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RESUMEN 
 
En la presente investigación se estudiaron varias enzimas importantes de la 

glicólisis (fosfoglicerato kinasa, hexokinasa, piruvato, fosfato dikinasa y α-

glicerol fosfato deshidrogenasa) y de la biosíntesis de esteroles (3-hdroxi-3-

metil-glutaril-CoA reductasa, escualeno sintetasa, 24(25)-SMT) en varias 

formas de Trypanosoma cruzi y algunas en promastigotes de Leishmania 

mexicana, como posibles blancos para el tratamiento de la Enfermedad de 

Chagas y la Leishmaniasis. Todas las enzimas glicolíticas estudiadas y las de 

biosíntesis de esteroles fueron ubicadas en los glicosomas, aunque las 

enzimas de los esteroles tuvieron también una localización en 

microsomas/mitocondria. La ubicación de estas enzimas fue confirmada a 

través de tres metodologías diferentes (centrifugación isopícnica, diferencial y 

permeabilización selectiva con digitonina). Además, la secuencia de la 

hexokinasa presentó una señal de importación PTS2, en contraste con las 

secuencias de la fosfo glicerato kinasa (PGKA y C) que no presentaron ninguna 

señal de importación hacia los glicosomas. La caracterización bioquímica y 

molecular para las enzimas de la glicólisis mostró una serie de particularidades 

importantes en cuanto a propiedades y constantes cinéticas (Km, Vm y Kl), con 

respecto a su contraparte en vertebrados. La hexokinasa se comportó como 

una verdadera glucokinasa con un cinética que presentó periodo de retardo, 

típico de enzimas histereticas y fue inhibida por PPi. En Trypanosoma cruzi se 

determinaron tres isoenzimas PGKs, la PGKA y C localizadas en el glicosoma y 

la PGKB en el citosol. A diferencia de otras PGKs en otros organismos, la 

PGKA de T. cruzi presentó una extensión N-terminal adicional de 80 

aminoácidos. Adicionalmente, esta enzima está interactuando fuertemente con 

la membrana del glicosoma, a pesar de que no posee una secuencia de 

aminoácidos hidrofóbica como para ser una proteína de membrana, este 

resultado fue confirmado con Tritón X-114 y carbonato de sodio. La piruvato 

fosfato dikinasa fue localizada principalmente en los glicosomas y fue activada 

por acetil-CoA, mientras que el acetil-CoA inhibió a la PEPCK. Esta enzima 

debe jugar un papel muy importante en los glicosmas detoxificando a la 

organela del PPi producto de las rutas de biosíntesis que ocurren en el 

glicosoma y además generando ATP y piruvato. La PPDK estaría haciendo el 
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rol de la pirofosfatasa, de igual forma a como se ha reportado para los 

peroxisomas. La α-glicerol fosfato deshidrogenasa fue localizada 

exclusivamente en los glicosomas de T. cruzi y esta es la primera vez que se 

ha reportado en estos parásitos. Esta enzima es activa solamente en un cierto 

estado del crecimiento de los epimastigotes, aun cuando ella esta presente sin 

actividad detectable a lo largo de toda la curva de crecimiento. La α-glicerol 

fosfato deshidrogenasa es posible que juegue un papel fundamental en 

mantener el balance redox en los glicosomas. La HMG-CoA reductasa, cataliza 

el primer paso comprometido del mevalonato y es una enzima soluble de la 

matriz de los glicosoma de T. cruzi y Leishmania mexicana, contrastando con 

las HMG-CoA reductasas integrales de membrana (retículo endoplásmico) de 

otros organismos. Esta enzima asociada a los glicosomas de ambos parásitos, 

presentaron una cinética clásica del tipo Michaelis-Menten y una fuerte 

inhibición por lovastatina, un inhibidor clásico de esta enzima. Este es el primer 

reporte de la presencia de una enzima de la biosíntesis de isoprenoides en los 

glicosomas. La escualeno sintetasa (SQS) cataliza el primer paso 

comprometido en la biosíntesis de esteroles y es una enzima unida a 

membranas en epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de Leishmania 

mexicana con una localización subcelular dual, entre glicosomas y vesículas de 

microsomas/mitocondria. Los estudios cinéticos de la enzima de los parásitos 

mostraron que los valores de las constantes cinéticas fueron muy similares a la 

SQS de los mamíferos. El BPQ-OH un potente inhibidor para la enzima de 

mamíferos, también lo fue para la SQS de T. cruzi y Leishmania mexicana. La 

inhibición del crecimiento y lisis celular inducida por el BPQ-OH en ambos 

parásitos estuvo asociado con una privación completa del escualeno y 

esteroles endógenos, consistente con un bloqueo en la síntesis de novo de 

esteroles a nivel de la SQS. Nosotros también investigamos las bases 

moleculares de la actividad del 4-fenoxifenoxietil tiocianato (WC-9) contra T. 

cruzi. Encontramos que la inhibición del crecimiento de los epimastigotes de T. 

cruzi inducida por este compuesto fue asociada con una reducción en el 

contenido de los esteroles endógenos del parásito, debido a un bloqueo 

específico en la síntesis de novo de los esteroles a nivel de la SQS. Los 

compuestos E5700 y ER-119884 están basados en quinuclidinas. Estos 

compuestos fueron potentes inhibidores no competitivos o de tipo-mixtos para 
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la SQS de T. cruzi con valores de K¡ en el orden de subnanomolar en presencia 

de PPi. El compuesto E5700 a la concentración de IC50 presentó un potente 

efecto antiproliferativo sobre las formas epimastigotes y amastigotes, 

respectivamente, sin ningún efecto sobre las células hospedadoras. A la MIC 

todos los esteroles desaparecen de los parásitos en células tratadas con este 

compuesto. Los estudios in vivo indican que E5700 fue capaz de suministrar 

una protección total contra la muerte e inhibió completamente el desarrollo de 

la parasitemia cuando es suministrado a 50mg/Kg.d por 30 días. Este es el 

primer reporte de un inhibidor de la SQS activo por vía oral, capaz de 

proporcionar una protección completa contra la fase aguda fulminante de la 

enfermedad de Chagas. La enzima 24(25) esterol metil transferasa (SMT) fue 

localizada como una enzima asociada a membranas en los glicosomas y en las 

fracciones microsomales de epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de 

Leishmania mexicana. Los valores de las constantes cinéticas fueron muy 

similares a los reportados para la SMT de hongos y levaduras. La enzima SMT 

de estos parásitos tienen una mayor afinidad por el demosterol que por el 

lanosterol como sustrato y el azasterol un análogo de esteroles, inhibió a la 

SMT (glicosomal y microsomal) de forma competitiva con respecto al 

demosterol y no competitiva para el AdoMet. El glicosoma de T. cruzi y 

Leishmania mexicana encierra enzimas de oxidación de la glucosa y de la 

biosíntesis de esteroles, con propiedades fisicoquímicas distintas a las de sus 

contrapartes en los mamíferos. Estas diferencias podrían ser utilizadas como 

potenciales blancos para el desarrollo de nuevos inhibidores específicos para 

erradicar infecciones provocadas por estos parásitos en los humanos. 
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ABREVIATURAS 
 
AAA: ATPsas asociadas con diversas actividades celulares. 
AA-CoA tiolasa: Acetoacetil-CoA tiolasa. 
ABC: ATP-binding cassette transportes. 
acetil-CoA: acetil coenzima A. 
ADN: Ácido desoxirribonucleico. 
ADP: Adenosin difosfato. 
ALDRP: Transportador de ácidos grasos de cadena larga. 
ALP: Alkil-Lisofosfolipidos. 
AOX: Oxidasa alternativa. 
A TP: Adenosin trifosfato. 
BPQ-OH: Quinuclidina. 
CKL: Cisteina-lisina-Ieucina. 
DHAP: Oihidroxiacetona fosfato. 
FAD: Oinucléotido de adenina-flavina. 
FADH: Oinucléotido de adenina-flavina forma reducida. 
FPP: Farnesil pirofosfato. 
FRD: Fumarato reductasa. 
GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada. 
G PDH: Glicerol-3-fosfato deshidrogenada. 
GPI: Glicosil-fosfatidil-inositol. 
GPO: Glicerol fosfato oxidasa. 
H MG-CoA: (3S)-3-hidroxi-3-metil-glutariL-CoA. 
HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución. 
HXK: Hexokinasa. 
IPP: Isopentil difosfato. 
LPG: lipofosfolipidoglican. 
MDH: Malato dehidrogenasa. 
MPD: Mevalonato difosfato kinasa. 
MvK: Mevalonato kinasa. 
NAD+: Nicotidamida adenina dinucleótido. 
NADPH: Nicotidamida adenina dinucleótido forma reducida. 
NADP+: Nicotidamida fosfato del dinucleótido adenina. 
NADPH: Nicotidamida fosfato del dinucleótido adenina forma reducida.  
PC: Fosfatidil colina. 
PE: Fosfatidil etanolamina. 
PEP: Fosfoenol piruvato. 
PEPCK: Fosfoeno/piruvato carboxikinasa. 
PEX: Proteínas del peroxisoma o peroxinas. 
PFK: Fosfofructokinasa. 
PGK: Fosfoglicerato Kinasa. 
PGKA: Fosfoglicerato Kinasa isoenzima A. 
PGKB: Fosfoglicerato Kinasa isoenzima B. 
PGKC: Fosfoglicerato Kinasa isoenzima C. 
PMP47: Proteína integral de la membrana del peroxima de 47 kDa. 
PMPs: Proteínas integrales del peroxisoma. 
PMvK: Posfomevalonato kinasa. 
PPDK: Piruvato Fosfato Oikinasa. 
PPi: Pirofosfato inorgánico. 
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PPP: Vía pentosa fosfato. 
PTS1: Secuencia de importación al peroxisoma de Tipo 1.  
PTS2: Secuencia de importación al peroxisoma de Tipo 2.  
PyK: Piruvato kinasa. 
QKL: Asparagina-lisina-Ieucina. 
RE: Retículo endoplásmico. 
RNA: Ácido ribonucleico. 
RNAm: Ácido ribonucleico mensajero. 
RNAi: RNA de interferencia 
SAHM: Ácido salicilhidroxamico. 
SKL: Serina-lisina-Ieucina. 
TLC: Cromatografía de capa fina. 
TPR: Repetido tetratricopéptido. 
VPS: Glicoproteínas variantes de superficie 
WD: Triptófano-aspártico. 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

INDICE 
 

 Página 
1. INTRODUCCIÓN    
 

1

1.2. GLlCOLlSIS y GLlCOSOMAS                                                                      4

1.3. RUTA DE LAS PENTOSAS FOSFATO y GLlCOSOMAS    11

1.4. BIOGENESIS DE LOS PEROXISOMAS                                                    12
1.4.1.Targeting de proteínas a la matriz de los peroxisomas o glicosomas 12
1.4.2. Importación de proteínas a la matriz 13

1.5. LA MEMBRANA DE LOS PEROXISOMAS                                                 16

1.6. GENES PEX EN TRIPANOSOMATIDES 17

1.7. FUNCIONES METABOLlCAS EN LOS GLlCOSOMAS 18
1.7.1. Glicólisis 18
1.7.2. β-Oxidación de ácidos grasos 19
1.7.3. Biosíntesis de éter lípidos 22
1.7.4. Preservación de las purinas 24

1.8. RUTA DE LA BlOSÍNTESIS DEL COLESTEROL: CONVERCIÓN DE 
ACETIL-CoA A FARNESIL PIROFOSFATO 

24

1.8.1. Acetoacetil-CoA tiolasa 26
1.8.2. (3S)-3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA sintetasa (HMG-CoA sintetasa) 26
1.8.3. (3S)-3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa) 26
1.8.4. Mevalonato kinasa (MvK) 28
1.8.5. Conversión de mavalonato a farnesil pirofosfato (FPP) 28
1.8.6. Fosfomevalonato Kinasa (PMvK) 28
1.8.7. Mevalonato difosfato descarboxilasa (MPD) 29
1.8.8. Isopentil difosfato isomerasa (IPP) 29
1.8.9. Farnesil difosfato sintetasa (FPP) 29
1.9. Conversión de FPP a Colesterol 30

1.9. FUNCION DE LOS LlPIDOS NEUTROS (ERGOSTEROL) EN LA 
       MEMBRANA PLASMATICA 
 

31

1.10. QUIMIOTERAPIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 37

1.11. POSIBLES BLANCOS QUIMIOTERAPEUTICOS BAJO UN 
ENFOQUE RACIONAL PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

39

1.11.1. Inhibidores de la trypanotion reductasa 39
1.11.2. Inhibidores de Purinas Salvage 39
1.11.3. Inhibidores de Cistein Proteasas 42
1.11.4. Inhibidores de la Biosíntesis de Esteroles 42
1.11.5. Alkil-Lisofosfolipidos (ALP) 46
1.11.6. Inhibidores del Metabolismo de Pirofosfato 46

2. OBJETIVOS DE ESTA INVESTIGACIÓN 50
2.1. Expresión y Distribución Intracelular de las Isoenzimas. Fosfoglicerato Kinasa 50

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

(PGK) en Trypanosoma cruzi. 
2.2. Caracterización Molecular y Bioquímica de la Hexokinasa de Trypanosoma 
cruzi. 

50

2.3. Piruvato Fosfato Dikinasa y Metabolismo del pirofosfato en el glicosoma de los 
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. 

50

2.4. La α-glicerolfosfato Deshidrogenasa esta Presente en los Glicosomas de 
Trypanosoma cruzi. 

50

2.5. 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-CoA Reductasa en Trypanosoma cruzi 
(Schizotrypanum) cruzi: Localización Subcelular y Propiedades Cinéticas 

50

2.6. Escualeno Sintetasa como un Blanco  Quimioterapéutico en Trypanosoma 
cruzi y  Leishmania mexicana 
 

50

2.7. Mecanismo de acción del 4-Fenoxifenoxetil Tiocianato (WC-9) contra 
Trypanosoma cruzi, el Agente Causante de la Enfermedad de Chagas 
 

50

2.8. Actividad in vitro e in vivo de E5700 y ER-119884,  dos nuevos inhibidores de 
la escualeno sintetasa con actividad oral, contra Trypanosoma cruzi. 

50

2.9. ∆24(25) este rol metil transferasa (24-25-SMT) en epimastigotes de 
Trypanosoma cruzi: Localización Subcelular y Propiedades Cinéticas. 

51

3. MATERIALES y METODOS 52
3.1. Cultivos de los epimastigotes de T. cruzi 53

3.2. Cultivos de los promastigotes de Leishmania mexicana 53

3.3.Ruptura de los epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de Leishmania 
mexicana por abrasión 

53

3.4. Centrifugación diferencial 53

3.5. Fraccionamiento subcelular y purificación de los glicosomas en un 
gradiente lineal de sacarosa 

54
 

3.6. Permeabilización selectiva con digitonina 54
3.7. Determinación de la latencia de los glicosomas purificados 55
3.8. Separación de proteínas de los glicosomas purificados con Tritón X-114 55
3.9. Tratamiento de los glicosomas intactos con carbonato de sodio 56
3.10. Tratamiento de los glicosomas intactos con proteasas 56
3.11. Biología Molecular de la Fosfoglicerato kinasa 57
3.12. Clonamiento y secuenciamiento del gen de la hexokinasa 59
3.13. Expresión de la hexokinasa recombinante en E. coli y su purificación 60
3.14. Purificación de la hexokinasa natural del glicosoma 61
3.15. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes 62
3.16. Análisis por Western blot 62
3.17. Microscopia de inmunofluorescencia 62
3.18. Determinación de proteínas 63
3.19. Ensayos enzimáticos 63
3.20. Análisis cinéticos de la hexokinasa natural y recombinante 66
3.21. Análisis cinéticos de la 3-hidroxi-3-metil:-glutaril-CoA reductasa 67
3.21. Cinética e Inhibición de la actividad Escualeno Sintetasa 67
3.21.1. Estandarización de las condiciones de reacción 67
3.21.2. Determinación de parámetros cinéticos de la enzima escualeno 
sintetasa 

68

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

3.22. Inhibición de SQS con BPQ-OH, WC-9, E5700 y ER-119884 68
3.23. Efecto inhibitorio in vitro de BPQ-OH, E5700 y ER-119884 sobre el 
crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi y promastigotes de 
Leishmania mexicana 

69

3.24. Efecto de BPQ-OH, WC-9, E5700 y eR-119884 sobre la síntesis de novo 
esteroles en epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L. mexicana 

71

3.25. Efecto in vivo de BPQ-OH, E5700 y ER119884 sobre la proliferación 
de amastigotes de T. cruzi 

72

3.26. Estudios in vivo de E5700 y ER-119884 74
3.27. Análisis estadístico 74
3.28. Extracción de lípidos totales 74
3.29. Separación de lípidos neutros y polares 75
3.30. Identificación y cuantificación de lípidos neutros 75

4.1NVESTIGACIÓN DESARROLLADA 77

4.1. Expresión y Distribución Intracelular de las Isoenzimas Fosfoglicerato Kinasa 
(PGK) en Trypanosoma cruzi. 

78

4.2. Caracterización Molecular y Bioquímica de la Hexokinasa de Trypanosoma 
cruzi 

88

4.3. Piruvato Fosfato Dikinasa y Metabolismo del Pirofosfato en el Glicosoma de 
los epimastigotes de Trypanosoma cruzi. 

98

4.4. La a-glicerolfosfato Deshidrogenasa está Presente en los Glicosomas de 
Trypanosoma cruzi. 

106

4.5. 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-CoA Reductasa en Trypanosoma cruzi 
(Schizotrypanum) cruzi: Localización Subcelular y Propiedades Cinéticas.  

113

4.6. Escualeno Sintetasa como un Blanco Quimioterapéutico en Trypanosoma 
cruzi y Leishmania mexicana 

124

4.7. Mecanismo de acción del 4-Fenoxifenoxietil Tiocianato (WC-9) contra 
Trypanosoma cruzi, el Agente Causante de la Enfermedad  de Chagas. 

144

4.8. Actividad in vitro e in vivo de E5700 y ER-119884, dos nuevos inhibidores de 
la escualeno sintetasa con actividad oral, contra Trypanosoma cruzi. 

150

4.9. ∆24(25) este rol metil transferasa (24-25-SMT) en epimastigotes de 
Trypanosoma cruzi y promastigotes de Leishmania mexicana: Localización 
Subcelular y Propiedades Cinéticas 

166

5. GLlCOSOMAS (PEROXISOMAS): MODELO DE LA 
COMPARTIMENTALlZACIÓN DEL METABOLISMO ENERGÉTICO 
(GLlCOLlSIS) y DE RUTAS DE BIOSÍNTESIS. 

6. CONCLUSIONES 187
7. BIBLIOGRAFÍA 193
8. LISTA DE PUBLICACIONES 227
7.1 The expression and intracellular distribution of phosphoglycerate kinase 

isoenzymes in Trypanosoma cruzi. 

7.2  Molecular and biochemical characterization of hexokinase from Trypanosoma 

cruzi. 

7.3 Pyruvate Phosphate Dikinase and Pyrophosphate Metabolism in the 

Glycosome of Trypanosoma cruzi Epimastigotes. 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

7.4 A α-glycerophosphate Dehydrogenase is Present in Trypanosoma cruzi 

Glycosomes. 

7.5  3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA Reductase in Trypanosoma 

(Schizotrypanum) cruzi: Subcellular Localization and Kinetic Properties. 

7.6  Squalene synthase as a chemotherapeutic targetin Trypanosoma cruzi and 

Leishmania mexicana. 

7.7  Mechanism of Action of 4-Phenoxyphenoxyethyl Thiocyanate (WC-9) against 

Trypanosoma cruzi, Causative Agent of Chagas'Disease.  

7.8 In vitro and in vivo activities of E5700 and ER-119884, two novel orally active 
squalene synthase inhibitors, against Trypanosoma cruzi. 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



Figura 4.3.4. Un modelo para el metabolismo intermediario del PPi en los 
 glicosomas de los epimastigotes de T. cruzi. 

105

Figura 4.4.1. Presencia de la glicerofosfato deshidrogenasa (GPDH) como una 
 función del crecimiento de los epimastigotes 

109

Figura 4.4.2. Tratamiento con digitonina, liberación de GPDH 110
 
 

INDICE DE FIGURAS 
 

 Página
Figura 1. Ciclo de vida 2
Figura 2. Metabolismo energético en las formas sanguíneas de T. brucei 6
Figura 3. Metabolismo energético en las formas procíclicas de T. brucei 8
Figura 4. Implicaciones de ''turbo'' en el diseño de rutas glicolíticas 10
Figura 5. Red de interacciones entre proteínas PEX 15
Figura 6. Proteínas importantes en los glicosomas 15
Figura 7. Enzimas de la j3-oxidación en los glicosomas 21
Figura 8. Enzimas involucradas en la síntesis de éter lípidos en T. b rucei 23
Figura 9. Compartimentalización de la ruta de esteroles en los peroxisomas 25
Figura 10. Estructura química del Nifurtimox y Benznidazol 39
Figura 11. Estructura química del Tripanotion 41
Figura 12. Estructura química del Allopurinol 41
Figura 13. Estructura química de inhibidotes de la cruzipaina 44
Figura 14. Estructura química de inhibidotes de la C14α esterol demetilasa 45
Figura 15. Estructura química de los alkil-lisofosfolipidos 48
Figura 4.1.1. Mapa físico de los locus de la PGKs en el genoma de T. cruzi 83
Figura 4.1.2. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la isoenzima A de la 

PGK de T. cruzi. 
84

Figura 4.1.3. Liberación de varias enzimas desde epimastigotes intactos de T. 
cruzi. 

85

Figura 41.4.  Perfil de distribución de un número de enzimas seleccionadas  
en el fraccionamiento subcelular obtenido por centrifugación  
diferencial de un homogenato de epimastigotes de T. cruzi. 

86

Figura 4.1.5. Análisis por Western blot de las isoenzimas de PGK de epimastigotes 
de T. cruzi. 

87

Figura 4.2.1. Cinética de la hexokinasa natural y recombinante de  
Trypanosoma cruzi. 

93

Figura 4.2.2. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la hexokinasa de T. 
cruzi, 

94

Figura 4.2.3. Distribución subcelular de la hexokinasa y otras enzimas  
seleccionadas, obtenidas por centrifugación diferencial desde un 
homogenato de epimastigotes de T. cruzi. 

96

Figura 4.2.4. La hexokinasa natural fue purificada desde una fracción rica en 
glicosomas de epimastigotes de T. cruzi. 

97

Figura 4.3.1. Perfil de distribución de un homogenato de epimastigotes de T. cruzi 
después de una centrifugación isopícnica. Los experimentos 
presentados en esta figura fueron realizados dos veces y cinco veces 
para la PPDK y la principal enzima marcadora. 

102

Figura 4.3.2. Liberación de algunas enzimas desde T. cruzi con un tratamiento con 
digitonina. 

103

Figura 4.3.3. La PPDK fue teñida con FITC y la HK, una proteína específica de los 
glicosomas fue detectada por un anticuerpo secundario acoplado a 
Cy3 y procesado por un microscopio escáner láser confocal. 

104

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 
Figura 4.4.3. Perfil de distribución después de una centrifugación isopícnica de la 

glicerofosfato deshidrogenasa. 
111

Figura 4.5.1. Distribución de enzimas glicolíticas y otras en epimastigotes de 
Trypanosoma cruzi, determinadas por centrifugación diferencial. 

119

Figura 4.5.2. Perfil de distribución de un extracto post-granular-pequeño de 
epimastigotes de Trypanosoma cruzi después equilibrado en un 
gradiente lineal de sacarosa. 

120

Figura 4.5.3. Liberación de la HMG-CoA reductasa y marcadores enzimáticos 
desde epimastigotes de Trypanosoma cruzi por digitonina. 

121

Figura 4.5.4. Cinética de la HMG-CoA reductasa glicosómica de Tripanosoma cruzi  
Figura 4.6.1. Reacción química catalizada por la escualeno sintetasa (SQS) 122
Figura 4.6.2. Perfil de distribución de la fracción granular pequeña (33 000 x  15 

min) en un gradiente lineal de sacarosa de epimastigotes de 
Trypanosoma cruzi. 

130

Figura 4.6.3. Gráfico del doble recíproco de la actividad de la SQS de los 
glicosomas de T. cruzi 

131

Figura 4.6.4. Estructura química del 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxiquinuclidina (BPQ-OH). 132
Figura 4.6.5. Efecto del BPQ-OH sobre la actividad de la SOS glicosómica  de T. 

cruzi 
134

Figura 4.6.6. Cinética de inhibición por BPQ-OH sobre la SQS glicosomal de  T. 
cruzi. 

135

Figura 4.6.7. Efecto del BPQ-OH sobre la proliferación de los epimastigotes de T. 
cruzi. 

137

Figura 4.6.8. Efecto del BPQ-OH sobre la proliferación de los promastigotes de L. 
mexicana. 

139

Figura 4.6.9. Dependencia de la concentración del efecto de BPQ-OH sobre la 
proliferación de los amastigotes de T. cruzi en cultivos de células 
Vero. 

141

Figura 4.7.1. Efecto del compuesto WC-9 sobre la proliferación de los 
epimastigotes de T. cruzi 

149

Figura 4.7.2. Efecto de WC-9 sobre la actividad de la SOS glicosomal (A) y 
mitocondrial (8) de T. cruzi 

154

Figura 4.8.1. Estructura química de E5700 y ER-119884  155
Figura 4.8.2. Cinética de inhibición por E5700 sobre la SQS de los glicosomas de 

T. cruzi. 
156

Figura 4.8.3. Cinética de inhibición por ER-119884 sobre la SQS de los glicosomas 
de T. cruzi. 

157

Figura 4.8.4. Reacción química catalizada por la escualeno sintetasa (SQS). 158
Figura 4.8.5. Efecto de E5700 (A) y ER-119884 (B) sobre la proliferación de los 

epimastigotes de T. cruzi. 
 

159

Figura 4.8.6. Dependencia de la concentración del efecto de E5700 (A) y  ER-
119884 (B) sobre la proliferación de amastigotes de T. cruzi cultivados 
en células Vero 

 

160

Figura 4.8.7. Efecto de E5700, ER-119884 y nifurimox sobre la parasitemia  en 
modelo murino en fase aguda de la enfermedad de Chagas. 

161

Figura 4-.8.8. Efecto de E5700, ER-119884 y nifurimox sobre la sobre vivencia en 
un modelo murino en fase aguda de la enfermedad de Chagas 

161

Figura 4.9.1. Centrifugación diferencial de epimastigotes de T cruzi 171
Figura 4.9.2. Centrifugación isopícnica de epimastigotes de T. cruzi. 172
Figura 4.9.3. Cinética de inhibición de la SMT (variable AdoMet) del glicosoma de 

T. cruzi. 
173

Figura 4.9.4. Cinética de inhibición de la SMT (variable demosterol) del glicosoma 174

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

de T. cruzi. 
Figura 4.9.5. Centrifugación diferencial de promastigotes de Leishmania mexicana. 175
Figura 4.9.6. Centrifugación isopícnica de promastigotes de Leishmania mexicana. 176
Figura 4.9.7 Cinética de inhibición de la SMT (variable AdoMet) del glicosoma. 

Leishmania mexicana. 
177

Figura 4.9.8. Cinética de inhibición de la SMT (variable demosterol) del glicosoma 
Leishmania mexicana. 

178

Figura 5.1. Compartimentalización de metabolismo energético y rutas de síntesis 
en los glicosomas de T. cruzi. 

181

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

INDICE DE TABLAS 
 

Tabla 1. Ruta y enzimas de peroxisomas y glicosomas 14
Tabla 2. Señales de importación a los peroxisomas de las enzimas de la biosíntesis 

de colesterol 
30

Tabla 4.2.1. Características cinéticas de la hexokinasa natural y recombinante de T. 
cruzi. 

95

Tabla 4.4.1. Consumo de oxigeno en epimastigotes de Trypanosoma cruzi en la 
presencia de ácido salicil hidroxamico (SHAM) y cianuro (CN). 

112

Tabla 4.5.2. Señales de importación a los peroxisomas y glicosomas de las enzimas 
de la biosíntesis de colesterol (en rojo tripanosomatides) 

117

Tabla 4.5.1. Partición de la HMG-CoA reductasa de Trypanosoma cruzi entre la fase 
acuosa y rica en detergente formada por el Triton X-114. 

123

Tabla 4.6.1. Constantes cinéticas de la SQS de epimastigotes de T. cruzi y 
promastigotes L. mexicanaa. 

133

Tabla 4.6.2. Constantes cinéticas para la inhibición de la SQS glicosomal de los 
epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L. mexicana por BPQ  
OHa. 

138

Tabla 4.6.3. Efecto de BPQ-OH sobre la composición de esteroles libres de los 
epimastigotes de T. cruzi (stock EP)a. 

140

Tabla 4.6.4. Efecto de BPQ-OH sobre la composición de esteroles libres de 
promastigotes de L. mexicana (NR). 

142

Tabla 4.7.1. Esteroles libres y precursores presentes en epimastigotes de T. cruzi 
(stock EP) en la presencia o ausencia de WC-9a. 

148

Tabla 4.8.1. actividad inhibitoria de E5700 y ER-119884 sobre la escualeno 
sintetasa (SOS) de los epimastigotes de Trypanosoma cruzia 

162

Tabla 4.8.2. Constantes de inhibición para E5700 y ER-119884 sobre la  escualeno 
sintetasa (SQS) de epimastigotes de Trypanosoma cruzia. 

163

Tabla 4.8.3. Esteroles libres y precursores presentes en los epimastigotes de 
Trypanosoma cruzi (stock EP) crecidos en la presencia o ausencia de 
E5700a. 

164

Tabla 4.8.4. Esteroles libres y precursores presentes en los epimastigotes de 
Trypanosoma cruzi (stock EP) crecidos en la presencia o ausencia de 
ER-119884a. 

165

Tabla 4.9.1. Constantes cinéticas de la (S)-adenosil-L-metionina: ∆24,25 esterol metil 
transferasa de glicosomas y microsomas de Leishmania mexicana. 

169

 
 
 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 1

1. INTRODUCCIÓN 
 

La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana es una parasitosis, 

endémica del continente americano, distribuida desde el sur de los Estados 

Unidos hasta el sur de Argentina. El agente causal de esta enfermedad es el 

Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, un protozoario flagelado del orden 

Kinetoplastide, Familia Trypanosomatidae, Phylum Sarcomastigophora, Reino 

Protista y Subreino Protozoo. Los Kinetoplastidas se caracterizan por poseer 

un numero de particularidades tales como: (1) presencia de un Kinetoplasto, 

una parte especial del único mitocondrión donde el ADN tiene una estructura 

inusual (maxicirculos y minicirculos concatenados y densamente 

empaquetados), (2) edición del RNA de la mitocondria; los genes nucleares son 

transcritos como largas moléculas de RNA multicistronicas, las cuales son 

procesadas a RNAm por transplicing; (3) aparente ausencia de promotores 

para la RNA polimerasa II; y (4) una vía única de compartimentalización 

metabólica (Vikerman, 1994; De Souza, 2002). Este último hecho es el más 

peculiar de los kinetoplastides, tener parte de la glicólisis y otras enzimas de 

síntesis secuestradas en una organela llamada glicosomas (Opperdoes, 1977; 

1987; Hannaert y Michels, 1994; Michels y col., 2000). 

La tripanosomiasis americana fue descubierta por Carlos Chagas en Brasil 

en 1909 y describe por primera vez, el agente, vector, signos clínicos en 

humanos y los animales reservorios de esta nueva Enfermedad de Chagas o 

Tripanosomiasis Americana. El parásito es transmitido entre sus hospedadores 

por vectores hematófagos Reduviid (Urbina, 2002). T. cruzi tiene un ciclo de 

vida complejo, con estados multiplicativos en ambos hospedadores, en el 

vector (epimastigotes) y en el vertebrado (amastigotes intracelulares), así como 

un estado no multiplicativo en ambos hospedadores (tripomastigotes) (Figura 

1). 

La enfermedad de Chagas es una consecuencia de la intervención del 

hombre en el ciclo selvático de la misma, la cual involucra la interacción entre 

los vectores y hospedadores silvestres en diferentes ecosistemas naturales del 

continente Americano En general hay un balance entre los parásitos y vectores 

u   hospedadores, dado que el parasitismo no produce daños en los triatominos 

o reservorios silvestres (Barreto MP, 1979). El ciclo doméstico resulta del 
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contacto humano-vector, producto de la colonización de ecotopos artificiales 

por el triatomino, como consecuencia de las modificaciones sociales y 

ecológicas que el hombre produce en el medio ambiente natural. 
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La enfermedad de Chagas es un serio problema de salud publica en 

Latino América, donde estimaciones recientes indican que entre 18-20 millones 

de personas están infectadas con T. cruzi, mientras que más de 120 millones 

están en riesgo de adquirir la infección; cada año son reportados 500.000 

nuevos casos y mueren 50.000 personas por esta enfermedad y sus 

complicaciones (Araujo y col., F, 1992). Venezuela es un país endémico para 

esta enfermedad, con 12.5 millones de personas en riesgo de contraer la 

infección, 1.2 millones de personas están infectadas y una incidencia estimada 

de 27.000 nuevos casos por año (Schofield, 1992). La elevada incidencia de la 

enfermedad de Chagas en nuestro país y continente habla por si mismo, de 

que esta enfermedad puede ser tomada como un verdadero índice de pobreza 

de la población Latino Americana. 

En la actualidad debido a la pobreza de las personas en las áreas 

rurales y por la falta de atención gubernamental (salud, educación, vivienda, 

transporte, comunicaciones y recreación), ha promovido una inmigración de 

personas infectadas con T. cruzi desde las áreas rurales a los centros urbanos 

de nuestro continente y a otros países no endémicos (USA, Canadá, Japón, 

Australia y Europa), lo que ha traído como consecuencia la posible transmisión 

del parásito, muy probablemente a través de transfusiones de sangre, tal y 

como ha ocurrido en centros urbanos de Latino América (Araujo y col., 1992). 

La enfermedad de Chagas tiene dos fases: aguda y crónica. La fase aguda es 

invasiva, en la que existe una marcada presencia de parásitos en sangre. 

Puede durar de 1 a 2 meses y se caracteriza por síntomas de fiebre, 

inflamación en los ganglios linfáticos, hígado y bazo, además de inflamación y 

enrojecimiento en la zona de infección, que puede ser detectada en pocos 

casos. No obstante, en algunos casos se puede observar una inflamación en la 

zona alrededor de los ojos, conocida como signo de Romaña y que constituye 

la evidencia de una picadura por un insecto vector. Sin embargo, se trata de un 

signo detectable solo por personas con la experiencia suficiente y además por 

el contacto permanente con los pacientes, lo que no lo hace un claro síntoma 

de la enfermedad. La forma crónica es lenta, caracterizada por el debilitamiento 

del paciente debido a la focalización de un proceso inflamatorio en el o los 

órgano(s) infectados durante, años o décadas, generando lesiones irreversibles 
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en el corazón y tracto gastrointestinal en el 30-40% de los casos y en muchos 

la muerte (Soares y Ribeiro, 1999). 

