleculares como su similitud en secuencia de
CP/RdRp con un rango entre 10,2 a 17,3% (Tabla 1), fisiologicas como la transmision que en
TVV se desconoce una estrategia de infeccion extracelular, aunque se conocen procesos de
endocitosis en Trichomonas vaginalis. (Costamagna y Figueroa 2001). Esta diferencia de
transmision entre GLV vy las especies de TVV se puede dar porque los dominios de la capside son
diferentes y ademas podria relacionarse con que la proteina CP de GLV tiene una mayor extension
del extremo N-terminal. Por otra parte se reconoce que las capsides de GLV resisten mayores
temperaturas (70 a 75°C) que TVV (60 a 65°C), y el pH 6ptimo de replicacion de GLV es de 8,0
que corresponde al pH de varias secciones intestinales (Janssen et al 2015, Vazquez et al 2012),
mientras que el de TVV es de 6,5. Las condiciones 6ptimas de crecimiento in vitro de trofozoitos

de T. vaginalis ocurre en un pH > 6,5, sin embargo in vivo los trofozoitos se pueden reproducir en
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un rango de pH correspondiente al pH variante vaginal, que normalmente es de 3,8 a 4,2; ademas
el pH del citoplasma de una especie cercana a 7. vaginalis es de 6,3, un poco mas acido comparado
con el pH >7 de Giardia lamblia (Janssen et al 2015, Gregar et al 1996, Petrin et al 1998). Por
consiguiente, el pH puede ser un factor que influya en la no transmision extracelular de TVV, ya
que el medio extracelular de Trichomonas vaginalis posee un pH variante que no es Optimos para
la estabilidad del virion.

Tabla 1

Comparacion de la similitud de aminodcidos entre las proteinas CP/RdRp de GLV y las

especies de TVV.

GLV
GLV -

TVVI 10,2% (16,6%)
VY2 10.9% (18.9)
TVV3 17.6% (27.3)
TVV4 17.3% (28.0)

*Los valores en paréntesis son los porcentajes de aminodcidos con funcion similar. Lo datos se obtuvieron con
un alineamiento en EMBOSS, con la herramienta needleall para alineaciones globales pareadas usando como

parametros: matriz Blosum 62, penalidad por apertura de gap 10, penalidad por extension de gap 0,5.
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6.5 Leishmaniavirus

Leishmaniavirus es un género que por esta compuesto por dos especies: Leishmania RNA virus
1-1 (LVR1-1), que infectan a especies de Leishmania sp del nuevo mundo como L. brazilensis, y
L. guyanensis y Leishmania RNA virus 2-1 (LVR2-1) que infecta Leishmania major perteneciente
al viejo mundo (Nilbert et al 2013). En todas las especies el genoma estd compuesto por tres ORFs,
el de la proteina de la capside CP (ORF2), de la RdRp (ORF3) y un pequefio ORF (ORF1) cercano
al extremo 5’UTR, cuya existencia parece ser real pero su funcién no se ha demostrado (Stuart et
al 1992, Tirera et al 2017) (Ver Figura 8). Las especies LVR1-1 y LVR2-1 tiene un porcentaje de
similitud en aminoacidos de la CP/ RdRp de un 43% y presentan una similitud en aminoacidos en
el ORF1 de 52% (Nilbert et al 2013). La especie LVR2 -1 es la tinica en la familia Totiviridae, que
no solapa la CP con la RdRp (Sheffter et al 1995).
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Figura 8. Organizacion gendmica de las especies de Leishmaniavirus Organizacion gendmica de las especies de

Leishmaniavirus. A) LVR 1-1 compuesto por 5284 ribonucledtidos, basado en la secuencia del NCBI M92355.1.
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B) LVR 2-1, basado en la secuencia del NCBI NC 002064.1.CP = proteina de la capside, RdRp = polimerasa

dependiente de RNA, UTR = sitios no traducidos.

El ciclo vital de las especies de Leishmania sp se divide en dos etapas, la etapa que esta en el
insecto vector que genera un estadio promastigote, y la etapa que ocurre en el hospedero mamifero
que genera estadios infecciosos en el macréfago llamados amastigotes (Figura 9). Los
promastigotes tienen un cuerpo delgado alargado y flagelos en la parte anterior, son moéviles, y
estan presentes en el intestino y glandulas salivales de la mosca de la arena (flebotomo, subfamilia
Phlebotominae), que actua como vector inoculando al parésito al picar a un mamifero (Kaye y
Scott 2011). Los amastigotes se multiplican asexualmente por fision binaria dentro de los
macrofagos del mamifero, poseen una morfologia redondeada u ovalada, sin flagelo, se liberan
por lisis del macrofago e infectan nuevos macrofagos. El ciclo continia cuando de nuevo el
flebotomo pica al mamifero infectado, y en el tubo digestivo del insecto el parasito se transforma
en promastigote, se multiplica activamente y tras un periodo de 6 a 8 dias, migra hacia la faringe
(Gurung y Kanneganti, 2015, Pearson y Sousa 1996). Como se evidencia en la figura 9, el virion
esta presente en todos los estadios del ciclo de vida del protozoo, debido a que los viriones se
transmiten unicamente de manera vertical, es decir por medio de la replicacion del parasito, la cual

ocurre de manera constante en tanto el insecto vector, como en el mamifero.
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Figura 9. Ciclo de vida de Leishmania sp, teniendo en cuenta la presencia de viriones de LVR

