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Resumen

Trypanosoma cruzi presenta tres isoenzimas de la fosfoglicerato kinasa
(PGK) (E.C. 2.7.2.3). Estas tres isoenzimas estan tanto en el glicosoma
(PGKa y PGK¢) como en el citosol (PGKg) de epimastigotes de T. cruzi. La
isoenzima PGKg, fue purificada por precipitacion con sulfato de amonio,
cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de exclusion molecular.
Se alcanzd un factor de purificacion de 640 veces. El pH 6ptimo determinado
fue de 5,5 y la fuerza iénica de 0,116 M. Respecto a la caracterizacion
cinética, posee un Ky, de 0,625 mM y una Vnax de 236,96 U/mg para el 3-
fosfoglicerato, y de 99 uM y 426,6 U/mg, para el ATP. La actividad de esta
enzima no es afectada por la Turbecidina monofosfato, AMP ni PPi. La
suramina inhibe la actividad de la PGKg, a través de un mecanismo mixto,
con una Kjs para el complejo Enzima-Inhibidor (El) de 3,89 uM, y de 218 uM
para el complejo Enzima-Sustrato-Inhibidor (ESI), con respecto al ATP. Para
el 3PGA, el K; determinado fue de 17,21 uM y el Kis de 9,19 uM. EI ICs, de la
suramina sobre epimastigotes en medio de cultivo fue de 240 uM. La
secuencia de aminoacidos del sitio activo de la PGKg de T. cruzi fue
comparada con las secuencias de las PGK de diversos organismos,
observandose solo un cambio en el aminoacido 308. Respecto a la

estructura primaria existen mayores diferencias, presentando poca identidad



entre las secuencias de aminoacidos de estas proteinas, con un 45 % de
identidad entre la PGKg de T. cruzi y la PGK humana. En vista de las
diferencias cinéticas y de estructura primaria entre la enzima del parasito y la
del hospedador vertebrado, la PGKg podria representar un potencial blanco
terapéutico. Con respecto al papel fisiolégico que estaria cumpliendo la
isoenzima PGKg, podria inferirse, considerando sus bajos valores de Ky, con
respecto a las otras PGK de Tripanosomatides, que esta isoenzima funciona

en direccion gluconeogénica en lugar de glicolitica.



Abstract

Trypanosoma cruzi presents three isoenzymes of the phosphoglycerate
kinase (PGK) (E.C. 2.7.2.3). These three isoenzymes are both in the
glycosome (PGKjp and PGK¢) and in the cytosol (PGKg) of epimastigotes of
T. cruzi. The isoenzyme PGKg, was purified by rainfall by sulfate of
ammonium, chromatography of ionic exchange and chromatography of
molecular exclusion. There was reached a factor of purification of 640 times.
The ideal certain pH performed 5,5 and the ionic force of 0,116 M. With
regard to the kinetic characterization, it possesses a K, from 0,625 mM and a
Vmax Of 236,96 U/mg for 3-phosphoglycerate, and of 99 uM and 426,6 U/mg,
for the ATP. The activity of this enzyme is not affected for the Turbecidin
monophosphate, neither AMP or PPi. The suramin disables the activity of the
PGKg, across a mixed mechanism, with a Kis for the complex Enzyme -
inhibitor (EI) of 3,89 uM, and of 218 yM for the complex Enzyme-Substrate-
Inhibitor (ESI), with regard to the ATP. For 3PGA, the certain K; was of 17,21
MM and the Kis of 9,19 uM. The ICsy of the suramin on epimastigotes in the
middle of culture was of 240 uM. The sequence of amino acids of the active
site of the PGKg of T. cruzi was compared with the sequences of the PGK of
diverse organisms, a change being observed only in the amino acid 308. With

regard to the primary structure major differences exist, presenting low identity



between the sequences of amino acids of these proteins, with 45 % of identity
between the PGKg of T. cruzi and the PGK humans. In view of the kinetic
differences and the primary structure between the enzyme of the parasite and
that of the host vertebrate, the PGKg might represent a potential therapeutic
target. With regard to the physiological role that would be fulfilling the
isoenzyme PGKg, it might be inferred, considering his low values of K, with
regard to other PGK of Tripanosomatides, which it is isoenzyme works in

gluconeogenic direction instead of glycolytic.
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Trypanosoma cruzi

Clasificacion taxondémica

T. cruzi (Chagas 1909), es un parasito protozoario, agente etioldgico de
la enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana. Pertenece al grupo
Euglenozoa, orden Kinetoplastida, suborden Trypanosomatina, Familia

Trypanosomatidae, y subgénero Schizotrypanum (Maslov et al., 1995)

Caracteristicas

Trypanosoma cruzi, como todos los Kinetoplastidae, presenta una serie
de caracteristicas que lo diferencian de otros organismos eucariotas. Entre
las caracteristicas mas resaltantes estan: la presencia de un ADN
mitocondrial densamente empaquetado denominado kinetoplasto, los
glicosomas (organelas similares a peroxisomas), un mecanismo de
procesamiento de ARN conocido como trans-splicing, organelas como
acidocalcisomas y reservosomas, entre otras (De Souza, 2002).

Estos parasitos presentan una estructura unica entre los protozoarios:
un citoesqueleto interno formado por polimeros de a y B tubulina, que se

extiende por toda la membrana, excepto en la parte posterior del parasito,



donde se ubica el bolsillo flagelar y se llevan a cabo los eventos de
endocitosis y exocitosis. La asociacion del citoesqueleto con la membrana
proporciona rigidez, manteniendo la forma de la célula, controla el
movimiento de las macromoléculas intermembranales y de las estructuras
intracelulares (De Souza, 2002; Cevallos et al., 2003).

Asociado a la membrana se encuentra un flagelo que emerge de una
invaginacion denominada el bolsillo flagelar (De Souza, 2002). El flagelo de
T. cruzi presenta una estructura basica, mostrando un patron de los
microtubulos del axonema de 9+2. El reservorio alrededor de la base del
flagelo ha sido considerado como un sitio de secrecion y/o excrecién (De
Souza, 2002). EI movimiento del flagelo se propaga a lo largo del cuerpo
celular, llevando a la impresion visual de ondulacion de la membrana. La
naturaleza de la conexion entre el flagelo y el cuerpo celular es incierta, sin
embargo, Vickman (citado por De Souza, 2002) observd que los
tripanosomas al dividirse en sangre con citrato producen en la célula hija un
flagelo completamente libre, mientras que en las células paternales el flagelo
permanece unido, sugiriendo que los iones Ca’* quelados por el citrato son
necesarios para la adhesion y desarrollo del flagelo, mas no para el
mantenimiento de la union. Este efecto ha sido reportado para la suramina, la
cual inhibe ATPasas y es antagonista de los purinoreceptores P2 (Pubill et

al., 2001, Bisaggio et al., 2006). La activacién de estos purinoreceptores



causa una afluencia de Ca?* que produce varios cambios en la actina del
citoesqueleto y/o en las proteinas enlazadoras de actina. Dicha modificacion
en la distribucidon de los componentes de la superficie celular altera la
adhesion del flagelo al cuerpo celular y también la motilidad celular (Bisaggio
et al., 2006).

Otra de las caracteristicas resaltantes de T. cruzi, y otros miembros de
la familia Trypanosomatidae, es que poseen un Uunico mitocondrién
(mitocondria ramificada) que se extiende a lo largo del cuerpo celular. En la
matriz mitocondrial se encuentra un complejo arreglo de fibras de ADN que
forman el kinetoplasto, que equivale entre el 20 y 25 % del ADN total del
parasito (De Souza, 2002). El kinetoplasto esta conformado por moléculas
circulares llamadas minicirculos, que miden entre 100 y 2500 pb y cuyo
numero puede variar entre 5000 y 10000 moléculas por célula, y los
maxicirculos con una longitud de 30 a 50 Kb y aproximadamente 50
moléculas por célula. Los minicirculos codifican pequefios ARN guias que
intervienen en la ediciéon de los ARN mensajeros mitocondriales, mientras
que los maxicirculos equivalen al ADN mitocondrial de los otros eucariotes
que codifica proteinas, ARN ribosomales y ARN de transferencia
mitocondriales (Cevallos et al., 2003). Estudios bioquimicos indican la
existencia de ciertas proteinas como la topoisomerasa tipo Il, la ADN

polimerasa P (encargada de reparar dafos en el ADN), proteinas



condensadoras del ADN del kinetoplasto, proteinas mitocondriales de
choque térmico asociadas al kinetoplasto de T. cruzi (De Souza, 2002).