 

1.2. GLlCOLlSIS y GLlCOSOMAS 
 

En todos los kinetoplastides estudiados, la mayor parte de la ruta de la 

glicólisis se encuentra en una organela llamada glicosoma (Opperdoes FR, 

1987; Hannaert y Michels, 1994; Michels PAM y col., 2000). Esta organela es 

un verdadero peroxisoma demostrado por varios criterios: (1) Los glicosomas, 

semejantes a otros miembros de la familia de los peroxisomas (peroxisomas, 

microcuerpos de levaduras y glioxisomas de plantas), están rodeados por una 

membrana simple formada por una bicapa de fosfolípidos, tiene una matriz de 

proteínas muy electrón densa y no contiene ADN; (2) aunque las enzimas 

glicolíticas son las más destacadas en los glicosomas, algunas otras enzimas o 

sistemas enzimáticos también están presentes y de forma similar a los 

peroxisomas: por ejemplo, enzimas del metabolismo del peroxido, oxidación de 

ácidos grasos, biosíntesis de eter-lípidos e isoprenoides; (3) los glicosomas y 

otros miembros de la familia de los peroxisomas tienen procesos de biogénesis 

homólogos (Hannaert y Michels, 1994; Parson y col., 2001). Las proteínas de la 

matriz de esta organela son sintetizadas en polisomas libres en el citosol, con 

señales targeting de importación iguales a la de los peroxisomas y son 

importadas por un mecanismo similar, involucrando una cascada de varias 

proteínas (llamadas peroxinas "PEX"), las cuales son homólogas en las 

diferentes organelas (Parson y col., 2001). 

Los glicosomas constituyen un compartimiento rodeado por una 

membrana, que de acuerdo a evidencias acumuladas, son pobremente 

permeables para la mayoría de los metabolitos incluyendo nucleótidos de 

adenina y NAD(H) (Michels y col., 2000). Moléculas transportadoras 

específicas están involucradas en el movimiento de metabolitos a través de la 

membrana, de hecho hay fuertes evidencias que indican la existencia de 

transportadores homólogos a los del tipo ABC involucrados en el transporte de 

ácidos grasos a través de la membrana de peroxisomas de células de 

levaduras y mamíferos (Hettema y Taback, 2000). La noción de un 

compartimiento cerrado implicaría que debería encontrarse una relación 
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estequiometrica entre los sustratos y productos de todos los procesos 

simultáneamente dentro de la organela. El glicosoma secuestra enzimas en las 

cuales no hay cambios netos en la relación ATP/ADP o en la relación 

NAD+/NADH durante los procesos metabólicos (glicólisis) en la organela 

(Opperdoes, 1987). Por ejemplo, en T brucei la forma sanguínea, donde la 

glicólisis es virtualmente el único proceso que ocurre en los glicosomas, las 

enzimas que convierten la glucosa en 3-fosfoglicerato están todas dentro de la 

organela, mientras que las ultimas tres enzimas están en el citósol (Fig. 2). 

Como consecuencia, el consumo intraglicosomal de ATP por la hexokinasa 

(HXK) y fosfofrutokinasa (PFK) es balanceado por la producción de ATP por la 

fosfoglicerato kinasa (PGK). La producción de ATP neto ocurre en el citosol, en 

la reacción catalizada por la piruvato kinasa (PyK). Similarmente, el NADH 

resultante de la reacción catalizada por la gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) es re-oxidado dentro de la organela, seguido por la 

transferencia de electrones a la gliceraldehido-3-fosfato oxidasa (GPO) en la 

mitocondria. Este proceso ocurre vía una lanzadera redox que comprende una 

glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH), dependiente de NAD+ en el 

glicosoma, un transportador putativo en la membrana del glicosoma el cual 

intercambia glicerol-3-fosfato por dihidroxiacetona fosfato, y la GPO 

mitocondrial. El transportador permanece aún sin identificar, pero su existencia 

es inferida por la baja permeabilidad de la membrana del glicosoma y los 

requerimientos estrictos de acoplamiento de flujo por el cual dos triosas 

fosfatos son intercambiadas (Bakker y col., 1999). El complejo GPO contiene 

un FAD –  unido a la GPDH, el cual es muy probable que esté asociado con la 

superficie externa de la membrana interna de la mitocondria, ubiquinonas y una 

oxidasa Terminal, conocida como una oxidasa alternativa (AOX), la cual es 

insensible a cianuro, pero que puede ser inhibida por el ácido salicilhidroxamico 

(SAHM). El proceso redox de la GPO no está acoplado a la formación de ATP. 
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El metabolismo energético de la glucosa en la forma prociclica de T. 

brucei, epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de Leishmania spp.  es 

mucho más elaborado que para las formas sanguíneas de T. brucei, ya que 

además de usar enzimas de la glicólisis en el glicosoma, también utiliza 

enzimas del ciclo de Krebs, cadena respiratoria y fosforilación oxidativa en la 

mitocondria (Blum, 1993; Tielens y col., 1998; Urbina, 1994). En estas células, 

otras dos kinasas dependientes de ATP (fosfoeno/piruvato caboxikinasa 

(PEPCK) y la piruvato fosfato dikinasa (PPDK) se encuentran en el glicosoma 

(Bringaud y col., 1998), mientras que la PGK están relocalizadas en el citosol, 

con la consecuencia que el balance A TP/ADP es mantenido (Fig. 3). 

Similarmente, la presencia en el glicosoma de la malato deshidrogenada (MDH) 

y de la fumarato reductasa (FRD) dependientes de NADH en estas células, 

permite regenerar el NAD+ utilizado por la GPDH o por el fosfoenolpiruvato 

(PEP) que se vaya por la PyK (Besteiro y col., 2002), por lo que el balance 

NAD+/NADH se mantiene en el glicosoma. 

Podría ser notado que la descripción estequiométrica del metabolismo 

en el glicosoma de los trypanosomas procíclicos no está basado únicamente 

sobre la distribución cuantitativa del flujo a través de varias ramificaciones del 

catabolismo de carbohidratos, sino también otras reacciones que ocurren 

simultáneamente dentro de la organela, o transporte de metabolitos a través de 

su membrana. 

Inicialmente se propuso que el confinamiento de las enzimas glicolíticas 

dentro de una organela era una adaptación evolutiva de los trypanosomatides 

para sustentar un alto flujo glicolítico (Opperdoes, 1987), razón por lo cual se 

limitaría la difusión de metabolitos glicolíticos y de esta forma habría un elevado 

flujo. Sin embargo, esta noción es ahora considerada muy poco probable. 

Primero, un flujo glicolítico relativamente alto ha sido encontrado únicamente 

para algunos trypanosomatides que viven en medios ambientes ricos en 

azúcares (forma sanguínea de T. brucei y Phytomonas que viven en el látex de 

plantas y frutos. 
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Segundo, ha sido demostrado que la levaduras tienen dos veces más 

alto flujo glicolítico que T. brucei, con dos veces menos proteínas glicolíticas no 

compartimentalizadas (Bakker y col., 2000). Tercero, los cálculos han mostrado 

que aun cuando las enzimas estuvieran dispersas en el citósol, el flujo 

glicolítico en los trypanosomatides no puede ser limitado por la difusión de los 

metabolitos desde una enzima a la siguiente, si no más bien por la actividad 

catalítica de las enzimas (Bakker y col., 1995). 

Otro aspecto interesante de los glicosomas es la aparente perdida de 

regulación en la actividad de las enzimas glicolíticas HXK (T. cruzi y T. brucei) y 

PFK (T. c y L. donovani) (Nwagwu y Opperdoes, 1982; Cronin y Tipton, 1985; 

Lopez y col., 2002; Cáceres y col., 2003). En la mayoría de los organismos, las 

actividades de estas dos enzimas claves, así como la PyK son altamente 

reguladas, por sus productos o por moléculas efectoras. Esta regulación sirve 

para dos propósitos esenciales. Primero, evitar la pérdida de ATP por ciclos 

fútiles cuando la glicólisis y la gluconeogénesis ocurren simultáneamente. 

Segundo, ha sido argumentado y confirmado experimentalmente usando 

mutantes de levaduras, que el diseño de la glicólisis es intrínsicamente dañino 

por el hecho de que el ATP es primeramente invertido para posteriormente ser 

producido (Teusik y col., 1998). Esta inversión de ATP hace a la reacción 

catalizada por la primera enzima virtualmente irreversible y por consiguiente la 

enzima es insensible a productos posteriormente producidos en la ruta (Fig. 4). 

Esto podría conducir a una acumulación restringida de intermediarios 

glicolíticos, a menos que la actividad de los primeros pasos de la ruta (HXK y 

PFK) estén fuertemente regulados para evitar esto. 

En los trypanosomas la acumulación tóxica de intermediarios 

fosforilados por falta de regulación en la HXK y PFK podría ser evitada por la 

compartimentalización, ya que las kinasas en el comienzo de la ruta responden 

a los bajos niveles de ATP/ADP glicosomales, más que a la alta relación del A 

TP/ADP en el citósol. Por consiguiente, se podría concluir que la 

compartimentalización de la  glicólisis sirve como una función regulatoria que 

compensa la pérdida de actividad de regulación de sus enzimas (Furuya y col., 

2002; Moyerson y col., 2003). 
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1.3. RUTA DE LAS PENTOSAS FOSFATO y GLlCOSOMAS 
 

La glicólisis no es el único proceso metabólico que ocurre en el 

glicosoma. Semejante a otros miembros de la familia de los peroxisomas otras 

rutas de degradación y síntesis ocurren en esta organela. En los glicosomas 

está presente la ruta de las pentosas fosfatos (PPP), donde este proceso de 

degradación alternativo de la glucosa, suministra a la célula poder redox 

(NADPH) para biosíntesis, defensa contra estrés oxidativo y de ribosa 5-fosfato 

para ser usado en la síntesis de nucleótidos. En las formas sanguíneas de T. 

brucei, el flujo relativo a través de la ruta de las pentosas fosfato podría ser 

menor, como ha sido inferido de la cantidad de piruvato producido desde la 

glucosa. Aún en células crecidas en cultivos la cantidad de piruvato observado 

es cercana al máximo posible de dos moléculas de piruvato producidas por 

molécula de glucosa consumida. El canalización de la glucosa en la ruta de las 

pentosas fosfato podría por consiguiente ser muy pequeña. No obstante, las 

enzimas de la ruta de las pentosas fosfato tienen baja actividad especifica, 

comparadas a las de la vía glicolítica. Sin embargo, las actividades específicas 

son considerablemente más altas en los procíclicos de T. brucei, en los 

promastigotes de Leishmania y en los epimastigotes de T. cruzi. La glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa y la 6- fosfogluconolactonasa han sido dos de las 

enzimas estudiadas en esta ruta, las cuales tienen una distribución dual 

(glicosoma y citosol) en estos parásitos, en el glicosoma estas enzimas 

representan entre un 15-50% de la actividad, y el resto en el citosol (Heise y 

Opperdoes, 1999; Duffieux y col., 2000). Por ejemplo, una peroxidasa fue 

localizada en los glicosomas de T. cruzi, vía glutation y tryparedoxina, 

recibiendo sus electrones desde la trypanotiona (Wilkinson y col., 2002). Este 

sistema de defensa depende últimamente del NADPH producido a través de la 

ruta de las pentosas fosfato.  

Si las reacciones redox involucrando NADPH / NADP+ dentro del 

glicosoma   están   unidas   a    través   de   un  mecanismo  de  lanzadera    

para     las       reacciones     redox     fuera     de    la     organela,   o    si    hay    

un    balance    en    la     formación      de             NADPH       y            consumo 
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por diferentes sistemas enzimáticos en el glicosoma dependiente de esos 

cofactores, está aún por establecerse. 

 

1.4. BIOGENESIS DE LOS PEROXISOMAS 
 

Los procesos de formación de peroxisomas funcionales involucran 

múltiples rutas. Los lípidos pueden ser secuestrados es para formar parte de la 

membrana de la organela. Poco es conocido acerca de este proceso, aunque 

ha sido demostrado que la composición de lípidos de la membrana de los 

peroxisomas y glicosomas difieren de los perfiles totales de las células 

(Opperdoes, 1984, Quiñones y col., 2004). La importación de proteínas a la 

matriz requiere de un conjunto de proteínas peroxisomales, así como de 

receptores citosólicos. Esta vía es distinta de la requerida para la inserción de 

proteínas dentro de la membrana de los peroxisomas. Varias especies de 

levaduras han servido como organismos modelo para estudiar las proteínas 

involucradas en la construcción de un peroxisoma funcional (Elgersman y 

Taback, 1996). Entre los mutantes  seleccionados como defectivos en el 

crecimiento están los relacionados con la biogénesis de los peroxisomas. Las 

proteínas correspondientes son llamadas peroxinas (PEX). La mayoría de los 

genes PEX están moderadamente conservados, con homologías putativas 

presentes entre diversos organismos como S. cerevisiae humanos, y 

trypanosomatides (Subramani y col., 2000). 

 

1.4.1. Importación de proteínas a la matriz de los peroxisomas o 
glicosomas 

Las proteínas de la matriz del glicosoma y peroxisomas son sintetizadas 

en ribosomas libres en el citosol y entonces transferidas a la organela, sin 

ninguna modificación proteolítica. Tres clases de señales topológicas han sido 

identificadas para las proteínas de la matriz de los peroxisomas. El mejor 

definido de estos es el tripéptido C - terminal Ser-Lys-Leu (SKL o secuencias 

relacionadas) (Gould y col., 1989; Sommer y col., 1992). Este motivo, llamado 

secuencia señal de importación peroxisomal de tipo 1 (PTS1), está presente en 

muchas de las proteínas de la matriz del peroxisoma. Muchas proteínas del 

glicosoma también tienen secuencias del tipo PTS1 y esta región es requerida 
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para la importación al glicosoma. No obstante, algunas degeneraciones 

aceptables se han encontrado en las señales de importación entre peroxisomas 

de mamíferos y trypanosomatides (Sommer y col., 1992). Esto sugiere 

fuertemente que los mecanismos de importación de proteínas a los 

peroxisomas y glicosomas tienen aspectos comunes. Esta hipótesis ha sido 

fortalecida por la identificación de un segundo tipo de secuencia señal PTS 

(PTS2), la cual está presente cerca del N-terminal de varias proteínas del 

peroxisoma (Swinkels y col., 1991). Una secuencia similar se ha encontrado en 

proteínas importadas a los glicosomas, como por ejemplo la aldolasa en T. 

brucei y la hexokinasa T. cruzi (Blattner y col., 1991; Cáceres y col., 2003). 

Además, de estos motivos, hay secuencias targeting internas, las cuales 

permanecen aún por definir (Karpichev y Small, 2000; Peterson y col., 1997). 

En los trypanosomatides, algunas enzimas son codificadas por un solo gen, sin 

embargo, sus productos están repartidos entre glicosomas y citosol (Michels y 

Hannaert, 1994). Estudios de targeting de proteínas receptoras han mostrado 

que cambios en el tripéptido PTS1 (Sommer y col., 1992), así como 

alteraciones en las secuencias adyacentes (Lametschwandtner y col., 1998), 

pueden causar localizaciones duales, probablemente como un resultado de la 

disminución de la afinidad por el receptor PTS1. 

 

1.4.2. Importación de proteínas a la matriz. 
Los genes PEX codifican para las peroxinas, las cuales están 

involucradas en la importación de proteínas a la matriz. Cuando estos genes 

son interrumpidos los peroxisomas formados no son funcionales, ya que se 

forman peroxisomas fantasmas. La importación de proteínas dentro de los 

peroxisomas involucra múltiples proteínas, incluyendo aquellas que residen en 

complejos estables y aquellas que interactúan de manera transitoria (Fig. 5). 

Muchas proteínas PEX contienen motivos de interacción proteína-proteína, 

incluyendo motivos tetratricopéptido (TPR), repeticiones WD, dominos SH3, y 

anillos de cisteinas y de zinc (Tabla 1). Interesantemente, ninguna de las 

proteínas PEX parecen ser homólogas a las proteínas involucradas en la 

importación a la mitocondria y los cloroplastos. 
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Tabla 1. Ruta y enzimas de peroxisomas y glicosomas 

 Peroxisomas 
mamíferos 

Peroxisomas 
levaduras 

Glioxisomas Glicosomas 

β -oxidaci6n Si Si Si Si 

Catalasa Si Si Si Especie 
dependiente

Biosíntesis Eter lípidos Si No No Si 

Glicólisis No No No Si 

Ciclo del glioxilato No Si Si No 

Biosíntesis isoprenoides Si No ? Si 

Purinas salvage No No No Si 

 

El primer paso en la importación de proteínas en los peroxisomas es la 

interacción de la secuencia targeting con un receptor. Las PTSs son primero 

reconocidas en el citosol Idénticamente, ambos receptores PTS1, PEX5, el 

receptor PTS2, PEX7, parecen hacer un ciclo entre el citosol y peroxisomas 

(Dodt Gould, 1996; Elgersma y col., 1998). Defectos en estos genes resultan 

en la ausencia de las proteínas receptoras PTS1 o PTS2 en la organela y las 

proteínas a importar son encontradas des localizadas en el citosol (Krisans y 

col., 2002). 

Proteínas homólogas a la PEX5 han sido encontradas en muchos otros 

organismos incluyendo mamíferos, levaduras, L. donovani (Jardin y col., 2000) 

y T. brucei (de Walque y col., 1999) 

Un número de PMPs integrales y periféricas tienen funciones en los 

procesos de importación y la interrupción de los genes correspondientes, 

típicamente conducen a defectos en la importación de proteínas con señales 

tipo PTS1 y PTS2 (Fig. 6). Entre estas proteínas se encuentran las del 

complejo docking, las cuales tienen proteínas integrales PEX13, más proteínas 

periféricas de membrana PEX14 y PEX17 (Girzalsky y col., 1999; Albertini y 

col., 1997; Huhse y col., 1998). Además del complejo docking, múltiples 

proteínas PEX que participan en los ciclos de importación han sido 

identificadas, PEX2, PEX10 y PEX son PMPs  integrales, las cuales tienen 

motivos fingers zinc (Boden y Fremant, 1996). 
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Exactamente cómo las proteínas enlazadas a los complejos PEX 

atraviesan la membrana de los peroxisomas permanece aún sin aclararse. Sin 

embargo, sorprendentemente se ha observado que las proteínas en formas 

plegadas pueden ser importadas dentro de los peroxisomas y glicosomas, esto 
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ha sido evidenciado por experimentos de cross-linking (Hausler y col., 1996; 

Walton y col., 1995). Estos datos sugieren que en contraste a las proteínas 

importadas a los cloroplastos y mitocondrias, la importación de las proteínas a 

los peroxisomas y glicosomas ocurre de forma plegada y en estados 

multiméricos. 

 

1.5. La Membrana de los Peroxisomas. 
 

A diferencia de las proteínas que van a la matriz del peroxisoma con 

secuencias del tipo PTS1 o PTS2, las que van a la membrana PMPs no usan 

estas secuencias targeting. La PMP47 y la PEX3, son PMPs esenciales para la 

biogénesis de los peroxisomas, la primera tiene cuatro a cinco dominios 

transmembranales y la segunda un solo dominio transmembranal en el N-

terminal (McCammon y col., 1994; Soukupova y col., 1999). Al comparar las 

secuencias de las PEX13 y PMP47 de varias especies han identificado 

pequeños grupos de aminoácidos básicos que son conservados en regiones 

identificadas como necesarias para su importación hacia los peroxisomas (Dyer 

y col., 1996). La PEX15 tiene un solo dominio transmembranal y la señal 

targeting está en el C - terminal y un pequeño grupo de aminoácidos básicos 

similares a los encontrados para la PEX3 (Dyer y col., 1996). Así, que es muy 

probable que este grupo de cargas positivas en el C - terminal de algunas 

proteínas de la matriz de los peroxisomas puedan estar involucradas como 

señales de sorting. 

De las PEX únicamente se han identificado tres por knockouts que 

producen peroxisomas fantasmas: PEX3 (Hettema y col., 2000), PEX16 (South 

y Gould, 1999), y PEX19 (Hettema y col., 2000). Estas proteínas podrían estar 

involucradas en la biogénesis de la membrana de los peroxisomas. La PEX16 

es una proteína integral de membrana y muy poco se conoce acerca de su 

función. La sobrexpresión PEX3 induce la multiplicación de los peroxisomas, 

sugiriendo un papel en la síntesis de la membrana de los peroxisomas PEX19  

es predominantemente citosólica Esta interactúa con numerosas PMPs, 

incluyendo PEX3. Este descubrimiento condujo a sugerir que la función de 

PEX19 es de receptor para las PMPs (Sacksteder y col., 2000). 
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El papel del reticulo endoplasmático (RE) en la biogénesis - de los 

peroxisomas es un tema sujeto a muchos debates. La yuxtaposición de la 

membrana del RE y peroxisomas por micrografías electrónicas ha conducido a 

la hipótesis de que los peroxisomas se derivan del RE. Esta hipótesis tiene 

como desventaja que las proteínas que van a la matriz y a la membrana de los 

peroxisomas son sintetizadas en polisomas libres en el citosol y son importadas 

directamente a esta organela. Esta última teoría está apoyada en que dos 

proteínas miembros de la familia AAA, PEX1 y PEX6, han sido implicadas en la 

biogénesis de los peroxisomas. Las proteínas AAA son ATPsas asociadas con 

diversas actividades celulares. Muchas proteínas AAA participan en eventos de 

fusiones de vesículas. Mutaciones en PEX1 o PEX6 conducen a la pérdida de 

las funciones de los peroxisomas, y con la aparición de pequeñas vesículas 

que contienen PMPs y bajos niveles de proteínas de la matriz. PEX1 y PEX6 

interactúan con vesículas pre-peroxisomales (Titorenko y col., 2000). 

 

1.6. Genes PEX en tripanosomatides. 

 

Varios genes PEX han sido determinados en tripanosomatides. Estos 

genes han sido identificados a través de búsquedas funcionales como la PEX2 

(Flaspohler y col., 1997), cloneo del gen y purificación de PEX11 (Lorenz y col., 

1998), o por virtud de homología con secuencias PEX de otros organismos, la 

PEX5 (Jardín y col., 2000; de Walque y col., 1999). Ningún mutante nulo se ha 

podido obtener para los genes PEX en los trypanosomatides. Esto apuntaría en 

favor de la naturaleza esencial de los glicosomas en el parásito y contrasta con 

el hecho de que los peroxisomas no son generalmente requeridos para la sobre 

vivencia en otros organismos (Henderson y col., 2000). Estos datos soportan el 

concepto de que el bloqueo del proceso de compartimentalización de los 

glicosomas podría ser un potencial blanco terapéutico. No obstante, ningún 

inhibidor específico ha sido identificado sobre las funciones de las PEX para 

ningún organismo. 

 

 

 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

1.7. FUNCIONES METABOLlCAS EN LOS GLlCOSOMAS 
 

1.7.1. Glicólisis. 
La presencia de enzimas glicolíticas para la conversión de glucosa en 

3fosfoglicerato o 2-fosfoglicerato es la etiqueta que distingue a los glicosmas de 

los peroxisomas (Opperdoes y Borst, 1977). Se ha propuesto que no hay 

síntesis neta de A TP dentro del glicosoma, ya que el 3-fosfoglicerato generado 

dentro de la organela es metabolizado posteriormente en el citosol, generando 

ATP por fosforilación a nivel de sustrato. La producción de equivalentes 

reducidos necesarios para la glicólisis es generado a través de la lanzadera 

glicerolfosfato entre el glicosoma y la mitocondria (Opperdoes, 1987). 

En los tripanosomatides las enzimas glicolíticas en el glicosoma 

presentan cambios de estado-específico en abundancia, especialmente en T. 

brucei muestra cambios dramáticos. La forma procíclica genera energía a 

través de respiración mediada por citocromos, mientras que las formas 

sanguíneas han perdido esta ruta y generan energía únicamente a través de la 

glicólisis. De hecho los niveles de enzimas glicolíticas en el glicosoma son 

mucho más altas en la forma sanguínea que en la forma procíclica (Hart y col., 

1984). 

Modelos matemáticos basados sobre datos cinéticos para cada enzima 

se han usado para calcular cuál paso en la ruta glicolítica puede ser más 

efectivo como blanco para inhibir el flujo glicolítico en T. brucei (Bakker y col., 

1999). El transportador de glucosa al nivel de la membrana plasmática ha sido 

considerado como el blanco más prominente, seguido por las enzimas del 

glicosoma: aldolasa, glicerol-3-fosfato dehydrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa, y fosfoglicerato kinasa (Bakker y col., 1999). Estas enzimas 

han sido escogidas como posibles blancos quimioterapéuticos de acuerdo a los 

controles de flujo obtenidos con modelos matemáticos. Además de los modelos 

cinéticos, análisis estructurales indican que varias enzimas glicolíticas pueden 

ser útiles como blancos para drogas. Por ejemplo, la secuencia PTS2 sobre las 

subunidades de la aldolasa presenta una estructura única que puede ser 

blanco para interrumpir la glicólisis (Chudzik DM, 2000). Otra enzima candidata 

es la glycerol-3-fosfato deshidrogenasa, recientemente cristalizada. Esta 

enzima, la cual es inhibida por el agente anti-parásito melarsoprol, muestra 
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diferencias muy importantes con, su contraparte de mamíferos (Suresh y col., 

2000). También la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa ha sido cristalizada 

y se han desarrollado inhibidores en base a la estructura de la enzima (Aronov 

y col., 1999). Estos compuestos son tóxicos in vivo para T. brucei y T. cruzi. 

 

1.7.2. β-Oxidación de ácidos grasoso 

En la mayoría de los organismos, los peroxisomas son el sitio donde 

ocurre la oxidación de los ácidos grasos de cadena larga, corta y ramificada, 

mientras que en la mitocondria se oxidan los de cadenas medias y largas 

(Mannaerts y Van Veldhoren, 1996). Los productos de β-oxidación en la 

mitocondria (acetil-CoA, NADH, FADH) son utilizados en ciclo de Krebs y 

cadena transportadora de electrones para generar ATP. Los productos 

generados en los peroxisomas (acetil-CoA, NADH y peroxido de hidrógeno) no 

están directamente acoplados a un sistema para generar ATP. En este caso la 

idea es que el acetil CoA pueda ser usado en la biosíntesis de isoprenoides y 

éter lípidos (Mannaerts y Van Veldhoren, 1996). La compartimentalización de 

reacciones con un alto potencial de daño oxidativa, así como respiración 

mediada por citocromos (mitocondria) y fotosíntesis (cloroplastos), puede servir 

para proteger a las células de daños periféricos. El mismo principio de 

racionalidad puede ser aplicado a la compartimentalización de la β-oxidación 

de los ácidos grasos, la cual involucra rondas repetidas de oxidación y 

producción de peróxido de hidrógeno. 

Los peroxisomas son impermeables a moléculas, así como el NADH y 

acetilCoA (Van Roermund y Van Veldhoren, 1995). Por consiguiente, es 

generalmente aceptado que los peroxisomas y glicosomas tienen en su 

membrana proteínas que transportan los sustratos necesarios y productos. 

Varios transportadores del tipo ABC han sido identificados en los peroxisomas 

(por ejemplo, PMP70, ALDRP en humanos; Pat1p, Pat2p en S. cerevisiae), 

algunas de las funciones de estas moléculas es transportar ácidos grasos 

activados (Verleur N, 1997). PEX11, el cual no es un transportador ASC, 

parece estar involucrado en el transporte de ácidos grasos o un cofactor 

necesario para la β-oxidación, aunque el mecanismo de su acción no está claro 

(Van Roermund y col., 2000). 
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La ruta de β-oxidación parece estar involucrada en la regulación de la 

abundancia de los peroxisomas. En células humanas deficientes en enzimas 

que median la  β-oxidación se observa un decrecimiento en el número de 

peroxisomas (Chang y col., 1999). PEX11 también está involucrado en la 

regulación del tamaño de los peroxisomas y en su abundancia. 

Interesantemente, aún cuando no hay suficientes evidencias para la 

proliferación de los glicosomas en respuesta a agentes medioambientales, la 

sobre-expresión de PEX11 en T. brucei conduce a un incremento dramático en 

el tamaño de los glicosomas (Lorenz y col., 1998). 

La enzima marcadora de los peroxisomas es la catalasa, la cual no ha 

sido encontrada en los glicosomas de T. brucei y en varias especies de 

Leishmania analizadas y T. cruzi, pero ésta se ha encontrado en los 

glicosomas de Phytomonas y Crithidia (Sanchez-Moreno y Opperdoes, 1992). 

El paso inicial de la β-oxidación es la activación de los ácidos grasos en sus 

derivados acil-CoA por la acil-CoA sintetasa, seguido por cuatro reacciones 

consecutivas, oxidación, hidratación, deshidrogenación y transferencia de 

grupos acil (Fig 7). Aunque todas las actividades de las cinco enzimas de esta 

ruta están presentes en peroxisomas y glicosomas, únicamente tres de ellas 

(acil-CoA sintetasa, 2-enoil-CoA hidratasa y 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa) 

han sido identificadas en glicosomas de T. brucei y de Leishmania sp. (Wiemer, 

1996; Hart y col., 1984). Una peculiaridad de la β-oxidación en los 

tripanosomatides es la dependencia de NADP+ de la 3 - hidroxiacil CoA 

deshidrogenasa; esta enzima es dependiente de NAD+ en otras células 

eucariotas. Consistente con la situación en las células de mamíferos, donde la 

β-oxidación tiene lugar en ambos peroxisomas y mitocondria, en los 

tripanosomatides ocurre en glicosomas y mitocondria (Wiemer, 1996). 
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1.7.3. Biosíntesis de éter lípidos. 

Los éter lípidos (alkoxyfosfolípidos) se caracterizan por la presencia de 

un éter en lugar de un típico acil. Las enzimas de la biosíntesis de éter lípidos 

se encuentran localizadas exclusivamente dentro de los peroxisomas y 

glicosomas de los trypanosomas (Opperdoes, 1984; Heise y Opperdoes, 1997). 

La síntesis de éter lípidos no ocurre en células de plantas y de levaduras. La 

síntesis de éter lípidos en los glicosomas procede desde la dihidroxiacetona 

fosfato (DHAP) más acetil-CoA (Heise y Opperdoes, 1997) (Fig. 8). 

Experimentos de protección a proteasas sugieren que las primeras dos 

enzimas, DHAP aciltransferasa (la cual posee una PTS1), y la alkil-DHAP 

sintetasa residen dentro de la matriz de los peroxisomas, la tercera enzima, 

acil/alkil-DHAP reductasa, probablemente está en el citosol (Hajra y Das, 

1996). 

En los trypanosomatides, los éter lípidos tienen un papel muy importante 

en la asociación de moléculas con la superficie de la membrana plasmática a 

través de anclas de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) (Ferguson, 1999). Mientras 

que muchas proteínas, incluyendo las glicoproteínas variantes de superficie 

(VPS) de Trypanosoma brucei, usan anclas de GPI que contienen únicamente 

éter lípidos, las anclas GPI de los promastigotes de Leishmania 

lipofosfolipidoglican (LPG) contienen un éter lípido inusual 1-0-alkil-2-liso-

fosfatidilinositol (Turco y Descoteaux, 1992). Algunos análogos de éter lípidos 

utilizados en tratamientos anti-cáncer son también efectivos contra el parásito 

Leishmania (Croft y col., 1996). Hexadecilfosfocolina (miltefosina), un 

fosfolípido sintético, ha mostrado una actividad prominente contra la 

Leishmaniasis visceral humana (Sundar y col., 2000). Aunque el mecanismo de 

la actividad anti-Leishmania de la miltefosina no está claro, estos datos 

sugieren la incorporación de éter lípidos en Leishmania y el potencial uso de 

esta ruta de síntesis como un blanco para drogas. 
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1.7.4. Preservación de las purinas 
Los tripanosomatides han perdido la ruta para la síntesis de novo de las 

purinas y por lo tanto necesitan completamente rescatar las purinas desde el 

hospedador. Sorprendentemente, varias enzimas de las purinas salvajes en, 

los trypanosomatides están localizadas en el glicosoma, a diferencia de otros 

eucariotas donde estas enzimas están en el citosol. Las enzimas de esta ruta 

encontradas en los glicosomas son: guanina fosforibosil transferasa, adenina 

fosforibosil transferasa y la xantina fosforibosil transferasa (Jardin y col., 1999; 

Hwang y Ullman, 1997). Cada una de estas enzimas contiene una secuencia 

PTS1 en el C-terminal. La dependencia de las purinas por parte de los 

parásitos T. cruzi, T. brucei, Leishmarria spp., desde el hospedador hace a 

estas enzimas de interés para la intervención terapéutica. Idénticamente, estas 

enzimas están pobremente conservadas en los trypanosomatides. Sin 

embargo, mutantes nulos para las enzimas individuales son viables, debido a la 

facultad para ínterconvertir purinas (Hwang y Ullman, 1997). Así, un ataque 

terapéutico podría requerir el uso de sustratos subversivos o múltiples enzimas 

como blancos. 

 

1.8. RUTA DE LA BIOSÍNTESIS DEL COLESTEROL: CONVERCIÓN DE 
ACETIL-CoA A FARNESIL PIROFOSFATO 

 

Los peroxisomas fueron caracterizados inicialmente por De Duve, 

(1960), pero su biogénesis, bioquímica y caracterización molecular han sido 

estudiadas extensivamente en los años recientes. Los peroxisomas están 

involucrados en la biosíntesis de éter lípidos, ácidos biliares, colesterol e 

intermediarios del colesterol, oxidación de ácidos grasos de cadena larga, y 

catabolismo del ácido titánico y glioxilato (Fig. 9) (Lazarow y Fujiki, 1985). 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

1.8.1. Acetoacetil-CoA tiolasa. 
Acetoacetil-CoA tiolasa (AA-CoA tiolasa) cataliza la conversión de acetil-

CoA a acetoacetil-CoA en la primera reacción de la ruta de biosíntesis de 

colesterol. AA-CoAA tiolasa en mamíferos es codificada por dos genes y sus 

productos se localizan en mitocondria y citosol (Fukao y col., 1995; Song y col., 

1994). Sin embargo, peroxisomas purificados pueden también sintetizar 

acetoacetil-CoA desde acetil-CoA (Thompson y Krisans, 1990; Hovik y col., 

1991). Análisis de la secuencia de las proteínas de ambas AA-CoA tiolasa 

revelaron una secuencia consenso PTS1 (QKL) en el carboxilo terminal de la 

AA-CoA tiolasa mitocondrial, en adición a la secuencia señal N-terminal para la 

mitocondria, mientras que ninguna secuencia señal para peroxisomas fue 

encontrada en la AA-CoA tiolasa citosólica. La localización dual de un producto 

de un simple gen es un tópico muy interesante para especular y estudiar. La 

doble localización en los peroxisomas y mitocondrias a sido observada para 

tres enzimas más (1) HMG-CoA liasa tiene una secuencia N-terminal de 

importación a la mitocondria y una PTS1 C-terminal (CKL) (Ashmarina y col., 

1990; 1999), (2) la ∆2,4-∆2,4-dienol-CoA isomerasa de mamíferos (Filppula SA, 

1998) tiene ambas secuencias señales N-terminal para la mitocondria y C-

terminal PTS1 (SKL) y (3) la α-metilacil-CoA racemasa de humanos tiene 

ambas secuencias señales N-terminal para la mitocondria y C-terminal PTS1 (-

kASL) (Amery y col., 2000). 

 

1.8.2. (3S)-3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA sintetasa (HMG-CoA sintetasa). 
La HMG-CoA sintetasa cataliza la segunda reacción en la ruta de 

biosíntesis de colesterol, convirtiendo acetoacetil-CoA en HMG-CoA. Similar a 

la AA-CoA tiolasa, dos genes han sido identificados para la HMG-CoA 

sintetasa. Un gen codifica para una enzima mitocondrial, mientras que el otro 

codifica para una enzima que originalmente se creía que estaba localizada en 

el citosol (Ayte y col., 1990). Sin embargo, estudios de fraccionamiento 

subcelular han demostrado que la actividad HMG-CoA sintetasa está presente 

en los peroxisomas (Krisan, 1988). Este resultado fue confirmado por 

inmunomicroscopia electrónica y por doble marcaje con inmunofluorescencia, 

en ambas pruebas se utilizaron anticuerpos contra la catalasa (enzima 
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marcadora de los peroxisomas) demostrando que la HMG-CoA sintetasa 

estaba localizada principalmente en los peroxisomas. 