La leishmaniasis se manifiesta principalmente en seis sintomas clinicos: infeccion cutanea,
mucosa, mucocutanea y visceral. La leishmaniasis cutdnea (LC) produce ulceras o nédulos en la
piel), es causadas por varias especies como L. major, L. braziliensis y L. guyanensis (Kaye y Scott
2011, Chappuis et al 2007),que son infectados por LVR1-1. La leishmaniasis mucosa (LM) que
genera ulceras en el tejidos nasal, tracto respiratorio y cavidad bucal (Machado et al 2015), y la
leishmaniosis mucocutdnea (LMC) que es la combinacion de los anteriores sintomas son causadas
casi siempre por L. braziliensis. La leishmaniasis visceral (LV) se presenta por la invasion en la
sangre y el sistema reticulo endotelial, con sintomas que incluyen fiebre, pérdida de peso, fatiga y
agrandamiento del higado y el bazo, es causadas por L. infantium, L. donovani y L. braziliensis
(Chappuis et al 2007). La leishmaniasis diseminada (LD), un sintoma poco comun que presenta
una dermatosis diseminada caracterizada por pequeios y multiples noédulos (3 - 15 mm) con los

bordes enrollados en una area especifica del cuerpo (Mancheno et al 2017). y leishmaniasis
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cutdnea difusa que presenta ulceras diseminadas en dos areas o mas del cuerpo y una gran

persistencia del parasito (Zerpa y Convit 2009).

En el estudio de la relacion entre la presencia LVR vy los sintomas causados por L. braziliensis
en Bolivia y Perti, 67 casos clinicos presentaban LC, y de ellos el 42% tuvieron LVR1-1, ademas
en 17 casos de LM el 41% fueron positivos para LVR1-1, mientras en los casos de LMC solo el
7% tenia LVR1-1 (Adaui et al 2016). Estos datos se asemejan a los de la tabla 3, que corresponden
a un estudio realizado en Brasil, que incluye 156 casos de leishmaniasis ocasionados por varias
especies del parasito, de los cuales el 35% de los casos de LC, 71% de los casos de LM y 40% de
los casos de LMC presentaron LVR1-1, ademas en sintomas menos comunes como LD y LCD el
75% de los casos presentd LVRI-1 (Cantanhéde et al 2015). Es importante anotar que hay una
mayor frecuencia de la especie L. braziliensis en el estudio de Cantanhéde et al (2015), ya que
121 de 156 casos de leishmaniasis fueron causados por L. braziliensis, y es este caso el 38% de
los pacientes con LC, 75% de los pacientes con LM y 40% de los pacientes con LMC tuvieron
LVRI1-1 y ademés un caso de LD fue positivo para LVR1-1. Por otra parte, en los 35 casos de
leishmaniasis causados por otras especies de Leishmania el 43% de los que tienen sintomas de LC
presentan LVR1-1, al igual que el 60% de los que tienen sintomas de LM, y en los sintomas de
LD y LDC se encontraron tan solo dos casos con LVR1-1. Se ha reportado la presencia de LVR
en aislados clinicos de L. braziliensis en el amazonas colombiano (Salinas 2006), pero en
Colombia aun no se han hecho estudios sistematicos que asocien la leishmaniasis con la presencia
de LVR, a pesar de que éste es el tercer pais con mas nimero de especies de Leishmania (OMS

2012).
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Con respecto a especies de Leishmania del viejo del mundo, en cuatro de ocho aislados de L.
aethiopica procedentes de pacientes de Etiopia con sintomas de LC y LCD se encontré LVR2-1,
con la particularidad de que todos los casos con el virus tenian la forma cutanea de la enfermedad
(Zangger et al 2014). En leishmaniasis en otros vertebrados se ha reportado LVR2-1 en aislados
de L. infantum en perros de Iran y Portugal y en L. major infectando gerbos (Hajjaran et al 2016,
Garzis et al 2016), pero atn no se han hecho estudios que asocian el virus con las manifestaciones

clinicas de la enfermedad en hospederos que no son seres humanos.

Tabla 2
Relacion de los tipos de sintomas de leishmaniasis y la presencia de LVR-1 con las especies de

Leishmania encontradas en casos clinicos de Rondonia, Brasil.