En los tripanosomatidos se han descrito las tres ADN polimerasas
existentes en el resto de los eucariotas, sin embargo, no se conocen las
secuencias promotoras para la ARN polimerasa Il. Los genes nucleares se
transcriben de forma policistrénica y luego los ARNs mensajeros son
procesados para generar moléculas monocistronicas. El procesamiento
ocurre por trans-splicing, donde un ARN no codificante llamado spliced
leader (SL-ARN) que tiene una estructura CAP en su extremo 5’ es donado o
transferido al extremo 5 del ARN mensajero inmaduro mediante la
participacion del spliciosoma. Simultaneamente es afadida la cola poli-A al
extremo 3’, de esta manera se genera un ARNm maduro (Das et al., 2004).

Los acidocalcisomas, son organelas electro densas y cuyo interior es
acido, tienen un diametro de aproximadamente 200 £ 90 nm y almacenan
grandes cantidades de calcio, magnesio, polifosfatos y principalmente
pirofosfato (PPi), el cual al hidrolizarse provee la energia a pasos
metabdlicos como el catalizado por la piruvavato fosfato dikinasa en el
glicosoma, y una pirofosfatasa traslocadora de protones a nivel del
acidocalcisoma. Por otra parte el calcio esta involucrado en varios procesos,
como por ejemplo la invasion de células del hospedador, entre otras. En

amastigotes de T. cruzi se encontr6 que los acidocalcisomas estan



localizados préximos a la membrana celular y en tripomastigotes cerca al
flagelo (Zhong et al., 1998), esta organizacion sugiere alguna interaccion con
componentes del citoesqueleto y también esta relacionada con la adaptacion
a condiciones de estrés (Docampo et al., 2001).

Los reservosomas son otras organelas, que aparentemente
corresponden a vesiculas pre-lisosomales donde se almacenan proteinas
endocitadas y ademas contienen la cruzipaina (una cistein-proteasa). Estas
proteinas degradadas, son empleadas por el parasito para la obtencion de
energia a través de la oxidacion de aminoacidos (Docampo, 2001; Soares,

1999).
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Figura 1. Modelo esquematico de un epimastigote de T. cruzi.

Ciclo de vida

El ciclo biolégico comienza cuando el vector de la familia de los
reduvidos, como Rhodnius prolixus, Triatoma infestans o Panstrongylus
megistus infectado, se alimenta del hospedador vertebrado y defeca,

depositando adyacente al lugar de la picada los tripomastigotes metaciclicos



(la forma infectiva). La secrecion salival del insecto induce picazén,
provocando que la victima se frote las heces cargadas de parasitos,
facilitando su entrada por la herida ocasionada (Baron, 1996).
Inmediatamente después de entrar al hospedador los tripomastigotes son
capaces de infectar gran variedad de células, incluyendo células gliales en el
sistema nervioso central, musculo cardiaco, en el intestino, el tracto
urogenital y el sistema de reticulo endotelial (Burleigh et al., 1995). El
parasito invade la célula, transformandose en amastigote en el citosol, que
es la forma replicativa en el vertebrado (Ortega, 1992). Estos amastigotes
sufren un proceso de fisidon binaria cada 12 horas, justo antes de ocurrir la
lisis de la célula infectada los parasitos pasan a su forma tripomastigote
sanguinea, y son liberados en el torrente sanguineo y distribuidos por todo el
cuerpo, expandiendo la infeccién. También pueden ser ingeridos por el
vector, transformandose a epimastigotes, los cuales se mantienen en el
intestino medio del insecto replicandose activamente (Sher et al., 1985).
Después de 8 o 10 dias los parasitos se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos y migran a la ampolla rectal del insecto, donde posteriormente
son excretados en las heces y orina, comunmente al tomar otra ingesta de

sangre (De Souza, 2002).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.



La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana

Esta enfermedad es una de las principales causas de cardiomiopatia en
Latinoamérica, se distribuye desde el norte de México hasta Argentina,
aunque se han diagnosticado casos en Estados Unidos (Schiffier, 1984;
Woody, 1955). Se estima que hay 15 millones de personas infectadas y otras
28 millones se encuentran bajo riesgo de infeccion, segun el informe de la
Organizacion mundial de la salud en 2006, ocasionando anualmente 41200
nuevos casos y unas 12500 muertes (W.H.O. 2007). En contraste con la
mayor parte de Sudamérica, la tasa de incidencia en Chile y Uruguay
actualmente esta por debajo del 1 % en nifios con edades menores a 10
afos, y la transmision esencialmente fue eliminada en estos paises,
mediante el control del vector transmisor (Reiche et al., 1996).

La primera fase de la enfermedad, conocida como fase aguda,
generalmente se manifiesta con una inflamacién de la piel en el lugar de
entrada del parasito, presentandose de 6 a 10 dias después de la infeccion y
generalmente viene acompafada de una inflamacion de los nddulos
linfaticos, adenopatia que puede persistir durante uno o dos meses. Puede
presentarse fiebre, edema generalizado, hepatoesplenomegalia moderada,
miocarditis (con o sin crecimiento del corazon) e incluso puede producirse

meningoencefalitis. Luego de la fase aguda viene un periodo asintomatico o



intermedio que puede durar de 10 a 25 afos. Posteriormente cerca de un
30% de los infectados alcanzan la fase crénica de la enfermedad, para la
cual no existe cura y dependiendo del histotropismo de la cepa, se
caracteriza por dilatacion de las camaras del corazén (cardiopatia),
crecimiento del tracto digestivo (megaesdfago y megacolon) o lesiones

neuroldgicas periféricas (Baron, 1996; Barret et al., 2003).

B Paises endémicos de Chagas

Figura 3. Distribucion geografica de la enfermedad de Chagas.

Tratamiento

La terapia contra la enfermedad se basa en 2 drogas

nitroheterociclicas: nifurtimox y el benznidazol. El primero fue introducido en

10



1960, en la actualidad esta descontinuado, actua principalmente sobre
tripomastigotes circulantes (sanguineos) y es mejor tolerada por pacientes
jévenes; disminuye hasta en un 62 % la prevalencia de alteraciones
cardiacas en nifios en la fase cronica temprana de la enfermedad, su
mecanismo de accidén es por la via de la reduccion del grupo nitro de la
molécula a radicales nitroanioénicos, que a su vez reaccionan con el oxigeno
molecular para generar anidén superéxido y peroxido de hidrégeno,
metabolitos altamente téxicos. Se ha reportado que T. cruzi es deficiente en
algunos de los mecanismos de detoxificacion de metabolitos de oxigeno,
particularmente el peréxido de hidrégeno, y es por ende mas susceptible al
stress oxidativo que las células de vertebrados (Docampo, 1990). El
benznidazol aparentemente actua por una via diferente, producto de la
reaccion de sus derivados nitroreducidos con macromoléculas como ADN,
ARN, proteinas y posiblemente lipidos insaturados (Docampo, 1990). En
todo caso ambos medicamentos inducen graves efectos secundarios y no
son completamente efectivos durante la fase aguda, mientras que carecen
de utilidad en la fase crénica, por lo que continua la necesidad de buscar
nuevos tratamientos mas eficaces y menos nocivos contra esta parasitemia

(Barret et al., 2003).
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BuUsqueda de nuevos tratamientos

El control de la tripanosomiasis comenz6 a principio del siglo veinte,
cuando el agente infeccioso y los vectores fueron identificados en Africa y
Latinoamérica. En ambos continentes, el tratamiento farmacolégico presenta
muchas dificultades, por los efectos secundarios y la baja eficacia,
dificultades que permanecen hoy en dia (Schofield et al. 2000). A pesar del
amplio conocimiento del parasito obtenido en las ultimas décadas, no se ha
logrado cristalizar este conocimiento en una cura a esta parasitemia. Es
necesario un enfoque racional que partiendo de las diferencias encontradas
entre el parasito y el hospedador vertebrado sea capaz de hallar posibles

blancos quimioterapéuticos eficaces que afecten al parasito con un minimo
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de efectos secundarios para el hospedador, en lugar de probar
indiscriminadamente compuestos diversos con la esperanza de hallar una
cura milagrosa. A fin de comprender mas en profundidad algunos aspectos
de T. cruzi con potencial aplicacion terapéutica, a continuacion
examinaremos mas atentamente algunas de sus particularidades

metabdlicas.