El análisis de la secuencia de la HMG-CoA sintetasa de los peroxisomas 

no reveló ninguna secuencia consenso PTS1 ni PTS2 clásica. No obstante, la 

HMGCoA sintetasa contiene una secuencia similar a una PTS2. Esta secuencia 

diverge de la clásica en que los aminoácidos básicos arginina o lisina, han sido 

reemplazados con una serina [(SV) x5 (QL)] (Olivier y col., 2000). 

 

1.8.3. (3S)-3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa) 
La HMG-CoA reductasa, es la enzima que regula la ruta de biosíntesis 

del colesterol, catalizando la conversión de HMG-CoA en mavalonato. 

Numerosos estudios incluyendo ensayos de actividad enzimática y western 

blotting sobre fraccionamientos subcelulares, inmunofluorsecencia e 

inmunomicroscopía electrónica indican que la HMG-CoA reductasa está 

localizada en ambos peroxisomas y retículo endoplásmico (RE) (Engfelt y col., 

1997; Kovacs y col., 2001). La reductasa de los peroxisomas es regulada de 

una manera independiente de la reductasa del RE por (1) la HMG-CoA 

reductasa de los peroxisomas es más resistente a inhibidores de tipo estatinas, 

(2) en comparación a la HMG-CoA reductasa del RE, la velocidad de 

degradación de la HMG-CoA reductasa no es afectada por la presencia de 

mevalonato y (3) la HMG-CoA reductasa de los peroxisomas no es fosforilada 

(Aboushadi y col., 2000). Estos datos indican las HMG-CoA reductasa del RE y 

de los peroxisomas pueden tener funciones separadas en la biosíntesis de 

isoprenoides (Aboushadi y col., 2000). Recientemente, dos genes para la 

HMG-CoA reductasa de mamíferos, levaduras y plantas han sido encontrados 

(Engfelt y col., 2001; Basson y col., 1986, Enjuto y col., 1994). No obstante, no 

se han podido determinar secuencias consensos de tipo PTS1 y PTS2 en estas 

proteínas para su localización en los peroxisomas. 

 

1.8.4. Mevalonato kinasa (MvK). 
La mevalonato kinasa (MvK) fosfórila el mevalonato en la cuarta 

reacción de la ruta de biosíntesis del colesterol La localización en los 

peroxisomas de la MvK ha sido concluyentemente demostrada a través de 

experimentos de inmunodetección sobre fraccionamientos subcelulares, 
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inmunofluorecencia e inmunomicroscopía electrónica (Stamellos y col., 1992; 

Biardi y col., 1994). Análisis de secuencia de aminoácidos han revelado una 

secuencia consenso PTS2 (KV) x5 (HA) en la región N-terminal de MvK. 

 

1.8.5. Conversión de mevalonato a farnesil pirofosfato (FPP). 
Tres enzimas catalizan las reacciones requeridas para transformar el 

mevalonato en isopentil difosfato (IPP). Originalmente estas enzimas, 

fosfomevalonato kinasa (PMvK), mevalonato difosfato kinasa (MPD) e isopentil 

difosfato isomerasa (IPP), se pensaba que eran enzimas citosolicas; sin 

embargo, estudios recientes han demostrado que ellas están localizadas en los 

peroxisomas. Biardi y col., 1996; mostraron que las actividades de MvK, PMvK 

y MPD eran iguales en células intactas y permeabilizadas con digitonina. La 

digitonina permeabiliza membranas al formar complejos con el colesterol y la 

permeabiliza selectivamente cuando se incuba con las células, ya que la 

membrana plasmática es rica en colesterol, mientras que las membranas 

internas de las organelas tienen menos colesterol Por consiguiente las células 

tratadas con digitonina son carenciadas de componentes citosólicos, mientras 

que las enzimas de las organelas permanecen retenidas (Biardi y col., 1996). 

Estos datos indican que las actividades de estas enzimas estaban contenidas 

en una organela y no en citosol. 

 

1.8.6. Fosfomevalonato Kinasa (PMvK). 
PMvK cataliza la conversión de mevalonato 5-fosfato en mevalonato 5-

difosfato como la quinta reacción de la ruta de biosíntesis de colesterol. A 

través de construcciones de fusión con la proteína verde fluorescente (GFP) se 

ha demostrado que esta enzima requiere una secuencia consenso PTS1 (SRL) 

funcional en el C-terminal como sistema de importación a los peroxisomas 

(Oliver y col., 1999). 

 

1.8.7. Mevalonato difosfato descarboxilasa (MPD). 
La MPD cataliza la sexta reacción de la ruta de biosíntesis de colesterol 

en la cual el carbono seis del mevalonato difosfato es deshidratado y 

descarboxilado para formar isopentil difosfato. Estudios de inmunofluorescencia 

utilizando una construcción con un epitope de hemaglutinina (HA) y de la MPD, 
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indican que la MPD es una proteína de importación a los peroxisomas la cual 

requiere una secuencia señal de importación del tipo PTS2 (SV) x5 (QL) 

(Olivier y col., 2000). 

 

1.8.8. Isopentil difosfato isomerasa (IPP). 
La IPP isomerasa, la cual isomeriza reversiblemente el doble enlace del 

IPP, contiene ambas secuencias putativas PTS1 en el C-terminal (-yRM en 

humanos y -HRM en hamster) y un N-terminal del tipo PTS2 [(HL) x5 (QL), en 

humanos y en hamster]. Estudios de localización subcelular usando el epitope 

(HA) en construcciones de expresión han indicado que la IPP isomerasa es 

dirigida a los peroxisomas a través del uso de su tripéptido C-terminal. Cuando 

este tripéptido fue removido desde la IPP isomerasa, la proteína expresada 

permaneció en el citosol (Paton y col., 1997). Estos estudios sugieren que la 

secuencia PTS2 putativa no es la responsable de que la IPP isomerasa vaya a 

los peroxisomas. 

 

1.8.9. Farnesil difosfato sintetasa (FPP). 
Esta enzima cataliza dos reacciones de condensación secuenciales de 

isopentil difosfato con un alil difosfato dimetilalil difosfato y geranio difosfato 

(Rilling, 1985). El producto de la FPP es utilizado en la síntesis de colesterol, 

proteínas farnelisadas y geraniladas, dolicol., coenzima Q y grupos hemos 

(Goldstein y col., 1990). La FPP sintetasa ha sido localizada 

predominantemente en los peroxisomas, basado en ensayos enzimáticos de 

fraccionamientos subcelulares, inmunoflorescencia e inmunomicroscopía 

electrónica (Krisans y col., 1994). Sin embargo, curiosamente la FPP sintetasa 

no contiene ninguna secuencia relacionada con los dos tipos de señales del 

tipo PTS 1 y PTS2 necesarias para la importación a los peroxisomas. En 

contraste con las señales de importación a los peroxisomas de humanos y 

roedores para la tiolasa AA-CoA, HMG-CoA sintetasa, MvK, PMvK, MPD, y IPP 

isomerasa las cuales son conservadas (Tabla 2). 
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Tabla 2. Señales de importación a los peroxisomas de las enzimas de la 
biosíntesis de colesterol 

Enzimas Señal Secuencia especie 

-QKL (humano) 
AA-CoA tiolasa PTS1 

-QKL (rata) 

V (x5) QL (humano) 
HMG-CoA sintetasa PTS2 

SV (x5) QL (humano) 

HMG-CoA reductasa Desconocido  

KV (x5) QL (humano) 
Mevalonato kinasa PTS2 

KV (x5) QL (rata) 

-SRL (humano) 
Fosfomevalonato kinasa PTS1 

-AKL (rata) 

SV (x5) QL (humano) Mevalonato-PP 

descarboxilasa 
PTS2 

SV (x5) QL (rata) 

-yRM (humano) 
Isopentil-PP isomerasa PTS1 

-HRM (rata) 

Famesil-PP sintetasa PTS2 

MNGDQNSDVyAQEKQDFVQH 

(humano) 

MNGDQKlDVHNKEKQNFIQH 

(rata) 

Consenso 
PTS1 

PTS2 

(S/A/C)(K/H/R)(L/M) 

(R/K)(L/I/V)(x5)(H/Q)(L/A) 

 
1.8.10. Conversión de FPP a Colesterol. 

La conversión de FPP a lanosterol se pensaba que ocurría en el retículo 

endoplásmico (RE). La escualeno sintetasa, cataIiza el primer paso 

comprometido en la biosíntesis del colesterol. Esta enzima ha sido localizada 

en varios estudios independientes exclusivamente en el RE (Fig. 9). Los datos 

incluyen ensayos de actividad enzimática sobre fracciones subcelulares, así 

como inmunomicroscopía electrónica en el cual el marcaje fue evidenciado 

únicamente sobre las membranas del RE (Stamellos y col., 1993; Cohen y col., 

1996). Además, microsomas aislados son capaces de sintetizar colesterol 

desde el escualeno, mientras que desde los peroxisomas no (Krisan y col., 

1996). La subsiguiente conversión de lanosterol a colesterol se ha propuesto 
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que tiene lugar en ambos peroxisomas y. en el RE. Esta hipótesis está basada 

sobre varias. Observaciones individuales incluyendo: (1) estudios de 

fraccionamiento subcelular que han revelado que la enzimas requeridas para la 

conversión, (dihidrolanosterol oxidasa, ∆14-esterol reductasa, c-4esterol 

demetilasa y ∆8_∆7-esterol isomeraza) están localizadas en los peroxisomas 

(Appelkvist y col., 1994) (2) los peroxisomas también han mostrado la 

acumulación de intermediarios bioquímicos entre la conversión de lanosterol a 

colesterol (Hashimoto y col., 1994) y (3) el colesterol es sintetizado desde el 

dihidrolanosterol en peroxisomas aislados, en niveles similares a los 

producidos por microsomas aislados (Cohen y col., 1992). Mientras estos 

resultados son intrigantes y los datos sugieren localización en los peroxisomas, 

estudios posteriores serían necesarios para determinar de forma concluyente la 

localización subcelular de estas proteínas. 

 

1.9. FUNCION DE LOS LlPIDOS NEUTROS (ERGOSTEROL) EN LA 
MEMBRANA PLASMATICA 
 

Los estudios de composición lipídica de la membrana plasmática de los 

trypanosomatides muestran una singular similitud con hongos, levadura y otros 

eucariotes inferiores, en particular la presencia de esteroles en la membrana, 

ergosterol en vez del colesterol presente en las células de vertebrado. Este 

hecho resulta de particular importancia cuando consideramos que la membrana 

plasmática es el elemento fundamental que separa los componentes celulares 

del medio ambiente. Su presencia es un prerrequisito indispensable para la 

existencia de los seres vivos. Aun cuando dentro de sus componentes 

estructurales, por excelencia encontramos a los fosfolípidos, que forman la 

matriz estructural, sellada impermeable a solutos hidrofílicos, cargados y 

neutros (como resultado del efecto hidrofóbico), para cumplir sus funciones 

como elemento regulador de la composición celular, se requiere de la 

presencia de otros componentes lipídicos y protéicos. Dentro de los lípidos, el 

más importante lo constituye el grupo de los lípidos neutros, en particular los 

esteroles, que cumplen diversas funciones muy importantes, entre otras la 

asociada a la regulación de la fluidez de la membrana. 
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En los animales el esterol principal es el colesterol, en cambio, en 

hongos, levaduras, protozoarios y plantas, el esterol principal se diferencia" 

estructuralmente del colesterol de los animales por tener insaturaciones (al 

menos una) en la cadena lateral y además, por la alquilación de la misma en el 

carbono 24. En los organismos no fotosintéticos, el esterol representativo 

principal es el ergosterol y en las plantas el sitosterol. Estos dos esteroles, se 

diferencian entre sí, por cuanto el sitosterol presenta el mismo grado de 

insaturaciones en los anillos que en el colesterol; en el ergosterol por otra 

parte, hay dos insaturaciones adicionales en los anillos y en la configuración 

del grupo 24-metil (β en ergosterol y α. en el sitosterol). 

Un denominador común a todos los esteroles es la estructura tetracíclica 

de triterpenos, con el hidroxilo libre en posición β que les confiere carácter 

anfipático. Así mismo encontramos una cadena lateral. En general esta 

estructura esteroidea se inserta en la bicapa de fosfolípidos, con el hidroxilo 

libre interactuando con las cabezas polares de los fosfolípidos, la estructura 

planar, rígida de los anillos interactúan con la región proximal de las cadenas 

acílicas de los fosfolípidos y la cadena lateral se extiende profundamente hacia 

el interior de la bicapa (Bloch, 1983). 

En los animales, el colesterol modula el estado físico de la membrana. 

Disminuciones en la proporción colesterol/fosfolípidos disminuyen la 

microviscosidad de la membrana y alteran en forma concomitante otras de sus 

funciones: incrementos en el transporte de rubidio por la ATPasa-Na-K, 

incrementos en el eflujo pasivo de rubidio, glucosa y otros solutos, incrementos 

en la fragilidad de la membrana (Bloch, 1983; Vanden Bossche y col., 1990). 

Adicionalmente el colesterol cumple otras funciones, asociadas a la síntesis de 

hormonas esteroideas, vitamina D y a la proliferación y diferenciación celular 

(Cornell, 1977). 

 En los organismos que poseen esteroles alquilados en la cadena lateral 

(ergosterol, sitosterol) su presencia también se asocia a la modulación de la 

fluidez de la bicapa. Dependiendo del estado físico de la membrana, pueden 

incrementar (efecto condensante) o disminuir (efecto licuecente) el orden de las 

cadenas acílicas de los fosfolípidos. Estos cambios físicos de la membrana se 

asocian a cambios en otras propiedades de la misma, como por ejemplo 

alteraciones en la permeabilidad a la glucosa (Vanden Bossche y col., 1990), 
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cambios en actividades enzimáticos de la quitina sintetasa de levaduras (Pesti 

y col., 1981; Koller y col., 1992). 

 El esterol más importante en hongos y protozoarios es el ergosterol, el 

cual fue aislado por primera vez por Tarnet, (1889) del ergot (hongo del 

centeno), posteriormente Smedly-MacLean y Thomas, 1920 lo aíslan de la 

levadura cervecera y de la levadura de panadería. En protozoarios se demostró 

la presencia de ergosterol y otros compuestos relacionados tipo ergosta, en 

Leptomonas culicidarum por Halevy y Sarel (1965). En el análisis el contenido 

de esteroles fue detectado la presencia de ergosterol, en un amplio grupo de 

protozoarios, que entre otros incluyó Polytoma uvella, Crithidia oncopelti, 

Polytomella coeca, Trypanosoma mega (forma sanguínea), Trypanosoma 

rhodesiense (forma de cultivo). También fueron reportados casos como 

Tetrahimena piriformis y la forma sanguínea de T. rhodesiense en los que no 

se detectó ergosterol. En la ameba del suelo Acanthamoeba, Smith FR, 1968 

encuentra también ergosterol. Korn y col. (1969) reportan la presencia en 

Trypanosoma cruzi de ergosterol y compuestos relacionados, incluyendo un 

componente etilado en el carbono 24, el 24-etilen-7-dehidrocolesterol (stigmata 

7, 24(28) dien-3β-ol) y el ergosta-7, 24(28)-dien-3β-ol. En C. fasciculata al igual 

que Kusel y Weber (1965), sólo detectaron la presencia de ergosterol. Cuando 

se crecieron ambos organismos en presencia de colesterol, éste también fue 

detectado. Goad y col., (1984) investigaron el contenido de esteroles en 

diferentes especies de Leishmanias, encontrando que el este rol principal era el 

ergosta5, 7, 24(28)-trien-3β-ol y en la mayoría de las especies, el ergosterol 

como un componente secundario. Solamente en dos subespecies de L. 

mexicana y pifanol no se encontró ergosterol. Así mismo se reportó la 

presencia de la forma stigmata en las especies estudiadas, a diferencia de L. 

mexicana, con cantidades muy pequeñas o ausente. 

 Goad y col. (1989) encontraron diferencias en la composición de 

esteroles entre epimastigotes y tripomastigotes de cultivo de T. cruzi. En 

epimastigotes, encuentran cantidades significativas de ergosterol, dos formas 

de etiladas stigmata-5,7,22-trien-3β-ol y stigmata-5,7-dien-3β-01, ergosta-5,7-

dien-3β-ol y en menor proporción ergosta-5,24(28)-dien-3β-ol (24-

metilendihidro-lanosterol) y lanosteroI. Por el contrario, en la forma 
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tripomastigote obtenida de cultivo de células, la cantidad de ergosterol y las dos 

formas etiladas son significativamente menor; por otra parte, el componente 

ergosta-5, 7 -dien-3β-ol está en la misma proporción en ambas formas del 

parásito, así como el lanosterol y su forma metilenada en el carbono 24. Por 

otra parte, el colesterol (incorporado del medio pasivamente) está presente 

también en ambos casos (epimastigotes y tripomastigotes), pero en mayor 

proporción, en la forma tripomastigote (posiblemente por la mayor accesibilidad 

dentro de las células en cultivo durante la fase de amastigote). Finalmente, 

además detectan dos componente nuevos, ergosta-5-en-3β-ol y ergosta-

5,24(28)-dien-3β-ol, asociados a la captación del desmosterol (precursor del 

colesterol) de las células hospedadoras. 

 Sobre la alquilación en el carbono 24, característica de las formas 

ergosta y stigmata, Bloch, 1983, hace importantes consideraciones, 

relacionadas con el carácter desorganizador en las cadenas acílicas de los 

fosfolípidos, generado por grupo metilo o etilo en esa posición en la cadena 

lateral (insertada hacia el centro de la bicapa); concluye Bloch, que la función 

principal de esta alquilación es la de disminuir la temperatura de transición de 

fase de la membrana en organismos expuestos a fuertes cambios de 

temperatura ambiental, lo cual les permite un intervalo mayor para el control de 

la fluidez de la membrana frente a los cambios térmicos. Así, Semer y 

Gelerinter (1979), en estudios realizados en vesículas de lecitina/ergosterol, 

encontraron un incremento de orden a bajas concentraciones de ergosterol, al 

aumentar el esterol se revierte el efecto condensante, indicando un  

debilitamiento de las interacciones de Van der Waals. Este comportamiento 

explicaría también los resultados de Gollub y coI. (1977) del requerimiento de 

ácidos grasos insaturados para el crecimiento de levaduras con mutaciones 

que las hacen auxótrofas para esteroles. Los ácidos grasas insaturados 

compensarían la disminución de fluidez provocada por la falta de ergosterol o 

sus análogos etilados (stigmata). Vanden Bossche y col., en 1983, estudiando 

el patrón de ácidos grasos en C. albicans, crecida en presencia de inhibidores 

de la síntesis .de ergosterol (miconazol y Ketoconazol), encuentran un 

desplazamiento de ácidos grasos, de mono a di-insaturados, en particular en 

fosfatidil colina (PC) y fosfatidil etanolamina (PE). 
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 Estas consideraciones de Bloch (1983) son importantes por cuanto el 

costo energético para transmetilar la cadena lateral es muy elevado (12 

equivalentes de ATP/transmetilación), por tanto debe estar plenamente 

justificado este costo para ser seleccionado evolutivamente. 

 El trabajo realizado con levaduras auxótrofas para esteroles le 

permitieron a Rodríguez y col., 1982, establecer la existencia de diferentes 

niveles de funciones de los esteroles en Saccharomices cerevisiae. Diferentes 

concentraciones de ergosterol (inferiores a las requeridas por si solo, para 

mantener el crecimiento de levadura auxótrofas para ergosterol) combinadas 

con colestanol a una concentración fija permiten obtener un crecimiento 

sostenido, que no se soporta solamente en colestanol. Este es un indicio de 

que además de la función de "bulk", asociada al control de la fluidez, que 

puede ser cubierta por el colestanol, hay otros niveles de funciones altamente 

específicas que requieren del ergosterol. En particular, la capacidad de disparar 

el crecimiento en colestanol (5 µg/ml) con cantidades muy pequeñas de 

ergosterol (10 ng/ml), que Rodríguez la denomina "Sparking". Esta función, 

altamente específica, pudiera estar asociada a los mecanismos más finos, que 

bioquímicamente controlan el proceso de proliferación celular. Sin embargo, 

hasta el presente no se ha podido dilucidar este importante aspecto y la función 

"sparking" (chispazo), queda definida en los términos operacionales aquí 

presentados. 

Posteriormente Rodríguez y col., 1983, precisa que uno de los 

requerimientos para que un esterol pueda satisfacer la función "sparking" es la 

de poseer la insaturación C-5,6 o la de ser un sustrato para que la  ∆5–

desaturasa pueda actuar. En este sentido, la presencia del metilo (C 28) en la 

cadena lateral potencia, in vivo la especificidad de la  ∆5-desaturasa. 

 En 1985, Rodríguez y col., define en términos operacionales los cuatro 

niveles de funcionamiento de los esteroles en la membrana de S. cerevisiae, 

basados en los diferentes intervalos de concentraciones de ergosterol 

requeridos para cumplir con estas diferentes funciones: 

 Función  Cantidad de Ergosterol requerida. 

 Sparking  1-10 ng/ml 

 Dominio Crítico 100 ng/ml 

 Dominio  0.5-1.0 µg/ml 
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 Bulk   10-15  µg/ml 

 Las funciones "sparking" y dominio crítico, requieren de un esterol 

complementario, Colestanol 5 µg/ml en el primer caso y lanosterol 5 µg/ml en el 

segundo. La función dominio fue definida por los autores, en función de la 

cantidad mínima de ergosterol/mg de peso seco encontrada en muestras de 

una mutante auxótrofa para esterol y crecida en ergosterol solo, a diferentes 

concentraciones [0.5-15.0 µg/ml]; la concentración mínima requerida, parece 

ser de 0.3 µg/ml de peso seco. Esta concentración se incrementa hasta un 

máximo de 2.5 µg/ml de peso seco cuando alcanzamos la cantidad de 10-15 

µg/ml de ergosterol en el medio. Mayores concentraciones de ergosterol no 

incrementan este valor, el cual consideró Rodríguez como el necesario para 

satisfacer la función "bulk". 

 La función "dominio critico", como su nombre lo indica, está asociada a 

la presencia necesaria en ciertas regiones de la membrana, de dominios 

(regiones segregadas) del ergosterol, asociadas a otros componentes de la 

membrana, posiblemente proteicos, que requieren de un entorno lipídico muy 

particular, el ergosterol, para cumplir sus funciones a cabalidad. Este nivel de 

ergosterol que satisface esta función, es insuficiente para regular la fluidez de 

la membrana como un todo: Es importante destacar que, si se satisface el 

requerimiento de ergosterol para el "sparking", esta función puede ser 

satisfecha por el colestanol o ergostanol, pero no por el lanosterol. 

Pinto y col. (1983) en el mismo año, complementa los trabajos de 

Rodríguez, estableciendo algunos requisitos estereoquímicos para el 

cumplimiento de algunas de las funciones establecidas para los esteroles. En 

particular, utilizando levaduras crecidas en condiciones anaeróbicas, en 

presencia de un inhibidor de la biosíntesis de esteroles (2,3-iminoescualeno) 

establecen el requerimiento estricto del grupo alquilico en el carbono 24 en una 

determinada configuración (13) y tamaño (metilo). En particular, las fundones 

regulatorias establecidas por Rodríguez, "sparking" y dominio critico tendrían 

este requisito estéreo-específico. 

 Las concentraciones requeridas para las funciones "dominio" y "bulk", 

satisfacen las exigencias de la célula para el control de la fluidez y la diferencia 

principal reportada por Rodríguez, parece ser, más que en la velocidad de 
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crecimiento, en el rendimiento final obtenido, cuando se suplementa las células 

con una u otra concentración de ergosterol (Rodríguez y col., 1985). 

 Parks y col. (1986) reporta el aislamiento, en un extracto acuoso de 

levaduras, de un factor, capaz de reemplazar al ergosterol en la función 

"sparking" (SERF). Este factor, además de ser soluble en agua, no está 

enlazado a la membrana, contiene carbohidratos, es termoestable y parece 

actuar en niveles equivalentes a los hormonales. Ensayos en TLC y HPLC 

demuestran que "SERF" es completamente diferente al ergosterol. Este factor 

puede ser i) un metabolito directo del ergosterol, ii) un compuesto inducido, o 

iii) funcionalmente activado por trazas del colesterol. 

 

1.12. QUIMIOTERAPIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 
 

 Las aproximaciones para obtener compuestos para el tratamiento de las 

enfermedades parasitarias son muy antiguas. La vía del ensayo y error 

caracterizó durante mucho tiempo la obtención de drogas con relativa eficiencia 

antiparasitaria. Este ha sido el camino escogido por muchos años para el 

ensayo de compuestos con el fin de combatir la enfermedad de Chagas, 

probándolos en animales y en humanos: emetinas, acridinas, arsenicales, 

antimoniales, diaminidinas, sulfamidinas, antibióticos, piperazinas, derivados de 

purinas, derivadbs nitrofuranos e imidazólicos, extractos vegetales (diversos) 

entre otros. Estos compuestos tuvieron resultados poco alentadores, pues en la 

mayoría de los casos los resultados fueron negativos. 

 En 1961 dos contribuciones importantes cambian parcialmente la vía 

empírica: Brener utilizando nitrofuranosa y utilizando luego el nifurtimox y 

benznidazol, encontró algún efecto sobre las formas amastigotes. Otra 

contribución importante fue la relacionada con la normalización de 

metodologías de trabajo, selección de drogas, protocolos terapéuticos y 

criterios para la evaluación de los resultados. Sin embargo, la quimioterapia 

específica de esta parasitosis permanece aún insatisfactoria, de hecho las 

únicas drogas disponibles son nitrofuranos como el nifurtimox (Bayer), 

recientemente descontinuado y nitromidazoles como el benznidazol (Roche), 

drogas introducidas de forma empírica desde hace tres décadas (Figura 10). 

Ambas drogas tienen actividad significativa en la fase aguda y muy poca o 
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nada en la fase crónica, además, la eficacia varía de acuerdo al área 

geográfica, probablemente debido a las diferencias en susceptibilidad a las 

drogas entre diferentes cepas de T. cruzi (Cancado y col., 1997; Croft y col., 

1997; Filardi y Brener, 1987). El nifurtimox actúa reduciendo los grupos nitros 

de los radicales nitroanión inestables, produciendo radicales de oxígeno tóxicos 

(superoxido, peroxido). Trypanosoma cruzi no tiene mecanismos eficientes 

para eliminar los metabolitos de oxígeno, particularmente peroxido de 

hidrógeno, haciéndolo más sensible al estrés oxidativo que las células de los 

vertebrados. (Stoppani AOM, 1999; Docampo R, 1990). El Benznidazol parece 

actuar modificando macromoléculas por intermediarios de nitroreducción 

(Stoppani, 1999; Docampo y Moreno, 1986; Docampo, 1990). Estas drogas 

tienen fuertes efectos secundarios, vómitos, polineuropatía periférica, 

dermopatía alérgica e incluyendo anorexia. No obstante, la mayor limitación de 

estos compuestos es su baja eficiencia para erradicar a los parásitos en la 

forma crónica de la enfermedad, la cual es la más establecida hoy en día en 

Latino América y que es considerada como una condición incurable (Urbina, 

1999; Cancado y col., 1997). Sin embargo, estudios realizados con 

tratamientos con benznidazol, aunque son incapaces de inducir cura 

parasitológica, pueden disminuir la progresión clínica de la enfermedad (Viotti y 

col., 1994). 
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1.13. POSIBLES BLANCOS QUIMIOTERAPEUTICOS BAJO UN ENFOQUE 
RACIONAL PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS. 
 

 En las dos últimas décadas se han obtenido avances muy significativos 

en el conocimiento de la biología molecular, bioquímica y fisiología del parásito. 

Estos avances han permitido hacer aproximaciones mucho más racionales en 

la búsqueda de posibles blancos de acción para la selección de nuevas drogas 

contra la enfermedad de Chagas. Algunos de los blancos más relevantes: 

 

 1.13.1. Inhibidores de la trypanotion reductasa. Este sistema es único 

de los kinetoplastides, el cual reemplaza al glutation y glutation reductasa en 

estas células como el principal sistema intracelular tiol-redox (Fairlamb y 

Cerami, 1992; Fairlamb, 1992). Así, inhibidores del metabolismo del trypanotion 

son potencialmente candidatos ideales como drogas anti- T. cruzi (Fig. 11), 

solas o en conjunto con drogas que produzcan radicales tales como el 

nifurtimox o benznidazol (Fairlamb, 1999; Bond y col., 1999). 

 

 1.13.2. Inhibidores de Purinas Salvaje. La hipoxantina-guanina 

fosforibosil transferasa en los trypanosomatides está involucrada en la 

búsqueda de purinas del hospedador, ya que estos parásitos son deficientes en 

la biosíntesis de novo de esta ruta, razón por la cual esta enzima es un blanco 

bioquímico valido para estos organismos (Quintas y col., 1996). El alopurinol 

(4-hidroxi-pirazol-(3,4d)) pirimidina (Fig. 12) ha sido utilizado en humanos por 

largo tiempo como un tratamiento de la gota, este compuesto es transformado 

en los vertebrados en oxipurinol, un potente inhibidor de la xantina oxidasa. En 

los trypanosomas, los cuales son deficientes en xantina oxidasa, el compuesto 

actúa como un análogo de las purinas y es incorporado al ADN interrumpiendo 

la síntesis de RNA y proteínas (Marr y col., 1978; Berens y col., 1982; Quintas y 

col., 1996; Stoppani, 1999). Sin embargo, hay resultados controversiales en 

cuanto a la eficiencia de esta droga en modelos murinos, posiblemente debido 

a diferentes susceptibilidades entre cepas de T. cruzi (Avila y Avila, 1981; Avila 

y col., 1981). 
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1.13.3. Inhibidores de Cistein Proteasas. La cruzipaina es la cistein proteasa 

responsable para la mayor actividad proteolítica de todos los estadíos del ciclo 

de vida de T. cruzi (Stoppani, 1999; Urbina y col., 1993, Labriola y col., 1993; 

Campetella y col., 1992; Bontempi y col., 1984). Inhibidores de la cistein 

proteasa, un péptido análogo que inhibe específicamente la actividad de esta 

proteasa bloqueando la proliferación de ambos epimastigotes (Franke de 

Cazzulo y col., 1994; Engel y col., 1998) y amastigotes intracelulares (Harth y 

col., 1993; Meirelles MNL, 1992) y además detiene la metaciclogénesis in vitro 

(Franke de Cazzulo y col., 1994). A nivel celular y bioquímico se ha encontrado 

que este compuesto bloquea la maduración de la cruzipaina y su transporte a 

los lisosomas (Engel JC, 1998). Estos hechos indican que es un blanco 

antiparásito ideal y consistente con la hipótesis del diseño racional, tal como el 

N-metil-piperazina-urea-F-hF-vinilsulfono-fenil (Fig. 13), capaz de prolongar la 

sobrevivencia e inducir cura en modelos murinos en fase aguda y crónica de la 

enfermedad de Chagas, con toxicidad mínima (Engel y col., 1998; Engel y col., 

1999). Esta droga para la cruzipaina promete ser una aproximación a una 

quimioterapia específica para la enfermedad de Chagas. 

 

 1.13.4. Inhibidores de la Biosíntesis de Esteroles. Las drogas más 

comúnmente usadas para el tratamiento de enfermedades causadas por 

hongos y levaduras son los compuestos que interfieren con la biosíntesis de 

novo o función de los esteroles (Lyr y Seyd W, 1995; yamaguchi y col., 1992). 

La inhibición de la biosíntesis de esteroles ha sido muy útil, ya que los esteroles 

endógenos son esenciales para la supervivencia de estos organismos 

patógenos; Estos compuestos en su mayoría son oralmente activos, tienen un 

amplio espectro de actividad y muy baja toxicidad (Ryder, 1992; Mercer, 1993; 

Vanden Bossche, 1995). T. cruzi también tiene requerimientos absolutos de 

esteroles endógenos específicos para la viabilidad y proliferación y son muy 

susceptibles in vitro a inhibidores de la biosíntesis de esteroles, incluyendo 

azoles, inhibidores del citocromo P-450 dependiente de esteroles C14α 

demetilasa (Fig. 14) (Docampo y col., 1981; Beach y col., 1986; Goad y col., 

1989; Sarralde y col., 1988; Urbina y col., 1988; 1991; 1996; 1998; Lazardi K, 

1991), terbinafina, un inhibidor de la escualeno epoxidasa (Urbina y col., 1988; 

1993; Maldonado y col., 1993), mevinolin (Iovastatina), un inhibidor de la 3-
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hidroxi-3-metil-glutaril CoA reductasa (Florin-Christensen, y col., 1990; Urbina y 

col., 1993; 1995), azasterol, inhibidor de ∆24(25)  esterol metil transferasa (Urbina 

y col., 1995; 1996; Vivas J; 1996; Contreras y col., 1997). La ruta de biosíntesis 

de esteroles en estos organismos es químicamente validada como blanco 

quimioterapéutico. No obstante, algunos inhibidores de la biosíntesis de 

esteroles, tales como el ketoconazol e intraconazol son incapaces de erradicar 

a T. cruzi de animales infectados experimentalmente o en pacientes humanos 

(McCabe y col., 1988; Moreira y col., 1992; Brener y col., 1993; Fragata Filho y 

col., 1993). Recientemente, Urbina ha encontrado que un nuevo derivado de 

triazol, así como el D0870 y el SCH 56592 (posaconazol), fueron capaces de 

inducir una elevada cura parasitológica (70-100%) en modelos murinos, tanto 

en fase aguda como crónica para la enfermedad de Chagas (Urbina y col., 

1988; 1996; 1997; 1999; 2000; Liendo y col., 1998). Los nuevos triazoles tienen 

una actividad in vivo anti- T. cruzi especial, atribuido a su potente y selectiva 

acción sobre blancos del parásito y a sus especiales propiedades  

farmacocinéticas en animales y humanos (Clemons y col., 1993; De Wit y col., 

1995; Girijallabhan y col., 1995; Nomeir y col., 1995; Laughlin y col., 1997). 

Estos compuestos están dentro de las mejores aproximaciones racionales para 

obtener una cura parasitológica radical, tanto en fase aguda como crónica de la 

enfermedad de Chagas (Urbina y col., 2000; Urbina y col., 2003). 
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1.13.5. Alkil-Lisofosfolipidos (ALP). Los ALP son análogos sintéticos de 

lisofosfolípidos, desarrollados en las dos últimas décadas como agentes 

antitumores y antiIeucemia [88-90]. Estos compuestos han mostrado ser 

activos contra parásitos tripanosomatides incluyendo "T. cruzi, in vitro e in vivo, 

(Fig. 15) (Croft y col., 1987: 1993; 1996; 1997; Urbina y col., 1997; Achterberg 

V, 1987; Bourass y col., 1996; Konstantinov y Gercken, 1997; Le Fichoux y col., 

1998; Kuhlencord y col., 1992; Santa-Rita y col., 2000). A pesar de que hay 

información significativa sobre el mecanismo de acción de estos compuestos 

contra células tumorales de vertebrados (Haase y col., 1991; Bergmann y col., 

1994; Wieder y col., 1995; Vogler y col., 1996), el mecanismo de acción 

antiparásito no es bien conocido. En T. cruzi este compuesto bloquea 

selectivamente la biosíntesis de fosfatidil-colina (Lira y col., 2001). 