LC LM LMC LD LCD

LV LV LV LV LV LV LV LV LV LV
RI17 R1- R1* R1- R1* R1- RI17 R1- RI* R1-

L. 33 53 21 7 2 3 1 1 - -
brazilien
SIS

L. 2 10 3 3 - - - - - -
guayane
nsis

L. 1 2 - - - - - - - -
lainsoni

L. - - - - - - 1 0 1 0
amazone

nsis

L. shawi 0 2 - - - - - - _ -
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Leishma 3 3 3 1 - - - - - -
nia spp”

Esta tabla fue realizada con los datos del estudio de Cantanhéde et al (2015). LC = Leishmaniasis cutanea, LM =
Leishmaniasis mucosa, LMC = Leishmaniasis mucocutanea, LD = Leishmaniasis diseminada, LCD =
Leishmaniasis cutdinea difusa, LVRI" = presencia de Leishmania RNA virus 1 y LVRI- = ausencia de Leishmania
RNA virus 1
?Casos de Leishmania que no se pudieron determinar hasta el nivel de especie

Los datos descritos previamente sugieren que no hay una relacion directa del tipo de
leishmaniasis respecto a la presencia de LVRI-1, por lo menos no en los datos que se han
recolectado en L. braziliensis. La presencia de LVR1-1 es més notable en L. braziliensis y esta
presente en todos los sintomas clinicos que causa el parésito, lo cual se explica por las
caracteristicas epidemiologicas propias de L. braziliensis como su distribucion geografica en
América con una mayor prevalencia en Suramérica, causando principalmente LC y LM; sin
embargo, LVRI1-1 parece estar presente en todas las especies de Leishmania que estan Sudamérica
y en todos los sintomas clinicos que estas causan. Es importante aclarar que los tipos de
leishmaniasis, son diferentes a la gravedad que puedan tener cada tipo de enfermedad, y que el rol
del LVR1-1 esta ligado a la gravedad de la enfermedad, lo cual sera abordado detalladamente en
el siguiente capitulo. Asi mismo, faltan estudios en otras especies de Leishmania para confirmar
los efectos de LVR1-1 en los sintomas de leishmaniasis, y se requieren estudios de la relacion de

LVR2-1 con leishmaniasis causadas en el viejo mundo, que ayudarian a entender la relacion entre

totivirus y especies de Leishmania en general.

6.6 Generalidades de totivirus en protozoos de interés veterinario.
Con respecto a virus de la familia Totiviridae en los protozoos de interés veterinario se han

reportado totivirus en especies pertenecientes al supergrupo taxondmico Alveolata,
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particularmente en especies del género FEimeria, pardsitos intestinales intracelulares de
invertebrados y vertebrados que causan coccidiosis por ejemplo en aves de corral (Del Cacho 2013,
Hnida y Duszynski 1999). Especificamente en las especies E. tenella, E. brunetti y E. stiedai se
han descrito virus nombrados Eimeria brunetti RNA virus 1 (EbRV1), y Eimeria tenella RNA
virus 1 (EtRV1) y Eimeria stiedai virus 1 (EsRV1) (Wu et al 2016, Xin et al 2016),con un genoma
de 5358, 6006 y 6219 ribonucledtidos respectivamente (figura 10), siendo E. stiedai un parésito de
conejos. En la especies E. maxima y E. necatrix se han informado actividad sintesis de RNA en
extractos de esporozoitos que contenian una proteinas de tipo RdRp asociadas a dsRNA viral (Lee

y Fernando 1999).
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Figura 10. Organizaciéon genomica de Eimeriaviruses A) EtVR1, basado en la secuencia del NCBI KJ363185.1
B) EsVR1, basado en la secuencia del NCBI KU597305.1. C) EbVRI1, basado en la secuencia del NCBI AF356189.1.

CP = proteina de la capside, RdRp = polimerasa dependiente de RNA, UTR = sitios no traducidos.

Las especies de Eimeria se transmiten a partir de la ingesta de agua y alimentos contaminados
con ooquistes esporulados que entran a un ciclo de vida complejo con varios estadios de desarrollo
(esporozoitos, trofozoitos, esquizontes, merozoitos, gametos, ooquiste no esporulados que se
liberan en las heces y ooquistes esporulados que maduran en el ambiente externo). Aunque no se
ha descrito la estrategia de transmision de los Eimeriavirus, se han encontrado viriones de EtVR1
y EsVR1 en ooquistes esporulados (Wu et al 2016, Xin et al 2016), y evidencia de actividad de
RdRp en esporozoitos (Lee y Fernando 1999). Esto significa que los viriones se han encontrado
asociados a la fase celular y de enquistamiento y es posible que estén presentes en todo el ciclo
de vida de Eimeria, y que puedan tener una estrategia de transmision intracelular como ocurre en
TVV y LVR, sin embargo se necesitan estudios donde evalten la transmision extracelular

infectado cepas de Eimeria libres de virus con viriones purificados.
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7. CAPITULO 2: RELACION ENTRE PATOGENICIDAD DEL PARASITO Y LA