Metabolismo energético de Trypanosoma cruzi

Glicosomay glicolisis

Los glicosomas son organelas similares a peroxisomas en varios
aspectos, como la maquinaria de importacion de proteinas, procesos de
biogénesis y presencia de ciertas rutas metabdlicas como la B-oxidacion de
acidos grasos y la biosintesis de esteroles. Estudios de estas organelas
muestran que son de tamafio homogéneo con un didmetro promedio de 0,27
um, presentan una matriz electron densa con un centro cristaloide que refleja
una alta densidad de proteinas. La organela esta limitada por un membrana
de 6 a 7 nm de espesor y sedimenta a una densidad de 1,23 g/cm® en un
gradiente de sacarosa, hecho que ha permitido su purificacion en diversas

especies de tripanosomatides (Opperdoes, 1987; Quifiones et al., 2004).
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El glicosoma contiene varias vias metabdlicas esenciales, incluyendo
las seis o siete primeras enzimas de la via glicolitica (Embden Meyerhof), la
via de las pentosas fosfato, biosintesis de éter lipidos, y captacion de
purinas, que no son sintetizadas por los tripanosomatides. La presencia de
estas vias anabdlicas y catabdlicas en una organela, sumado a que se
considera que la membrana del glicosoma es poco permeable a la mayoria
de los intermediarios glicoliticos, como adenin nucleétidos y nicotin adenin
nucleodtidos, como el ATP y el NADH, sugiere que en ellas debe mantenerse
el balance energético (ATP/ADP) y el balance redox (NAD'/NADH)
(Opperdoes et al., 1987; Hannaert et al., 2003; Michels et al., 2000).

Las enzimas que se encuentran en esta organela son sintetizadas en el
citosol sobre polisomas libres e importadas a los glicosomas. Estas proteinas
presentan secuencias de importacion a peroxisomas tipo PTS1 o PTS2, y
son translocadas a través de complejos membranales formados por
proteinas peroxinas (PEX). La eliminacion de esta maquinaria de importacion
de proteinas ha demostrado ser letal para T. brucei, lo que indica que la
compartamentalizacion en el glicosoma es esencial para la supervivencia del
parasito (Guerra-Giraldez et al., 2002).

La parte de la glicdlisis que se encuentra compartamentalizada en esta
organela, comprende: hexokinasa (HK), fosfoglucosa isomerasa (PGl),

fosfofrutokinasa (PFK), aldolasa (ALD), triosa fosfato isomerasa (TIM),
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gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), y fosfoglicerato kinasa
(PGK), mientras que las tres restantes, la fosfoglicerato mutasa (PGM), la
enolasa (ENO) y la piruvato kinasa (PK) estan en el citosol. La HK y la PFK
no estan reguladas por su producto, a diferencia de sus homodlogas en
mamiferos y la transicion de condiciones aerdbicas a anaerdbicas no
desencadena el aumento del consumo de glucosa conocido como Efecto
Pasteur (Urbina, 1994; Cazzulo, 1992; Cazzulo et al., 1985; Engel et al.,

1987; Tielens et al., 1998; Opperdoes, 1987).

Metabolismo intermediario.

De los organismos pertenecientes a esta familia, probablemente los
tripomastigotes sanguineos de Trypanosoma brucei son los que poseen el
metabolismo mas sencillo, obteniendo toda su energia a través de la
glicolisis, ya que su unica fuente de carbono es la glucosa presente en la
sangre del hospedador vertebrado, no poseen ciclo de Krebs activo. En esta
forma, la glicolisis estéa compartamentalizada hasta la PGK (figura 5). EI ATP
consumido por la hexokinasa y la fosfofructokinasa es regenerado por la
PGK, manteniéndose el balance de ATP/ADP dentro del glicosoma
(Hannaert et al., 2003; Michels et al., 2000, Bakker et al., 1997). El NAD"

reducido por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es reoxidado en un
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sistema lanzadera de DHAP y G3P entre la mitocondria y el glicosoma, los
electrones son transferidos al oxigeno en la mitocondria, a través de la
ubiquinona y una oxidasa terminal denominada oxidasa alternativa de
Trypanosoma (TAO). En condiciones de anaerobiosis, cuando la TAO no
puede funcionar, se acumula G3P en el glicosoma y se produce glicerol y
ATP, a través de la glicerol kinasa, manteniéndose el balance energético
dentro de la organela (Verlinde et al., 2001; Michels et al., 2000 y Parsons,
2004). A su vez, se obtiene un mol de ATP en el citosol por cada mol de
glucosa, a través de la reaccion catalizada por la piruvato kinasa,
excretandose el piruvato y el glicerol al medio bajo condiciones de
anaerobiosis (Hannaert et al., 2003; Michels et al., 2000, Bakker et al., 1997;

Tielens y Van Hellemond, 1998; Verlinde et al., 2001).
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Figura 5. Modelo metabdlico para la forma sanguinea de T. brucei.

En los tripomastigotes prociclicos de T. brucei la PGK se encuentra
fuera del glicosoma, por lo tanto, el balance de ATP/ADP no es mantenido
por esta enzima. Se ha propuesto que el PEP, producido por la enolasa en el
citosol entra al glicosoma, donde es convertido en oxalacetato por la PEPCK
o0 en piruvato por la PPDK. Ambas reacciones producen ATP,
reestableciendo el balance energético si se considera que todo el PEP

producido entra (Acosta et al., 2004). El balance de NAD*/NADH puede ser
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reestablecido de diversas formas: por la misma via que en los
tripomastigotes sanguineos o a través de la malato deshidrogenasa
glicosomal, que cataliza la reduccion dependiente de NADH del oxaloacetato
a malato. El malato puede salir del glicosoma, ser convertido a piruvato por la
enzima malica en el citosol y ser oxidado en la mitocondria para producir
acetil-CoA (Hannaert et al., 2003; Besteiro et al., 2005; Coustou et al., 2003;
Bringaud et al., 2006). Asimismo, en el glicosoma, el malato puede ser
convertido en fumarato por la fumarasa y ser a su vez reducido a succinato
por una fumarato reductasa glicosomal dependiente de NADH, lo que
explicaria la excrecion de succinato por parte de la mayoria de los
tripanosomatides, como producto final de la glicdlisis (Besteiro et al., 2005).
Este planteamiento permite considerar el escenario donde no todo el PEP
entra al glicosoma, ya que la fumarato reductasa ayudaria al mantenimiento
del balance redox. Sin embargo, este modelo no considera que en el
glicosoma existen otras rutas ademas de la glicdlisis. Por ejemplo, la ruta de
las pentosas fosfato, la biosintesis de ergosterol y nucleétidos que también
requieren ATP y no habria produccion de ATP en el citosol por la piruvato
kinasa (Coustou et al., 2003). Parte de los problemas relacionados con el
balance energético dentro del glicosoma, se resuelven si se considera que
los tripomastigotes prociclicos de T. brucei y por lo menos los epimastigotes

de T. cruzi, expresan isoenzimas de la PGK. Este ultimo parasito presenta
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tres isoenzimas, la PGKg que se encuentra en el citosol, segun mediciones in
vitro, contribuye con la mayor parte de la actividad PGK en estos parasitos, la
PGKa y PGKc son glicosomales (Concepcion et al., 2001; Hannaert et al.,
2003). La presencia de estas tres isoenzimas permitiria que el balance
energético se mantenga en el glicosoma, sin necesidad de que todo el PEP
deba entrar, con la producciéon neta de una molécula de ATP dentro del
glicosoma (Besteiro et al., 2005; Bringaud et al., 1998).