 

1.13.6. Inhibidores del Metabolismo de Pirofosfato. Un descubrimiento 

importante en este campo es que el pirofosfato inorgánico (PPi) y los 

polifosfatos de cadenas cortas son los compuestos de fosfatos más 

abundantes en tripanosomatides (T. cruzi, T. brucei, L. mexicana) (Urbina y 

col., 1999; Moreno y col., .2000) y parásitos apicomplexas (Toxoplasma gondi) 

(Rodriguez y col., 2000), estos fosfatos son entre 10-15 veces más abundantes 

que el A TP. El PPi está principalmente acumulado en los acidocalcisomas 

(Urbina y col., 1999; Moreno y col., 2000, Rodríguez y col., 2000), vacuolas 

ácidas especializadas en estos parásitos, las cuales tienen grandes 

concentraciones de calcio en su interior (Moreno y Zhong, 1996; Docampo y 

col., 1995; Lu y col., 1997; Vercesi y Docampo, 1994; 1996). La abundancia de 

este compuesto, junto con la presencia de enzimas que utilizan el PPi 

recientemente descubiertas en T. cruzi, tales como pirofosfatasas que 

translocan protones en los ácido-calcisomas (Scott y col., 1998) y la piruvato 

fosfato dikinasa en glicosomas (Bringaud y col., 1998), sugieren que estos 

compuestos de fosfatos puede cumplir un papel primario en la sobré vivencia 

de estos parásitos. Esto ha sido corroborado con el pamidronato, alendronato y 

residronato (análogos de pirofosfato no metabolizables), utilizados 

corrientemente en humanos para el tratamiento de desordenes de reabsorción 

de calcio en los huesos (Roger y col., 1997; Licata, 1997; Rodan y Marten, 

2000), selectivamente inhiben la proliferación de amastigotes de T. cruzi 
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(Urbina y col., 1999). El residronato, pamidronato e ibandronato han mostrado 

ser capases de inhibir fuertemente la proliferación de T. cruzi en modeles 

murinos de la fase aguda de la enfermedad de Chagas (Fig. 16) (Urbina y col., 

1999). El mecanismo de acción de estos bifosfonatos contra los parásitos 

podría involucrar una inhibición directa de la bomba de protones dependiente 

de pirofosfato (Urbina y col., 1999; Rodríguez y col., 2000), pero también es 

probable que esté asociado al bloqueo de la síntesis de isoprenoides al nivel de 

la farnesil-pirofosfato sintetaza, como ha sido demostrado por su efecto contra 

los osteoclastos (Rodan y Marten, 2000; Fisher y col., 1999; van Beek E. y col., 

1999; Martin y col., 1999). Así, que el metabolismo a PPi es un nuevo blanco 

quimioterapéutico potencial en T. cruzi y los bisfosfonatos pueden jugar un 

papel importante en la quimioterapia específica de la enfermedad de Chagas y 

otras infecciones causadas por parásitos protozoarios. 
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2. OBJETIVOS DE ESTA INVESTIGACIÓN 

 

2.1. Expresión y Distribución Intracelular de las Isoenzimas  Fosfoglicerato 

Kinasa (PGK) en Trypanosoma cruzi. 

 

2.2. Caracterización Molecular y Bioquímica de la Hexokinasa de Trypanosoma 

cruzi. 

 

2.3. Piruvato Fosfato Dikinasa y Metabolismo del pirofosfato en el  glicosoma de 

los epimastigotes de Trypanosoma cruzi. 

 

2.4. La a-glicerolfosfato Deshidrogenasa esta Presente en los Glicosomas de 

Trypanosoma cruzi. 

 

2.5. 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-CoA Reductasa en Trypanosoma cruzi 

(Schizotrypanum) cruzi: Localización Subcelular y Propiedades Cinéticas. 

 

2.6. Escualeno Sintetasa como un Blanco Quimioterapéutico en Trypanosoma 

cruzi y Leishmania mexicana. 

 

2.7. Mecanismo de acción del 4-Fenoxifenoxetil Tiocianato (WC-9) contra 

Trypanosoma cruzi, el Agente Causante de la Enfermedad de Chagas. 

 

2.8. Actividad in vitro e in vivo de E5700 y ER-119884, dos nuevos inhibidores 

de la escualeno sintetasa con actividad oral, contra Trypanosoma cruzi. 

 

2.9. ∆24(25) esterol metil transferasa (24-25-SMT) en epimastigotes de 

Trypanosoma cruzi: Localización Subcelular y Propiedades Cinéticas. 
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3.1. Cultivos de los epimastigotes de T. cruzi 

  

Los epimastigotes de T. cruzi, cepa Elpidio Padrón (EP) fueron crecidos 

en medio de Infusión Hígado Triptosa (LIT), suplementado con 5% de suero 

fetal inactivado a 57°C por 30 min, 20 mM de glucosa y 10 mM de hemina. Los 

cultivos fueron agitados a 80 rpm. a 28°C hasta alcanzar la fase exponencial, 

0.6 unidades de densidad óptica a 600 nm. 

 

3.2. Cultivos de los promastigotes de Leishmania mexicana 
  

Los promastigotes de L. mexicana cepa AZV fueron crecidos en medio 

Schneider' suplementado con 20% de suero fetal de ternera, inactivado a 56 °C 

por 30 min y 10 mM de glucosa. El cultivo fue agitado suavemente a 25 °C, 

hasta que este alcanzo la fase exponencial a 0.6 unidades de densidad óptica 

a 600 nm. 

 

3.3. Ruptura de los epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de 
Leishmania mexicana por abrasión 

  

Los parásitos fueron colectados y lavados desde fase exponencial por 

centrifugación a 3000 x g por 15 min en Tampón A: 0,225 M de sacarosa, 20 

mM de KCI, 10 mM de KH2P04, 5 mM de MgCI2, 1mM de Na2EDTA, 20 mM de 

TrisHCI, pH 7,2. El sedimento celular fue lavado por centrifugación a 3000 x g 

por 15 min en Tampón B: 0,25 M de sacarosa, 1mM de Na2EDTA, 25 mM de 

Tris-HCI, pH 7,4. Las células y carburo de silicio fueron colocadas en un 

mortero frío en una relación 1:1 (p/p) y se le agrego un volumen mínimo de 

Tampón B con un cocktail de inhibidores (1µM Pestatina, 0,165µM Antipain, 5 

µM Leupeptin, 100µM TLCK, 500 µM  PMSF, 2,8 µM E-64 y 100 µM EDTA). 

Las células fueron rotas por abrasión hasta alcanzar un 90% de ruptura, 

visualizado por microscopia de luz. El carburo de silicio fue eliminado por 

centrifugación a 150 x g por 3 min a 4°C. 
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3.4. Centrifugación diferencial 
 

Las fracciones siguientes fueron obtenidas por centrifugación diferencial 

a partir de las células rotas por abrasión: Homogenato (H), libre de núcleos y 

parásitos enteros a 1500 x g por 5 min; Fracción Granular Gruesa (FGG), fue 

obtenida a 6000 x g por 10 min; Fracción Rica en Glicosomas (FRG), a 45.000 

x g por 15 min; Fracción Microsomal (FM), fue el sedimento después de 

ultracentrifugar el sobrenadante a 105.000 x g por 120 min; y Fracción 

Citosólica (C), el sobrenadante de esta ultracentrifugación (Opperdoes y col. 

1984, Taylor y Gudtterige. 1987 Concepción y col. 2001 ). 

 

3.5. Fraccionamiento subcelular y purificación de los glicosomas en un 
gradiente lineal de sacarosa 
 

 El homogenato y la fracción rica en glicosomas (FRG) fueron cargadas 

en un gradiente lineal de sacarosa entre 0.3-2.5 M y se ultra centrifugó a 

250.000 x g por 120 min a 4°C. En el caso del homogenato el gradiente fue 

fraccionado en volúmenes 2 ml y en el caso de la FRG una banda que 

correspondiente a los glicosomas (1.23 g . cm-3) fue extraída lateralmente 

desde el gradiente de sacarosa. La banda extraída del gradiente de sacarosa 

fue diluida tres veces en tampón B y centrifugada a 45.000 x g por 30 min. 

(Concepción y col. 2001). 

 A cada una de las fracciones obtenidas de la centrifugación isopícnica, 

se le determino la actividad de los marcadores enzimáticos: Glicosoma 

(hexokinasa [HK], piruvato fosfato dikinasa [PPDK], malato deshidrogenesa 

[MDH], fosfoenol piruvato earboxikinasa [PEPCK], fosfoglucosa isomerasa 

[PGI] y glicerol fosfato deshidrogenasa [GPDH]); Lisozomas (fosfatasa ácida); 

Membrana Plasmática (fosfatasa alcalina); Citosol (alanina amino transferasa 

[ALA T], glucosa-6-fosfato deshidrogenasa [GPDH], enzima málica [E], 

fosfoglicerato kinasa [PGK] y Piruvato Kinasa [PK]); Retículo Endoplásmico 

(esterasa y glucosa-6-fosfatasa); y Mitocondria (isocitrato deshidrogenasa 

[ISDH], succinato deshidrogenasa [SDH]), Todas estas determinaciones fueron 

realizaron de acuerdo con el Bergmeijer (1983), la enzima málica como lo 
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describió Avilan y García (1994) y la piruvato fosfato dikinasa como fue descrito 

por Bringaud y col (1998). 

 

3.6. Permeabilizacion selectiva con digitonina 
  

Los epimastigotes de T. cruzi y los promastigotes de L. mexicana en 

fase exponencial (1 x 108 células/mililitro), fueron colectaron por centrifugación 

a 3000 x g por 10 min a 4 °C y el sedimento celular fue lavado una vez con 

tampón A. Las células fueron fraccionadas a una concentración de proteínas de 

1 mg/ml y concentraciones crecientes de digitonina fueron añadidas a las 

fracciones. La mezcla de células y digitonina fue incubada por 20 min. a 

temperatura ambiente y transcurrido la incubación se centrifugo a 3000 x g por 

10 min. El sobrenadante fue usado para determinar las actividades de las 

enzimas liberadas al medio y los sedimentos para el análisis por Western blot. 

El 100% de la actividad de estas enzimas se determino solubilizando 1 mg de 

parásitos con 0,1% de Tritón X-100 y 150 mM de cloruro de sodio, (Concepción 

y col. 2001). 

 
3.7. Determinación de la latencia de los glicosomas purificados 
  

La latencia de los glicosomas es un parámetro físico que permite inferir 

sobre la integridad de la organela aislada. En ausencia de detergentes que 

solubilicen la membrana que rodea la organela, la actividad de las enzimas 

glicóliticas contenidas en el interior es baja, ya que la membrana evita que los 

cofactores, sustratos y sistemas acoplantes lleguen a las enzimas de la matriz. 

Cuando esta membrana se solubilizada con Tritón X-100 (0,1% PN) y 150 mM 

NaCI, el acceso de los sistemas acoplantes es libre y la actividad de estas 

enzimas aumenta significativamente (Opperdoes, 1984). La latencia de las 

enzimas HK y PPDK se midió para determinar la integridad de la organela. 

 

Latencia = Actividad final (glicosomas solubilizados) - Actividad inicial    x 100% 

                       Actividad final (glicosomas solubilizados) 
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3.8. Separación de proteínas de los glicosomas purificados con Tritón X-
114 
  

Un volumen (0,3mg de proteínas) de glicosoma purificado fue mezclado 

con cuatro volúmenes de 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCI, pH 7,4 (Tampón C) y 

Tritón X-114 al 2% (v/v) concentración final. Esta mezcla fue congelada a -20 

°C por 12 horas, se descongeló y se colocó a 30°C hasta la aparición del punto 

de nube. Posteriormente se centrifugo a 300 x g por 4 min. El sobrenadante se 

separo y se lavo 2 veces con Tritón X-114 a una concentración final del 2%. La 

fracción rica en detergente se resuspendió en el volumen inicial de tampón C y 

se le agrego 0,1 % de Tritón X-114. Ambas fracciones fueron incubadas a 0°C 

hasta que la solución se torno transparente; posteriormente se incubo a 30°C 

hasta la aparición del punto de nube (5 min. aproximadamente) y se centrífugo 

a 300 x g por 4 min. La fracción rica en detergente se resuspendió en tampón C 

previamente frió y se le coloco acetona fría, esta se dejo precipitar por 15 min. 

a 4°C, seguidamente se centrifugo a 18.000 x g a 0 °C. El sedimento 

conteniendo proteínas integrales y periféricas fueron resuspendidas en tampón 

C. Las fracciones ricas en detergente y solubles se le añadió un cocktail de 

inhibidores (Ko y Thompson, 1995; Bordier, 1981). 

 

3.9. Tratamiento de los glicosomas intactos con carbonato de sodio 
  

Glicosomas purificados (1 mg de proteínas) se diluyeron 100 veces en 

100 mM Na2C03 frío a pH 11,5 preparado al momento e incubado a 0°C por 1/2 

h, después de la incubación la muestra fue ultracentrifugada á 233.000 x g por 

una hora en una ultracentrifuga Sorvall (OTD) en un rotor T865. El sedimento 

(membranas) fueron resuspendidas suavemente en agua destilada fría (Fujiki y 

col. 1982). Las proteínas de la matriz del glicosoma y periféricas permanecen 

en el sobrenadante. Estas proteínas al igual que las de la fracción membranal 

fueron precipitadas con 0,1 mi de deoxicolato al 0,15% por 1 ml de muestra y 

se incubo por 10 min. a temperatura ambiente con agitación suave, 

seguidamente se añadió ácido tricloroacetico al 100% a una porcentaje final del 

0.1 %. Las muestras se incubaron a 0°C por una hora y seguidamente se 

centrifugo a 30.000 x g por 15 mino Posteriormente este sedimento se vuelve a 
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precipitar con acetona fría en una relación 1:2 volumen de muestra por 

volumen de acetona, para eliminar el ácido tricloroacetico y el deoxicolato 

(Concepción y col., 1999). 

 

3.10. Tratamiento de los glicosomas intactos con proteasas 
  

Los glicosomas purificados, (1 mg de proteínas) con una latencia ≥ 90% 

para piruvato fosfato dikinasa (PPDK), se le agregó 10 µg ó 20 µg de pronasa. 

La mezcla se incubo por 20 min a 0°C, esta mezcla fue centrifugada a 45000 x 

g por 20 min y se lavo dos veces con tampón B mas la mezcla de inhibidores 

de proteasas. Los glicosomas tratados con proteasas fueron tratados con Tritón 

X114 y carbonato de sodio. Como tratamiento control se empleo una fracción 

glicosomica solubilizada con 0,1% de Tritón X-114 y 150 mM NaCI, la cual fue 

tratada con las mismas concentraciones de proteasas, después de la 

incubación la reacción fue detenida con tampón de muestra y hervida por 5 

min. (Concepción y col., 2001). 

 

3.11. Biología Molecular de la Fosfoglicerato kinasa 
 

La purificación de ADN de alto peso molecular de los epimastigotes de 

T. cruzi fue realizado por el procedimiento descrito por Van der Ploeg y col. La 

existencia de un gen PGKA típico en T. cruzi fue verificado por PCR. Los 

primers para los extremos del gen fueron diseñados basándonos en dos 

regiones de aminoácidos las cuales son altamente conservadas en todas las 

secuencias de las PGK, y localizadas sobre ambos lados del inserto específico 

de PGKA (primer no.1 en sentido y primer no.2 antisentido). Los 

oligonucleotidos degenerados especificados fueron usados para amplificar 

ADN, usando la enzima vent ADN polimerasa de alta fidelidad (New England 

Biolab, USA). El producto de PCR obtenido fue fraccionado por electroforesis a 

través de geles de agarosa, purificado y usado para re-amplificación. Los 

fragmentos del tamaño esperado (aproximadamente 660 pb para un gen PGKA 

y de 420 pb para los genes PGKB y PGKC) fueron purificados desde los geles, 

ligados al plasmido pZErO-2 (Invitrogen, USA) previamente digerido con 

EcoRV, clonado y secuenciado. 
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 Un mapa de los sitios de restricción del locus PGK de T. cruzi fue 

construido por análisis con Southern blot del ADN geonómico totalmente 

digerido. Los Blots fueron hibridizados con sondas radiómarcadas, 

comprendiendo las mitades de los extremos 3' y 5', respectivamente del gen 

PGKC de T. brucei (Osinga y col., 1985) y el segmento amplificado del gen 

PGKA de T. cruzi. La hibridación fue realizada (Bernard y col., 1981) en las 

siguientes condiciones de astringencia: los lavados post hibridación se hicieron 

a 65°C, 0.1 x SSC, 0.1 % SDS (1 x SSC = 150 mM NaCl, 15 mM citrato de 

sodio, pH 7.0). 

En orden de determinar la secuencia completa del gen PGKA, una 

librería genomita fue construida en E. coli MB406, usando como vector el fago 

AGEM-11 (Promega, USA) como ha sido reportado previamente para otros 

organismos kinetoplastides (Hannaer y col., 1992; Hannaert y col., 1998). la 

librería fue analizada por hibridación con un fragmento especifico radió 

marcado del gen PGKA de T. cruzi, usando la astringencia post-hibridación de 

los lavados descrita arriba. Después de hacer una re-selección, lisados de 

fagos de cuatro clones positivos fueron preparados y su ADN fue purificado 

usando el kit Wizard lambda Prep. System (Promega). Sin embargo, todos los 

intentos de subclonar el gen PGKA desde los fagos lambda recombinantes 

fueron fallidos. Por consiguiente, y a causa de que la información requerida no 

estaba presente en la base de datos del genoma de T. cruzi, diferentes partes 

del gen fueron amplificados, clonados y secuenciados. Dos fragmentos de 

aproximadamente 800 pb y 1.3 kb conteniendo la mitad del extremo 3' del gen 

PGKA, mas el extremo 5' del gen PGKB y la región intergénica, 

respectivamente, fue amplificado con un primer especifico con sentido del gen 

PGKA, (correspondiente a los residuos 213-220) y dos oligonucleotidos 

degenerados como primers antisentido, específicos sobre la base de varios 

alineamientos de las secuencias de PGK de kinetoplastides (residuos 482-490 

y 32-37, respectivamente) y usando una Taq ADN polimerasa (TaKaRa Shuzo 

Co, Japón). la parte 5' del gen PGKA fue determinada con el kit TOPO Walker 

(lnvitrogen). Este involucro primero un primer que híbrido una extensión del 

ADN del fago λ recombinante como un templado y un oligonucleotido 

específico para el inserto PGKA con un primer antisentido (correspondiente a 

los residuos 133-140). Subsecuentemente, después de ligar el producto a un 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

linker, un PCR fue realizado con un primer específico para el linker con sentido 

y un oligonucleotido correspondiente a los residuos 95-101 como primer 

antisentido. 

 El análisis de la secuencia fue realizado sobre ambas bandas usando el 

kit de la ADN polimerasa de T7 Amersham Pharmacia Biotech (UKlSweeden) y 

[35S] dATP (NEN Life Sciences Products, USA) un Li-COR (modelo 4000L) 

sistema de secuenciación automático (LI-COR, USA). 

 

3.12. Clonamiento y secuenciamiento del gen de la hexokinasa 
  

Una librería genómica de T. cruzi (cepa y) en E. coli MB406 con el vector 

λGEM11 (Promega USA) fue construida como ha sido descrito previamente 

(Hannaert y col., 1992). El ADN digerido parcialmente con Sau3AI fue ligado a 

loa brazos de λGEM11 generados con BamHi y empaquetados hasta el fago λ 

con el sistema Packagene (Promega). La librería genómica resultante fue 

escaneada con un fragmento de 230 bp obtenido por amplificación vía PCR 

utilizando DNA genómico de epimastigotes de T. cruzi y un par de primers 

degenerados obtenidos sobre la base del motivo de unión a A TP de la 

hexokinasa de T. brucei. Los oligonucleótidos utilizados fueron primer sentido 

5'-CCGAATTCTSGGSGGNACNAAyTTyMG-3' (el sitio de corte para EcoRI se 

destaca en negrita) y el primer antisentido 5'-

GGCTCTAGAGGGAANWSGAASGTRAANCC-3' (el sitio de corte para Xbal se 

destaca en negrita). La amplificación se realizó en 30 ciclos de PCR con una 

temperatura de desnaturalización de 95°C por 30 seg, temperatura de 

annealing a 42°C por 30 seg y la fase de elongación a 72°C por 60 seg con la 

ADN polimerasa Vent y el correspondiente buffer de reacción (new England 

Biolabs, USA). La sonda fue marcada con [32p] dCTP por nick translation. La 

búsqueda fue realizada por hibridización utilizando las condiciones de 

astringencia descritas previamente (Michels y col., 1991). Las placas positivas 

fueron purificadas y reevaluadas. El lisado de fagos con títulos elevados fue 

preparado y el ADN purificado con el sistema de purificación de ADN Wizard 

Lambda Prep. (promega). Uno de estos fagos recombinantes contenía un 

inserto de aproximadamente 12 kb que fue seleccionado para posteriores 

análisis. Este fue digerido con EcoRV y un fragmento de 3.9 kb resultante fue 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

subclonado hasta el vector pBluescript (Stratagene, USA). El clon fue utilizado 

como templado para la amplificación del gen completo de la hexokinasa 

utilizando dos oligonucleótidos: primer sentido 5' -

CGGGATCCATGTCTAGACAACAA T A-3' y el primer antisentido  5'-

CGGAATTCTTAlTTTGTCGTTCACAACCAGC-3'. El primer sentido contiene 

una secuencia que corresponde a los aminoácidos MSRRLN los cuales 

constituyen el hexapéptido del N-terminal de la hexokinasa de T. brucei (el 

número de acceso de GenBank es AJ345044 y CAC69958. El primer 

antisentido es complementario al extremo del gen que se encuentra en una 

secuencia parcial de ADNc para la hexokinasa de T. cruzi (disponible en el 

banco de datos del proyecto' genoma del parásito bajo el número de acceso 

AA676060). El primer sentido y el antisentido contienen un sitio de corte para 

BamHI y EcoRI respectivamente indicado en negrita. El gen de. la hexokinasa 

fue amplificado utilizando la ADN polimerasa Vent por 30 ciclos de PCR con 

una temperatura de desnaturalización de 95°C, una temperatura de annealing 

de 62°C por 60 seg y la fase de elongación a 72°C por 120 seg. El producto 

amplificado de 1.416 kb fue purificado y digerido con BamHI y EcoRI y ligado al 

pBluescript SK (Stratagene) para el secuenciamiento. A partir de la secuencia 

del gen amplificado se diseñaron primers para obtener las secuencias 

codificantes de los extremos N y C terminales del gen en el clan genómico. 

 
3.13. Expresión de la hexokinasa recombinante en E. col; y su purificación 
  

Para expresar hexokinasa en E. coli se utilizó el sistema pTrcHis 

(Invitrogen, USA) para este propósito el gen completo de la hexokinasa fue 

amplificado a partir de un clan positivo usando los mismos oligonucleótidos 

descritos anteriormente. El gen de la hexokinasa completo después del 

tratamiento con BamHI y EcoRI fue ligado en el vector de expresión pTrcHisB, 

el plásmido resultante pTchk fue utilizado para transformar la cepa de E. coli XL 

1Blue (Stratagene). El pTrcHis dirige la producción de una proteína con una 

etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal bajo el control del promotor trc 

(trp- lac) y permite la purificación de la proteína recombinante por cromatografía 

de afinidad. a metales (Ni) inmovilizados (IMAC). 
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 Las células de E. coli transformadas fueron crecidas a 37°C en medio 

Luria Bertani en presencia de 100 µg/ml de ampicilina. La expresión fue 

inducida a una D.O.600nm de 0.35-0.45 por la adición de 250 µM de isopropil-β-

D-tiogalactopiranósido (IPTG) y el crecimiento se continúa por 3 horas más. 

Las células fueron cosechadas por centrifugación a 12000 x g por 15 min. a 4 

°C y el pellet celular se resuspendió en 50 ml de buffer de lavado (20 mM de 

fosfato de sodio, pH 7.8, 500 mM de NaCI y 100 µg/ml de lisozima de huevo. 

Las células fueron lisadas por sonicación con 3 ciclos de 30 seg a máxima 

intensidad. Los ácidos nucleicos fueron degradados por incubación con 5 µg/ml 

de ARNsa y ADNasa por 15 min. sobre hielo. Ellisado fue centrifugado a 12000 

x g por 20 min. a 4°C y el sobrenadante cargado en una resina Probond 

(Stratagene). La elusión de la proteína recombinante se realizó con el buffer de 

lavado a pH 6.0 más 50 mM de imidazol. La pureza de la hexokinasa se siguió 

por SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie R-250. La etiqueta de 6 

histidinas fue cortada a partir de la proteína recombinante por incubación con 

10 U de enteropeptidasa (Sigma) toda la noche a temperatura ambiente en 20 

mM de Tris-HCI, pH 7.6, 100 mM NaCl, 100 mM KCI. Luego de este 

tratamiento la etiqueta de 6 histidinas se removió utilizando la misma resina 

Probond. La enterokinasa se separó de la hexokinasa por cromatografía sobre 

una columna DEAE-celulosa equilibrada con 20 mM TrisHCI, pH 7.6, 3 mM 

MgCI2. 

 
3.14. Purificación de la hexokinasa natural del glicosoma 
  

La fracción enriquecida en glicosomas se lavó dos veces en buffer B y 

fue utilizada para la purificación de la hexokinasa. Esta fue solubilizada con 0.1 

% de Tritón X-100 y 150 mM de NaCI y centrifugada a 33.000 x g por 15 min. a 

4°C; el sobrenadante resultante contiene cerca del 80% de la actividad 

hexokinasa glicosómica. La enzima se precipitó a partir del sobrenadante con 

sulfato de amonio 30-70%. El precipitado se colectó por centrifugación a 12.000 

x g por 15 min. a 4°C y resuspendido en buffer C (24 mM Tris-HCI, pH 7.6,3 

mM de MgCI2). Esta fracción se cargó a una columna DEAE-52 (Whatman, 

USA) preequilibrada con el mismo buffer. La hexokinasa eluyó en el paso de 

lavado y las fracciones colectadas fueron precipitadas con 70% de sulfato de 
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amonio. Esta fracción se resuspendió buffer C más 150 mM de NaCI y.se cargó 

a una Sefarosa CL-6B (75 cm x 2.5 cm) y eludía con la misma solución a una 

velocidad de flujo de 30 mi por minuto. Las fracciones colectadas que 

contenían actividad hexokinasa fueron analizadas por SDS-PAGE y teñidas 

con azul de Coomassie R-250. La misma columna se utilizó para la 

determinación de la masa molecular" nativa de la proteína natural y la 

recombínate. 

 

3.15. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes  
  

Todos los geles fueron hechos al 12,5% de acrilamida, utilizando el 

sistema de Laemmli 1970, los geles fueron teñidos con azul de Coomassie R-

250. Los marcadores de peso molecular fueron: albúmina bovina, albúmina de 

huevo, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, anhidrasa carbónica, 

tripsinogeno, inhibidor de tripsina, a-Iactoglobulina (66000, 45000, 36000, 

29000, 24000, 20100, 142000 daltons, respectivamente). Los marcadores de 

peso molecular preteñidos fueron empleados en los Western blot: fosforilasa B, 

albúmina bovina, albúmina de huevo, anhidrasa carbónica, inhibidor de tripsina, 

lisozima (106000, 81000, 47500, 35300, 28200, 20800 daltons 

respectivamente). 

 

3.16. Análisis por Western blot 
 

 Para el Western blot las proteínas de las diversas fracciones fueron 

primero separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida en ia presencia 

de SDS (Harlow y col., 1988), transferidas a membranas de nitrocelulosa e 

incubadas con anticuerpos anti-PGKB, anti-PGKA (contra los 80 aminoácidos 

N-teminal), anti-HK, anti-GPDH, dos anticuerpos anti-PPDK (un monoclonal [H-

112] y un policlonal [Bringaud y col., 1998]); fueron usados a una dilución de 

1:1500, mientras que el anticuerpo secundario conjugado-peroxidasa fue 

diluido 4.000 veces. 
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3.17. Microscopía de inmunofluorescencia 
  

Epimastigotes fijados con 4% de formaldehído preparado al momento en 

buffer fosfato salino (PBS) fueron adheridos a portaobjetos cubiertos con poli 

(Llisina), permeabilizados por 25 min. en PBS, 0.2% Triton X-100 y bloqueados 

con 50 mM de cloruro de amonio y 3% de suero de albúmina bovino (BSA) en 

PBS. La incubación con los anticuerpos primarios fue por una hora en PBS 

(dilución: 1/80 para un anti-HK producido en conejo, 1/50 para un anti-PPDK 

producido en ratón). Los anticuerpos secundarios anti-lgG de ratón producidos 

en cabra (marcados con FITC) y anti-lgG de conejo producido en cabra 

(marcados con Cy3), ambos anticuerpos secundarios fueron diluidos 1/200 

(Amersham, USA). Los cubreobjetos fueron montados con 90% de glicerol en 

PBS y 5% w/v de 1,4diazabicyclo[2.2.2]octano (DABCO). Los parásitos fueron 

analizados usando un microscopio láser confocaI con un sistema de selección 

(Olympus Fluoview confocal scanning system). 

 

3.18. Determinación de proteínas 
  

Las proteínas fueron determinadas por el método de Lowry 1951, las 

muestras fueron precipitadas con deoxicolato y ácido tricloroacetico, para 

eliminar las sustancias interferentes. La albúmina de suero bovino fue utilizada 

como estándar. 

 

3.19. Ensayos enzimáticos 
  

Hexokinasa, la actividad HK fue determinada como la aparición del 

NADPH a 340 nm., en una cubeta de un mililitro en tampón trietanolamida 

(TEA) 0,1 M, pH 7,6; 0,1 M MgCI2 y 0.6 mM glucosa, 8 mM adenosin trifosfato 

(ATP), 0.24 mM NADP+, 2 U glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6PDH) y la 

muestra a evaluar. Fosfoglucosa isomerasa, la actividad PGI fue determinada 

como la aparición del NADPH a 340 nm., en una cubeta de un mililitro en 

tampón trietanolamida (TEA) 0,1 M, pH 7,6; 0,1 M MgCI2 y 0,41 mM de fructosa 

6 fosfato, 0.24 mM NADP+, 2 U glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6PDH) y 

la muestra a evaluar. Malato deshidrogenasa, la actividad MDH fue 
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determinada como la desaparición del NADH a 340 nm., en una cubeta de un 

mililitro en tampón Tris-HCI 0,3 M, pH 7,6; 20µl de una solución de 14 mg/ml 

ácido oxalacetico, 0,41 mM NADH y la muestra a evaluar. Glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa, la actividad APDH fue determinada como la desaparición del 

NADH a 340 nm., en una cubeta de un mililitro en tampón trietanolamina (TEA) 

0,3 M, pH 7,6; 20 µl de una solución 3 mg/ml dihidroxiacetona fosfato, 0,41 mM 

NADH y la muestra a evaluar. Piruvato fosfato dikinasa, la actividad PPDK 

fue determinada como la desaparición del NADH a 340 nm., en una cubeta de 

un mililitro en tampón Tris-HCl 0,25 M, pH 8,3; 7 mM (MgCl2), 1 mM fosfoenol 

piruvato (PEP), 1 mM adenosil monofosfato (AMP), 5 mM pirofosfato de sodio 

(NaPPi), 0,41 mM NADH, 2 U lactato deshidrogenada (LDH) y la muestra a 

evaluar. Adenilato kinasa (AK), Pirofosfatasa (PPase), Piruvato carbocilasa 

(PC), fueron ensayadas según (Bringaud y col., 1998; Kohler y Bachean 1980; 

Heinonen y Latí 1981). Fosfoenol piruvato carboxikinasa, la actividad 

PEPCK fue determinada como la desaparición del NADH a 340 nm., en una 

cubeta de un mililitro en tampón PIPES 0,1 M, pH 7,0; 10 mM (MgCI2), 10 mM 

(MnCI2), 1 mM fosfoenol piruvato (PEP), 8mM adenosin difosfató (ADP), 0,1 M 

bicarbonato de sodio (NaHCO3), 0,41 mM NADH, 2 U malato deshidrogenasa y 

la muestra a evaluar. Fosfatasa ácida y alcalina, la actividad FA o FAK fue 

determinada a 405 nm.; en una cubeta de un mililitro en tampón citrato 0,1 M, 

pH 5,6; y para la fosfatasa alcalina tampón glicina 0,1 M, pH 10,5; con 0,1 mM 

(ZnCI2) y 1 mM (MgCI2), para ambos ensayos se emplea 30µI de una solución 

de 0,6 M, para-nitrofenil fosfato. Alanina amino transferasa, la actividad ALAT 

fue determinada como la desaparición del NADH a 340 nm., en una cubeta de 

un mililitro en tampón Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6; y 7 mM de 2oxoglutarato, 7 mM 

alanina, 0,41 mM NADH, 2 U lactato deshidrogenasa y la muestra a ensayar. 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la actividad G6PDH fue determinada como 

la aparición del NADPH a 340 nm., en una cubeta de un mililitro en tampón 

trietanolamida (TEA) 0,1 M, pH 7,6; y 1 mM glucosa-6-fosfato, 0,8 mM NADP+ y 

la muestra a ensayar. Enzima málica, la actividad EM fue determinada como la 

aparición del NADPH a 340 nm., en una cubeta de un mililitro en tampón hepes 

50 mM, pH 8,0; 1 mM (MnCl2), 3 mM NADP+, 20 mM L-malato y la muestra a 

ensayar. Fosfoglicerato kinasa, la actividad PGK fue determinada como la 

desaparición del NADH a 340 nm., en una cubeta de un mililitro en tampón 
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trietanolamida (TEA) 0,1 M, pH 7,6; 20 mM sulfato de magnesio y 1 mM ATP, 8 

mM glicerato 3 fosfato, 0,4 mM NADH, 2 U gliceraldehido 3 fosfato 

deshidrogenasa (G3PDH) y la muestra a ensayar. Alanina deshidrogenasa, la 

actividad ADH fue determinada como la desaparición del NADH a 340 nm., en 

una cubeta de un mililitro en tampón Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6; 20 mM alanina, 

0,41 mM NADH y la muestra a ensayar. Esterasa, la actividad ES fue 

determinada como la descomposición del p-nitrofenil Acetato a 420 nm., en una 

cubeta de un mililitro en tampón normal compuesto por 140 mM NaCI, 11 mM 

KCI, Tris-HCI 75 mM, pH 7,4; y 9µl de una solución 12 mg/ml p-nitrofenil 

acetato preparado en metanol y la muestra a ensayar. Isocitrato 
deshidrogenasa, la actividad ISDH fue determinada como la aparición del 

NADPH a 340 nm., en una cubeta de un mililitro en tampón imidazole 0,1 M, pH 

8,0; con 3,5 mM MgCI2, y 8 mM NADP+, 30µl de una solución de 40 mg 

isocitrato en 10 ml de tampón imidazole y la muestra a ensayar. 3-Hidroxi-3-
metil-glutaril-CoA reductasa, los ensayos de la HMGCoA reductasa se 

realizaron en un volumen total de 150µl. La mezcla de reacción contenía: 0.25 

M Sacarosa, 10 mM Hepes, 50 mM NaCI, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 5 mM 

DTT, 20 µl /mll leupeptina 50 µl /ml aprotinina, 10 mM fenatrolina, 50 µl /ml 

inhibidor de tripsina, 1 mM benzamidina 50 µM de PMSF, 5 mM DTT, 90 mM 

glucosa-6-fosfato, 9 mM NADP, 6U/ml de glucosa-6-fosfato deshidrogenada, 

1.2 mM  14C-HMG-CoA (30 nmol/25 µl, 2500 dpm/amol), 150 µg de proteínas 

de las distintas fracciones de los parásitos, la mezcla fue incubada por 60 min. 

a 28°C. Luego de la incubación la reacción fue detenida con 25 µl de 5 N HCl. 