PRESENCIA DE TOTIVIRUS

7.1. Distribucion de totivirus en Excavata y Alveolata patégenos y no patéogenos

El supergrupo taxonémico Excavata incluye protistas caracterizados por poseer un organulo
locomotor flagelado, y tener un surco de alimentacion en suspension sin embargo se discute
actualmente si el grupo es monofilético debido a sus diversos ciclos de vida y morfologia celular
que presentan (Adl et al 2012, Hampl et al 2009, Dawson y Paredes 2013). Los excavados
presentan una variedad de estrategias metabdlicas y estilos de vida que incluyen desde organismos
fotosintéticos hasta parasitos (Tabla 3)

Los grupos de excavados donde no se han reportado virus de la familia Totiviridae son:

e Heterolobosea: generalmente ameboides con pseuddépodos eruptivos, pero aunque con
morfologia similar grupo Amebozoa no son tan cercanos debido a que su alimentacién
es por medio de un citostoma similar a un surco y la mayoria de las especies son de vida
libre, alimentdndose de bacterias y otros protozoos (Adl et al 2012), excepto la especie
Naegleria fowleri que puede ser un parasito facultativo causando la meningoencefalitis

en humanos (Oddé 2006, Petit et al 2006).
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Jakobida: protozoos que presentan dos flagelos en la parte anterior en el surco de
alimentacion, principalmente de vida libre, conquistando ambientes aerobicos y
anaerobicos, ademads se alimenta generalmente de bacterias (Adl et al 2012).

Preaxostyla: células sin mitocondria clasica, que pueden ser endosimbiontes que se

adhieren al intestino de las termitas (Radek 1994) o de vida libre (Adl et al 2012).
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Tabla 3

Relacion entre forma de vida y presencia de totivirus

Especies Familia Presencia Estrategia

de Totivirus metabolica

Estilo de vida

Tipo de

parasitismo

Transmision

por vector

Malawimonas sp Heterolobosea ~ No Heterotrofa y

fototrofo
Sawyeria sp Heterolobosea  No Heter6trofo
Naegleria sp Heterolobosea ~ No Heter6trofo
Andalucia sp Jakobida No Heterotrofo
Histiona sp Jakobida No Heterotrofo
Reclinomonas sp Jakobida No Heterotréfico
Jakoba sp Jakobida No Heter6trofo
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Vida libre

Vida libre

Parasito

Vida libre

Vida libre

Vida libre

Vida libre

No presenta

No presenta

Facultativo

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta



Especies Familia Presencia Estrategia Estilo de vida Tipo de Transmision
de Totivirus metabdlica parasitismo por vector
Trimastix sp Preaxostyla No Heterotrofo Vida libre No presenta No presenta
Monocercomonoides ~ Oxymonadid No Heter6trofo Vida libre No presenta No presenta
Sp
Euglena sp Euglenozoa No Autétrofa Vida libre No presenta No presenta
Angomas sp Euglenozoa PB Heter6trofo Endosimbiontes Extracelular No presenta
con Dbacterias 'y
parasito de insectos
Trypanosoma sp Euglenozoa PB Heterotrofo Parésito Intracelular Dipteros de
multidrganos la familia
Triatominae
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Especies Familia Presencia Estrategia Estilo de vida Tipo de Transmision
de Totivirus metabdlica parasitismo por vector
Leishmania sp Euglenozoa Si Heterotrofo Parésito Intracelular Dipteros de
multidrganos la  subfamilia
Phlebotominae
Phytomonas sp Euglenozoa PB Heter6trofo Parasito de Intracelular Por una
plantas amplia gama de
insectos
Giardia sp Fornicata Si Heterotrofo Parasito Extracelular No presenta
Intestinal
Trichomonas sp Parabasalia Si Heterotrofo Parésito Extracelular No presenta
Genital
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Especies Familia Presencia Estrategia Estilo de vida Tipo de Transmision
de Totivirus metabdlica parasitismo por vector

Plasmodium sp Apicomplexa No Heterotrofo Parésito Intracelular Dipteros del
género
Anopheles

Dinophysis sp Dinoflagellata ~ No Autoétrofo Vida libre

Eimeria sp Apicomplexa Si Heter6trofo Parasito Intracelular

Cryptosporidium sp Apicomplexa No Heterotrofo Parésito Intracelular

Nota, las especies  fueron tomados de la filogenia del supergrupo  Excavata, propuesta por Hamp et al 2009

« PB= probablemente,
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Los euglenozoa son un grupo de individuos generalmente con dos flagelos, presentan crestas
discoidales mitocondriales, con formas de vida que van desde fotoautotrofas como las especies
que habitan en medios acudticos y marinos (Asl et al 2012), hasta parésitos de animales y plantas
pertenecientes al grupo Trypanosomatida que son transmitidos por medio de un vector (tabla 3),
por ejemplo las especies de Leishmania o Trypanosoma. Hasta el momento so6lo se ha reportado
una mayor prevalencia de LVR1-1 en las especies de Leishmania del nuevo mundo (Adaui et al
2017), sin embargo parece ser que LVR2-1 también mantiene una presencia continua en las
especies de Leishmania del viejo mundo. Adicionalmente, por medio de micrografias electronicas
se han detectado particulas similares a virus (VLP, por sus siglas en inglés) con caracteristicas
fisicas similares a viriones de la familia Totiviridae (forma de icosaedro y un tamafio entre 20 a
40 nm) cerca del aparato de Golgi en epimastigotes de Trypanosoma cruzi (Fernandez et al 2017)
y en tripanosomatidos del género Phytomonas sp. que infectan palmeras sudamericanas (familia

Arecaceae), causandoles la enfermedad de marchitez sorpresiva (Marche et al 1993).