La mayoria de los estudios realizados en T. cruzi, han sido con la forma
epimastigote, ya que éstos son facilmente cultivados en medios axénicos
(Engel et al., 1987) y constituyen un modelo para el estudio del metabolismo
de T. cruzi y de los tripanosomatides en general (Figura 7) (Cazzulo et al.,
1985; Engel et al.,, 1987). Las principales formas de T. cruzi poseen un
catabolismo de glucosa similar al de los tripomastigotes prociclicos de T.
brucei (Cazzulo, 1992), degradando la glucosa parcialmente, aun en
condiciones de aerobiosis, por lo que este proceso se ha denominado
“fermentacién aerdbica”. Parte del carbono proveniente de la glucosa es
excretado al medio como distintos catabolitos parcialmente oxidados,
principalmente succinato, acetato y L-alanina, aunque se han detectado otros
productos, en menor cantidad como piruvato, lactato y malato (Cazzulo et al.,
1985; Engel et al.,, 1987; Cazzulo, 1992). El hecho que estos parasitos

excreten productos parcialmente oxidados, podria deberse a la alta velocidad
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de produccion de los metabolitos provenientes principalmente de una
glicdlisis poco regulada (Urbina, 1994, Cazzulo, 1992). La presencia de una
fermentacion aerdbica cuestiona el funcionamiento del ciclo de Krebs y de la
cadena transportadora de electrones en la mitocondria de los
tripanosomatides. Sin embargo, todos estos parasitos, a excepcion de la
forma sanguinea de T. brucei, poseen todas las enzimas del ciclo de Krebs,
una cadena transportadora de electrones con una NADH deshidrogenasa
mitocondrial, punto usual de entrada de los electrones (Urbina, 1994) y una
ATPasa para la produccion de energia (Tielens y Van Hellemond, 1998).

En la mitocondria, los metabolitos derivados de la degradacion de
aminoacidos son intermediarios del ciclo de Krebs, que podrian alimentar
otras rutas metabdlicas como la gluconeogénesis y otras rutas de sintesis

(Figura 6) (Van Weelden et al., 2005).
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Figura 6. Modelo metabdlico para la forma prociclica de T. brucei. (Figura tomada de Van

Weelden et al., 2005)

No se ha comprobado la existencia de una ruta gluconeogénica en

estos organismos, por lo que su existencia sigue siendo motivo de debate, ya
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que en estos se considera que no hay carbohidratos de reserva, excepto en
Leishmania, donde se ha encontrado un polisacarido de manosa (Blum,
1993). No obstante, las células son capaces de crecer en medios pobres en
glucosa, y siguen creciendo cuando la glucosa del medio se ha agotado
(Urbina, 1994). Aunque las actividades de las enzimas de la ruta
gluconeogénica, fructosa bisfosfatasa y glucosa 6-fosfatasa no han sido
detectadas, recientemente se ha reportado (Cronin et al., 1989) la existencia
de genes putativos para estas enzimas (Michels et al., 2000; Hannaert et al.,
2003; Urbina 1994; Besteiro et al., 2005). Entre las enzimas conocidas que
podrian desempenfiar un papel relevante en el control de la gluconeogénesis
se encuentra la PGKg debido a diversos motivos, por lo que en la proxima
seccion seran analizadas en profundidad algunas de sus caracteristicas y su

papel potencial en el metabolismo de T. cruzi.
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(Acosta et al., 2004)

Fosfoglicerato Kinasa (PGK)

La fosfoglicerato kinasa (E.C. 2.7.2.3) es una enzima glicolitica que
cataliza la transferencia de un grupo fosfato del 1,3-bisfosfoglicerato
(1,3BPG) al ADP, formando ATP y 3-fosfoglicerato (3PGA), usando Mg*?

como cofactor (figura 8) (Bernstein et al., 1997; Verlinde et al., 2001).
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Figura 8. Esquema de reaccion catalizada por la PGK.

Esta enzima tiene un papel importante en la ruta glicolitica como
enzima clave en la generacion de ATP (Alexander et al., 1993; Pal et al.,
2004; Yoshida et al, 1972). La fosfoglicerato kinasa se encuentra
ampliamente distribuida entre los organismos, cumpliendo principalmente la
funcién glicolitica, aunque también se ha encontrado en plastidios de algas
donde participa en el ciclo de Calvin (Hannaert et al., 2003). Se han
reportado fosfoglicerato kinasas con masas moleculares para la subunidad
de entre 30 y 60 kDa (Concepcion et al., 2001; Parsons et al., 2004; Szilagyi,

et al., 2001; Yoshida y Watanabe, 1972), siendo por lo general monoméricas,
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excepto en las archaeas extremofilas Pyrococcus woesei y Sulfolobus
solfataricus, en las que se ha identificado la PGK como dimérica y
tetramérica, respectivamente (Bentahir et al., 2000). Se han resuelto varias
estructuras tridimensionales de PGK por cristalografia de rayos X, entre ellas,
la de musculo de caballo, levadura, musculo de cerdo, Plasmodium
falciparum, Bacillus stearothermophilus, Thermotoga maritima vy
Trypanosoma brucei (Bentahir et al., 2000; Pal et al., 2004) lo cual ha
facilitado la compresion de los mecanismos de accion de esta enzima.

El analisis cristalografico del complejo ternario (PGK-ADP-Mg-3PGA)
figura 9, de la PGK¢ de T. brucei, mostré que esta enzima esta compuesta
por 2 dominios, uno N-terminal y uno C-terminal, similares en tamafio y que
estan conectados por una region “bisagra” muy conservada (Bentahir et al.,
2000; Szilagyi, et al., 2001; Verlinde et al., 2001). El dominio N-terminal se
extiende entre los residuos 5 a 194 y 411 a 419, mientras que el dominio C-
terminal esta formado por los residuos 211 y 394, ambos unidos por la region
bisagra, formada por los residuos 195 a 210 y 395 a 410 (Bernstein et al.,
1997). Los sustratos 3-fosfoglicerato (3PGA) o 1,3-bisfosfoglicerato (1,3BPG)
se unen al dominio N-terminal, mientras el complejo Mg-ATP o Mg-ADP se
une al dominio C-terminal de la enzima (Bentahir et al., 2000; Bernstein et al.,
1997; Verlinde et al., 2001). La PGK sufre un cambio conformacional que

acerca espacialmente ambos dominios, la unién del 3PGA provoca el primer
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movimiento, finalizando con la unién del Mg-ATP, para dar la conformacién
catalitica del sitio activo. Las hélices 7, 13 y 14, comprendidas entre los
residuos 191-205, 376-385 y 397-404, respectivamente, son las implicadas

en dicho movimiento.

Hélice 7 Dominio C-terminal

Dominio N-terminal

Figura 9. Estructura del complejo ternario ADP/ATP Mg*?, 3PGA/1,3BFGA y PGK.

Los epimastigotes de Trypanosoma cruzi tiene isoenzimas PGK, tanto
en el glicosoma (PGKa y PGKg), como en el citosol (PGKg). La PGKc
presenta una secuencia sefal de importacién al glicosoma conformada por
un hexapéptido (NRWSSL) en la extension de 20 aminoacidos del extremo

C-terminal, por su parte, la PGKa presenta una insercion de 80 aminoacidos
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en el medio del N-terminal, y no posee secuencias sefal tipo | o tipo Il para la
importacion de proteinas, presumiéndose que en los primeros 91
aminoacidos del dominio N-terminal se encuentra la informacion topogénica
(Peterson et al., 1997). En tripanosomatides, estan codificadas por genes
diferentes arreglados en tanda en el genoma (Adjé et al., 1997; Blattner et
al., 1998; Concepcidn et al., 2001; Opperdoes y Michels, 2001; Zomer et al.,
1998). Esta organizacién es similar a la observada previamente en T. brucei,
T. congolense y C. fasciculata (Concepcion et al. 2001). Las PGKs presentan
caracteristicas cinéticas y estructurales representativas, que difieren incluso
en las isoformas encontradas en un mismo tripanosomatide. En la tabla 1 se
presentan algunas constantes cinéticas. Los parametros cinéticos fueron
determinados en direccion gluconeogénica ya que el 1,3-bifosfoglicerato es

una molécula muy inestable.