Una vez detenida la reacción, se agregaron 25 µl de estándar interno (3H-

mevalonato, 50000 dpm/0.8 mg) y se incubo otros 20 minutos a 37°C para 

asegurar el proceso de lactonización del ácido mevalónico. La reacción 

detenida fue centrifugada a 6000 x g por 10 minutos, con el objeto de eliminar 

las proteínas. La separación del producto de las reacciones se realizo mediante 

cromatografía en capa fina en placas de silicagel 60 de 20 x 20 cm. Las placas 

fueron activadas antes de la separación a 110 °C durante 30 minutos. En las 

placas activadas se aplicaron 50 µl de las muestras, secando con corriente de 

aire. Las placas fueron desarrolladas en campana de cromatografía en un 

sistema de acetona: benceno 1: 1. Una vez que se ha terminado la corrida, las 

placas se dejan secar a temperatura ambiente y pueden ser reveladas con 
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vapor de yodo. El mevalonolactona normalmente se localizo entre las zonas de 

Rf 0.38-0.7. Se raspa el silica gel donde este localizado el mevalonolactona, se 

añadieron 3 ml de liquido de centelleo (acuasol) y se mide en un contador de 

radioactividad (Shapiro y Rodwell, 1971). Escualeno sintetasa, los ensayo de 

la SQS se realizaron en un volumen total de 100µl. La mezcla de reacción 

contenía: 50 mM MOPS/NaOH, pH 7.5,10 mM KF, 10 mM MgCl2, 1mM 

NADPH, 4 mM de glucosa-6-fosfato, 25 µM de [1(n)_3H] FPP (5 µCi/ensayo), 

50mM de ascorbato, 20 unidades/ml de ascorbato oxidasa, 2 U/ml de glucosa-

6-fosfato deshidrogenasa y 100 µg de proteínas de cada fracción. Luego de 

incubar durante dos horas a 28°C, se añadió 100 µl de Propan-2-ol para 

detener la reacción. 

 Para la estimación cuantitativa de la producción de escualeno, se 

utilizaron dos métodos: 

 

a) Extracción con Hexano: 

 A la mezcla de reacción se agregó 1 ml de hexano, para extraer la 

fracción lipídica. Se desechó la fase acuosa y se realizó la extracción con 

hexano 2 veces más. Luego, la muestra se dejó evaporar en una campana 

hasta un volumen mínimo. La radiactividad extraída en el hexano se cuantificó 

con un Top-Count, agregando 1 mi de Líquido de centelleo, MicroscintTM-40. 

 

b) Spot-Wash: 

 Se colocó 25 µl de la mezcla de reacción en placas de Sílica Gel TLC 

(20 x 20 cm), divididas en cuadritos de 2 x 2 cm. Se dejó secar, y éstas se 

lavaron dos veces con 1% de SDS en 0.2 M de Tris base (pH no ajustado). 

Cada lavado se hizo en bandejas poco profundas por 15 min. con agitación 

constante. Luego de estar secas, los cuadros se cortaron y se cuantificó la 

producción de escualeno radiactivo en un Top-Count, agregando 1 ml de 

Líquido de centelleo (Tait, 1992). 

 

3.20. Análisis cinéticos de la hexokinasa natural y recombinante 
 

 Los Km para la glucosa fueron determinados variando las 

concentraciones entre 0.014 y 0.4 mM, mientras que el Km para el ATP fue 
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medido con concentraciones variables entre 0.01 y 2 mM. En todos los estudios 

con hexosas como sustratos, así como glucosa y con G6-P como potencial 

inhibidor, la actividad hexokinasa fue monitoreada a través de la producción de 

ADP. La reacción fue entonces acoplada a un sistema regenerante de ATP, 

consistiendo de 5 mM de fosfoenol piruvato, 3 U ml-1 piruvato kinasa, 2 U ml-1  

lactato deshidrogenasa, y 0.4 mM NADH. Los estudios de inhibición fueron 

realizados hechos incluyendo una de las siguientes moléculas en la mezcla de 

reacción: G6-P, pirofosfato de sodio (PPi), ADP, fructosa o trealosa 6-fosfato 

(T6-P). Los requerimientos de cationes divalentes fueron ensayados al añadir 5 

mM de MgCI2, MgCI2, ZnCI2, CoCl2, o NiCI2. La actividad de la enzima fue 

ensayada como se menciono anteriormente y una unidad (U) de actividad 

hexokinasa es definida como la cantidad de la enzima que cataliza la formación 

de 1 µmol de G6-P o ADP por minuto. 

 

3.21. Análisis cinéticos de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa 
 

 Para el análisis de la actividad dependiente de los sustratos de la HMG-

CoA reductasa del glicosoma de epimastigotes de T. cruzi y el efecto de la 

lovastatina (inhibidor), un análisis de regresión convencional fue aplicado a los 

datos experimentales transformados a un grafico con la ecuación de cinética 

general, donde Kis y Kii son las constantes de disociación para la enzima-

inhibidor y el 

 

1/V =     Ka (1 + [I]Kis) + [S] (1 + [I]/Kii) 

   Vm[ S] 

 

complejo enzima-sustrato-inhibidor, respectivamente. 

 

3.21. Cinética e Inhibición de la actividad Escualeno Sintetasa: 
  

Las reacciones se hicieron bajo las condiciones señaladas anteriormente 

para la determinación de la actividad escualeno sintetasa. 
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3.21.1. Estandarización de las condiciones de reacción: 
- Curva de tiempo: se llevaron a cabo los ensayos de SOS a diferentes tiempos 

para determinar el tiempo óptimo en el que la producción de escualeno fuese 

lineal. Los tiempos ensayados fueron: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 60 minutos. 

Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 25 µM de FPP, 1 mM de 

NADPH, 150 µg de proteínas y se cuantificó la producción de escualeno 

radiactivo mediante el método de Spot-Wash descrito anteriormente.  

- Curva de concentración de proteínas: los ensayos de SQS se llevaron a cabo 

utilizando diferentes concentraciones de proteínas para determinar el  rango en 

el que la producción de escualeno fuese lineal. Las concentraciones de 

proteínas probadas fueron las siguientes: 5, 10, 20, 30 y 50 µg. Las 

condiciones de reacción fueron: 25 µM de FPP, 1 mM de NADPH, y el tiempo 

óptimo determinado en el ensayo anterior. 

 

3.21.2. Determinación de parámetros cinéticos de la enzima escualeno 
sintetasa: 
 En todos los ensayos se usaron 150 µg de proteínas, y la duración de la 

reacción de 30 min. y 28°C. Se probaron concentraciones de FPP entre 0.5 y 

20 µM, y de NADPH entre 5 y 200 µM. Cada una de las concentraciones de 

FPP se probó independientemente con cada una de las seis concentraciones 

de NADPH. Se graficaron los inversos de las velocidades iniciales vs los 

inversos de las concentraciones de los sustratos (gráficas de Lineweaver Burk), 

para la determinación de los respectivos Km y Vmáx. Estas determinaciones se 

realizaron tanto para los Glicosomas Purificados como para la Fracción 

Microsomal (Sasiak y Rilling, 1988; Mookhtiar y col., 1994; Soltis y col., 1995; 

Amin y col., 1996 y Ward y col., 1996). 

 

3.22. Inhibición de SQS con BPQ-OH, WC-9, E5700 y ER-119884 
 

 Los ensayos de inhibición con BPQ-OH, WC-9, E5700 y ER-11988 se 

realizaron tanto en la Fracción Microsomal como de Glicosomas 

Purificados. 
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• Determinación del Ki para la BPQ-OH, WC-9, E5700 y ER-11988: los 

ensayos se realizaron variando las concentraciones de FPP (utilizando 

un rango de concentraciones entre: (0.5 y 12 µM), para diferentes 

concentraciones de BPQ-O, WC-9 entre 0 y 30 nM y para E5700 y ER - 

119884 (10 y 500 pM, en presencia/ausencia de 20 µM de PPi); y una 

concentración fija y saturante de 1 mM de NADPH. Se graficaron los 

inversos de las velocidades iniciales versus los inversos de las 

concentraciones de FPP, para cada concentración de BPQ-OH, WC-9, 

E5700 y ER-119884 (Ward y col., 1996). 

 

• Curva dosis-respuesta (IC50): este ensayo se llevó a cabo incubando 

previamente a la enzima (150 µg de proteína) con BPQ-OH durante 15 

min. La concentración de FPP para la Fracción Microsomal fue de 25 

µM (aproximadamente 10 veces el Km: 2.35 µM), mientras que para los 

Glicosomas Purificados fue de 18 µM (aproximadamente 6 veces el 

Km: 2.82 µM). Se utilizaron concentraciones de BPQ-OH entre 0 y 6000 

nM y 5 mM de NADPH. Se graficó la producción de escualeno 

(µmoles/µg de proteína/min) vs la concentración de BPQ-OH para 

determinar el IC50 y el tipo de inhibición que produce (Ward y col., 1996). 

 

 
3.23. Efecto inhibitorio in vitro de BPQ-OH, E5700 y ER-119884 sobre el 
crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi y promastigotes de 
Leishmania mexicana 
 

 El estudio del efecto de los inhibidores se hizo en epimastigotes de 

Trypanosoma cruzi y promastigotes de Leishmania mexicana. Para ello, se 

siguió el curso temporal del crecimiento celular por cambios en la absorbancia 

a 600 nM. La población celular se calculó a partir de una curva de calibración 

de absorbancia vs el número de células/mI. 

Los cultivos en paralelo [10 mi de medio de cultivo LIT (T. cruz/), y medio 

Schneider (L. mexicana)], fueron inoculados inicialmente con 2 x 106 células/ml 

y 3.5 x 106 células/ml, respectivamente. Los cultivos de T. cruzi se mantuvieron 

a 28°C en agitación, mientras que los de L. mexicana se mantuvieron a 28°C 
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sin agitación. Al alcanzar una densidad de células de 6 x 106 células/ml para T. 

cruzi, y de 5.x 106 células/ml para L. mexicana (fase exponencial de 

crecimiento), se agregó, en condiciones estériles, BPQ-OH. 

Las drogas se prepararon en solución de dimetilsulfóxido (DMSO). Por 

diluciones seriadas se prepararon una serie de soluciones stock para abarcar 

de 0 a 10 µM (concentraciones finales en el cultivo) para T. cruzi, y de 0 a 30 

µM para L. mexicana. Para evitar los efectos del DMSO, se prepararon las 

soluciones concentradas 100X para obtener un 1 % de DMSO final en los 

cultivos. 

 Los controles de este experimento fueron cultivos a los que se agregó el 

mismo volumen de DMSO (100 µl) utilizado para el inhibidor y cultivos sin 

DMSO, ni droga (posible efecto del DMSO solo). 

 Se siguió el curso temporal de los cambios de absorbancia con 

mediciones cada 24 horas. Adicionalmente se hicieron observaciones al 

microscopio de los posibles cambios morfológicos, inducidos por los cambios 

en los esteroles de membrana. Para el efecto tripanocida se notó la lisis celular, 

evidenciada por una disminución de la absorbancia (Vivas, 1996). El ensayo de 

cada una de las concentraciones de BPQ-OH, E5700 y ER-119884 fueron 

hechos por triplicado. 

 Los valores de IC50 se calcularon a partir de un análisis de regresión no 

lineal en GraFit. Se hizo de dos maneras independientes: a) graficando los 

porcentajes de crecimiento relativo vs la concentración de BPQ-OH, E5700 y 

ER119884 y b) graficando la tasa de crecimiento relativa vs la concentración de 

las drogas. 

 

Donde: 

 
% de crecimiento = Nº de células/ml final – Nº de células/ml inicial (después agreg. BPQ-OH, E5700, ER-119884) x 100 

N° de células/ml inicial 

 

 

% de crecimiento relativo = % crecimiento para una concentración de BPQ-OH, E5700, ER-119884) x 100 

% crecimiento para el control 

 

 

Tasa de crecimiento = N° de células/ml final- N° de células/ml (48 horas antes de detener el ensayo) x 100 

48 horas 
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Tasa de crecimiento relativo = Tasa de crecimiento para una concentración de BPQ-OH E5700. ER-119884 x 100 

Tasa de crecimiento para el control 

 
 

 También se realizó de manera independiente un ensayo en el que se 

midió diariamente, conjuntamente con la D.O., la actividad esterasa (como 

manera de cuantificar la viabilidad celular) y se contó el número de células/mi 

por el método de Pizzi-Brener. Para este ensayo se probaron concentraciones 

de BPQ-OH entre 0 y 150 µM. 

 La actividad esterasa se midió mediante el siguiente ensayo 

(estandarizado para 5 x 106 células): se agregó un volumen de cultivo que 

correspondió a una densidad celular aproximada de 5 x 106 células, se 

completó hasta 1 ml con tampón normal y 9 µI de p-nitrofenil acetato (12 mg/1 

ml de metanol al 100%). El blanco solo contenía 1 mi de tampón normal y 9 µI 

de pNPA, para medir la tasa de descomposición espontánea de este 

compuesto en p-nitrofenol. Luego se calculó la actividad enzimática se hizo una 

curva patrón de actividad enzimática vs número de células/mi, para cultivos de 

T. cruzi, en ausencia de la droga. 

 Cada uno de estos parámetros (0.0. y actividad esterasa) se transformó 

en número de células/mi y se graficó vs el tiempo. 

 

3.24. Efecto de BPQ-OH, WC-9, E5700 y eR-119884 sobre la síntesis de 

novo esteroles en epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L. 

mexicana 

 

 Los cultivos de Trypanosoma cruzi se iniciaron con una densidad celular 

promedio de 2 x 106 células/ml fueron incubados por 48 horas, momento en el 

cual se le agregó BPQ-OH (6 x 106 células/ml) y se incubaron por 192 horas 

más. 

 Los cultivos de Leishmania mexicana se iniciaron con una densidad 

celular promedio de 3.5 x 106 células/mI. La droga se agregó cuando la celular 

promedio fue de 5 x 106 células/ml, y se incubaron por 96 horas más. 
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 Las células se cosecharon por centrifugación (1000 x g por 15 min., 4°C) 

y se lavaron dos veces con buffer normal (Tris 70 mM, pH 7.2, NaCI 140 mM, 

KCI 11 mM, MgCI2 10 mM). El segundo lavado se realizó en tubos corex. El 

sedimento celular de la segunda centrifugación rindió el material de partida 

"masa de parásitos". Los lípidos totales se extrajeron con 30 ml de 

cloroformo/metanol 2:1 durante 24 horas (mínimo) a 4°C; la mezcla de 

extracción se filtró en un papel de filtro Whatman # 1 para separar el material 

insoluble. Esta fracción rindió los lípidos totales en cloroformo/metano!. Para su 

ulterior procesamiento, este material se secó en un rotoevaporador BUCHI, 

modelo RE111, añadiendo en varias oportunidades cloroformo/metanol 2: 1, 

para evitar la precipitación del material lipídico. Una vez evaporado a sequedad 

se resuspendió en 1 ml de cloroformo, obteniéndose los lípidos totales en 

cloroformo (L T/cloroformo). 

 Para separar los lípidos neutros de los lípidos polares se siguió el 

procedimiento descrito por Hirsch y Ahrens en 1958 (adaptado en el 

Laboratorio de Química Biológica del IVIC) con una cromatografía en columna 

de ácido silícico. Se agregaron 4 volúmenes de cloroformo a la columna, y de 

este lavado se obtuvieron los lípidos neutros. Esta fracción se rotoevaporó a 

sequedad y se resuspendió en Qn volumen mínimo de cloroformo. 

Seguidamente se filtró en un papel de filtro Whatman N° 1, para eliminar restos 

de sílica que pudieran quedar. 

 La fracción de lípidos neutros fue analizada por cromatografía 

gas/líquida convencional (separación isotérmica en una columna de vidrio 4-m 

empacada con 3% OV/1 sobre una malla Chromosob 100/200, con nitrógeno 

como gas de corrida a 24 ml por min, .y detección de flama de ionización en un 

cromatógrafo de gases Varian 3700). Para el análisis cuantitativo y la 

asignación de estructuras los lípidos neutros fueron separados en una columna 

capilar de alta resolución (25 m x 0.20 mm columna UItra-2, 5% de 

fenil/metil/silicona, 0.33 µm de espesor de la película) en un cromatógrafo de 

gases Hewlett Packard 6890 Plus equipado con un detector de masa sensible 

HP 5973A. Los lípidos fueron inyectados en cloroformo; la columna se mantuvo 

a 50°C por un minuto y luego se incrementó la temperatura a 270°C a una 

velocidad de 25°C/min y finalmente a 300°C a una velocidad de 1°C/min. El 

gas de corrida (He) fluyó a una velocidad constante de 0.5 ml/min. La 
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temperatura del inyector fue de 250°C y el detector se mantuvo a 280°C 

(Urbina y col., 1996; Liendo y col., 1998; Urbina y col., 1998; Liendo y col., 

1999). 

 

3.25. Efecto in vivo de BPQ-OH, E5700 y ER119884 sobre la proliferación 
de amastigotes de T. cruzi 

 
Los amastigotes fueron cultivados en células Vera y mantenidas en 

medio mínimo esencial (MEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(FBS) inactivado a 56°C durante 1 hora, e incubados bajo una atmósfera de 

95% aire/5% CO2 a 37°C. Las células fueron infectadas durante dos horas 

provenientes de cultivos celulares en una proporción 10:1 

tripomastigotes/célula. Una vez infectadas, las células se lavaron tres veces 

con buffer fosfato salino (PBS) para remover los parásitos no adheridos. 

Seguidamente se agregó medio fresco suplementado con 2% de FBS y se 

añadió la BPQ-OH en las siguientes concentraciones: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 

100 µM; y para E5700 y ER 119884 entre 10-500 pM. Para estos experimentos 

se hicieron controles con ketoconazol y nifurtimox a una concentración final de 

1 µM (controles positivos, puesto que estas drogas tienen efectos sobre la 

proliferación de los amastigotes a esta concentración), y sin la adición de 

ninguna droga (control negativo, para tener un patrón del nivel de infección de 

las células Vera en ausencia de droga). Las células se incubaron por 96 horas 

con la droga, con un cambio de medio y droga a las 48 horas. Las láminas con 

las células se fijaron con PBS y 2.5% de glutaraldehído y, luego fueron teñidas 

con solución May-Grunwald y tinción Giemsa. La cuantificación del número de 

células infectadas y el número de parásitos por células, se realizó mediante el 

uso de microscopía de luz (Martin y col., 2000; Lira y col., 2001). La monocapa 

de células Vero debe ser confluente al momento de hacer la infección; de lo 

contrario puede verse afectada por este proceso y la aplicación de la droga. 

 Los cálculos de IC50 para BPQ-OH, E5700 y ER-119884 en amastigotes 

de T. cruzi se hicieron a través de un análisis de regresión lineal en GraFit, 

graficando: a) el porcentaje relativo de amastigotes/células infectadas vs la 

concentración de BPQ-OH, b) el porcentaje relativo de células infectadas por 

campo vs la concentración de BPQ-OH. 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

Donde: 
 

% relativo de amastigotes/célula = % amastigotes/célula para una concentración de BPO-OH, E5700, ER-119884 x 100 

% amastigotes/célula para el control 

 
 
 

% relativo de células infectadas/campo = % células infectadas para una concentración de BPQ-OH, E5700, ER-119884 x 100 

% células infectadas para el control 

 

3.26. Estudios in vivo de E5700 y ER-119884 
  

Estos experimentos se hicieron con un modelo murino de la enfermedad 

de Chagas en fase aguada. Grupos de 10 ratones NMRI-IVIC (20-25 gr) fueron 

infectados con 105 tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi por ratón, los 

tratamientos orales comenzaron 24 horas después y dados por 30 días 

consecutivos, usando 25 o 50 mg/Kg.d de E5700 y ER-119884. Controles 

negativos (no tratados) recibieron únicamente el vehículo, 1 % de metil-

celulosa mas 0.5% Tween-80. Como control positivo, un grupo de animales 

recibió la droga de referencia nifurtimox a 50 mg/Kg.d. Los animales fueron 

seguidos por 40 días post-inoculación. La supervivencia fue seguida 

diariamente y la parasitemia semanalmente por exámenes directos en el 

microscopio. 

 

3.27. Análisis estadístico 
  

El método no-paramétrico de Kaplan-Meier fue usado para estimar la 

función de sobrevivencia de los diferentes grupos experimentales. Los rangos 

de los ensayos (rangos-grandes, los cuales dan igual peso a todas las 

observaciones y el test de Peto-Peto Wilcoxon, el cual usa un estimado de la 

función de la sobrevivencia para este tipo de resultados), fueron usados para 

compararlos entre ellos. El análisis fue hecho usando una herramienta de 

sobrevivencia de StarView 4.5 (Survival Functions for StatView, Abacus 

Concepts Inc., Berkeley, CA) corrido en un Power Macintosh G4 Cube 

computer. 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

3.28. Extracción de lípidos totales 
  

Las muestras para la extracción de lípidos fueron resuspendidas en un 

mililitro de agua destilada y seguidamente se agregaron 30 ml de Cloroformo: 

Metanol 2:1. Esta mezcla se incubo por 48 hojas a 4°C, las muestras fueron 

filtradas a través de un papel Whatman N° 2 y recogidas en un balón para 

luego ser rotaevaporadas a 45°C al vació. A las muestras secas se le colocaron 

15 ml de cloroformo, si la muestra no se tornaba turbia se consideraba 

deshidratada, de lo contrario se repetía el procedimiento de rotaevaporación 

hasta que la muestra quedara totalmente deshidratada. Finalmente la muestra 

de lípidos totales fue resuspendida en un volumen de 5 mi de cloroformo 

(Urbina y col. 1993, Urbina y col. 1995). 

 

3.29. Separación de lípidos neutros y polares 
 

 La separación de los lípidos se realizo en una columna de ácido silícico 

(previamente activado a 120°C por 12 h), luego el ácido silícico se resuspendió 

en cloroformo y se empaco en columnas de vidrio de 5mI. La columna fue 

equilibrada con 4 volúmenes de cloroformo y seguido fue cargada con las 

muestras de lípidos totales resuspendida en cloroformo. Los lípidos neutros 

fueron eludíos con 5 volúmenes de cloroformo y los polares con 8 volúmenes 

de una mezcla Cloroformo: Metanol 1:1. Los lípidos neutros y polares fueron 

secados por rotaevaporación empleando las mismas condiciones del proceso 

de deshidratación. Los lípidos neutros se resuspendieron en un mililitro de 

cloroformo para ser analizados por el cromatógrafo de gases-espectrómetro de 

masas y los polares en 500 µl de cloroformo para el posterior análisis de 

fosfolipidos por cromatografía de capa fina (TLC), en placas de silica gel Merk 

5721 (Urbina y col. 1993, Urbina y col. 1995). 

 

3.30. Identificación y cuantificación de lípidos neutros 
  

El análisis cuantitativo y para la asignación estructural, estos fueron 

separados en una columna capilar de alta resolución [25 mx 0,20 mm (diámetro 

interno) columna UItra-2, 5% Fenil Metil Siloxano, 0,33 f.1m de espesor de 
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película], dentro de un Cromatógrafo de gases Hewlett - Packard 5890 serie 11, 

equipado con un detector de masas HP5971A. Una muestra de 1µl de lípidos 

neutros fue inyectada a la columna del cromatógrafo de gases. La columna fue 

mantenida a 50°C por un minuto, para luego ascender a 270°C a una velocidad 

de 25°C por minuto y finalmente ascendió a 300°C a una velocidad de 1°C por 

minuto. La fase móvil fue helio, cuyo flujo se mantuvo constante a 1 mi por 

minuto, la temperatura del inyector fue de 250°C y la del detector fue 

mantenida a 280°C. (Liendo y col. 1999). La identificación de lípidos neutros 

fue realizada, comparando el patrón de ión molecular del lípido problema con 

una base de datos de patrones con estructuras conocidas. La cuantificación de 

estos lípidos se hizo integrando el área bajo la curva de cada pico en el 

cromatógrama. 
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4.1. Expresión y Distribución Intracelular de las Isoenzimas Fosfoglicerato 
Kinasa (PGK) en Trypanosoma cruzi. 
  

La enzima fosfoglicerato kinasa (enzima de la glicólisis y 

gluconeogénesis) cataliza la reacción desde 1,3-bifosfoglicerato a 3-

fosfogliceraro, esta reacción es dependiente de magnesio. Este es el primer 

paso en la glicólisis donde ocurre formación de A TP junto con el 3-

fosfoglicerato. 

 Mediante el análisis por PCR y Southern blot, nosotros encontramos tres 

genes PGK (A, B y C) en el genoma de T. cruzi (Fig. 4.1.1). Los genes parecen 

estar arreglados en tanda, con el gen PGKA, caracterizado por una. inserción 

de 240 pb, en el extremo 5' del locus (Fig. 4.1.2). Esta organización es similar a 

la observada previamente en T. brucei, T. congolense y C. fasciculata. La 

presencia de estas isoenzimas codificadas por estos tres genes fue confirmada 

por análisis con Western blot (Fig. 4.1.1). 

 Por fraccionamiento subcelular se encontró que la actividad PGK estaba 

presente tanto en el citosol (aproximadamente 65-80%) como en los 

glicosomas (20-35%) (Fig. 4.1.3, y 4.1.4). La fracción del citosol celular 

contenía un polipéptido de 47 kDa revelado por Western blot, utilizando un 

anticuerpo anti-PGK de T. brucei y el cual es presumiblemente el producto del 

gen PGKB, por analogía con la misma situación en otros trypanosomatides. El 

antisuero reaccionó con ambos polipéptidos de 56 y 48 kDa en los glicosomas 

purificados (Fig. 4.1.5 A y B). Usando un antisuero específico (monoclonal anti-

PGKA), se confirmó la identidad de un polipéptido de 56 kDa como la PGKA 

(Fig. 4.1.5 C), mientras que la proteína de 48 kDa podría ser el producto del 

gen PGKC. La PGKA es responsable para un estimado entre el 15-25% del 

total de la actividad celular y la PGKC entre 5-10%. 

 En estudios previos (Taylor y Gutteridge, 1987) toda la actividad PGK en 

epimastigotes de T. cruzi fue localizada en el citosol; ninguna actividad fue 

asociada con glicosomas. En contraste, en el presente estudio, usando tres 

métodos diferentes de fraccionamiento celular, una parte significativa del total 

de la actividad en las células fue encontrada en los glicosomas. La actividad 

PGK fue reproduciblemente detectada en la organela, aún cuando las células 

fueron recogidas en diferentes estadios de crecimiento de los cultivos. La 
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discrepancia con los resultados de Taylor y Gutteridge (1987) podrían 

posiblemente ser explicados por diferentes niveles de expresión de las PGKs 

glicosomal debido al uso de otras cepas de T. cruzi y/o diferentes condiciones 

de cultivo. 

 Todas las tres isoenzimas PGKs se expresan simultáneamente en los 

epimastigotes de T. cruzi. La expresión simultánea de PGKC en glicosomas y 

PGKB en el citosol, en una relación de 20/80, también fue observada en 

promastigotes y amastigotes de especies de Leishmania (Adjé y col., 1997; 

McKoy y col., 1997). Esta relación refleja posiblemente la actividad específica 

para diferentes rutas metabólicas: degradación de azúcares a piruvato, 

involucrando la PGKC y metabolismo anaplerotico (vía PEPCK y MDH) y 

quizás también en gluconogénesis involucrando a la PGKB (Opperdoes FR, 

1987). En contraste, la expresión de ambas PGKs en T. brucei es mutuamente 

excluyente (Osinga y col., 1985; Gibson y col., 1988). La inducción de la 

expresión de PGKs en las formas sanguíneas de T. brucei, aún a niveles muy 

bajos, por genética reversa, demuestra que es letal para la células (Blattner, 

1998). La expresión mutuamente excluyente de PGKB y PGKC podría estar 

relacionada con la importancia de mantener un balance neto de A TP producido 

y consumido dentro del glicosoma (Opperdoes, 1987; Michels y col., 2000; 

Blattner y col., 1998). En los glicosomas se consume A TP en la parte inicial de 

la ruta por la HK y PFK y éste es nuevamente regenerado en la reacción 

catalizada por la PGK. En las formas procíclicas de T. brucei, la PGK esta 

presente en el citosol, pero el balance de A TP en el glicosoma es mantenido 

por la actividad de la PEPCK. Nosotros asumimos que en T. cruzi y especies 

de Leishmania, ambas la PGK y PEPCK glicosomal serían las responsables de 

mantener el pool de ATP en la organela a un nivel apropiado. Cómo ocurre el 

flujo relativo a través de la ruta glicolítica y cómo son coordinadas las 

reacciones anapleroticas y el control de la relación ATP/ADP en la organela es 

aún desconocido. La abundancia relativa de las PGKs detectadas en los 

epimastigotes de T. cruzi, para las isoenzimas PGKA y PGKC, contrastan con 

la situación en T. brucei, donde la PGKA es únicamente una enzima menor. Es 

posible que la inserción específica de 80 aminoácidos de esta enzima sirva 

como una función regulatoria, es decir que permita ajustar la actividad de las 

enzimas de acuerdo a los requerimientos metabólicos de las células, y así 
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mantener el balance de ATP dentro del glicosoma. La inserción podría formar 

un dominio para la unión de ligandos regulatorios u ofrecer un sitio para una 

modificación capaz de modular la actividad. Sin embargo, algunos intentos se 

han hecho para identificar metabolitos o modificaciones que afecten la actividad 

de la PGKA recombinante purificada de T. brucei, permaneciendo aún sin 

resultados satisfactorios (Swinkels y col., 1992). Además, investigaciones en la 

base de datos con la secuencia de inserción no revelo ningún motivo específico 

o similitud significativa con secuencias conocidas. La PGKA podría jugar un 

papel importante en dirigir el flujo a través de diferentes ramas del metabolismo 

de carbohidratos de T. cruzi, consecuentemente garantizando el balance de 

ATP/ADP. En contraste, este papel en T. brucei podría ser limitado, a causa de 

la expresión mutuamente excluyente de la PGKC enzima meramente glicolítica 

y piruvato kinasa, y las enzimas PGKB, PEPCK y malato deshidrogenada 

(MDH) (también) involucradas por otra parte en el metabolismo anaplerotico. 

Falta por establecerse por qué la PGKA está ausente en. Leishmania, donde 

las diferentes rutas del metabolismo de carbohidratos operan simultáneamente. 

Esto podría deberse al hecho de que la PGKC en Leishmania haya adquirido 

una nueva manera de regulación a través de una extensión de 62 residuos de 

aminoácidos en el C-terminal (Adjé y col., 1997). 

 Basados en fraccionamiento con detergente (Triton X-114) y carbonato, 

se determinó que la PGKA está fuertemente asociada con la membrana del 

glicosoma a través de interacciones hidrofóbicas, mientras que la PGKC está 

presente en la matriz de la organela. Este resultado difiere del observado para 

la localización de la PGKA de T. brucei, donde la enzima fue encontrada en la 

fase acuosa al tratar a los glicosomas con Triton X-114. Sin embargo, la 

predicción de la secuencia de aminoácidos del polipéptido no suministra 

ninguna pista obvia de cómo la PGKA puede interactuar con la membrana del 

glicosoma. La secuencia no contiene ningún dominio potencialmente 

hidrofóbico transmembranal, o alguna extensión o inserción de acuerdo a la 

secuencia de la PGKA de T. brucei, u a otra isoenzima correspondiente a algún 

otro tripanosomatide analizado, que potencialmente pudiera constituir un ancla 

a la membrana. La unión podría ser vía interacción con proteínas específicas 

de la membrana o por uniones covalentes a grupos hidrofóbicos así como 

palmitato, miristato o un compuesto isoprenil. Justamente, la secuencia tiene 
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numerosos sitios potenciales de N - miroistoilización. Finalmente, nosotros no 

podemos excluir la posibilidad de que la PGKA de T. cruzi esté unida a las 

proteínas de la membrana del glicosoma a través de interacciones 

electrostáticas que puedan permanecer estables con el tratamiento de 

carbonato a pH 11.5. Sería necesario en futuras investigaciones explorar las 

diferentes posibilidades. 

 El hecho de que la PGKA de T. cruzi tenga una extensión N-terminal de 

80 aminoácidos adicional, una estructura terciaria o cuaternaria distinta y que 

además pueda jugar un papel importante de regulación en el glicosoma, bien 

sea en la glicólisis o gluconeogénesis, convierte a la PGKA de T. cruzi en un 

potencial blanco terapéutico, debido. a las diferencias fisicoquímicas que 

presenta con respecto a su contraparte en los mamíferos. Análogos de 

adenosina (tubercidina) inhiben la glicólisis en T. brucei, actuando 

específicamente en la PGK con un IC50 de 7.5 µM y se ha concluido que 5 µM 

de tubercidina mata a los tripanosomas teniendo como blanco a los 

glicosomas, especialmente por inhibición de la fosfoglicerato kinasa (Drew y 

col., 2003). 

 La PGKA localizada en el glicosoma puede desempeñar un papel 

fundamental en la energética del glicosoma. El hecho de que existan rutas de 

síntesis en el glicosoma, las cuales demandan A TP (purinas, éter lípidos, 

isoprenoides) y de que parte del fosfoenolpiruvato (PEP) se vaya vía formación 

de piruvato a través de la piruvato kinasa hacia la mitocondria, o que parte de 

la glucosa-6-fosfato sea desviada hacia la ruta de las pentosas fosfato, 

significaría que se crearía un desbalance de A TP en los glicosomas y por lo 

cual la glicólisis se detendría, ya que no se podría fosforilar la glucosa en sus 

pasos iniciales. El hecho ge que la PGKA en T. cruzi se exprese de forma 

constitutiva, podría implicar que esta enzima esté a cargo de regenerar el A TP 

necesario para fosforilar los pasos iniciales de la glicólisis, cuando no todo el 

PEP entra al glicosoma, lo cual hace que la PEPCK no pueda regenerar los 

equivalentes de A TP consumidos o para necesidades de las rutas de síntesis 

en esta organela. Además, el hecho de que la PGKA siempre esté presente en 

el glicosoma, independientemente del estadío morfológico del parásito 

(epimastigote, amastigote y tripomastigote), estaría apoyando la hipótesis de 

que en T. cruzi haya gluconogénesis, de hecho se ha logrado por estudios con 
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librerías de ARN de interferencia en T. brucei; identificar varios genes de esta 

ruta (Morris y col., 2002). Una PGKA en el glicosoma implicaría que la glicólisis 

no se pare cuando ocurre gluconeogénesis, ya que el A TP consumido en el 

paso de 3-fosfoglicerado a 1,3-difosglicerato estaría en el citosol a cargo de la 

PGKB. 

Para mejor información acerca de la metodología, resultados y discusión 

ver publicación 1. 

Concepción JI, Adjé CA, Quiñones W, Chevalier N, Dubourdieu M, Michel 
PAM. The expression and intracellular distribution of phosphoglycerate 
kinase isoenzymes in Trypanosoma cruzi. Molecular and Biochemical 
Parasitology. (2001), 118:11-121. 
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4.2. Caracterización Molecular y Bioquímica de la Hexokinasa de 
Trypanosoma cruzi. 
  