Ademas se han realizado reportes de viriones de la familia Totiviridae en el grupo metamonada,
conformado por protozoos anaerobios, con mitocondrias que carecen de genoma propio y que no
hacen respiracion celular (Adl et al 2012), algunos de los cuales son organismos de vida libre como
Carpediemonas membranifera, que es un protozoo marino (Simpson y Patterson 1999), otros
endosimbiontes y varios pardsitos. Los reportes virales se han hecho unicamente en los parésitos
Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis, sin embargo seria pertinente hacer busqueda de VLPs
con caracteristicas de la familia Totiviridae en especies no parasitas y de esta manera establecer

las generalidades de la relacion de estos virus con este linaje de excavados.
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Ademas de las tres especies de Eimeriavirus descritas, en E. nieschulzi parasito del raton
marron, se encontraron viriones por microscopia electronica que miden 39 nm y tienen forma de
poliédrico (Roditi et al 1994). En el trabajo de Roditi et al (1994) se reportd la secuencia parcial
de RdRp (123 aminoacidos) lo cual no fue suficiente para encontrar una similitud significativa con
las especies virales ya descritas. A partir de andlisis filogenéticos la especies EsRV1, EbRV1 y
EtRV1 se agruparon cerca del género Victovirus, que infectan a hongos, y por eso Xin et al (2016)
propone la creacion del género Eimeriavirus, debido a su agrupacion como un grupo hermano de

las especies de Victovirus.

La infeccion de totivirus con protozoarios es demasiado amplia, ya que se han encontrado
viriones en dos super grupos taxonémicos Excavata y Alveolata e igualmente estos dos grupos son
demasiados diversos. Las especies del género Eimeria perteneciente a los alveolados, son especies
que infectan a animales domésticos y que estan emparentadas evolutivamente con especies que
causan la coccidiosis humana (Isospora belli y Cryptosporidium parvum) (Arcay 2002), de tal
manera que es posible encontrar virus de la familia Totiviridae en estos protozoos de interés
médico.

7.2. Interacciones virus-protozoo que modifican la patogenicidad de euglenozoos

La leishmaniasis se da por medio de la picadura de un flebotomo infectado con Leishmania,
una vez entran los promastigotes, el hospedero genera una respuesta inmune diversa que depende
de la especie, de tal manera que el tipo de leishmaniasis depende de la respuesta inmune que se
desarrolla en el hospedero, y esta respuesta inmune depende de factores como el estado
nutricional, los medicamentos tomados y expresiones genética propias del paciente, ademas de

infecciones por parte de helmintos y condiciones de inmunosupresion como la que genera el virus
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del VIH. Todas estas condiciones favorecen una respuesta Th2, que consiste en produccion de

citoquinas que favorecen la inflamacion. (Agudelo y Robledo 2000)

En el tejido epitelial normalmente habitan macréfagos los cuales fagocitan a los promastigotes.
Una vez fagocitado el parasito empieza el proceso de diferenciacion de promastigote a amastigote
mientras el macréfago infectado desencadena una actividad inflamatoria que incluye la migracion
y retencion de mas fagocitos, neutrdfilos, eosindfilos y linfocitos hacia el sitio infectado (Agudelo
y Robledo 2000, Vera et al 2006), seguido de una secrecion de las citoquinas IFN-y, IL-1 y TNF-
a, y las quimiocinas CXCL10 y CCLS5 que ayudan a generar una resistencia al parasito, iniciando
una curacion de las lesiones. Por otra parte también puede darse una respuesta inmune donde se
secretan las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-6 que favorecen la persistencia del parasito (Kariyawasam
et al 2017); la acumulacion de células del sistema inmune y estas citoquinas dafian al tejido epitelial
causando unos granulomas que con el tiempo se manifiestan como ulceras en la piel o en la zona

infectada (Agudelo y Robledo 2000).