27



Fuente

Kmarp (MM)

KMmapga (MM)

Referencia

1. brucei PGKb (n)
T. brucei PGKb (r)
T. brucei PGKc (n)
T. brucei PGKc (r)
T. brucei PGKa (r)
Humana

Levadura

Musculo de conejo
P. falciparum (n)
P. falciparum (r)

Spirulina platensis

(Misset y Opperdoes, 1987)
(Zomer col., 1998)
(Misset y Opperdoes, 1987)
(Zomer col., 1998)
(Alexander y Parson 1993)
(Yoshida y Watanabe, 1972)
(Misset y Opperdoes, 1987)
(Misset y Opperdoes, 1987)
(Paly col., 2004)
(Paly col., 2004)

(Misset y Opperdoes, 1987)

(n) enzima natural, (r) enzima recombinante.

Tabla 1. K, para el ATP y el 3PGA de la PGK, en diversos organismos.

Fosfoglicerato Kinasa B (PGKg) de Trypanosoma cruzi.

En Trypanosoma cruzi aproximadamente el 80 % de la actividad PGK

se halla en el citosol, y se atribuye a una isoenzima de 45 kDa (PGKg). El

20% restante se encuentra en los glicosomas, y se debe a la actividad de la

PGKa y la PGK¢ (Concepcion et al.,, 2001). La oxidacidn de la glucosa a

28



piruvato involucra a la PGK¢ y al metabolismo anaplerético via PEPCK y
MDH, mientras que la PGKg podria estar involucrada en la via
gluconeogénica (Concepcion et al. 2001; Opperdoes, 1987). La expresion
simultanea de la PGK¢ glicosomal y la PGKg citosdlica en una relacion 20/80
probablemente refleja la actividad especifica de diferentes rutas metabdlicas.

Se ha reportado que la expresion de la PGKg en la forma sanguinea de
T. brucei provoca la muerte de esta forma del parasito. La toxicidad esta
relacionada tanto con la actividad de la isoenzima como la localizacion
citosolica. Posiblemente la explicacion es que la PGKg compite con la
isoenzima glicosomal por los sustratos, generandose una molécula de ATP
en el citosol, esto produce la pérdida de un ATP glicosomal, creandose un
desbalance energético en esta organela ya que no se repondria el ATP
requerido en los primeros pasos de la glicdlisis (Blattner et al., 1998). Estas
evidencias experimentales resaltan la importancia del paso catalitico de la
PGK en la glicolisis de tripanosomatides, por lo que se han ensayado
inhibidores contra la ésta. Entre los inhibidores esta la turbecidina, un
analogo de la adenosina y la suramina, que poseen comprobada actividad
tripanocida y tienen como blanco a la PGK en T. brucei (Besteiro et al., 2005;
Misset y Opperdoes, 1987; Opperdoes y Michels, 2001). La suramina es un
polisulfonato simétrico derivado de la urea, que fue introducido en 1920 como

una droga en el tratamiento profilactico de la tripanosomiasis humana vy
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oncocercosis en Africa, es un antagonista de los receptores P2 (receptores
de ATP) y entre los efectos mas potentes descritos se encuentra la inhibicion
de la actividad de varias enzimas glicoliticas en tripanosomas, ademas de
inhibir la endocitosis y el enlazamiento del LDL a su receptor (Bisaggio, et al.
2006; Drew, et al. 2003). Sin embargo, los inhibidores de esta enzima que
detienen el crecimiento de los parasitos in vitro afectan en mayor o menor
grado a su equivalente en mamiferos (Verlinde et al., 2001).

En este trabajo se planteé la caracterizacién bioquimica de la isoenzima
PGKg de T. cruzi, responsable de alrededor del 80 % del total de actividad de
las isoenzimas PGK (Concepcion et al., 2001). Esta enzima, contribuye a la
obtencion de energia necesaria para las rutas catabdlicas y anabdlicas
presentes en el citosol. Otro posible rol de la PGKg es su participaciéon en la
ruta gluconeogénica (Concepcion et al., 2001).

La caracterizacion de esta isoenzima permitira determinar si existen
diferencias entre la PGKg T. cruzi y la PGK presente en humanos, diferencias
que podrian ser aprovechadas en el disefio racional de inhibidores altamente
especificos, y contribuira a esclarecer el papel de ésta en el metabolismo

intermediario del parasito.
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Criterios para determinar blancos terapéuticos v utilidad de

drogas.

No todas las enzimas que componen el metabolismo intermediario
resultan igualmente utiles como blanco terapéutico por lo que se debe tener
en cuenta: la demostracion del caracter esencial del paso metabdlico para el
organismo patoégeno, la posibilidad de inhibir dicho paso de forma potente y
selectiva, que la enzima que cataliza este paso metabdlico este ausente en
el hospedador o que tenga suficientes diferencias con la enzima homodloga
en el hospedador mamifero. Respecto a la droga escogida contra el blanco
potencial, es importante su mecanismo de accion, volumen de distribucion
(acumulacién en los tejidos), el tiempo de vida media (eliminacion y
biotransformacion) y la viabilidad oral de la droga. Aspectos que han recibido
poca atencion en el contexto de la enfermedad de Chagas, pero son de
mucha importancia, tomando en cuenta el caracter intracelular de la
parasitemia de T. cruzi (Urbina, 1999). Este giro racional para el desarrollo de
quimioterapias especificas contra la enfermedad de Chagas ya esta dando

frutos, entre los avances mas promisorios y recientes tenemos:

- Inhibidores de la biosintesis de esteroles: Se ha demostrado que T.

cruzi necesita esteroles especificos para su viabilidad celular, y en

31



todos sus estadios es extremadamente susceptible a inhibidores de
la sintesis de esteroles (Urbina y Docampo, 2003).

- Inhibidores de cisteina proteasas: En estos parasitos la cruzipaina es la
responsable de la mayor actividad proteolitica en todos los estadios,
se ha observado que la inhibicidén selectiva de esta proteasa detiene
la proliferacién y la metaciclogénesis in vitro, indicando que esta
enzima es esencial para supervivencia del parasito (Urbina y
Docampo, 2003).

- Inhibidores del metabolismo de pirofosfatos: Los tripanosomatides y
parasitos apicomplexos presentan organelas especializadas
denominadas acidocalcisomas, que se encuentran involucradas en la
adaptacién a condiciones de estrés. Los bisfosfonatos pueden inhibir
enzimas involucradas en reacciones con pirofosfatos (organicos e
inorganicos) como las pirofosfatasas proton motrices de esa
organela, presentando una potente y especifica actividad tripanocida
tanto in vivo como in Vitro (Urbina y Docampo, 2003).

- Inhibidores de recuperacion de purinas: La hipoxantina-guanina
fosforibosil transferasa es una enzima necesaria para esta ruta, se
han ensayado inhibidores especificos contra la misma, observandose
que detiene la proliferacion en la forma intracelular de T. cruzi

(amastigotes) (Urbina y Docampo, 2003).
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- Inhibicién de la hexokinasa mediante bifosfonatos: Varias formas de los
tripanosomatides dependen de la glicdlisis para la obtencion de
energia. La hexokinasa es inhibida de forma no competitiva por el
pirofosfato inorganico (PPi) (Caceres et al., 2003), razén por la cual
se disefiaron una serie de analogos del pirofosfato (bisfosfonatos),
que al ser ensayados contra la HK Ila inhibieron, algunos con valores

muy bajos de ICs5p de 0.81 uM (Hudock et al., 2006).

Resultados que demuestran la importancia del conocimiento de las
enzimas que componen el metabolismo de éste parasito, ya que
comprendiendo su fisiologia podemos resaltar y emplear sus diferencias para

el tratamiento de esta parasitemia.

33



Hipotesis

La PGKB es una enzima gluconeogénica localizada en el citosol y tiene

constantes cinéticas distintas a las isoenzimas glicosomales (PGK Ay C).
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Objetivos

* Purificar la isoenzima (PGKg), de Trypanosoma cruzi.