En Trypanosoma cruzi, al igual que en la mayoría de los 

tripanosomatides, la mayor parte de la ruta glicolítica está secuestrada en una 

organela semejante a los peroxisomas, el glicosoma (Opperdoes, 1987). Las 

enzimas glicolíticas en T. cruzi; han sido mucho menos estudiadas en 

comparación a las de T. brucei. La hexokinasa (EC 2.7.1.1 o EC 2.7.1.2 

especifica para la glucosa), que cataliza el primer paso de la glicólisis para 

producir glucosa 6-fosfato (G6-P), no ha sido previamente estudiada en T. 

cruzi; como una proteína aislada. 

 En este trabajo, nosotros presentamos un análisis más exhaustivo sobre 

la hexokinasa de este parásito. La hexokinasa de T. cruzi; fue clonada, 

secuenciada, y expresada como una enzima recombínate en Escherichia coli. 

Además, la enzima natural fue purificada a homogeneidad y sus propiedades 

cinéticas comparadas con la enzima recombínate. Los resultados contribuyen a 

un mejor entendimiento de las diferencias entre la hexokinasa de T. cruzi y la 

enzima homóloga en el hospedador, permitiendo proponer a la hexokinasa 

como un potencial blanco para el diseño específico de drogas contra T. cruzi. 

 Las constantes cinéticas (Km para la glucosa y ATP) de la proteína 

recombinante, después de eliminarle el (His)6-tag en el N-terminal, fueron muy 

similares a las de la proteína natural purificada (Fig. 4.2.1.A y B). La enzima de 

T. cruzi es una enzima similar tanto a las hexokinasas del tipo 50 kDa de los no 

vertebrados como a las del tipo IV de los vertebrados y además tiene una 

secuencia señal en el N-terminal del tipo PTS2 (Fig. 4.2.2. y Tabla 4.2.1) de 

acuerdo con su localización glicosomal en el parásito (Fig. 4.2.3.). Esta tiene 

una baja identidad con ambas hexokinasas de tipo I, II, III de 100 kDa de 

mamíferos y con la hexokinasa del tipo IV de 50 kDa. De hecho la hexokinasa 

de T. cruzi presenta únicamente alta identidad en su secuencia con su 

contraparte en T. brucei;, la cual también tiene una señal del tipo PTS2 (Fig. 

4.2.2.) (Willson y col., 2002). Además, la hexokinasa de T. cruzi; se parece a la 

de T. brucei; en su masa molecular de la subunidad (50 kDa), la pérdida de 

inhibición por G6-P y su alta afinidad por la glucosa. Otro hecho común de la 

enzima en ambos tripanosomatides es la estructura oligomérica en forma de 
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complejos (Fig. 4.2.4. A, B y C). Mientras todas las otras hexokinasas 

caracterizadas, solo existen como monómeros y dímeros, la hexokinasa nativa 

de Trypanosoma cruzi se encuentra principalmente como un aparente 

tetrámero (alrededor de 200 kDa), aunque otras formas fueron también 

detectadas a través de cromatografía en columnas de filtración, y de igual 

manera la enzima nativa de Trypanosoma brucei se comporta en las columnas 

de filtración como una proteína con una masa de 295 kDa (Misset y col., 1986). 

La posible relevancia fisiológica para este comportamiento de agregación de la 

enzima está por determinarse. A pesar de sus similitudes, la hexokinasa del T. 

brucei y T. cruzi presentan grandes diferencias en cuanto a que la primera es 

capaz de fosforilar glucosa, fructosa, manosa y galactosa (Verlinde y col., 

2001), mientras que la segunda es específica para la glucosa. Este hecho que 

fue observado para ambas, tanto la hexokinasa natural del Trypanosoma cruzi 

como la proteína recombinante, permite clasificar a esta enzima como una 

verdadera glucokinasa. Las hexokinasas que son altamente específicas para la 

glucosa se encuentran más frecuentemente en bacterias y eucariotas 

unicelulares (Cardenas y col., 1998), no obstante, en estos mismos grupos de 

organismos, también se han reportado algunas hexokinasas con baja 

especificidad (Cardenas ML, 1998). Sin embargo, se debe destacar que 

muchas de estas hexokinasas de organismos unicelulares no pertenecen a la 

misma familia de enzima, así como las hexokinasas encontradas por ejemplo, 

en vertebrados, levaduras y tripanosomatides (Henze y col., 2001). 

 Con respecto a sus propiedades cinéticas, la hexokinasa de T. cruzi se 

parece a las hexokinasas 1 y 2 de E. histolytica, así que pertenecen a la misma 

familia, Sin embargo, estas proteínas comparten únicamente 30% de identidad 

(Kroschewski y col., 2000). Estas hexokinasas de E. histolytica tienen también 

un bajo Km. para la glucosa y no es capaz de fosforilar la fructosa. A pesar de 

la diferente especificidad en sustratos para la hexokinasa de T. brucei y T. 

cruzi, los residuos de unión a la glucosa son muy conservados entre las 

enzimas de ambos tripanosomatides. Además, uno puede suponer que, los 

residuos adicionales de aminoácidos de estas enzimas están implicados en la 

unión del azúcar para conferir especificidad, o los estados conformacionales 

serían los responsables de las diferentes especificidades para los azúcares. La 

causa de estas diferencias entre estas dos enzimas y el significado fisiológico 
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de la presencia de una glucokinasa en vez de una hexokinasa clásica en el 

glicosoma de T. cruzi, está por esclarecerse. 

 La comparación de la hexokinasa del T. cruzi con su contraparte en 

mamíferos indica que, aunque es similar en su afinidad por la glucosa a la 

hexokinasa I, II y III, es más similar a la hexokinasa IV con respecto a otras 

propiedades cinéticas. Ninguna de las dos enzimas fue regulada por la glucosa 

6-fosfato y ambas son específicas para la glucosa. Sin embargo, ellas son muy 

diferentes en la afinidad por sus sustratos, la hexokinasa de T. cruzi tiene un 

Km muy bajo (43 µM versus 12 mM en la hexokinasa IV de humanos). Estas 

dos características, la pérdida de inhibición por la glucosa 6-fosfato y la alta 

afinidad para la glucosa, es común a las hexokinasas de todos los 

tripanosomatides estudiados (Berens y col., 1980; Racagni y col., 1983; 

Nwagwu y Opperdoes, 1982; Urbina y Crespo, 1984). Estas diferencias en las 

propiedades funcionales y en la secuencia, comparadas con la enzima del 

hospedador, sugiere que la hexokinasa del T. cruzi podría constituir un blanco 

muy interesante para drogas, como ya ha sido señalado para la enzima de T. 

brucei (Verlinde y col., 2001). 

 Los datos presentados en este trabajo proporcionan un fuerte indicio 

para la existencia de dos actividades de hexokinasas en epimastigotes de T. 

cruzi, una específica para la glucosa y localizada dentro del glicosoma, y otra 

con una actividad fructokinasa, posiblemente presente en el citosol Este 

descubrimiento también explica la posible contradicción antes mencionada 

entre este estudio y reportes previos (hechos con enzimas no purificadas 

(Racagni y col., 1983; Urbina y Crespo, 1984), de acuerdo a la especificidad de 

la hexokinasa de T. cruzi; para sus sustratos de azúcares; sin embargo, es 

clara la necesidad de usar enzimas purificadas cuando se quieren evaluar 

sustratos específicos. Desde el punto de vista metabólico, la presencia de una 

hexokinasa citosólica explicaría la presencia de una fuente de glucosa 6-fosfato 

para la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, enzima inicial de la ruta a las 

pentosas fosfatos, de forma similar, esta enzima en T. brucei, está localizada 

en el citosol (Barrett, 1997; Heise y Opperdoes, 1999). Una última opción es 

que la producción de fructosa dependiente de ADP medida, pueda no depender 

de una hexokinasa clásica sino de una fructokinasa específica. 
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 Como se ha mencionado anteriormente, la hexokinasa de T. cruzi no es 

inhibida por glucosa 6-fosfato. Idénticamente, esto es característico de las 

hexokinasas en los tripanosomatides y de muchas hexokinasas del tipo 50 kDa 

de no vertebrados (Cardenas y col., 1998; Wilson, 1995), aunque las 

hexokinasas sensibles a glucosa 6-fosfato han sido reportadas también para 

Schistosoma mansoni (Tielens y col., 1994), y para algunos equinodermos 

(Cardenas y col., 1998; Mochizuki y Hari, 1977). Esta pérdida de inhibición 

indica que la hexokinasa de tripanosomatides no es regulada por sus 

productos. Hasta ahora no está claro que los tripanosomatides puedan 

necesitar tal regulación. Esto ha sido propuesto por Bakker, de que no es 

necesario una inhibición debido a la compartimentalización. de la glicólisis 

(Bakker y col., 2000). Mediante simulación por computadoras de la glicólisis en 

la forma sanguínea de la T. brucei, ellos han demostrado que la hexokinasa, 

así como también la actividad de la fosfofructokinasa puede ser controlada en 

el glicosoma por la relación ATP/ADP la cual se comporta de manera 

independiente de la relación A TP/ADP del citosol. Aunque la hexokinasa de T. 

cruzi no es regulada por glucosa 6-fosfato, ésta es inhibida por PPi (Ki = 0.5 

mM) (Fig. 4A y B; publicación 2); el significado fisiológico del PPi no es claro 

pero merece ser investigado con más detalle. En algún caso esto indica que la 

hexokinasa de T. cruzi tiene una propiedad nueva y que podría ser regulada de 

una manera no clásica. 

Recientemente se han realizado algunos experimentos de inhibición con 

bifosfonatos (inhibidores que simulan al PPi) sobre la hexokinasa purificada de 

T. cruzi, glicosomas aislados y consumo de glucosa en parásitos 

permeabilizados. Los resultados obtenidos son muy prometedores, ya que se 

encontró una fuerte inhibición de la hexokinasa natural y del consumo de 

glucosa en células permeabilizadas con digitonina. Esto convierte a la 

hexokinasa en un potencial blanco quimioterapéutico para atacar a la 

enfermedad del Chagas. 

 Para mejor información acerca de la metodología, resultados y 

discusión; ver publicación 2. 

 

Cáceres AJ, Portillo R, Acosta H, Rosales D, Quiñones W, Avilan L, 
Salazar L, Dubourdieu M, Michels PAM, Concepción JL. Molecular and 
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biochemical characterization of hexokinase from Trypanosoma cruzi. 

Molecular and Biochemical parasitology. (2003), 126:251-262. 
 

 
 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 
 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

4.3. Piruvato Fosfato Dikinasa y Metabolismo del Pirofosfato en el 
Glicosoma de los epimastigotes de Trypanosoma cruzi. 

 

 En este trabajo se presenta la localización y funciones metabólicas de 

piruvato fosfato dikinasa (PPDK), una enzima recientemente detectada en 

tripanosomatides (Bringaud y col., 1998). Tres tipos de experimentos muestran 

que la PPDK está mayormente localizada en la matriz de los glicosomas de los 

epimastigotes de T. cruzi, estando de acuerdo con lo reportado para T. brucei 

(Bringaud y col., 1998), además el gen clonado de la PPDK de T. cruzi tiene 

una típica secuencia PTS1 (AKL) en el C-terminal (Maldonado y Fairlamb, 

2001). Sin embargo, en la mayoría de nuestros experimentos la PPDK fue 

también detectada en otro compartimiento. Es de hacer notar que en el 

genoma de T. cruzi; se ha reportado la presencia de únicamente dos genes 

idénticos, arreglados en tanda (Maldonado y Fairlamb, 2001). Otras proteínas 

han mostrado tener una localización dual, aún cuando son codificadas por un 

solo gen; la alanina-glioxilato aminotransferasa de mamíferos está presente en 

peroxisomas y mitocondria (Oatey y col., 1996) y la hexokinasa de 

espermatozoides está presente en la mitocondria, citosol y flagelo (Travis y 

col., 1999). 

 Una vez confirmado que la PPDK está ubicada principalmente en la 

matriz de glicosoma, confirmado por microscopia de láser confocal, 

permeabilización con digitonina, y fraccionamiento subcelular (gradiente 

isopícnico en sacarosa) (Fig. 4.3.1, 4.3.2 y 4.3.3.), nuestro principal objetivo fue 

proponer una función para esta enzima muy especial. Una observación 

esencial fue que ninguna actividad pirofosfatasa fue encontrada en los 

glicosomas purificados a diferencia de lo encontrado en los peroxisomas de 

rata donde hay actividad pirofosfatasa (Shimizu y Nakano, 1993). En ausencia 

de esta enzima, la PPDK podría únicamente trabajar en la dirección de 

consumo de PEP y PPi, de forma similar a la de ameba (Wood y col., 1985). 

Idénticamente al inspeccionar la bibliografía sobre la termodinámica de esta 

enzima no hay duda que en condiciones fisiológicas de pH y fuerza iónica, la 

reacción catalizada por la PPDK es altamente exergónica (-5.2 Kcallmol o 

menos) en la dirección de producción de piruvato. No obstante, el crecimiento 

de los epimastigotes en un estado de proliferación celular sobre un medio 
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complejo más glucosa, el glicosoma podría ser abastecido constantemente con 

altas concentraciones de PEP glicolítico y con PPi producido por varias rutas, lo 

cual cambiaría aún más el equilibrio hacia la formación de piruvato. Los niveles. 

de AMP y A TP no parecen ser relevantes para evaluar la dirección de la 

PPDK, ya que la relación en la concentración podría ser mantenida constante 

con la presencia de la adenilato kinasa (Fig 1A, publicación 3). Sin embargo, el 

pH de la matriz del glicosoma constituye un factor esencial a tener en cuenta, 

ya que dos protones están involucrados en la reacción de la PPDK, explicando 

que la energía libre estándar falla en 2.5 Kcal por unidad de pH (Reeves y col., 

1968). Por consiguiente la irreversibilidad de la PPDK podría ser aún mayor, si 

el glicosoma es un compartimiento ácido, como es el caso de los peroxisomas 

(Nicolay y col., 1987). 

 La termodinámica de la PPDK es de hecho muy similar a las 

pirofosfatasas (PPasa), haciendo posible que la PPDK pueda hidrolizar el PPi 

en dos iones de fosfato y cambiar el equilibrio de las reacciones que producen 

PPi intraglicosomal Generalmente es admitido que la activación de los ácidos 

grasos no tendría lugar si no hubiera hidrólisis del PPi. Con respecto a la 

detección de la ruta de oxidación de ácidos grasos y su activación en el 

glicosoma, es muy significativo. En este caso la falta de una actividad 

pirofosfatasa en esta organela, donde ocurren diversas reacciones enzimáticas 

que producen PPi no tendría sentido alguno, no obstante, la presencia de la 

PPDK en este mismo compartimiento haría las veces de la PPasa, vista como 

otra enzima exergónica que consume PPi, haciendo las veces de pirofosfatasa. 

 El piruvato, un producto obligado de la PPDK en los glicosomas, podría 

en principio ser excretado al citosol. Sin embargo, la presencia de la alanina 

deshidrogenasa (ADH) en el glicosoma, implicaría que al menos parte del 

piruvato es reducido a alanina antes de ser excretado. El sistema PPDK más 

ADH sería el equivalente a PEPCK más MDH; ambos sistemas estarían 

encargados de mantener el balance redox y de energía en los glicosomas. En 

este sentido es lógico proponer que el PEP glicolítico, es decir, el que re-entra 

a los glicosomas, sea usado por alguno de estos dos sistemas, dependiendo 

de la disponibilidad de PPi (y AMP), y por supuesto dependiente de la actividad 

de biosíntesis en los glicosomas. Al respecto, es muy significativo que la PPDK 

sea activada por el acetil-CoA (la disponibilidad de este sustrato podría 
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parcialmente ser determinante en la velocidad de síntesis) y la PEPCK inhibida 

por el PPi. En condiciones donde no hubiera nada de síntesis y ninguna 

degradación de ácidos grasos en el glicosoma, la PEPCK, MDH y fumarato 

reductasa (FRD) podrían ser los pasos esenciales para el mantenimiento del 

balance redox y de energía. En condiciones donde haya biosíntesis de 

isoprenoides, nucleótidos y β-oxidación de ácidos 9 rasos , la PPDK (activada 

por acetil-CoA) podría competir con la PEPCK (inhibida por PPi) por el PEP en 

los glicosomas, por consiguiente consumiendo el PPi producido y generando 

una contribución termodinámica a estas reacciones. La pérdida sensible de 

PEP a través de la actividad piruvato kinasa (PK) en el citosol podría ser 

compensada por la actividad fosfoglicerato kinasa (PGKA y PGKC) para 

regenerar el ATP en el glicosoma (Concepción y col., 2001b), y la 

glicerolfosfato deshidrogenada (acoplada a la glicerolfosfato oxidasa en la 

mitocondria) para la reoxidación del NADH (Concepción y col., 2001a). El ATP 

necesario para las reacciones de biosíntesis podría ser suministrado por la ya 

mencionada PGK, aparentemente regulada por los niveles de ATP 

(Concepción y col., 2001b), mientras que el NADPH podría ser facilitado por la 

ruta de β-oxidación de los ácidos grasos, unido a la reducción del NADP+ y no a 

el NAD+ como ocurre normalmente en la mitocondria. Las necesidades de 

NADPH para las rutas de biosíntesis pueden ser suministradas por la 

derivación de los electrones en cuestión desde la molécula de glucosa a través 

de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP+; de hecho, esta 

enzima ha sido localizada de forma parcial en los glicosomas, tanto de T. cruzi 

como de T. brucei (Heise y Opperdoes, 1999). De acuerdo con la propuesta de 

este trabajo, la PPDK del glicosoma seria esencial para acoplar la glicólisis, la 

β-oxidación de ácidos grasos y varias rutas de síntesis (Fig. 4.3.4). 

 Sorprendentemente, en muchos trabajos recientes, la PPDK no ha sido 

reconocida como una enzima esencial para las formas procíclicas de T. brucei. 

(Coustou y col., 2003), lo que estaría en una aparente contradicción con 

nuestra hipótesis, ya que el metabolismo de las formas procíclicas de T. brucei 

es considerada de forma general muy similar a la de epimastigotes de T. cruzi. 

 La presencia en el. glicosoma de una piruvato carboxilasa (PC), 

consume ATP, junto con la PEPCK (∆G'o cercano a cero) y una PPDK, es 
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intrigante, ya que se puede formar un ciclo fútil. Contrariamente a lo que uno 

podría pensar, este ciclo fútil no estaría asociado a un consumo neto de A TP, 

sino más bien a la formación de dos ADP a partir de un ATP más un AMP (Fig. 

4.3.1A,). No obstante, la reacción neta de este ciclo fútil es la hidrólisis del PPi 

a 2Pi. Aunque con los resultados obtenidos en este trabajo es difícil decir si 

este ciclo fútil tiene un significado metabólico, uno podría proponer que una 

posible función es que se eliminaría el PPi sin un consumo neto de PEP, por 

ejemplo, sin una glicólisis activa, es posible que se produzca PPi por las rutas 

de biosíntesis y β-oxidación, bajo condiciones de oxidación de aminoácidos. La 

PC y el ciclo fútil podría ser activo únicamente en la presencia de acetil-CoA y 

por consiguiente degradación de ácidos grasoso 

 Resumiendo, en el glicosoma de T. cruzi, y probablemente en otros 

tripanosomatides que albergan importantes rutas biosintéticas que producen 

PPi, incluyendo la β-oxidación de los ácidos grasoso En la ausencia de 

pirofosfatasa en el glicosoma, la PPDK podría ser la encargada de hidrolizar el 

PPi en presencia de PEP, haciendo posible termodinámicamente las 

reacciones que producen PPi y eliminando al mismo tiempo el PPi tóxico. El 

significado biosintético de esta enzima es ilustrado por su activación con acetil-

CoA. 

 Para mejor información acerca de la metodología, resultados y discusión 

ver publicación 3. 

 Acosta H, Dubourdieu M, Cáceres A, Bringaud F, Concepción JL. 
Pyruvate Phosphate Dikinase and Pyrophosphate Metabolism in the 
Glycosome of Trypanosoma cruzi epimastigotes. (2004), Comparative 
Biochemical Phisiology. (aceptado para publicar). 
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4.4. La α-glicerolfosfato Deshidrogenasa está Presente en los Glicosomas 
de Trypanosoma cruzi;. 
 

 La α-glicerofosfato deshidrogenasa (GPDH) juega un papel muy 

importante en el balance redox del glicosoma de T. brucei. Esta enzima no 

había sido detectada en T. cruzi (Taylor y Gutteridg, 19R7; Cazzulo y col., 

1988), aunque está presente en todos los otros tripanosomatides conocidos 

(Tilens y Van Hellemond, 1998). En estos organismos, la GPDH es parte del 

sistema encargado de reoxidar el NADH glicosomal por un oxígeno molecular a 

través de una lanzadera clásica de dihidroacetona-fosfato/α-glicerolfosfato y 

una α-glicerolfosfato oxidasa o GPO alternativa mitocondrial (Tielens y Van 

Hellemond, 1998). Un hecho común observado por diferentes autores es la 

inhibición del consumo de oxígeno por el ácido salicilhidroxamico (SHAM) en 

epimastigotes de T. cruzi (Felix y col., 1978; Stoppani y col., 1980; Engel y col., 

1990) y la oxidación directa de glicerolfosfato por extractos de mitocondria 

(Affrachino y col., 1985), una indicación de la posible presencia de un sistema 

GPO (generalmente referido como una oxidasa alternativa sensible a SHAM) y 

también de un sistema generador de aglicerolfosfato. En este trabajo nosotros 

obtuvimos otra visión de la actividad GPDH (EC 1.1.1.8) en T. cruzi. 

 La actividad GPDH fue determinada en extractos de epimastigotes en 

distintos puntos de la curva de crecimiento. En la Fig. 4.4.1.A se muestra que la 

actividad especifica GPDH, la cual no fue detectada al comienzo de la fase 

exponencial, incrementa hacia el final de la curva de crecimiento. Sin embargo, 

un antisuero hecho contra la GPDH de T. brucei evidenció un máximo de 

reconocimiento al comienzo del crecimiento. Estas observaciones indican que 

la mayoría de la enzima se expresa durante la fase la exponencial temprana 

pero de forma inactiva (Fig. 4.4.1.8) 

 Cuando los epimastigotes de T. cruzi en fase exponencial de crecimiento 

fueron permeabilizados con concentraciones crecientes de digitonina, la GPDH 

fue liberada  a la misma concentración de digitonina que la HK, un marcador 

clásico del giicosoma (Fig. 4.4.2.), lo que indica que la GPDH está localizada 

en el glicosoma.  

 En glicosomas altamente purificados por centrifugación isopícnica en un 

gradiente lineal de sacarosa y diferencial (Concepción y col., 1998 y 1999); la 
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distribución de la actividad GPDH fue absolutamente igual a la PEPCK y HK 

(Fig. 4.4.3.). Los Western blot realizados con el anticuerpo anti-GPDH 

muestran la misma distribución que la actividad enzimática, indicando una 

localización exclusiva de la GPDH en los glicosomas. 

 La actividad GPO fue determinada midiendo la velocidad del consumo 

de oxigeno en células enteras en presencia y ausencia de SHAM (un inhibidor 

de la GPO), utilizando un respirómetro de Warburg. El SHAM inhibió el 

consumo de oxígeno alrededor de un 23%, y además, también se observó una 

inhibición del consumo de glucosa entre 30 y 60% (Tabla 4.4.1). Estos 

resultados estarían indicando la presencia de un sistema GPO en los 

epimastigotes de T. cruzi. 

 En este trabajo se evidenció que T. cruzi  puede sintetizar, al igual que 

todos los otros tripanosomatides estudiados (Tielens y Van Hellemond, 1998), 

una α -glicerolfosfato deshidrogenasa glicosomal. Esto podría ayudar a resolver 

los resultados contradictorios surgidos en varios reportes independientes a 

cerca de la no-detección de la GPDH en T. cruzi (Taylor y Gutteridge, 1987; 

Cazzulo y col., 1988), y la presencia de una actividad glicerolfosfato oxidasa 

mitocondrial sensible a SHAM (Felix y col., 1978; Stoppani y col., 1980; 

Affranchino y col., 1985; Engel y col., 1990). 

 Los anticuerpos anti-GPDH evidenciaron altos niveles de proteína GPDH 

al comienzo de la curva de crecimiento, contrariamente a lo observado con la 

actividad GPDH. Estos resultados estarían indicando una posible activación 

posttrasduccional y una posible explicación para los niveles variables de la 

actividad GPDH. La variación en la actividad/expresión de la GPDH podría 

estar correlacionada con la actividad piruvato kinasa (PK), ya que la mayoría de 

la GPDH glicosomal, podría ser necesaria para mantener el balance redox en 

situaciones en la que la actividad PK sea alta y por consiguiente el PEP que 

debería entrar al glicosoma sea menor. Un incremento de cinco veces de la 

actividad PK fue observado al final de la fase exponencial de la curva de 

crecimiento de los epimastigotes (datos no mostrados). En algunos casos la 

baja actividad especifica de la GPDH sería compatible con un papel auxiliar 

para mantener un balance redox, ya que la actividad PK es generalmente baja. 

La producción de glicerol observada en amastigotes (Sanchez-Moreno y col., 

1995) confirma la presencia de un gen para la rGPDH en T. cruzi. Este gen es 
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homólogo al de T. brucei. La presencia de a: menos dos sistemas de 

reoxidación del NADH en el glicosoma de T. cruzi, permite explicar varias 

observaciones que podrían no ser únicamente racionalizadas, basándose en 

una membrana del glicosoma permeable; por ejemplo, que la actividad 

glicolítica fuese muy poco afectada por una dramática inhibición de la PEPCK 

(Urbina y col., 1990). 

 En resumen, la α -glicerolfosfato deshidrogenasa había sido considerada 

como ausente en Trypanosoma cruzi, en contradicción con todos los otros 

tripanosomatides estudiados. Después de observar que la malato 

deshidrogenasa (MDH) sola no puede mantener el balance redox 

intraglicosomal, se demostró que la actividad GPDH está exclusivamente 

localizada en el glicosoma de T. cruzi por tratamientos con digitonina y 

centrifugación isopícnica. Anticuerpos contra la GPDH de T. brucei muestran 

que esta enzima parece estar esencialmente presente e inactiva al comienzo 

del crecimiento de los epimastigotes. La GPDH está aparentemente unida a un 

sistema de reoxidacion de giicerolfosfato sensible al ácido salicilhidroxamico y 

juega un papel esencial en el balance redox en el glicosoma. 

 Para mejor información acerca de la metodología, resultados y discusión 

ver publicación 4.  

 

Concepción JL, Acosta H, Quiñones H, Dubourdieu M. A a.-
glycerophosphate Dehidrogenase is Present in Trypanosoma cruzi 

Glycosomes. Mem Inst Oswaldo Cruz. (2001), 96(5):697-701. 
 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

4.5. 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-CoA Reductasa en Trypanosoma cruzi 

(Schizotrypanum) cruzi: Localización Subcelular y Propiedades Cinéticas. 
 

El parásito protozoario Trypanosoma cruzi y diferentes especies del 

género Leishmania, así como hongos y levaduras, requieren de la presencia de 

esteroles específicos endógenos para la viabilidad y proliferación celular 

(Urbina y col., 1993); estos hechos han conducido a un interés creciente en el 

desarrollo de inhibidores de la biosíntesis de esteroles (581), los cuales se 

fundamentan principalmente en quimioterapias anti-fúngicas (Rahier y col., 

1990; Mercer, 1993; Vander 80ssche H, 1995), como agentes anti-parásitos 

(Croft y col., 1997; Urbina y col., 1996). La ruta de biosíntesis de esteroles de 

varios de estos organismos ha sido inferida por el análisis de la composición de 

esteroles en ausencia y presencia de 581, los cuales actúan en diferentes 

puntos de la ruta (Urbina y col., 1991; 8erman y col., 1984; Hart y col., 1989). 

Sin embargo, en contraste con hongos y levaduras (Park y col., 1995), 

prácticamente nada se conoce acerca de las propiedades cinética, 

moleculares, y genéticas de las enzimas involucradas y su localización 

subcelular. 

 La enzima 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa' [mevalonato:NADP+ 

oxido reductasa; HMG-CoA reductasa; EC 1.1.1.34] es el primer paso 

comprometido y de regulación en la ruta de la biosíntesis de los isoprenoides, 

produciendo una gran familia de compuestos, incluyendo esteroles. Resultados 

previos han mostrado que el mevinolin (Iovastatina), un potente inhibidor 

competitivo de esta enzima, corrientemente utilizado como un agente 

hipercolesterolemico en humamos (Endo, 1991), puede bloquear la síntesis de 

estero les y la proliferación celular de los epimastigoges y amastigotes de T. 

cruzi in vitro y potenciar el efecto del ketoconazol in vivo (Urbina y col., 1993; 

Florin-Chistensen y col., 1990). 

 La HMG-CoA reductasa es una enzima integral de membrana en los 

organismos eucariotas. Inicialmente esta enzima fue localizada en el retículo 

endoplásmico (Rotilman y Simoni, 1992; Learned y col., 1989), y más 

recientemente a sido localizada principalmente en los peroxisomas (Werner y 

col., 2002). En T. cruzi esta enzima fue clonada, secuenciada y 
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sobreexpresada, y los resultados indican que en este organismo la enzima a 

perdido las secuencias de integración a la membrana (Peña-Dias y col., 1997). 

 En este trabajo nosotros nos enfocamos sobre la localización subcelular 

de la enzima y sus propiedades cinéticas; los resultados indican que la mayoría 

de la enzima está asociada con los glicosomas (semejante a los peroxisomas), 

una organela perteneciente a la familia de los microcuerpos, única de los 

kinetoplastides, la cual contiene la mayoría de las enzimas de la ruta glicolítica 

(Opperdoes, 1987). 

 Por centrifugación diferencial de extracto de epimastigotes de T. cruzi se 

encontró que la HMG-CoA reductasa está asociada con una fracción granular 

pequeña (Fig. 4.5.1), en esta fracción también estaba presente la actividad de 

la hexokinasa (HK) y de la fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK), enzimas 

marcadoras de los glicosomas. En la centrifugación isopícnica (Fig. 4.5.2.) 

indica que la mayoría de la actividad HMG-CoA reductasa migra junto con los 

marcadores glicosomales, a 1.23 9 cm-3 y un segundo pico pero mucho menor 

está asociado con un compartimiento soluble (citosol). Ninguna actividad HMG-

CoA reductasa estuvo asociada con los marcadores mitocondriales (succinato 

deshidrogenasa) o con el retículo endoplásmico (glucosa 6-fosfatasa) o con 

membrana plasmática o bolsa flagelar (fosfatasa alcalina, fosfatasa ácida). El 

78% de la actividad estuvo asociada con el glicosoma, 12% citosol y 10% 

microsomas. 

 Cuando los glicosomas purificados fueron tratados con Triton X-114 a 

30°C (Tabla 4.5.1.), la HMG CoA reductasa, hexokinasa y la fosfoglucosa 

isomerasa fueron encontradas en la fracción soluble. Para confirmar el carácter 

soluble de esta enzima y descartar cualquier posible artefacto, se realizaron 

estudios con epimastigotes intactos, los cuales fueron permeabilizados con 

concentraciones crecientes de digitonina, siguiendo la liberación de la HMG 

CoA reductasa y los marcad9res enzimáticos (ASA T para el citosol y la 

PEPCK para el glicosoma. Como se puede ver en la Fig. 4.5.3, la liberación de 

la HMG CoA reductasa desde las células intactas fue una función bifásica, es 

decir a bajas concentraciones del  detergente sólo fue liberada ASA T y a 

medida que se incrementaron las concentraciones de detergente 

(aproximadamente 0.08 mg) la HMG CoA reductasa y la PEPCK comenzaron 

ser liberadas. Estos resultados demuestran claramente que la HMG CoA 
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reductasa en T. cruzi es una proteína soluble y está distribuida en dos 

compartimientos diferentes. 

 Una investigación cinética de la HMG CoA reductasa asociada a 

glicosomas purificados fue hecha. Se observó que esta enzima tiene una 

cinética clásica tipo Michaelis-Menten con respecto a ambos sustratos (Fig. 

4.5.4.). La lovastatina un análogo en el estado de transición, mostró ser un 

potente inhibidor competitivo con respecto a HMG CoA con un K¡ = 23 nM. 

Estos resultados están de acuerdo con reportes previos de inhibición para la 

enzima en hígado de rata (Alberts y col., 1980). 

 Las evidencias presentadas en este trabajo de una HMG CoA reductasa 

soluble en T. cruzi, están completamente de acuerdo con la secuencia del gen 

que codifica para la enzima en este organismo, el cual indica que ha perdido el 

Nterminal, secuencia de integración a la membrana en otros organismos 

eucariotas (Peña-Días y col., 1997). Por otra parte nuestros resultados son 

contradictorios con los encontrados para esta enzima en T. brucei, donde la 

enzima a sido localizada en microsomas (Coppens y col., 1995); esta 

discrepancia podría ser explicada por la diferencia entre los organismos 

estudiados. Además ninguna actividad soluble fue reportada en ese estudio, y 

esto pudo deberse a la falta de inhibidores de proteasas en el proceso de 

fraccionamiento subcelular, puesto que se ha demostrado que esta enzima es 

particularmente sensible a degradación proteolítica (Peña-Dias y col., 1997). 

Esta explicación está de acuerdo con el hecho de que la actividad especifica 

encontrada en los glicosomas purificados en este trabajo fue comparable (2 a 3 

veces mas alta) a la encontrada en microsomas purificados de hígado de rata y 

peroxisomas (Keller y col., 1986) pero 100 a 300 veces más alta que la 

reportada para los microsomas de T. brucei (Coppen y col., 1995). Un soporte 

a nuestro argumento de que la HMG CoA reductasa en T. cruzi está 

principalmente ubicada en el glicosoma, llega de la secuencia del gen clonado, 

el cual predice una secuencia (MRL) semejante a la SKL en el C-terminal  de la 

proteína y también una secuencia tipo PTS2 (Peña-Dias y col., 1997); esta 

secuencias señales del tipo PTS1 y PTS2 son características de las proteínas 

que son importadas a los glicosomas en los tripanosomatides y a los 

peiOxisomas en otros eucariotas (Sommer y col., 1994). Sin embargo, en un 

trabajo reciente (Peña-Días y col., 2004) han publicado que la HMG-CoA 
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reductasa de T. cruzi y Leishmania mexicana están localizadas principalmente 

en la mitocondria, a través de estudios de inmullomicroscopia electrónica, 

permeabilización selectiva con digitonina y usando un algoritmo de preedición 

de secuencias de importación. No obstante, cuando se analiza la secuencia del 

gen de la HMG-CoA reductasa más que una secuencia de importación a la 

mitocondria, lo que se observa es una secuencia tipo PTS2 de importación a 

los glicosomas, además esa secuencia también presenta en el C-terminal 

cuatro aminoácidos básicos (Tabla 4.5.2.). Estas particularidades en la 

secuencia de la HMG-CoA reductasa en T. cruzi son muy similares a las de la 

HMG-CoA reductasa localizada en los peroxisomas de hígado de rata. Además 

Peña-Días no explica quien suministra el NADPH en la mitocondria para una 

ruta tan exigente desde el punto de vista redox y de energía y sólo propone la 

posibilidad de una transhidrogenasa NAD+/NADP+ como solución a la 

ubicación en la mitocondria.  