La presencia de LVR ayuda a desviar la respuesta inmune del hospedero del parasito, ya que
activa un receptor intracelular en el macréfago llamado receptor de tipo Toll-3 (TLR-3 por sus
siglas en inglés) que reconoce RNA viral liberado por el parasito, generando una secrecion de
citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que causa sintomas hiper inflamatorios aumentando la gravedad
de la enfermedad (Hartley et al 2012). La secrecion de estas citocinas se ha confirmado en lineas
celulares de macrofagos infectadas con L. braziliensis positivas para LVR1-1 (Kariyawasam et al
2017). En un estudio de respuesta al Glucantime® se siguieron 54 pacientes de Peru y Bolivia

infectados con L. braziliensis y con sintomas de LC, LM y LMC, 17 de éstos portaban LVR1-1 y
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de estos el 53% (9) fallaron en el tratamiento, mientras que en los que no presentaron LVR1-1 s6lo
el 24/% no respondieron al tratamiento, lo cual sugiere que la presencia de LVR1-1 puede tener
una relacion con el fracaso del tratamiento (Adui et al 2016). El glucantime es un antimonial
pentavalente que interviene en la ruta metabdlica para la obtencién de energia de Leishmania
(Moreira et al 2017) y algunos investigadores piensan que activa genes involucrados en la
activacion de respuesta inmune anti-inflamatoria, como se ha descrito para la miltefosina, otro

compuesto para el tratamiento de esta parasitosis (Dorlo et al 2012).

Ademas en estudios donde se realiz6 un seguimiento de tres a seis meses a 74 pacientes tratados
con isetionato de pentamidina de los cuales 44 presentaban LVRI1-1, 13 pacientes (17,3%)
presentaron una recaida. En este caso el tratamiento s6lo disminuyd la proporcion del parésito
pero no lo extermind. Todos los 13 pacientes portaban LVR1-1, por lo tanto se puede afirmar que
el cambio que produce LVRI-1 en la respuesta inmune del hospedero de Leishmania facilita la
persistencia del parésito, incluso cuando se da un tratamiento antileishmanial (Bourreau et al

2016).

Respecto a la relacién con LVR2-1 con la patogenicidad de leishmaniasis causada en el viejo
mundo, en L. aethiopica se ha descrito una respuesta inmune similar a lo que ocurre en
leishmaniasis en el nuevo mundo, lo cual incluye una respuesta mediada por el receptor TLR-3,
generando la secrecion de citocinas IL-6 y TNF-a que ayudan a una manifestacion de LC
hiperinflamatoria, pero la secrecion de esta quimiocinas es menor que en especies del nuevo

mundo, gracias a que los promastigotes de L. aethiopica liberan menos RNA (Zangger et al 2014).

50



Es interesante anotar que en casos de coinfeccion con virus de humanos que también se
transmiten por medio de un vector flebétomo (flebovirus), como es el virus de las toscana TOSV
y el virus de la coriomeningitis (LCMYV), también se observa una mayor prevalencia de L.
guyanensis y aument6 su patogenicidad gracias a que se genera una respuesta inmune antiviral
similar a la de LVR (Rossi et al 2017). Por lo tanto, la respuesta inmune que generan los virus de
RNA ya sean transmitidos directamente, o que estén dentro de un pardsito favorecen la

reproduccion de parésitos intracelulares como Leishmania.

7.3. Efecto de los totivirus sobre los mecanismos de patogenicidad de metamonados

7.3.1. Patogenicidad de 7. vaginalis

La infeccion de T. vaginalis se da por medio del contacto sexual y se establece en condiciones
de pH alcalino. Una vez el parasito entra se adhiere a las células epiteliales de los
organos reproductores pero para que se establezca una infeccion exitosa con sintomas se deben
cumplir ciertas condiciones como la citoadherencia fuerte de los trofozoitos a estas células
epiteliales, citotoxicidad, disrupcidn del citoesqueleto de los globulos rojos y hemolisis a través
de actividad de cisteina proteasas, y evasion de la respuesta inmune del huésped (Mielczarek y

Blaszkowska, 2016, Hernandez, Marcet, y Sarracent 2014).

Una vez el trofozoito se adhiere a la células cervicales 6 prostaticas del hospedero adquiere una
forma ameboide gracias a una reorganizacion de las proteinas del citoesqueleto; esta forma
ameboide secreta muchas proteasas que le ayudan a tener una movilidad en el tejido epitelial que
conlleva a la lisis celular del epitelio y causa debilitamiento de las uniones intercelulares de la

monocapa epitelial y de la membrana basal. Otras proteasas causan poros en los globulos rojos
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originando una hemolisis que genera un ambiente rico en hierro, favorable para la multiplicacion
del parasito. Ademas, la forma ameboide de 7. vaginalis fagocita células epiteliales y del sistema
inmune y microorganismos comensales como parte de su proceso de nutricion (Mielczarek y

Blaszkowska, 2016, Edwards et al 2014).

La respuesta inmune que desencadena 7. vaginalis en el momento de la adhesion incluye
aumento del nimero de leucocitos y linfocitos de tipo T y B en el lugar de la infeccion, seguido
de una secrecion de citocinas IL-8 e inmunoglobulinas A y G, todo lo cual puede generar una
respuesta proinflamatoria que se asocia con los sintomas de la tricomoniasis (Mielczarek y
Blaszkowska 2015). Sin embargo, 7. vaginalis posee varias formas de evadir el sistema
inmunitario entre ellas la secrecion de peptidasas de cisteina que degradan la inmunoglobulina
(Provenzano y Alderete 1995), el mimetismo molecular a partir de la adquisicion de proteinas del
huésped como la CD59 que le permite evitar el sistema de complemento litico (Ibanez-Escribano
et al. 2015), y la capacidad de cubrirse con proteinas plasmaticas del huésped (Mielczarek y

Blaszkowska 2015).