* Determinar el peso molecular nativo.

* Determinar las constantes cinéticas K, y Vmax para los sustratos ATP

y 3-fosfoglicerato.

» Determinar las constantes de inhibicion para la suramina, AMP, PPiy

la turbecidina monofosfato.

* Determinar el ICspe la suramina en el crecimiento de epimastigotes de

T. cruzi.
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Metodologia.

Parte I: Material bioldgico.

Epimastigotes de T. cruzi se crecieron en medio LIT monofasico a 28
°C, suplementado con 5 % de suero fetal bovino inactivado por calor, las
células fueron cosechadas en fase exponencial (entre 4 y 7x10° células por

mililitro) por centrifugacion a 3000 g durante 10 minutos a 4 °C.

la. Fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial.

Las células fueron lavadas con buffer A (20 mM Tris-HCI, 0,25 M de
sacarosa, 20 mM de KCI, 10 mM KH,PO4, 5 mM MgClz, 1 mM EDTAy 1 mM
EGTA a pH 7,2) para ello se centrifugaron a 3000 g por 20 minutos a 4 °C.
Posteriormente se lavaron con Buffer B (25 mM Tris-HCI, 0,25 M de
sacarosa, 1 mM de MgCl, suplementado con un cocktail de inhibidores de
proteasas (Na;EDTA 2 mM, Na,EGTA 2 mM, leupeptina 10 uM, inhibidor de
tripsina 50 ug/mL, benzamidina 1 mM, PMSF 1 mM, TLCK 100 puM, antipaina
0,2 uM, pepstatina 1 yM, E-64 3 uM, quimiostatina 1 yuM, bestatina 1 pM y
phenilmetilsulfonil fluoride 1 mM). Las células fueron maceradas en un

mortero frio, en una relacion 1:1 con carburo de silicio. Se macerd la mezcla
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hasta alcanzar el 90 % de las células rotas, evaluado por microscopia de luz.
La mezcla se resuspendié en buffer B con inhibidores y se centrifugé a 1000
g por 5 minutos a 4 °C. Este sedimento (fraccion nuclear) contenia carburo
de silicio con células enteras y nucleos. El sobrenadante obtenido se
centrifugdé a 5000 g por 10 minutos a 4 °C y se obtuvo la fraccién granular
gruesa. La fraccidbn granular fina se obtuvo subsecuentemente por
centrifugacion a 33000 g por 20 minutos a 4 °C, el sobrenadante del paso
anterior fue ultracentrifugado a 105000 g por 1 hora a 4 °C para separar la
fraccion microsomal del citosol, siendo este ultimo el material de partida para

la purificacion de la PGKg (Barros, 2006).

Ib. Determinacién de proteinas mediante el método de Lowry.

La concentracidon de proteinas se determiné por el método de Lowry et
al., 1951, usando albumina de suero bovino (BSA) como estandar. En los
casos en que la muestra a ensayar presentd sustancias interferentes al
método (sacarosa, EDTA, DTT, glucosa, entre otros), se sometioé la misma a
una precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA) y deoxicolato.
Para ello, las muestras fueron incubadas con 0,015 % (p/v) de deoxicolato de
sodio durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego 10 % (p/v) de TCA

durante 30 minutos a 4 °C, luego se centrifugdé durante 5 minutos a maxima
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velocidad en una microcentrifuga Eppendorf (modelo 5415 C) y se descarto
el sobrenadante. Las proteinas sedimentadas se resuspendieron en agua
destilada y fueron homogenizadas para luego determinar la concentracion de

proteinas siguiendo el método de Lowry.

Ic. Electroforesis en qgeles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

La electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes se
realizd siguiendo el protocolo descrito por Laemmli en 1970. El gel de
resolucion se preparo al 12,5% de acrilamida en tampon Tris-HCI 375 mM,
pH 8,8, 0,1 % (p/v) de SDS, 0,01 % (p/v) de persulfato de amonio y 0,3 %
(v/v) de TEMED. El gel concentrador se preparé al 5 % de acrilamida en
tampén Tris-HCI 125 mM, pH 6,8, 0,1 % (p/v) de SDS, 0,02 % (p/v) de
persulfato de amonio y 0,5 % (v/v) de TEMED. Las muestras de proteinas
fueron mezcladas con tampdn de muestra (62 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2 % (p/v)
de SDS, 10 % (v/v) de glicerol, 100 mM de B-mercaptoetanol y azul de
bromofenol) en relacion 5:1 y hervidas durante 5 minutos. Las corridas
electroforéticas se realizaron a 25 miliamperios fijjos con voltaje libre,
utilizando el sistema para minigeles Hoefer, en tampdn Tris-glicina (Tris 25

mM, pH 8,3, Glicina 190 mM, 0,1 % (p/v) SDS).
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La visualizacion de las proteinas en los geles se realizd mediante
tincion en solucion colorante: 45,2 % (v/v) de metanol, 8,2 % (v/v) de acido
acético glacial y 0,25 % (p/v) de azul de Coomassie R-250 durante 15
minutos, seguido de la decoloracion con solucidon decolorante (25 % (v/v) de
metanol y 7,5 % (v/v) de acido acético glacial), durante 1 hora. Se usaron
marcadores de peso molecular para SDS-PAGE (Sigma): albumina de suero
bovino (66 kDa), albumina de huevo (45 kDa), gliceraldehido-3-P-
deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), tripsinégeno (24

kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa) y lactoalbumina (14,2 kDa).

Parte Il: Esquema general de la purificacion.

Las proteinas presentes en el citosol fueron precipitadas con
concentraciones crecientes de sulfato de amonio, la PGKg precipité a una
concentracion de 80 %, determinado mediante la actividad PGK. Para
emplear la precipitacion como paso de purificacion se realizé una
precipitacion previa con 60 % de (NH4).SO4 durante dos horas en hielo, se
centrifugd a 6000 g por 15min a 4 °C para sedimentar las proteinas que
precipitaron, y luego se procedié a precipitar el sobrenadante obtenido con
80% de sulfato de amonio durante cuatro horas en hielo. El sedimento de

proteinas precipitadas se resuspendié en 2,5 mL de buffer DEAE (Tris-base
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25 mM, MgSO4s 2 mM, pH 8) y la sal presente en esta suspensiéon de
proteinas fue eliminada empleando una columna Sephadex G-25
previamente equilibrada con el mismo tampédn. Para ello se pasaron hasta un
maximo de 2,5 mL de la solucion de proteinas, se dejo eluir 2,5 mL (volumen
muerto de la misma de la columna) y se recogié un volumen de 3,5 mL, esta
fraccidn sin sales se cargd en una columna de DEAE celulosa, previamente
equilibrada con tampdn (Tris-base 25 mM, MgSO,4 2 mM, pH 8), la fraccion
que eluia de la columna fue recircularizada dos veces, con un flujo en la
columna de 0,66 mL/min. Luego se lavé la columna con 6 volumenes del
mismo tampdn, para posteriormente aplicar un gradiente continuo de 0 a 100
mM de NaCl. La elusion de la PGKg desde la DEAE fue monitoreada
mediante la determinacién de la actividad, perfi de DO a 280 nm vy
observacion en geles de poliacrilamida al 12,5 %. Se colectaron las
fracciones que presentaron actividad PGKg y para concentrar la muestra, se
precipité con 80 % de sulfato de amonio. El pellet obtenido se resuspendi6
en 2,5 mL del buffer de la Sephacryl S-200 (tris-HCI 25 mM, 150 mM de
NaCl, pH 7,6). Para determinar el peso molecular nativo se cargd la muestra
en la columna de exclusion de peso molecular, previamente calibrada con
marcadores de peso molecular (Amersham Biosciences): tiroglobulina (669
kDa) 2 mg, ferritina (440 kDa) 1 mg, catalasa (232 kDa) 2 mg, aldolasa (158

kDa) 2 mg, albumina bovina (67 kDa) 2 mg, albumina de huevo (43 kDa) 2
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mg, quimiotripsindgeno A (25 kDa) 2 mg, ribonucleasa (13,7 kDa) 2 mg y se
empledé de 1 a 2 mg de azul dextrano para la determinacion del volumen

muerto de la columna. El flujo de la columna fue 0,92 mL/min.