En conclusión, nuestros resultados indican que la HMG-CoA reductasa 

en T. cruzi es una enzima soluble y predominantemente localizada en la matriz 

del glicosoma. Esta conclusión está de acuerdo con los estudios de cloneo y 

expresión heteróloga del gen que codifica para esta enzima en T. cruzi, la cual 

establece que la enzima existe como una proteína soluble (Peña-Dias y col., 

1997). Este ha sido el primer trabajo publicado donde se reporta una HMG-CoA 

reductasa soluble para un organismo eucariota. Este también es el primer 

trabajo sobre la presencia de una enzima de la biosíntesis de isoprenoides en 

el glicosoma. La localización de esta enzima en el glicosoma no es 

completamente sorprendente; pues está totalmente demostrado que la ruta de 

isoprenoides se encuentra en su totalidad localizada en los peroxisomas 

(Werner y col., 2002), como ya se mencionó en la introducción, los glicosomas 

son considerados  peroxisomas, puesto que usan la misma maquinaria de 

importación y secuencias señales del tipo PTS1 y PTS2 (Hannaert y col., 

2003). Además, la fuente de equivalentes de NADPH para reoxidar y conducir 

a la reacción, pueden ser suministrados por la ruta de las pentosas fosfato a 

través de las enzimas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa, ambas enzimas están presentes en los glicosoma de todos 

los tripanosomatides estudiados (Hannaert y col., 2003). También en los 
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glicosomas al igual que en los peroxisomas  se encuentra localizada la ruta de 

β-oxidación de los ácidos grasos (además de las mitocondria), el producto final 

de esta ruta es el aceti-CoA, sustrato indispensable para que pueda haber 

síntesis de novo de esteroles (Hannaert y col., 2003; Werner y col., 2002). 

Estos hechos apoyan fuertemente la posibilidad de que en los tripanosomatides 

la ruta de isoprenoides se encuentre localizada en los glicosomas. 

La localización subcelular particular de la HMG-CoA reductasa en T. 

cruzi puede ser explotada de forma racional en el desarrollo de drogas 

antiparasíticas, usando como blancos ambas, la actividad de las enzimas y los 

sistemas de transporte requeridos para permitir el flujo de los sustratos a los 

glicosomas. En nuestro laboratorio se están haciendo esfuerzos por 

caracterizar y entender algunos de los sistemas de transporte de sustratos a 

los glicosomas en T. cruzi. 

Para mejor información acerca de la metodología, resultados y discusión 

ver publicación 5. 
 

Concepción JL, Pacanowska D, and Urbina JA. 3-Hydroxy-3-methyl-

glutarylCoA Reductase in Tripanosoma (Schizotrypanum) cruzi: 
Subcellular Locaslization and Kinetic Properties. Archives of 

Biochemistry and Biophysics. (1998), 352:114-120. 
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4.6. Escualeno Sintetasa como un Blanco Quimioterapéutico en 
Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana. 

 

La escualeno sintetasa (SOS, EC 2.5.1.21) cataliza una reacción inusual 

de dimerización reductiva cabeza a cabeza de dos moléculas de farnesil 

pirofosfato (FPP) en una reacción de dos paso (Fig. 4.6.1.). Este es el primer 

paso comprometido en la biosíntesis de esteroles; el bloqueo a este nivel no 

afecta la producción de otros isoprenoides esenciales y la acumulación de 

isoprenoides intermediarios (FPP y precursores) pueden realmente ser 

metabolizados y excretados (Gonzales-Pacanowska y col., 1988). Por estas 

razones la SOS está actualmente bajo intensos estudios como un posible 

blanco de drogas para disminuir el colesterol en humanos (Bergstrom y col., 

1988; Watson NS, 1996). Avances muy significativos se han hecho por 

entender el mecanismo de reacción de la SOS de vertebrados (Poulter, 1990; 

Mookhtiar y col., 1994) y recientemente ha sido reportado para esta enzima de 

humanos la estructura cristalina de forma soluble (Pandit y col., 2000). La SQS 

es también un sitio importante para la regulación de la síntesis de esteroles. 

Estudios hechos en vertebrados y levaduras han mostrado que los niveles de 

RNAm de la SQS responden de forma muy sensible a la presencia de fuentes 

exógenas de esteroles y a la inhibición de la HMG-CoA reductasa, mientras 

que en plantas la regulación de la SQS tiene lugar a nivel post-transcripcional 

(Devarenne y col., 1998). También, recientes estudios de micro-array de genes 

en levaduras (Bammert y Fostel, 2000) y Candida albicans (De Backer y col., 

2001), así como estudios de sobreexpresión/selección en Leishmania major 

(Cotrim PC, 1999), han mostrado que la expresión de la SQS es activada 

fuertemente en estas células en presencia de inhibidores de la biosíntesis de 

esteroles. Estos estudios sugieren que la SQS es un paso limitante y 

probablemente un paso regulatorio en esta ruta. Sin embargo, no hay ningún 

reporte de estudios hechos sobre las propiedades de la SQS en parásitos 

tripanospmatides y la validación de esta enzima como un blanco anti-parásito. 

 En este trabajo nosotros presentamos la primera caracterización de la 

localización subcelular y propiedades cinéticas de la SOS de epimastigotes de 

T. cruzi y promastigotes de Leishmania mexicana y también mostramos que un 
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inhibidor de esta enzima tiene actividad selectiva anti-parásito, asociado con la 

eliminación de esteroles endógenos de los parásitos. 

 La SQS en epimastigotes de T. cruzi fue separada en dos fracciones 

bien  definidas por centrifugación isopícnica en un gradiente de densidad de 

sacarosa (Fig. 4.6.2.). Un componente, comprende el 45% de la actividad, 

formado por una banda bien definida y correspondiente a los glicosomas (d = 

1.23 9 cm-3) y que copurifica con los marcadores clásicos del glicosoma, así 

como hexokinasa (dependiente de ATP y PPi), fosfoenolpiruvato carboxikinasa 

y piruvato fosfato dikinasa. El resto de la actividad fue asociada con vesículas 

microsomales/mitocondriales, ya que esta fracción se solapa con marcadores 

de la mitocondria (isocitrato deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa) y de 

retículo endoplásmico (glucosa-6-fosfatasa) (Fig. 4.6.2). 

 Experimentos de partición con Tritón X-114 muestran que la SQS, tanto 

en glicosomas como en microsomas se encuentra en la fracción rica en 

detergente, lo que indicaría que la SQS tiene un fuerte carácter hidrofóbico y 

por lo tanto es muy probable que sea una enzima de membrana. 

Esencialmente los mismos resultados fueron obtenidos en los estudios de 

fraccionamiento subcelular para la SQS en los promastigotes de Leishmania 

mexicana (resultados no mostrados). 

 Los estudios de cinética para la SQS de T. cruzi a partir de glicosomas 

purificados y en presencia de Tritón X-100, mostraron una cinética del tipo de 

Michaelis-Menten (Fig. 4.6.3.). Gráficos similares fueron obtenidos para la 

enzima mitocondrial/microsomal y para L. mexicana en ambas fracciones 

glicosomal y mitocondria/microsomal Las constantes cinéticas para las dos 

formas de la enzima en ambos organismos son presentadas en la Tabla 4.6.1. 

Nosotros sintetizamos y purificamos el 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxiquinuclidina 

(3bifenil-4-il-1-aza-biciclo[2.2.2]-octan-3-01; BPQ-OH, Fig. 4.6.4., un potente y 

específico inhibidor de la SQS de mamíferos (Brown y col., 1996; McTaggart y 

col., 19~6; Ward y col., 1996). Nosotros investigamos si la SQS en ambos 

parásitos tiene un comportamiento cinético de inhibición bifásica con la BPQ 

como ocurre en mamíferos (Ward y col., 1996), para esto se hizo un estudio de 

dosis respuesta para la SQS de glicosomas y mitocondria/microsomas con 

BPQ-OH, colocando concentraciones de sustratos fijas a concentraciones 

saturantes y los resultados fueron graficados con la ecuación 4.6.1. (Ward y 
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col., 1996). En la Fig. 4.6.4., se muestran los resultados con la SQS de los 

glicosomas de T. cruzi, donde los valores experimentales dan un excelente 

ajuste (r2= 0.99) a la (ecuación 1, publicación 6) con los siguientes parámetros: 

Vos = 0.81 µmoles min-1 mg-1 de proteínas, Voi = 0.037 µmoles min-1 mg-1 de 

proteínas, Kis = 46 nM, Kii = 74 µM. Asi, > 95% de la SQS glicosomal de T. 

cruzi fue altamente sensible al inhibidor, mientras que la actividad remanente 

fue refractaria. Un comportamiento similar fue observado para la enzima 

mitocondrial/microsomal y para ambas fracciones en promastigotes de 

Leishmania mexicana (datos no mostrados). Los estudios cinéticos (Fig. 4.6.4.) 

muestran que el BPQ-OH fue un inhibidor del tipo no competitivo de la forma 

sensible de la SQS glicosomal de T. cruzi y el valor derivado de Ki (48 nM) 

coincide con el valor obtenido a concentraciones de sustrato fijo (ver Fig. 4.6.5). 

Nosotros también encontramos una inhibición no competitiva para la BPQ-OH 

mitocondrial/microsomal para la enzima de T. cruzi, así como para las SQS de 

Leishmania mexicana de ambas fracciones; los valores de las constantes de 

inhibición estuvieron todos en el rango de nanomolar (Tabla 4.6.1). 

 La BPQ-OH indujo una respuesta dosis-dependencia en la reducción de 

la proliferación de epimastigotes de T. cruzi crecidos axenicamente, con un IC50 

de 19 µM y con una concentración mínima inhibitoria (MIC) de 30 µM (Fig. 

4.6.6). A todas las MIC ensayados los esteroles endógenos del parásito 

(ergosterol, analogos del 24-etil y precursores) y escualeno desaparecen de las 

células tratadas (Tabla 4.6.3). Contra los promastigotes de Leishmania 

mexicana ellCso y la MIC fue 12 y 30 JlM, respectivamente (Fig. 4.6.7.) y la 

inhibición del crecimiento estuvo otra vez correlacionada con la desaparición de 

los esteroles característica de los promastigotes (episterol y 5-dehidroipisterol, 

ver Tabla 4.6.4); ningún escualeno fue detectado en el controlo células de 

Leishmanias tratadas. 

 En vertebrados, levaduras y plantas, la SQS es una proteína conservada 

unida a la membrana, exclusivamente asociada al retículo endoplásmico, junto 

con el resto de las enzimas biosintéticas (Thompson y col., 1998). Los 

resultados del presente estudio muestran que la SOS en los tripanosomatides 

está también unida a la membrana, pero con una localización subcelular dual: 

glicosomas, organela semejante a peroxisomas y única en los protozoarios 

Kinetoplastides, en la cual ocurre la mayoría de la ruta glicolítica (Opperdoes, 
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1987), y mitocondria/retículo endoplásmico (Fig. 4.6.3). La misma localización 

dual fue también observada para otras enzimas de la ruta de isoprenoides, así 

como HMG-CoA reóuctasa y la este rol 24-metil transferasa (Fig. 4.6.3). Estos 

resultados son consistentes con reportes previos que indican una localización 

glicosomal y/o mitocondrial de la HMG-CoA reductasa en T. cruzi (Concepción 

y col., 1998), T. brucei (Heise yOpperdoes, 2000) y L. major (Peña-Diaz y col., 

2003), dependiendo del organismo y condiciones de crecimiento. Nuestras 

propias observaciones indican que la distribución de las enzimas de la 

biosíntesis de esteroles en T. cruzi y Leishmania mexicana entre los 

compartimientos glicosomas y microsomas/mitocondria, depende fuertemente 

de la fase de crecimiento del cultivo y su probable asociación. con los cambios 

en el metabolismo energético de las células. 

 Gráficos doble-recíprocos lineales fueron obtenidos para la síntesis de 

escualeno variando las concentraciones de FPP a diferentes concentraciones 

fijas de NADPH para la SOS glicosomal y microsomal/mitocondrial de T. cruzi y 

L. mexicana (Fig. 4.6.4). Gráficos lineales doble recíprocos también se han 

reportado para la SOS microsomal de levaduras (Beytia y col., 1973; Agnew y 

Poják, 1978), usando los mismos rangos de concentraciones de FPP (1-20 JlM) 

usados en el presente trabajo y ellos fueron inicialmente interpretados como un 

mecanismo ping-pong para esta enzima (Beytia y col., 1973). Estudios mas 

recientes con una forma soluble de la enzima recombinante de levaduras 

(Mookhtiar y col., 1994) mostrando gráficos doble-recíprocos parabólicos, 

consistentes con un mecanismo secuencial ordenado, pero únicamente cuando 

los rangos de concentración estaban por debajo de 1 µM. En algunos casos, 

los valores aparentes de los parámetros de Michaelis-Menten de la enzima del 

parásito (Tabla 4.6.1) son muy cercanos a los reportados para la enzima 

microsomal de levaduras (Beytia y col., 1973; Agnew y Popják, 1978). 

 Las cinéticas bifásicas para la inhibición de la SQS de mamíferos por 

derivados de quinuclidina, incluyendo BPQ-OH, han sido reportadas y 

analizadas en detalle en estudios previos (McTaggart y col., 1996; Ward y col., 

1996); este fenómeno ha sido atribuido a diferentes conformaciones o 

isoformas de la enzima. La SQS en T. cruzi y L. mexicana tienen una cinética 

de inhibición bifásica con el BPQ-OH (Fig. 4.6.5), pero la contribución de la 

BPQ-OH a la forma insensible es muy baja < 5%). También los valores de las 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

constantes de inhibición (nanomolar, Tabla 4.6.2) y el tipo de inhibición (no 

competitiva, ver (Fig. 4.6.6), son muy similares a los obtenidos con la enzima 

de mamíferos (Brown y col., 1996; Mc Taggart y col., 1996). Los valores de 

estas constantes de inhibición están dos o tres órdenes de magnitud por debajo 

de los Km's de los sustratos de la reacción (Tabla 4.6.1). Estos resultados 

sugieren que la BPQ-OH, llevando un grupo aza en el centro de una molécula 

relativamente hidrofóbica, podría actuar mimetizando el carbocatión en el 

estado de transición de la reacción (Brown y col., 1996; Mc Taggart y col., 

1996; Ward y col., 1996). 

 Nosotros investigamos el efecto de BPQ-OH sobre la proliferación y 

composición de esteroles de epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de 

Leishmania mexicana intactos. Los resultados (Tabla 3 y Fig. 4.6.7 y 8) indican 

una reducción dosis-respuesta en la relación de (colesterol) endógeno a 

exógeno, sin acumulación de escualeno, lo cual es consistente con el bloqueo 

de la síntesis de novo de los esteroles al nivel de la SQS. La reducción relativa 

en el contenido endógeno de esteroles fue asociada con el decrecimiento en la 

velocidad del crecimiento alrededor de 10 µM y una completa pérdida de la 

viabilidad celular a 30 µM, cuando los parásitos fueron completamente 

carenciados de esteroles. Sin embargo, un hecho muy remarcable fue que la 

BPQ-OH fuese capaz de erradicar los amastigotes intracelulares de T. cruzi sin 

ningún efecto deletéreo sobre las células hospedadoras (Fig. 4.6.9), ya que 

este inhibidor también inhibe la SQS de las células de mamíferos (Mc Taggart y 

col., 1996; Ward y col., 1996). Este resultado se debe probablemente a la 

capacidad de la células hospedadoras a compensar el bloqueo de la síntesis 

de novo de colesterol por una regulación en la expresión de los receptores LDL 

y tomar estos esteroles desde el medio de crecimiento (Goldstein y Broun, 

2001). 

En conclusión, nuestros resultados soportan la noción de que la SQS 

puede ser útil como un blanco quimioterapéutico en los parásitos T. cruzi y 

Leishmania mexicana, así que inhibidores para la SQS podrían ser utilizados 

como drogas selectivas anti-parásitos, aún cuando ellas no sean específicas 

para las enzimas del parásito. Este descubrimiento justificaría posteriores 

estudios, tanto in vitro como in vivo para el desarrollo de inhibidores específicos 
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para la SQS de los parásitos y que puedan conducir a compuestos para una 

terapia anti-parásito. 

 Para mejor información acerca de la metodología, resultados y discusión 

ver publicación 6. 

 

Urbina JA, Concepción JL, Rancel S, Visbal G, Lira R. Squalene synthase 
as a chemotherapeutic target in Trypanosoma cruzi and Leishmania 

mexicana. Molecular and Biochemical Parasitology. (2002), 125:35-45. 
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4.7. Mecanismo de acción del 4-Fenoxifenoxietil Tiocianato (WC-9) contra 
Trypanosoma cruzi, el Agente Causante de la Enfermedad de Chagas. 
 

 Nosotros decidimos investigar el posible efecto del 4-

fenoxifenoxietiltiocianato (WC-9), el más potente miembro de este grupo de 

compuestos, sobre la biosíntesis de novo de esteroles en epimastigotes de T. 

cruzi, ya que trabajos previos indican la interferencia por este tipo de 

compuestos en la biosíntesis de esteroles en mamíferos (Vlaudusic y col., 

1994; 1995). 

El WC-9 induce un efecto dosis-dependiente sobre el crecimiento de los 

epimastigotes de la cepa Elpidio Padrón (EP) (Fig. 4.7.1). Cuando la cepa EP 

fue crecida en medio de Infusión Hígado Triptosa (UT), la MIC para este 

organismo (definida como la concentración mínima requerida para inhibir el 

crecimiento en >99% después de 96 horas) fue de 1 µM, de acuerdo con 

resultados obtenidos previamente con la cepa Y (Cinque y col., 1998). También 

analizamos el contenido de esteroles libres del control y células tratadas por 

cromatografía capilar de gas-líquida acoplada a un espectrofotómetro de 

masas (Urbina y col., 2002). Nosotros mostramos (Tabla 4.7.1) que el efecto 

inhibitorio de WC-9 sobre el crecimiento está asociado con la falta endógena de 

esteroles del parásito, ergosterol y su análogo 24-etil, y un incremento 

concomitante en la proporción relativa de colesterol, el cual es tomado 

pasivamente del medio de crecimiento por los epimastigotes (Urbina y col., 

2002). El hecho de la desaparición completa de esteroles del parásito, con 

ninguna acumulación de intermediarios de los esteroles tales como lanosterol o 

escualeno (Tabla 4.7.1), indicaría que esta droga está bloqueando la ruta de 

biosíntesis a nivel de preescualeno (Urbina y col., 2002). 

 Esta hipótesis fue probada, investigando el efecto del compuesto WC-9 

sobre dos enzimas claves de la ruta de biosíntesis de poli-isoprenoides: farnesil 

difosfato sintetasa (FPPS [EC 5.3.3.2]) y escualeno sintetasa (SQS [EC 

2.5.1.1]). El producto de la reacción catalizada por la FPPS, farnesil pirofosfato 

(FPP), es el principal punto de ramificación de la ruta de poli-isoprenoides, 

mientras que la SQS cataliza el primer paso comprometido en la biosíntesis de 

esteroles. Usando una FPPS recombinante de T. cruzi; expresada en 

Escherichia coli (Montalvetti y col., 2001), nosotros demostramos que el WC-9 
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fue esencialmente inactivo contra esta enzima (9% de inhibición con 4 µM y 

13% con 40 µM). En cambio el WC-9 ensayado para la SQS de glicosomas y 

microsomas/mitocondria de epimastigotes de T. cruzi (Urbina y col., 2002), 

mostró una potente inhibición para ambas SQS (Fig. 4.7.2), con 50% para la 

concentración inhibitoria (IC50) de 88 y 129 nM, respectivamente, a 

concentraciones de sustrato saturante para la enzima (25 µM de FPP y 1 mM 

NADPH). La actividad inhibitoria de WC-9 sobre la SOS purificada puede 

explicar el efecto de este compuesto sobre la composición de esteroles libres 

(Tabla 4.7.1) y el crecimiento (Fig. 4.7.1) de epimastigotes enteros y sugiriendo 

una relación fuerte entre estos dos últimos fenómenos. La curva dosis-

respuesta para la actividad de WC-9 contra la SQS de T. cruzi (Fig. 4.7.2) fue 

consistente con una inhibición no competitiva, con un K¡ = IC50; este valor de K¡ 

fue de 2 a 3 órdenes de magnitud por debajo del Km del sustrato (Urbina y col., 

2002). Esto sugiere que el WC-9, con un centro sulfa electrofílico unido a un 

motivo relativamente no polar (hidrofóbico), podría actuar mimetizando el 

estado de transición carbocatiónico de la reacción, conduciendo a la formación 

del intermediario ciclopropil-carbinil prescualeno difosfato (Radisky y Pouter, 

2000; Blagg y col., 2002; Jarstfer y col., 2002). Basado en esta hipótesis, se 

podría diseñar nuevos y más potentes inhibidores para la SQS, usando la 

estructura básica del WC-9 (incrementando el carácter electrofílico del 4-

fenoxifenoxietil sustituyente). 

 En conclusión, nuestros resultados indican que el mecanismo primario 

del efecto antiproliferativo del WC-9 contra T. cruzi es la privación endógena de 

esteroles por un bloqueo específico al nivel de la SQS en la biosíntesis de 

novo. Esta es la primera explicación a nivel molecular del mecanismo de acción 

del 4 - fenoxifenoxietil derivado contra este parásito, y esto sugiere que este y 

compuestos relacionados podrían representar una nueva clase de inhibidores 

de la SQS. 

Para mejor información acerca de la metodología, resultados y discusión 

ver publicación 7. 

Urbina JA, Concepción JL, Montalvetti A, Rodríguez JB, Docampo R. 
Mechanism of Action of 4-Phenoxyphenoxyathyl Thiocyanate (WC-9) 
against Trypanosoma cruzi, the Causative Agent of Chagas' Disease. 
Antimicrobial Agent and Chemotherapy. (2003), 47:2047-2050. 
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4.8. Actividad in vitro e in vivo de E5700 y ER-119884, dos nuevos 
inhibidores de la escualeno sintetasa con actividad oral, contra 
Trypanosoma cruzi. 

 

 En este trabajo nosotros investigamos la actividad in vitro e in vivo del 

E5700 y ER-119884, dos nuevas quinuclidinas como inhibidores de la SQS que 

fueron desarrollados como agentes que disminuyen el colesterol y triglicéridos 

en humanos, contra T. cruzi. 

Estos derivados nuevos de quinuclidina utilizados en este trabajo E570Q 

y ER119884 (Fig. 4.8.2), fueron un orden de magnitud más potentes que la 

BPQ-OH como inhibidor de la enzima SQS del parásito y su actividad fue 

incrementada por la presencia PPi a nivel micromolar (Fig. 4.8.2 y 4.8.3; Tabla 

4.8.1 y 4.8.2). Los compuestos fueron inhibidores no competitivos o de orden 

mixto y sus valores de K¡ (Tabla 4.8.2) tres o cuatro ordenes de magnitud por 

debajo de los Km para los sustratos FPP y cuatro o cinco ordenes de magnitud 

por debajo de los valores correspondientes para el NADPH (Urbina y col., 

2002). Estos hechos soportan la noción de que los derivados de quinuclidina, 

con grupos aza cargados positivamente en el centro la molécula relativamente 

hidrofóbica (Fig. 4.8.2), pueden actuar mimetizando el estado transición 

carbocatiónico de la reacción catalizada por la SQS (Fig. 4.8.1), la cual también 

involucra un par de iones con el nivel del grupo pirofosfato (Blagg y col., 2002; 

Jarstfer y col., 2002; Radisky y Poulter, 2000). En este contexto es interesante 

hacer notar que recientemente se ha descubierto que T. cruzi y otros parásitos 

Tripanosomatides y Apicomplexas contienen grandes niveles de PPi y otros 

polifosfatos de cadena corta, que están ampliamente distribuidos en la célula, 

aunque el mayor almacén es una organela especializada, llamada 

ácidocalcisomas (Moreno y col., 2000; Ruiz y col., 2001). Es una posibilidad 

muy intrigante que la presencia de niveles significativos de PPi en el parásito, 

hagan más susceptibles a la SQS a los efectos de los derivados de 

quinuclidina, que sobre la SQS de otros eucariotas, incluyendo sus células 

hospedadoras de mamífero, donde los niveles del PPi son muy bajos, debido a 

la presencia de una alta actividad pirofosfatasa soluble. 

Ambos derivados de quinuclidina fueron potentes inhibidores del 

crecimiento in vitro, particularmente contra la forma clínica relevante del 
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parásito, amastigotes intracelulares, con valores de IC50 en rangos del orden 

sub-nanomolar (Fig. 4.8.6); Ellos están entre los compuestos más activos anti- 

T. cruzi jamás ensayados (Urbina y col., 2002; 2001; 2003). En epimastigotes, 

la inhibición del crecimiento y la pérdida de viabilidad inducida por estos 

compuestos estuvo asociada con una desaparición completa de los estero les 

endógenos de los parásitos (Fig. 4.8.5 y Tabla 4.8.3 y 4.8.4), como se ha visto 

con otros inhibidores de la SOS que actúan contra este parásito (Urbina y col., 

2002; 2003). Esta composición química alterada podría conducir a 

modificaciones drásticas de las propiedades físicas de las membranas 

celulares, así como permeabilidad pasiva y esteroles que median la interacción 

de proteínas con lipid rafts (Simons y Ikonen, 1997; Brown y London, 2000). En 

contraste aquí no hubo ningún efecto sobre la viabilidad y proliferación de las 

células hospedaras del mamífero, aún a concentraciones diez veces mayores 

que las requeridas para erradicar los parásitos intracelulares (Fig. 4.8.6), a 

pesar de que estos compuestos son también potentes inhibidores de la SOS de 

mamíferos. Como se ha discutido en (Urbina y col., 2002), la actividad 

antiparasítica de estos compuestos y no para las células hospederas se podría 

explicar por la capacidad de estas últimas para compensar el bloqueo de la 

síntesis de novo del colesterol, regulando la expresión de receptores LDL y 

tomando los esteroles desde el medio de crecimiento (Goldstein Brown, 2001). 

En contraste, el parásito no tiene ninguna vía para poder compensar la 

biosíntesis de ergosterol cuando es bloqueado con quinuclidina. También 

podría ser que la SOS de mamíferos sea menos susceptible a la inhibición por 

compuestos de quinuclidina, debido a la ausencia de pirofosfato inorgánico 

intracelular en ellos. En este contexto el E5700 tiene una potente acción anti- T. 

cruzi, y muy baja actividad anti-fúngica in vitro (MIC > 200 µg/ml o 440 µM 

contra C. albicans, A. fumigatus y S. cerevisiae; Eisai Company Ltd., datos no 

publicados), este pobre efecto podría ser explicado por una pobre penetración 

de los compuestos debido a la presencia de pared celular. 

Aunque los derivados de quinuclidina tienen actividades anti- T. cruzi in 

vitro comparables, E5700 fue claramente el más potente in vivo, siendo capaz 

de suprimir completamente el desarrollo de la parasitemia y dando una 

protección total contra la muerte con 50 mg/Kg.d, mientras que ER-119884 a la 

misma dosis tiene una protección parcial, comparable a la vista con E5700 a 25 
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mg/Kg.d (Figs. 4.8.7 y 4.8.8). Cuando el efecto de estos compuestos fueron 

investigados sobre la síntesis del colesterol, triglicéridos y sobre los niveles de 

los Iípidos en el plasma, el mismo patrón de actividades in vitro e in vivo fue 

observado: ambos compuestos tuvieron potencias comparables contra la SQS 

purificada de rata y en la reducción de la síntesis de colesterol y triglicéridos en 

cultivos de hepatocitos primarios de rata, pero E5700 fue mucho más activo en 

reducir los niveles de Iípidos del plasma en monos rhesus después de 7 días 

de tratamiento. La alta actividad in vitro de E5700 como agente anti-parásito y 

de disminuir el colesterol es muy probable que sea debido a las mejores 

propiedades farmacocinéticas. Estudios en ratas (Eisai Company Ltd., datos no 

publicados), han mostrado que los valores Cmax de E5700 obtenidos después 

de suministrar dosis orales de 30 a 100 mg/Kg.d fue de 10 a 70 veces más alto 

que la MIC contra los amastigotes intracelulares de T. cruzi obtenidos en el 

presente trabajo (MICs, 100 nM; ver Fig. 4.8.6; posteriormente, en el modelo 

rata, este compuesto mostró una amplia distribución, alcanzando tejidos y 

órganos relevantes tales como corazón, bazo, hígado, intestino largo y 

pequeño y que fueron uno o dos ordenes de magnitud más altos que los 

encontrados en el plasma (Eisai Company Ltd., datos no publicados). 

Asumiendo una distribución similar en ratones, los amastigotes intracelulares 

en los animales tratados con E5700 a 50 mg/Kg.d estarían expuestos a niveles 

de droga en el estado estacionario en dos o tres ordenes de magnitud más 

altos que la MICs, lo que explicaría el bloqueo completo de la proliferación 

inducida por este compuesto. No obstante, ninguna cura parasitológica fue 

obtenida en estos animales, aun después de 30 días de tratamiento, un hecho 

probablemente relacionado con el corto tiempo de residencia (MRT = 

AUMC/AUC, donde AUMC es el área bajo el primer mes de la concentración en 

el plasma) de E5700 en ratones (2.5-3.8 h. Eisai Company Ltd., datos no 

publicados). Nuevos experimentos serían necesarios, para explorar el efecto de 

dosis más frecuentes, así como combinaciones con otros inhibidores de la 

biosíntesis de esteroles tales como azoles anti-fúngicos (inhibidores de la C14α 

demetilasa) (Urbina y col., 2003). También es posible que, para lograr una cura 

parasitológica total, sean necesarios compuestos con un tiempo de vida-media 

terminal mayor que los del E5700 y esto podría ser un elemento clave en la 

optimización para su aplicación. 
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 En conclusión, nuestros resultados han mostrado que nuevos inhibidores 

basados en quinuclidina E5700 y ER-119884 tienen una actividad selectiva y 

fuera de lo común in vitro contra T. cruzi. También se encontró que E5700 fue 

capaz de dar una protección completa contra infecciones de T. cruzi en un 

modelo murino en la fase aguda fulminante para la enfermedad de Chagas. 

Esta es la primera demostración de una actividad antiparasítica de un inhibidor 

activo vía oral contra la SQS. 

 Para mejor información acerca de la metodología, resultados y discusión 

ver publicación 8. 

 

Ubina JA, Concepción JL, Caldera A, Paya res G, Sanoja C, Otomo T, and 
Hiyoshi. In vitro and in vivo activities of E5700 and ER-119884, two novel 
orally active squalene synthase inhibitors, against Trypanosoma cruzi. 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy. (2004), en prensa. 
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4.9. ∆24(25) esterol metil transferasa (24-25-SMT) en epimastigotes de 

Trypanosoma cruzi y promastigotes de Leishmania mexicana: 

Localización Subcelular y Propiedades Cinéticas. 
 

 La (S)-adenosil-L-metionina esteroI metil transferasa (EC 2.1.1.41 

[SMT]) metila el carbono 24. Esta es una de las reacciones más importantes en 

la ruta biosintética del ergosterol, por cuanto la misma se da solamente en los 

organismos que requieren de este rol para la funcionalidad de su membrana. 

La SMT cataliza este importante paso, y como lo indica su nombre el donador 

del grupo metilo es el S-adenosil-L-metionina (AdoMet), el cual no está 

presente en mamíferos. Este compuesto es el donador de grupos metilo más 

eficiente para la síntesis del ergosterol y fue la primera demostración de que un 

átomo de carbono podía actuar como aceptor de un grupo metilo (Park y 

Casey, 1995). 

 El mecanismo por el cual procede esta reacción es por el doble enlace 

24,25 en la cadena lateral del este rol sustrato. Debido a la carga positiva sobre 

el átomo de azufre del AdoMet, el grupo metilo es añadido electrofílicamente a 

la posición C24, generándose así un centro electrofílico (carbocatión) en la 

posición C25. Esta carga parcial positiva es saturada por la migración de un 

hidruro del C24 a C25, generándose ahora el carbocatión en el C24. La carga 

positiva es compensada con la pérdida de un protón del metilo entrante y la 

formación del doble enlace 24,28 (metileno). 

 Los esteroles que funcionan como sustratos óptimos en la ruta de 

biosíntesis del ergosterol, dependen del organismo en cuestión. En hongos y 

tripanosomatides el mejor sustrato es el lanosterol, formándose el 

24metilendihidrolanosterol. En levaduras, donde ocurre primero las 

demetilaciones, el sustrato es el zimosterol (colesta-8,24-dien-3β-ol) y el 

producto es el fecosterol (ergosta-8,24(28)-dien-3β-01) (Urbina y col., 1995). 

La ubicación subcelular de esta enzima ha estado sujeta a controversia 

en los años setenta, sin embargo en levaduras la enzima fue localizada en la 

fracción microsomal (McCammon y col., 1984; Ator y col., 1989) y en plantas 

en la fracción  microsomal (Nes y col., 1991), también en mamíferos esta 

enzima fue localizada en microsomas (Chesterton ChJ, 1968). 

Bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

 En este trabajo nosotros determinamos la ubicación subcelular de la 

SMT en epimastigotes de Trypanosoma cruzi y además determinamos algunas 

constantes cinéticas tales como: Km, Vmax y K¡. 

 La actividad de la SMT fue medida de forma similar (Ator y col., 11989). 

El ensayo estándar contiene: Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5; KHC03 30 mM, MgCl2 5 

mM, [metil-C14] SAM (3 x 106 dpm/µmol) 50 µM, lanosterol o demosterol (como 

sustrato) 200 µM y las muestras fueron solubilizadas con Tween 80, 0.1 %. Los 

sustratos fueron preparados como una suspensión acuosa con el detergente no 

iónico Tritón WR-1339. El volumen final de la reacción fue de 1 ml y se inicia 

con la adición del SAM, la cual se incuba a 28°C con agitación por 60 minutos. 

La reacción se detiene con 1 ml de KOH, 20% en etanol, agregándose además 

6 nmoles de [73H(N)]colesterol (2.5 x 106 dpm/µmol) en etanol, como estándar 

interno para cuantificar la eficiencia de extracción de los esteroles. Las 

muestras fueron extraídas 2x con 2 mi de hexano. El pool de las fases 

orgánicas se lavan con 1 ml de agua y al final, el solvente se deja evaporar y el 

residuo se disuelve en 3 ml de líquido de centelleo (Acuasol). La radioactividad 

presente se cuantifica para los dos isótopos 3H y 14C. La recuperación del [3H]-

colesterol se calcula para cada muestra y se usa para normalizar los cpm de 

los productos marcados con 14C para un 100% de eficiencia de extracción. 

 Preliminarmente, en las fracciones microsomal y glicosomal, se 

determinaron los tiempos óptimos para los ensayos, así como la actividad en 

función de la cantidad de enzima. En tal sentido, se encontró un tiempo de 60 

min y una dependencia lineal con la cantidad de proteína (100 µg) en los 

ensayos. Después de estos resultados se determinaron los Km y Vmax, variando 

uno de los sustratos y manteniendo otro a concentraciones saturantes, además 

se determinaron constantes de inhibición (K¡) haciendo preincubaciones de 10 

min con el inhibidor azasterol (0.3 a 30 µM) y como control se utilizaron 

ensayos con dimetilsulfoxido (DMSO) sólo a la concentración obtenida en 

presencia de las drogas. 

Los epimastigotes rotos por abrasión fueron fraccionados por 

centrifugación diferencial y por ultracentrifugación isopícnica en un gradiente 

lineal de sacarosa (Concepción y col., 1998). Los resultados de estos 

fraccionamientos son presentados en las Fig. 17 y 18 (dos experimentos 

independientes fueron realizados con resultados iguales). En la Fig. 17 se 
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puede observar que el grueso de la SMT está asociado con la fracción granular 

pequeña, al igual que las enzimas marcadoras del glicosoma (HK y PEPCK). 