El proceso de adhesion del parésito a células cervicales y prostaticas esta mediado por una serie
de proteinas, lipofosfoglcanos y adhesinas que se encuentran en la superficie del trofozoito
(Mielczarek y Blaszkowska 2015). En particular es aqui donde TVV interviene aumentando la
transcripcion de las proteinas AP55 y AP33 que estan involucradas con el proceso de adhesion
(He et al 2017). Igualmente, la presencia de TVV genera un aumento en la transcripcion de la
proteina inmunogénica P270 (Khosnan y Aldarete 1994) y se asocia con un aumento de

la expresion de cisteina proteasas que aun no se han reconocido (Hernandez, Marcet, y Sarracent
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2014) En consecuencia, la presencia de TVV genera cambios que aumentan la citoadherencia y la
degradacion de la inmunoglobulina presente en la mucosa; esto genera una mayor probabilidad
de infeccion exitosa, cuyo curso dependerd de que el reconocimiento del parasito por el sistema

inmune resulte favoreciendo al parasito.

Hay razones para pensar que la presencia de TVV genera un efecto similar al de LVR sobre la
virulencia de Leishmania. La tricomoniasis en la mayoria de los casos es asintomatica y cuando
se presentan sintomas es porque ha habido respuesta pro-inflamatoria. Esta respuesta parece ser
modulable por la presencia de TVV ya que se ha visto que el RNA de TTV liberado por T.
vaginalis a través de exosomas, probablemente durante el cambio a la forma ameboide, es
reconocido por un receptor TLR3 que estd presente en la superficie de las células ectocervicales
de la vagina (Leitsch 2016, Fichorova et al 2012). Esta deteccion de RNA viral podria provocar
una respuesta proinflamatoria sintomatica en la mujeres, pero hacen falta estudios que muestren si
también hay receptores TLR3 en los tejidos colonizados en los hombres, y que establezcan cudl es

la relacion de TVV con la sintomatologia y por ende con la respuesta inmune que genera TVV.

La infeccion con 7. vaginalis en los hombres generalmente es asintomatica, pero cuando es
sintomatica hay una inflamacion de la uretra, o ocasionalmente en el epididimo, la glandula
prostatica y en el testiculo (Mielczarek y Blaszkowska 2015). Los casos de tricomoniasis que
generan inflamacion en la prostata se relacionan con un mayor riesgo de desarrollar cancer de
prostata, lo cual puede deberse a que el proceso de inflamacidén causado por la secrecion de
citocinas proinflamatorias activadas por el TLR3 causan una ruta que propicia el origen del cancer

de prostata (Sutcliffe et al 2012, Stark et al 2009). Por consiguiente, es necesario estudiar la
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relacién de TVV con la respuesta inmune y posteriormente con el proceso desencadenado al origen

de cancer de prostata.

6.3.2. Patogenia de Giardia duodenalis

La infeccion por Giardia duodenalis empieza con el consumo de agua o alimentos
contaminados con quistes del parasito, una vez ingeridos estos viajan por el sistema digestivo y en
el medio acido del estdbmago se da el desenquistamiento que conlleva al estadio de trofozoito. Esta
forma se adhiere a las células epiteliales del intestino mediante un disco adhesivo formado por
proteinas llamadas giardinas (Tejeda et al 2010, Buret et al 2015). La adhesion de Giardia ocurre
sobre las microvellosidades que tienen las células epiteliales de cara a la mucosa géstrica y que
estan formadas por multiples proteinas. Las vellosidades aumentan la superficie de captacion de
moléculas y por tanto intervienen en los balances osmoticos que permiten la absorcion de glucosa,
agua y sodio; la adhesion del parasito atrofia esta funcion del tejido epitelial causando diarrea

como primer sintoma.

También se liberan enzimas involucradas en la degradacion de arginina (arginina arginina
dehidrolasa, arginina deaminasa y ornitina carbamoil transferasa), que es el mecanismo de
obtencion de energia de Giardia; como consecuencia de esto el epitelio intestinal disminuye la
produccion de o6xido nitrico, debido a que es formado a partir de la arginina. Como se describe
mas adelante, la disminucion del 6xido nitrico ejerce una funcidon inmunosupresora (Bazan et al
2010), pero adicionalmente la disminucion del 6xido nitrico afecta la motilidad intestinal debido
a que es un neurotransmisor involucrado en los movimiento gastrointestinales generados por el
sistema nervioso entérico (Romero et al 2012). En estados posteriores las células intestinales

pueden entrar en apoptosis debido a la mala absorcion de moléculas esenciales para su
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metabolismo, generando un deterioro del tejido e intensificado la diarrea y nduseas, lo que resulta

en la giardiasis aguda (Bazén et al 2010; Buret et al 2015).