Parte lll: Determinacioén de la actividad enzimatica.

La actividad PGK se determiné siguiendo la desaparicion del NADH a
340 nm, en una cubeta de cuarzo de un mililitro, con tampén (Trietanolamina
0,1 M, 2 mM sulfato de magnesio, pH 8,0), 0,8 mM ATP, 3 mM 3-
fosfoglicerato, 0,4 mM de NADH, 2 Unidades (U) de gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) y la muestra a ensayar (Bergmeyer, 1983).

Parte IV: Estudios cinéticos.

Luego de purificar la proteina, se procedio a realizar su caracterizacion
cinética. Se determinaron las constantes de Michaelis-Menten (K, ¥ Vmax),
para el ATP y el 3-fosfoglicerato (3PGA) en el sentido gluconeogénico. Para
determinar Ky, ¥ Vmax para el ATP se ensayaron concentraciones de ATP
entre 0,2 y 1,2 mM, mientras que el 3-PGA se mantuvo constante y en
exceso (3 mM) en la cubeta. Para la determinacion del K, para el 3-PGA, se

ensayaron concentraciones de este sustrato entre 0,3 y 2 mM, manteniendo
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la concentracién de ATP constante y en exceso (1,2 mM) en la cubeta. Para
determinar el efecto sobre la actividad de la enzima de posibles inhibidores,
se probaron distintas concentraciones de cada uno. Para la suramina entre 0
y 50 uM, el AMP entre 0,5y 2 mM, para el PPi entre 0,5y 2 mM y para la
turbecidina monofosfato entre 50 uM y 400 uM. Estas reacciones se hicieron
a diferentes tiempos de incubacién con la droga (entre 0 y 5 minutos) y por
ultimo se determinaron las constantes de inhibicion de estas moléculas,
variando las concentraciones de estos inhibidores frente a diferentes

concentraciones de los sustratos.

Parte IV: Determinacion del pH 6ptimo.

Para la determinacién del pH 6ptimo se preparé un polibuffer con
acetato, MES, MOPS y TEA que nos permitio variar el pH de manera estable
en un rango de 4 a 10, con variaciones de 0,5 unidades de pH. Para
corroborar que el efecto observado es por el cambio del pH, y no por accion
de la molécula tamponadora, se preparo también un buffer fosfato, que
constaba de una mezcla de Na;HPO,4 y NaH,PO4 y que nos permitié variar el
pH en el mismo rango mencionado anteriormente (4 - 10 con variaciones de

0,5).
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Parte V: Determinacion de fuerza idnica 6ptima.

Para la determinacion de la fuerza idnica, se procedié a preparar una
serie de soluciones a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl),
de 0 — 400 mM, variando en un rango de 50 mM de NaCl en el buffer de

medicion (TEA pH 7,6, con sulfato de magnesio 2 mM).

Parte VI: Inhibicion de la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi

por efecto de la suramina.

Se prepararon 8 cultivos en fajardines, 10 mL de medio LIT monofasico
fueron inoculados con 0,5 mL (=16x10° células/mL) de epimastigotes de T.
cruzi, cepa EP. Se dejaron crecer los parasitos durante 48 h, antes de
agregarles las diferentes concentraciones de inhibidor a cada cultivo, y se
realizaron mediciones de DO 600 nm y conteo de células por mililitro
mediante una camara de Neubauer cada 24 horas. Las concentraciones de
drogas que se ensayaron fueron: 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 y 700 uM de
suramina; el stock (10 mM) del inhibidor fue preparado en agua destilada y

filtrado estérilmente el mismo dia en que se uso.
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Parte VII. Analisis de los parametros cinéticos.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante las pruebas de ajustes
de Lineweaver-Burk (o dobles inversos) para la determinacion de las

constantes cinéticas Ky Yy Vmax, €n las ecuaciones descritas a continuacion

(Segel, 1993):

fecuaeton 11

Donde [S] es la concentraciéon del sustrato que se varia mientras los
otros sustratos se mantienen en concentraciones saturantes y constantes.

En vista que la inhibicion con suramina fue de tipo mixta se
determinaron las constantes de inhibicion, mediante la graficacion de las

curvas obtenidas partiendo de las siguientes ecuaciones (Segel, 1993):

wFruaeidn & & w i =

44



Siendo [I] la concentracion de inhibidor, E’ representa la concentracion
de enzima en presencia de los sustratos y los cofactores fijos. Los valores de
Kis y Kii fueron obtenidos graficando las pendientes obtenidas y los puntos de
interseccion en funcion de la concentracion del inhibidor.

Para la determinacion del ICso, se aplicaron las siguientes formulas:

- 8 decriulos ¥ mi™"{final] = Fdecelufos ¥ mL™"{micial .
0 OeererImienis = = 100

=  FI - I T L
TERECFRLGF % e © _|’-|\':|F1 i
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5 g@ erdelwignto welative =

X 100

w0 e erecimieniu pure el coerleon (e fell Sl ]

Representandose luego los valores obtenidos de % de crecimiento
relativo para cada una de las concentraciones de suramina en una grafica,
partiendo de la cual se halla el valor de ICsy extrapolando la concentracion de
inhibidor a la que se alcanza el 50 % de inhibicién del crecimiento de los

parasitos.
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Resultados.

Analisis estructural de las PGKs de varios organismos.

El analisis de las secuencias de aminoacidos de las PGKs de varios
organismos mostré diferencias en las secuencias primarias de estas
proteinas. Una de las isoenzimas glicosomales, la PGKc, tiene una extension
de veinte aminoacidos en el dominio C-terminal. Las isoenzimas PGK By A
de Trypanosoma cruzi comparten un 71 % de identidad, debido a que la
PGKAa presenta una insercion de 80 aminoacidos en el medio del dominio N-
terminal (Tabla 2). Por otra parte, las secuencias que se compararon en esa
tabla no superan el 87 % de identidad entre isoenzimas de diferentes
especies. Las diferencias mas marcadas fueron entre la PGKg de
Trypanosoma cruzi y la PGK de levaduras que presentaron una identidad de
35 %, y con respecto a la PGK humana un 45 %. El analisis de estas
secuencias se validé por un multialineamiento de las secuencias de PGKs
obtenidas de GenBank y wusando el programa ClustalW 1,5

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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Tb Tb Tb Tc Tc CriFa || CriFa j| LeiMe |} LeiMe §| LeiMa Jj| LeiMa J| Yeast j| Human
PGKs il PGKc Bl PGKa §l PGKa | PGK:g | PGKg | PGKc | PGKc | PGKg | PGKs | PGKc §f PGK PGK
73 67 76 74 74 75 74 74 71 36 43

Tb
Peks | T 92
78 74 73 74 73 73 72 72 79 36 44
73 71 70 73 73 69 69 79 37 44
71 87 86 87 87 71 76 35 46
81 86 87 81 65 75 35 45
98 93 89 64 75 34 43
92 92 73 74 33 43
99 73 75 34 43
64 75 34 43
84 36 44
36 46
55

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre las secuencias de aminoacidos de PGK en

tripanosomatides, levadura y humanos.

Purificacion

Se logré purificar la PGKg muy préximo a homogeneidad, empleando tres

pasos de purificacion (tabla 3), observandose en el gel solo una banda
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contaminante minoritaria (figura 10). La precipitacion del citosol libre de
microsomas con 60 % de sulfato de amonio elimindé una serie de proteinas
contaminantes, luego con 80 % de ((NH4)2SO4) se precipitdé la PGKg junto
con otras proteinas. En el siguiente paso de purificacion, una cromatografia
de intercambio idnico con DEAE celulosa, se observd que la interaccion de la
PGKg Trypanosoma cruzi con la resina es muy débil, ya que al aplicar el
gradiente continuo de NaCl (de 0 a 100 mM), la proteina eluyé a una

concentracion de 38 mM de NaCl (grafica 1).