Los resultados del gradiente de sacarosa (centrifugación isopícnica) (Fig. 18) 

indican que la mayoría de la banda con actividad SMT está a la misma 

densidad que los marcadores glicosomales a una densidad de 1.23 9 cm-3 y un 

componente menor en una banda que corresponde a microsomas (glucosa-6-

fosfatasa). Ninguna actividad fue asociada con marcadores mitocondriales, 

succinato deshidrogenasa. Tomando en cuenta la latencia de los marcadores 

de los glicosomas (92% para los experimentos mostrados en la Fig. 17), el 65% 

de la actividad SMT estaría asociada a los glicosomas y el resto 35% con la 

fracción microsomal. La SMT parece ser una enzima asociada a membrana y 

muy posiblemente sea una proteína integral de membrana, ya que en los 

experimentos de separación de fases con Tritón X-114 a 30°C, toda la enzima 

está presente en la fase rica en detergente. Para demostrar que la enzima SMT 

no es soluble, nosotros permeabilizamos epimastigotes de T. cruzi con 

concentraciones crecientes de digitonina, siguiendo la liberación de la SMT y 

enzimas marcadoras de glicosoma y mitocondria (malato deshidrogenasa 

[MDH], marcador dual) y de retículo endoplásmico (glucosa-6-fosfatasa [G-6-

fosfatasaD como una función de la concentración del detergente. Como puede 

verse en la Fig. 19, no hubo liberación de la SMT desde células intactas en 

función de la concentración del detergente, lo cual era de esperar si se trata de 

una enzima integral de membrana, mientras que para la MDH se observó una 

curva bifásica debido a su doble localización subcelular (glicosoma y 

mitocondria), también hubo liberación de la G-6-P a concentraciones mayores 

del detergente. Este resultado demuestra claramente que la SMT en T. cruzi es 

una proteína integral de membrana in vivo. 
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Tabla 4.9.1. Constantes cinéticas de la (S)-adenosil-L-metionina: ∆24,25 esteroI 

metil transferasa de glicosomas y microsomas de Leishmania mexicana. 

Glicosomas Microsomas 

 Km(µM) Vm 

(pM) 

ki(µM) 

azasterol

 Km(µM) Vm 

(pM) 

ki(µM) 

azasterol

AdeMet 40 125 1  33 119 ---- 

Demosterol 37 83 0.15  45 78 ----- 

 

 Una investigación cinética de la actividad SMT asociada con los 

glicosomas altamente purificados (obtenidos por centrifugación diferencial y por 

dos gradientes lineales de sacarosa sucesivamente), como ha sido descrita en 

materiales y métodos de la publicación 5. También se hicieron cinéticas con la 

fracción microsomal (sedimento de la centrifugación diferencial a 105.000 x 9 x 

2 horas). Antes de realizar las cinéticas, hicimos algunos experimentos 

preliminares (no mostrados), donde demostramos que la actividad de la enzima 

SMT fue lineal con respecto a las proteínas totales del glicosoma y microsomas 

al menos hasta 0.6 mg/ml; y en los experimentos subsiguientes, usamos una 

concentración de 0.1 mg/ml de proteína glicosomal o microsomal. 

 La enzima parcialmente purificada fue caracterizada desde el punto de 

vista cinético, usando demosterol (colesta-5,24-dien-3β-01) como sustrato y 

colocando las concentraciones de cosustrato constante (S-adenosil-metionina, 

AdoMet) 100 µM, para diferentes concentraciones del inhibidor de la SMT 

22,26-azasterol (Fig. 20). Los valores calculados de Vm,app y Km,app fueron 6.7 

nmoles/min.mg proteína y 17.2 µM, respectivamente. El efecto de la inhibición 

fue puramente competitivo, con un Kij = 30 nM (Fig. 20). Cuando el análisis fue 

realizado usando el sustrato AdoMet variable (colocando las concentraciones 

de demosterol fijas a 100 µM), los valores correspondientes para la Vm,app y 

Km,app fueron 5 nmoles/min.mg proteína y 33.3 µM respectivamente. En este 

caso el inhibidor se comportó como puramente no-competitivo con un Kis = 140 

nM (Fig. 21). Estos valores de constantes cinéticas están de acuerdo con los 

órdenes de magnitud reportados para la enzima SMT en S. cerevisiae (Nes y 

col., 1997; Venkatramesh y col., 1996). 
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Estudios similares han sido hechos en promastigotes de Leishmania 

mexicana, incluyendo la enzima marcadora piruvato fosfato dikinasa, una 

enzima dependiente de pirofosfato descrita recientemente en tripanosomatides 

con una localización exclusivamente glicosomal (Bringaud y col., 1998). Los 

resultados de las Figuras 22 y 23, claramente indican que la SMT es también 

una enzima glibosomal en Leishmania. Los resultados cinéticos (Km,app, Vm,app y 

Kij) fueron muy similares a los encontrados para la enzima SMT en 

epimastigotes de T. cruzi (Fig. 24 y 25; Tabla 4). 

 En conclusión, este es el primer reporte sobre localización subcelular y 

de las propiedades cinéticas de la enzima SMT en organismos kinetoplastides. 

Además, estos resultados son consistentes con una enzima SMT integral de 

membrana en glicosomas y microsomas de acuerdo a los resultados obtenidos 

con Tritón X-114 y digitonina (Nes y col., 1997; Venkatramesh y col., 1996). 
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5. GLICOSOMAS (PEROXISOMAS): MODELO DE LA 
COMPARTIMENTALIZACIÓN DEL METABOLISMO ENERGÉTICO 
(GLICOLISIS) y DE RUTAS DE BIOSÍNTESIS. 

 

 El género Trypanosoma y Leishmania son un grupo de parásitos 

protozoarios de gran importancia médica y veterinaria, siendo algunos de ellos 

patógenos para el humano. Estos parásitos compartimentalizan enzimas claves 

en una organela perteneciente a la familia de los microcuerpos denominada 

glicosomas, siendo esto una especialidad única de los kinetoplastides. El 

glicosoma en conjunto podría ser valido como un blanco quimioterapéutico, 

debido a que en esta organela se llevan a cabo rutas importantes de oxidación 

de la glucosa (glicólisis, pentosas fosfatos) y ácidos grasos (β-oxidación); y 

rutas de biosíntesis fundamentales para la sobrevivencia de los parásitos, tales 

como: éter lípidos, purinas, pirimidinas, isoprenoides y muy probablemente de 

esteroles (Concepción y col., 1998; Michels y col., 2000; Parson y col., 2001; 

Urbina y col., 2002; Hannaert y col., 2003). 

 A través de experimentos de "knock-out" para algunas proteínas 

involucradas en la maquinaria de importación (PEX) de proteínas a los 

glicosomas en T. brucei y Leishmania, han mostrado que todas esas 

mutaciones son nulas, es decir que los mutantes para los genes PEX, no son 

viables para ninguno de los de tripanosqmatides (Flaspohler y col., 1997; 

Lorenz y col., 1998). Estos datos son contundentes con la naturaleza esencial 

de la compartimentalización de enzimas en los glicosomas para la 

supervivencia de estos parásitos. Además, se ha podido evidenciar por 

genética reversa, por ejemplo con RNAi para algunas enzimas glicolíticas en T. 

brucei (PK) que la glucosa es la fuente esencial de energía y carbono para 

sustentar el crecimiento de los parásitos (Coustou y col., 2003). 

Desdichadamente esta tecnología no ha podido ser aplicada a Leishmania pp 

(Robinson y Beverley, 2003) y T. cruzi (Ngo y col., 1998), ya que los RNAi no 

han mostrado ser operativos en estos parásitos. Sin embargo, para el estudio 

del metabolismo de carbohidratos, las formas procíclicas de T. brucei podrían 

constituir un buen modelo de referencia general, que permitirá hacer 

comparaciones de estas células con las de otros tripanosomatides. 
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 Hasta los actuales momentos se ha propuesto que en el glicosoma hay 

un balance neto de energía y redox igual a cero (Opperdoes, 1987; Hannaert y 

col., 2003), es decir que en esta organela se genera únicamente el ATP y 

NAO+ suficiente como para que pueda haber glicólisis. Con esta conclusión es 

obviamente inevitable hacerse las siguientes preguntas: (1) ¿Cómo se puede 

mantener el balance de energía y redox dentro del glicosoma, considerando los 

posibles puntos de bifurcación de la glucosa y en especial del PEP, pues la 

glucosa-6-fosfato puede ser sustrato de la glicólisis y de la vía de las pentosas 

fosfato y el PEP sustrato en el citosol de ambas piruvato kinasa (PK) y 

fosfoeno/piruvato mutasa (PEPM); y dentro del glicosoma de la 

fosfoeno/piruvato carboxikinasa (PEPCK), piruvatofosfato dikinasa (PPOK)? (2) 

Considerando la pregunta anterior, ¿puede mantenerse un balance de energía 

en el glicosoma sin una PGKA o C funcionalmente activa? (3) La mayoría de 

las rutas de biosíntesis (mencionadas anteriormente) en el glicosoma producen 

PPi y es sabido que este metabolito libre y en ciertas cantidades es tóxico para 

la célula ¿Tiene el glicosoma enzimas capaces de eliminar eficientemente el 

PPi libre y obtener energía de a partir de éste? (4) ¿Puede. el PPi ejercer algún 

efecto regulatorio sobre algunas enzimas claves (PEPCK, HK, PFK, PGKA o C) 

para regular el flujo metabólico? (5) ¿Cómo pueden llevarse a cabo en los 

glicosomas las diversas rutas de biosíntesis (especialmente isoprenoides [Fig. 

9]), a expensas de la glicólisis, si todas ellas demandan grandes cantidades de 

A TP y NAOPH?; asumiendo que la membrana de los glicosomas es 

impermeable a los sustratos A TP, NAO+, NAOP+ y otros compuestos 

fosforilados (intermediarios de la glicolisis). (6) ¿Es la glucosa la principal 

fuente de energía y carbono para sustentar el crecimiento de T. cruzi o son los 

aminoácidos los que juegan un papel igualo más importante que la glucosa? 

 Nosotros proponemos un modelo que trata de responder parte de las 

interrogantes arriba mencionadas (Fig. 26). La primera consideración es que 

los glicosomas (peroxisomas) son una organela para realizar biosíntesis y por 

tal razón es necesario que haya A TP y NAOPH disponible intraglicosomal. El A 

TP y el NAOP+ pueden provenir desde ruta(s) que hay en la organela (glicólisis 

y pentosas fosfato) o bien por que hay algún transportador de A TP a nivel de 

la membrana del glicosoma. La membrana del glicosoma aparentemente es 

impermeable a compuestos como el ATP y NADPH, ya  que  enzimas  como  la  
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HK y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (y muchas otras) presentan alta 

latencia en glicosomas purificados o incluso cuando la membrana plasmática 

de los parásitos es permeabilizada con digitonina, manteniendo intacta la 

membrana del glicosoma. Estas evidencias, en conjunto con el hecho de que 

existan enzimas auxiliares (PEPCK, MDH, F, FMR y GPDH) en los glicosomas 

para mantener una glicólisis activa, estarían en favor de la hipótesis de que la 

membrana es impermeable a estos compuestos. Entonces sí la membrana del 

glicosoma es impermeable a NADPH y A TP, no es suficiente con la enzima 

PEPCK para producir A TP en el glicosoma, ya que aún entrando al glicosoma 

todo el PEP generado por la enolasa en el citosol, sólo sería suficiente para 

fosforilar los primeros pasos de la glicólisis y no habría A TP extra para que 

puedan operar las rutas de biosíntesis. Sin embargo, si todo el 1,3-

bifosfoglicerato pasa a través de la PGKA o C, se podría regenerar todo el A 

TP gastado al inicio de la glicólisis y el PEP que entre al glicosoma sería 

utilizado para producir A TP a nivel de PEPCK o PPDK; el A TP extra podría 

ser utilizado por las rutas de biosíntesis presentes en los glicosomas. En este 

caso la PGKB en el citosol tendría un papel marginal en la glicólisis y más bien 

estaría jugando un papel fundamental en una posible gluconeogénesis, ya que 

en este paso se evitaría consumir A TP dentro del glicosoma. Igualmente, el 

hecho de que todo el 1,3-bifosfoglicerato pase a través de la PGKA o C, 

permite contestar parte de las preguntas, por ejemplo, si una parte de la 

glucosa-6-fosfato es destinada a la ruta de las pentosas fosfato o si una parte 

del PEP es utilizado por la PK o por la PEPM, no se crearía ningún 

desequilibrio en los niveles de A TP para realizar glicólisis y biosíntesis. 

 El balance redox puede mantenerse dentro del glicosoma, únicamente 

entrando el 50% del PEP producido por la enolasa, considerando que se 

consumen dos moles de NAD+ por mol de glucosa a nivel de la 3-fosfoglicerato 

deshidrogenasa y se producen dos moles de NAD+ por mol de PEP que entra 

al glicosoma a nivel de las enzimas malato deshidrogenasa y fumarato 

reductasa. Si parte del PEP que entra al glicosoma fuese utilizado por la PPDK 

se produciría A TP y piruvato. El piruvato podría ser utilizado por la alanina 

deshidrogenasa glicosomal y de esa manera se regenera parte del NAO+ y si 

además está funcionando la glicerol fosfato deshidrogenasa acoplada al 

sistema glicerol fosfato oxidasa se estaría regenerando más NAO+, el cual 
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podría ser utilizado por algunas enzimas de la ruta de esteroles. Asimismo, 

este sistema también permite eliminar y al mismo tiempo aprovechar el PPi 

generado por las rutas de biosíntesis (éter lípidos, purinas, pirimidinas, 

isoprenoides) y por la (3-oxidación (durante la activación de los ácidos grasos) 

para producir ATP dentro del glicosoma, regenerando parte del A TP invertido 

en la biosíntesis. 

 Nosotros tenemos algunas evidencias de que el PPi a ciertas 

concentraciones fisiológicas puede inhibir algunas enzimas del glicosoma (HK, 

PGKs, PEPCK) y en el citosol (enolasa y PK). Estos resultados son muy 

importantes, ya que niveles altos de PPi intraglicosomal, significarían una 

disminución en el flujo glicolítico y el PEP que entre al glicosoma seria utilizado 

por la PPOK, enzima que estaría haciendo el papel de pirofosfatasa inorgánica. 

Cuando los niveles de PPi en el citosol son altos (liberado desde los 

acidocalcisomas), la actividad de la PK podría verse afectada (inhibida en el 

orden de µM), lo cual permitiría direccionar todo el PEP hacia el glicosoma. 

Esto permitiría que pueda haber mayor biosíntesis en el glicosoma, puesto que 

todo el PEP estaría disponible en el glicosoma. 

 En las formas epimastigotes de T. cruzi, promastigotes de Leishmania 

mexicana y procíclicos de T. brucei ocurre una fermentación aeróbica de la 

glucosa, excretando al medio principalmente durante la primera fase del 

crecimiento ácidos y aminoácidos provenientes de la glucosa: succinato, 

acetato y alanina. Hasta hace cuatro años se pensaba que el succinato era 

producido a nivel del ciclo de Krebs, el cual provenía del malato desde el 

glicosoma y entraba a la mitocondria haciendo un ciclo inverso hasta la 

succinato deshidrogenasa, no obstante ya se sabe que el succinato es 

producido en los glicosomas por la fumarato reductasa soluble dependiente de 

NAOH (FRO), de hecho se ha demostrado que el 60% de la glucosa (marcada 

radiactivamente) consumida, es excretada como succinato vía FRD glicosomal 

por los procíclicos de T. brucei (Besterio y col., 2002). Este un fenómeno 

conocido como fermentación succínica permite direccionar el PEP en varios 

compartimientos garantizando un balance redox, como por ejemplo en Ascaris 

suum (Kiyoshi y col., 2001). También se ha demostrado por marcaje de la 

glucosa que el acetato es producido en la mitocondria, es decir el piruvato es 

convertido a acetil-CoA y este a su vez en acetato por la acetato: succinato-
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CoA mitocondrial y por consiguiente generando ATP por la succinil-CoA 

sintetasa mitocondrial (Van Hellmond y col., 1998). La alanina podría ser 

producida por la alanina deshidrogenasa glicosómica, a partir del piruvato 

formado por la acción de la PPDK y excretada posteriormente al medio de 

cultivo, de hecho está bien documentado que la excreción de este aminoácido 

ocurre hasta que la glucosa se agota en el medio de cultivo (Cazzulo y col., 

1988). 

 Recientemente se ha demostrado por RNAi que la PK en los procíclicos 

de T. brucei es absolutamente necesaria para la viabilidad celular, lo cual 

indicaría que el A TP producido a nivel de esta enzima y el piruvato, son 

necesarios para que los parásitos puedan sostener un crecimiento. En 

contraste se ha observado que el A TP glicosomal producido por las enzimas 

PPDK y PEPCK, no es esencial para la viabilidad de los trypanosomas 

procíclicos (Coustou y col:, 2003). Usando β-mercaptopicolinico, un inhibidor 

específico de la PEPCK en epimastigotes de T. cruzi, se encontró que el 

consumo de glucosa no disminuyó y la viabilidad de los parásitos no fue 

afectada (Urbina y col., 1994). Estos resultados estarían apoyando nuestra 

hipótesis de que el A TP glicosomal se produce principalmente a nivel de la 

PGKA o C. No obstante, no se puede descartar la posibilidad de que en los 

glicosomas haya un intercambio reducido de intermediarios glicolíticos con 

otros compartimientos subcelulares y que ellos puedan ser (AMP, ADP y A TP) 

y NAD+/NADH (Michels y col., 2000; Urbina y col., 1994). En nuestro 

laboratorio trabajando con glicosomas aislados y con células permeabilizadas 

con digitonina para medir el consumo de glucosa en los epimastigotes de T. 

cruzi, hemos observado que el consumo de ese azúcar depende 

absolutamente de la presencia de ADP extra glicosomal o celular. Estos 

resultados podrían estar apoyando la posibilidad de un intercambio de 

nucleótidos entre los glicosomas y otros compartimientos subcelulares. 

 Urbina (1994), ha encontrado que los epimastigotes de T. cruzi pueden 

crecer entre dos y tres veces más en número de células después que la 

glucosa ha sido agotada y observó una excreción de amonio y un incremento 

concomitante en la actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD+, 

enzima indicadora del consumo de aminoácidos. Urbina (1994), propone que 

estos resultados estarían indicando que la principal fuente de energía y 
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carbonos para sustentar el crecimiento de estos parásitos son los aminoácidos 

y que además, las forma predominantemente encontradas en el hospedador 

vertebrado, los amastigotes, los cuales están principalmente en el citosol de las 

células, donde los aminoácidos están más disponibles que la glucosa. Sin 

embargo, no es fácil explicar cómo pueden haber rutas de biosíntesis en los 

parásitos, si no hay glucosa-6-fosfato para alimentar a la ruta de las pentosas 

fosfato y producir NADPH, bien sea en el citosol o en los glicosomas, ya que 

como se mencionó antes aloja importantes rutas de biosíntesis (a menos que 

haya una transhidrogenasa capaz de transformar NADH/NADPH, sin embargo, 

nosotros no hemos podido determinar ninguna actividad en los glicosomas). 

Una posibilidad es que se produzca piruvato a partir de la oxidación de los 

aminoácidos y a través de la enzima málica (citosólica), el piruvato es 

catalizado a malato (Urbina, 1994). El malato entra al glicosoma y a través de 

la malato deshidrogenasa y de la PEPCK se produce PEP, ya partir del PEP se 

puede hacer gluconeogénesis (con una PK inhibida, es decir regulada) y por lo 

tanto glucosa-6-fosfato. Sin embargo, no hay manera especifica de explicar de 

dónde saldría el NAOH y el A TP necesario para convertir el malato en PEP, a 

menos que haya un intercambio de estos compuestos con otros 

compartimientos, bien sea por un sistema específico de transporte o que la 

membrana del glicosoma sea permeable a ellos. No obstante, una posibilidad 

podría ser el sistema lanzadera de la dihidroxiacetona fosfato glicerol-3-fosfato 

por medio de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y del sistema glicerol fosfato 

oxidasa (mitocondria), que permita regenerar el NAD+ utilizado por la malato 

deshidrogenasa (Concepción y col., 2001). Parte del glicerol-3-fosfato 

producido podría convertirse en glicerol por medio de la glicerol kinasa y 

regenerar el A TP gastado en la PEPCK. 

 En contraposición de un metabolismo basado únicamente en 

aminoácidos para T. cruzi como fuente de energía y carbono, podría ser la 

biosíntesis de estero les y fosfolípidos, ya que recientemente se ha demostrado 

que un 92% de estas biosíntesis están basadas en acetato proveniente de 

piruvato glicolítico o del acetil-CoA de (3-oxidación y sólo un 8% desde el 

metabolismo de aminoácidos (Ieucina); mientras que para la mayoría de las 

especies de Leishmania spp entre 60-70% de la síntesis de novo de esteroles y 

fosfolípidos provienen de la leucina (Ginger y col., 2000). 
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 El uso de diversas fuentes de energía y carbono por T. cruzi, indican que 

este parásito tiene un metabolismo robusto y flexible, tanto en catabolismo 

como anabolismo, lo que le permite colonizar ambientes variables en recursos 

durante el ciclo de vida (Fig. 1). La robustez del metabolismo oxidativo, 

biosíntesis y la gran variedad de cepas geográficas, convierten a esté parásito 

en un blanco difícil de combatir con drogas y de ahí las diversas resistencias a 

diferentes fármacos, razón por la cual hasta los actuales momentos no hay 

drogas efectivas y disponibles para combatir la enfermedad de Chagas. 

 El glicosoma en conjunto (rutas de oxidación de la glucosa, ácidos 

grasos y biosíntesis de éter lípidos, purinas, pirimidinas e isoprenoides), 

convierten a esta organela desde el punto de vista racional en un blanco 

terapéutico posible y valido para combatir la enfermedad de Chagas. 

Posiblemente a través de la combinación de al menos dos drogas que actúen 

en enzimas claves en dos rutas distintas (glicólisis [HK] y esteroles [SQS]), ya 

que estas rutas están interconectadas, tal como hemos explicado, la glicólisis 

aportaría la energía (A TP) para la biosíntesis de esteroles, los cuales son un 

requerimiento absolutamente necesario para la supervivencia del parásito. La 

combinación de dos drogas como estamos sugiriendo crearía un efecto domino 

sobre otras rutas de síntesis importantes en el glicosoma y por ende pondría al 

parásito en una situación difícil escapar. 

La enfermedad Chagas, es una enfermedad de pobres y de 
poblaciones olvidadas por las grandes industrias farmacéuticas. Es muy 

posible que por causas del olvido, esta enfermedad pueda llegar a 

democratizarse, es decir extenderse en grandes centros urbanos de los 

países endémicos y del primer mundo, debido a las migraciones (transfusiones 

de sangre) y a la posibilidad de colonización por parte del vector invertebrado a 

países no endémicos, gracias al incremento en las temperaturas, como un 

producto del calentamiento global, debido a contaminaciones indiscriminadas y 

crecientes por exceso de la industrialización en los países del primer mundo. 

 Millones de personas enfermas de Chagas en nuestro continente tienen 

una profunda esperanza en no seguir siendo olvidados y poder ser tomadas en 

cuenta por la comunidad científica y para que los gobiernos hagan verdaderas 

políticas de estado, destinando recursos para combatir una indiscutible 

vergüenza del siglo XXI en nuestro continente. Mis esfuerzos, sentimientos, 
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amor, vigilia y esperanza por una pronta cura radical para millones de seres 

humanos desarmados frente a uno de los mayores asesinos en la vida 

cotidiana de las poblaciones Latino Americanas, y espero que desde nuestra 

labor detectivesca logremos aportar pistas que sirvan para desenmascarar y 

combatir a tan vil parásito. 
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6. CONCLUSIONES 
 

6.1. Los epimastigotes de T. cruzi tiene 80% de la PGK en el citósol y 20 % en 

los glicosomas. Dos isoenzimas de 56 y 48 kDa, respectivamente son las 

responsables para la actividad PGK en el glicosoma, mientras que la actividad 

en el r-itosol puede ser atribuída a una sola PGK de 48 kDa. Estas isoenzimas 

fueron llamadas PGKA, e y B, respectivamente. Sin embargo, en T. cruzi, la 

PGKA. aparentemente no es una enzima menor a diferencia de su contraparte 

en T. brucei. Mientras que la PGKC es una proteína soluble de la matriz del 

glicosoma, la PGKA parece estar asociada a la superficie interna de la 

membrana del glicosoma. A pesar de la asociación de esta enzima con la 

membrana del glicosoma, la secuencia del gen no reveló ninguna secuencia 

obvia por la cual esta enzima pueda estar unida a la membrana. Nosotros 

creemos que la PGKA por tener una extensión en su secuencia. N-terminal de 

80 aminoácidos, no presente en otras PGK de otros organismos podría tener 

alguna función regulatoria del flujo glicolítico, a través de una interacción con 

otras proteínas de la membrana del glicosoma. El hecho de que la PGK se 

exprese constitutivamente en T. cruzi, le permitiría a este parásito tener otra 

kinasa disponible en los glicosoma capaz de generar A TP necesario para 

fosforilar los primeros pasos de la glicólisis, cuando parts del PEP no reentre a 

los glicosomas (PEP que se desvíe a través de la piruvato kinasa o de la 

fosfoeno/piruvato mutasa). 

 

6.2. La hexokinasa de T. cruzi tiene un 67% de identidad con su contraparte de 

T. brucei, pero muy baja similitud con las secuencias de otras hexokinasas 

disponibles, incluyendo las de humanos. Esta contiene una secuencia señal N-

terminal del tipo (PTS2) y tiene un punto isoeléctrico básico (pl = 9.67), típico 

de las proteínas importadas a los glicosomas. El polipéptido tiene una masa de 

aproximadamente 50 kDa similar a las hexokinasas de no vertebrados y a la 

hexokinasa de vertebrados (isoenzima IV). La enzima natural fue purificada a 

homogeneidad y parece existir en varios estados de agregación, la forma 

predominante aparentemente es un tetrámero. La hexokinasa natural y la 

recombinante, no presentaron actividad con fructosa, ni tampoco hubo 

inhibición por su producto glucosa 6-fosfato. En contraste hubo inhibición del 
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tipo mixto con pirofosfato inorgánico. Los resultados obtenidos para esta 

enzima (Km, K¡ y peso molecular) permiten concluir que T. cruzi tiene una 

glucokinasa en vez de una hexokinasa clásica. Además, esta enzima presentó 

un cinética no clásica de tipo histerético, es decir un fase de retardo, donde su 

actividad incrementaba con la dilución de la enzima. Esta propiedad nueva para 

esta enzima podría implicar un verdadero estado de regulación del flujo de 

glucosa en los glicosomas de los epimastigotes de T. cruzi. 

 

6.3. La enzima piruvatofosfato dikinasa (PPDK) en epimastigotes de T. cruzi 

está localizada principalmente en la matriz de los glicosomas en forma soluble. 

Nosotros tratamos de averiguar la dirección de la reacción de esta enzima 

dentro del glicosoma; en la bibliografía hay suficientes evidencias de que esta 

enzima es exergónica con un ∆G’ο (-5.2 Kcal/mol a pH neutro y fuerza iónica 

fisiológica). Además, ninguna pirofosfatasa pudo detectarse en los glicosomas 

purificados; por consiguiente es muy probable que la PPDK trabaje en la 

dirección de producción de piruvato. Asimismo, averiguamos el posible origen 

del PPi en los glicosomas (asumiendo que la membrana de esta organela es 

impermeable al PPi); varias rutas de biosíntesis (éter lípidos, esteroles y 

purinas salvajes), se sabe que producen PPi y las cuales están presentes en 

los glicosomas. Además, en el presente trabajo se evidenció la presencia de p-

oxidación dependiente de NADP+ del palmitoil-CoA en los glicosomas y 

también esta ruta produce PPi, cuando los ácidos grasos son activados. 

Asimismo encontramos en los glicosomas varias actividades enzimáticas que 

consumen piruvato, en particular alanina deshidrogenasa y piruvato 

carboxilasa. Por consiguiente la PPDK es una enzima central en el 

metabolismo de los glicosomas de T. cruzi, ya que sería un enlace entre 

glicólisis, oxidación de ácidos grasos y las rutas de biosíntesis que producen 

PPi. La PPDK parece reemplazar a la pirofosfatasa en su papel termodinámico 

clásico de desplazar el equilibrio hacia la formación de piruvato. 

 

6.4. La α-glicerolfosfato deshidrogenasa se ha considerada como ausente en 

Trypanosoma cruzi en contradicción con todos los otros tripanosomatides 

estudiados. En este trabajo encontramos que esta enzima está exclusivamente 

localizada en los glicosomas con niveles variables a lo largo de la curva de 
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crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi, lo que estaría de acuerdo con una 

enzima involucrada en mantener el balance redox intraglicosomal en conjunto 

con la malato deshidrogenasa. Con anticuerpos contra la GPDH de T. brucei se 

demostró que esta enzima está presente esencialmente en una forma inactiva 

al comienzo de la curva de crecimiento de los epimastigotes. La GPDH 

aparentemente está unida a una glicerolfofato oxidasa sensible al ácido 

salicilhidroxamico, un sistema de reoxidación que puede jugar un papel 

esencial en el balance redox en los glicosomas. 

 

6.5 La HMG-CoA reductasa fue localizada principalmente como una enzima 

soluble en los glicosomas (80%), mientras que un pequeño porcentaje (20%) 

en el citosol y microsomas de los epimastigotes de T. cruzi. Estudios de 

cinética en el estado estacionario de la enzima asociada a los glicosomas 

indican un comportamiento cinético clásico del tipo Michaelis-Menten, la 

lovastatina un análogo en el estado de transición tiene un comportamiento de 

inhibición competitiva con respecto a la HMG-CoA y no competitivo para 

NADPH. Esta es la primera demostración de una HMG-CoA reductasa soluble 

en eucariotas y también es el primer reporte de la presencia de una enzima de 

la ruta de biosíntesis de isoprenoides en los glicosomas de los 

tripanosomatides. 

 

6.6. La escualeno sintetasa (SQS) cataliza el primer paso comprometido en la 

biosíntesis de esteroles y en la actualidad está bajo intensos estudios como un 

posible blanco terapéutico para disminuir el colesterol en los humanos, pero no 

había sido investigada como un blanco quimioterapéutico anti-parásitos. La 

SQS en los epimastigotes de T. cruzi y los promastigotes de Leishmania 

mexicana tiene una localización dual entre glicosomas y vesículas de 

mitocondria/microsomas, como una enzima unida a membranas. Los estudios 

cinéticos de la SQS de T.  cruzi mostraron parámetros (Km y Vm) muy similares 

a los reportados para la SQS de mamíferos. El BPO-OH fue un potente 

inhibidor no competitivo para la SQS de T. cruzi y Leishmania mexicana, con 

un K¡ en el orden nM. El BPO-OH indujo una respuesta dosis-dependiente en la 

reducción de la proliferación de los estados extracelulares de estos parásitos, 

con concentraciones mínimas inhibitorias en el orden de 20-30 µM. La 
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inhibición del crecimiento y la lisis celular inducida por esta droga en ambos 

parásitos estuvo asociada con una completa supresión del escualeno 

endógeno y esteroles, consistente con un bloqueo en la biosíntesis de novo de 

esteroles a nivel de la SQS. El BPO-OH fue también capaz de erradicar los 

amastigotes intracelulares de T. cruzi de los cultivos de células Vero, sin tener 

ningún efecto deletéreo visible sobre las células hospedadoras. En conjunto, 

estos resultados soportan la idea de que se podrían desarrollar inhibidores 

selectivos contra la SQS como agentes anti-tripanosomatides. 

 

6.7. Nosotros investigamos las bases moleculares de la actividad del 4-

fenoxifenoxietiltiocianato (WC-9) contra Trypanosoma cruzi. Los resultados 

obtenidos indican que el mecanismo primario del efecto antiproliferativo del W-

9 contra este parásito, fue la privación de esteroles endógenos esenciales por 

un bloqueo especifico de su biosíntesls de novo a nivel de la SQS. Esta es la 

primera explicación a nivel molecular del mecanismo de acción de derivados 

del 4fenoxifenoxi contra este protozoario y esto sugiere que éste y compuestos 

relacionados podrían representar una nueva clase de inhibidores contra la SQS 

con potencial actividad anti parásitos. 

 

6.8. Los compuestos E5700 y ER-119884 son inhibidores basados en 

quinuclidinas y desarrollados como agentes para actuar sobre la SQS de 

mamíferos y disminuir el colesterol y triglicéridos. Estos compuestos fueron 

potentes inhibidores no competitivos o inhibidores de tipo mixto contra la SQS 

de T. cruzi con valores en rangos nanomolar/subnanomolar en 

ausencia/presencia de 20 µM de pirofosfato inorgánico. Estas drogas tuvieron 

efectos antiproliferativos contra las formas extracelular e intracelular 

tripomastigotes y amastigotes respectivamente, con ningún efecto sobre las 

células hospedadoras. Todos los esteroles desaparecen en las células tratadas 

en la MIC. Estudios in vivo indican que la E5700 fue capaz de suministrar una 

protección total a la muerte e inhibe completamente el desarrollo de la 

parasitemia cuando es suministrado en dosis de 50 mg/Kg.d por 30 días, 

mientras que ER-119884 da una protección parcial únicamente. Este es el 

primer reporte de un inhibidor activo vía oral contra la SQS, capaz de 
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proporcionar una protección completa contra la fase aguda fulminante de la 

enfermedad de Chagas. 

 

6.9. La enzima SMT en T. cruzi y Leishmania mexicana presentó una 

localización subcelular principalmente en los glicosomas y un pequeño 

porcentaje de 15-20% en vesículas de microsomas/mitocondria. La SMT de los 

glicosomas fue caracterizada cinéticamente, utilizando como sustrato el 

desmosterol (cholesta5,24-dien-3β-ol) y el AdoMet y tuvo un comportamiento 

cinético típico de Michaelis-Menten. El 22,26-azasterol tuvo un efecto 

puramente no competitivo con respecto al desmosterol y no competitivo para el 

AdoMet. Resultados similares fueron obtenidos para la SMT de glicosomas de 

Leishmania mexicana. Este es el primer reporte sobre la localización subcelular 

y propiedades cinéticas de la SMT en un organismo kinetoplastidae. 

 

6.10. Nosotros pensamos que en los glicosomas al igual que en los 

peroxisomas de los mamíferos, la ruta de isoprenoides y esteroles en su mayor 

parte está localizada en esta organela. Además, esta organela tiene otras rutas 

de oxidación (PPP, NADPH; β-oxidación, Acetil-CoA; Glicólisis, ATP), que 

suministran los sustratos necesarios para que pueda estar presente la ruta de 

biosíntesis de esteroles en los glicosomas. Asimismo, análisis de secuencias 

de algunas enzimas de la biosíntesis de isoprenoides presentaron posibles 

secuencias señales de importación N-terminal del tipo PTS2 y C-terminal del 

tipo PTS1. Estas secuencias señales de importación son típicas de proteínas 

que se ubican en los glicosomas de los tripanosomatides y en los peroxisomas 

de otros organismos. 

 
 

6.11. De acuerdo a la alta similitud de las rutas de síntesis y de oxidación 

presentes en los glicosomas y peroxisomas, además de utilizar las mismas 

secuencias señales y maquinaria de importación (PEX), nosotros proponemos 

que los glicosomas son un peroxisoma y que su principal diferencia sólo radica 

en la presencia de las enzimas glicolíticas, enzimas auxiliares para que ocurra 

glicólisis  (PEPCK, MDH, Fumarasa, FRD, GPDH, ALAT) , ausencia de una 
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catalasa y pirofosfatasa (aunque la PPDK podría cumplir las funciones de la 

PPasa). 
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