La respuesta inmune que se genera en el intestino en presencia de Giardia es la secrecion de
inmunoglobulina tipo A, citocinas (IL-5) y quimiocinas (CXCL1-3, CCL2 y CCL20), por parte de
las células del sistema inmune como los linfocitos tipo T, neutréfilos y mastocitos que estan en la
mucosa intestinal (Fink y Singer 2017). Se ha detectado que la baja produccion de 6xido nitrico
de las células epiteliales conlleva a disminucion de la secrecion de inmunoglobulina tipo A (Bazan
et al 2010) y se han identificado proteinas secretadas por Giardia como las cisteina proteasas de
catepsina que son capaces de degradar la quimiocina CXCLS, encargada de atraer a lo neutrofilos
e inducir una respuesta proinflamatoria. Esto implica que Giardia posee la facultad de evitar una
respuesta inmune inflamatoria, pero como tal no se conoce de forma clara el mecanismo por el que

esto ocurre (Cotton et al 2015).

Hasta el momento no hay evidencia sugerente de que la presencia de GLV tenga relacion con
la patogenicidad de Giardia (Miska et al 2009). Considerando que en leishmaniosis y en
tricomoniasis el aumento de la virulencia del protozoo por presencia del totivirus parece estar
mediado por moléculas TLR, posiblemente en las infecciones de Giardia con GLV la sefalizacion
que surge de estos TLRs no ocurre. En distintos modelos se ha visto que las células epiteliales
intestinales expresan moléculas TLR3 de superficie que desencadenan respuesta inmune contra
virus con material genético de dsRNA; en el caso del rotavirus humano el TLR3 de las células
epiteliales intestinales reconoce el RNA del virus y genera una reaccidon protectora, mientras que

por el contrario en modelo murino el reconocimiento de RNA del virus de la influenza A resulta
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en una respuesta proinflamatoria (Pott et al. 2012). La transmision extracelular de GLV genera
viriones que entran en contacto directo con la mucosa intestinal, pero debido a que su capside es
mas resistente que la de TVV y LVR (Janseen et al 2015) esta via genera poco RNA detectable
por el TLR3 de superficie. Adicionalmente, tanto en leishmaniosis como en trichomoniasis la
interaccion del RNA viral con los TLR esta asociada a la formacion de exosomas, pero en G.
duodenalis se ha descrito que la via de transporte mediado por vesiculas lipidicas no es
completamente funcional (Franzén et al. 2013) y podria no ser eficiente en la movilizaciéon de RNA

viral hasta el exterior del parasito.
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8 CONCLUSIONES

La relaciéon evolutiva entre los virus de la familia Totiviridae respecto a sus hospederos
protozoos se evidencia en la concordancia de sus filogenias, lo cual es caracteristico de las
relaciones co-evolutivas. Ademads las caracteristicas de la relacion virus-hospedero en la familia
Totiviridae son diversas, por ejemplo los géneros Totivirus y Victorivirus que infectan a hongos
que son patdgenos de plantas disminuyen la virulencia del hongo, mientras virus de los géneros
LVR y TVV aumentan la persistencia de manifestaciones clinicas; en los virus con transmision
extracelular como GLV aumenta el proceso de enquistamiento de Giardia lamblia, y los virus de
animales generan efecto citopatico. Es decir, la relacion evolutiva estd por tanto ligada a la
estrategia de transmision debido a que el virus altera la maquinaria molecular del protozoo

hospedador para asegurar su transmision.

Desde el punto de vista epidemiologico los totivirus aumentan la prevalencia de leishmaniasis
cutdnea y tricomoniasis con manifestaciones severas y algunos estudios indican que se afecta la
efectividad en los tratamientos con farmacos convencionales y se propician las recaidas, por lo
cual las prioridades de investigaciones futuras se centran en como tener en cuenta la presencia del

virus para diagnosticar la patologia y posteriormente definir el esquema de tratamiento.

La interaccion molecular entre totivirus y los protozoos parasitos parece estar ligada a la
estrategia de transmision del virus y al trafico de su RNA, debido a que en los virus que poseen
transmision vertical, y el protozoo mantiene una division celular constante, se da una liberacion
de RNA viral en el momento de la infeccidon del parasito, y el cual es reconocido por moléculas
TLR3 del hospedero del protozoo, desencadenando una respuesta inmune inflamatoria que los

beneficia en su persistencia en el hospedero.
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Para comprender la relacion entre estos virus y protozoos faltan estudios de identificacion de
virus con caracteristicas de la familia Totiviridae en protozoos con otros estilos de vida, a través
de rastreos de VLPs complementados con secuenciacion de RNAs totales obtenidos del protozoo

o de RNAs obtenidos tras purificacion de las particulas virales.
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