MFM C P80% DEAE Sephacryl

kDa

o ——
=
-
PGKB
47kDa
—

Figura 10. Gel de purificacion.
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En la tabla de purificacidén (tabla3) se puede observar que hubo una

pérdida considerable de actividad (Ut) durante el proceso de purificacién,

siendo el ultimo paso (sephacryl S-200) donde se observdé un mayor

decaimiento de la actividad, pues de 135 Ut se obtuvieron solo 20,7 (= 15 %),

hecho que se ve reflejado en el rendimiento. El elevado factor de purificacién

y el hecho de que en la fraccion permanece so6lo un contaminante minoritario

(figura 10) permiti6 emplear esta preparacion para los analisis cinéticos vy

estudios de inhibicidon usando el protocolo anteriormente descrito.

Rendimiento

Fraccién Vt (mL) mg totales U totales A.E (U/mg) (%) FP
(]
Citosol 152 273 260 0,95 100 1
Pellet 80% 3,5 30,6 175,5 57 67,5 6
DEAE
25 0,8 135 168,7 51,9 177
celulosa
Sephacryl
25 0,034 20,7 608,8 7,9 640
S-200

Tabla 3. Tabla de purificacion.
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Grafica 1. Perfil de elucién de la actividad PGK de la DEAE celulosa.
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Luego de realizar el pool con las fracciones en las que eluy6 la PGKg

(determinado por actividad), concentrarlo, y pasarlo por la Sephacryl S-200,

bajo las condiciones descritas en la metodologia, se logré determinar que

esta enzima eluye en las fracciones que corresponden al monémero, ya que

el peso molecular obtenido fue 46,1 kDa (grafica 2). Esta masa molecular

coincide con el peso de la subunidad obtenido a través de SDS-PAGE y es

muy similar al reportado previamente de 45 kDa (Concepcion et al., 2001).
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Grafica 2. Perfil de elucién de la Sephacryl S-200, obtenido por la medicion de actividad

PGK.

Determinacion de algunos parametros fisicoquimicos que afectan

la actividad de laisoenzima PGKg.

Normalmente la actividad es directamente proporcional a la cantidad de
enzima en concentraciones saturantes de los sustratos, dando una linea
recta con pendiente positiva que corta en el origen, por lo que al

representarlo en actividad especifica da una linea horizontal. En el grafico 3,
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mostrado a continuacién, se observa un efecto diferente, ya que la PGKg de
epimastigotes de T. cruzi incrementa su actividad al disminuir la cantidad de
enzima, comportamiento similar al observado para la Enolasa de T. cruzi, la
HK de Leishmania mexicana, y para la HK de levadura bajo ciertas

condiciones (Domingo, 2004; Pabdn, et al., 2002; Wilkinson et al., 1979).

AE 1000

800 -

600 -

400

200 -

O T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
49 de PGK,

Grafico 3. Variacion de la actividad enzimatica con respecto a la cantidad de enzima.

Otro de los parametros evaluados fue el efecto de la fuerza idnica

(concentracion de NaCl) sobre la actividad enzimatica. La grafica 4 permite
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apreciar que la enzima presenta un maximo de actividad a una concentracion
de 50 mM de NaCl, disminuyendo la actividad considerablemente a
concentraciones superiores de sal. Se calculd el valor 6ptimo de la fuerza
idnica, tomando en cuenta el conjunto de iones presentes en solucion segun

la siguiente férmula: | = X [iones] (q)?, obteniéndose un valor de: | = 0,116 M.

110 -
100 -

90 A

% de actividad

80 A

70 A

60 1

50 A

40 -

30 T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

[NaCl] M

Grafico 4. Determinacion de fuerza ionica 6ptima (concentracion de NaCl).

Se determind que el pH 6ptimo para la actividad de la enzima fue de
5,5, este experimento se realizé bajo dos condiciones diferentes, incubando
la enzima cinco minutos en el buffer (Ts) y sin incubar (Ty), empleando un
sistema de polibuffers que permitié cubrir un rango entre 4 y 10 unidades de

pH, adicionalmente, para descartar el efecto que pudiese tener las moléculas
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tamponadoras sobre la actividad de la enzima, se decidi6 emplear buffer
fosfato para cubrir el mismo rango mencionado de pH. En todas estas
condiciones el valor de pH fue similar (grafico 5) y muy préximo a los valores
reportados para otras PGK (citosolica de T. brucei y PGK de levadura)
(Misset y Opperdoes, 1987), en los cuales el pH o6ptimo se encontrd

alrededor de 6,0.
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Grafico 5. Determinacion de pH 6ptimo de la isoenzima PGKg de T. cruzi.

Con el fin de interpretar el valor de pH 6ptimo obtenido, se procedi6 a

realizar un analisis de los aminoacidos presentes en el sitio catalitico de esta
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enzima, bajos las mismas condiciones reportadas por Misset y Opperdoes en

1986, obteniéndose los resultados mostrados en la tabla 4.

Residuos . .
T. brucei T. cruzi
involucrados en el Levadura L Caballo Humano
i Cit/glic PGKg
enlazamiento de
211 Gly Gly/ Gly Gly Gly Gly
308 Trp His/His Trp Trp Tyr
ATP motivo adenina 311 Leu Leu/ Leu Leu Leu Leu
338 Gly Gly/ Gly Gly Gly Gly
339 Val Val/ Val Val Val Val
341 Glu Glu/ Glu Glu Glu Glu
Hidroxil ribosas 371 Gly Gly/ Gly Gly Gly Gly
372 Asp Asp/ Asp Asp Asp Asp
a-fosfato 213 Lys Lys/ Lys Lys Lys Lys
217 Lys Lys/ Lys Lys Lys Lys
p-fosfato
334 Asn Asn/ Asn Asn Asn Asn
371 Gly Gly/ Gly Gly Gly Gly
y-fosfato
372 Asp Asp/ Asp Asp Asp Asp
3-fosfoglicerato 38 Arg Arg/ Arg Arg Arg Arg
3-fosforil 391 Thr Thr/ Thr Thr Thr Thr
392 Gl Gly/ Gl Gl Gl Gl
2-hidroxil y ey y Y y
393 Gly Gly/ Gly Gly Gly Gly
Grupo keto 394 Gly Gly/ Gly Gly Gly Gly

Basado en Misset y Opperdoes, 1987.
Tabla 4. Residuos de aminoacidos presentes en el sitio activo de la PGK de varios
organismos (el alineamiento y la numeracién de aminoacidos de los residuos involucrados

en el enlazamiento de ambos sustratos se basé en la secuencia de la PGK de levadura).

En este analisis comparativo se puede observar un solo cambio en el

aminoacido 308, de los que componen el sitio catalitico. Presentando la

PGKg de T. cruzi una tirosina a diferencia de las PGK de los otros
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organismos reportados en la tabla mostrada anteriormente, en los cuales se

encontrd un triptéfano o una histidina en dicha posicion.

Caracterizacion cinética.

Las constantes cinéticas se determinaron, a partir de la grafica de
dobles inversos obteniéndose Knate de 99 pM y Knapga de 0,625 mM. La Vmax
para el ATP fue de 426,6 U/mg y para el 3-PGA de 236,96 U/mg (Grafico 6 y
7). Esto podria sugerir un mecanismo enzimatico ordenado, debido a las

diferencias de afinidad observadas para cada uno de los sustratos.
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Grafico 6. Determinacion de las constantes cinéticas de la PGKB, para el ATP.
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Grafico 7. Determinacion de las constantes cinéticas de la PGKB, para el 3PGA.

Cinética de inhibicion

Se determind si el AMP, PPi, la turbecidina monofosfato y la Suramina
tenian algun efecto sobre la actividad de la PGKg purificada. Para ello se
ensayaron distintas concentraciones de los posibles inhibidores, empleando
como maximo 400 uM para TuMP, 2 mM para el PPi, 2 mM para el AMP y 50
uM para la Suramina. La enzima fue incubada 5 minutos con las sustancias
anteriormente nombradas. En ninguno de los casos ensayados (a excepcion
de la Suramina) se observo efecto sobre la actividad de la enzima pura,
mientras que en presencia de Suramina se observd una inhibicidn de la

actividad de la PGKg de T. cruzi. Se determind ademas una inhibiciéon mixta,
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para ambos sustratos. Esta droga ha sido empleada como tratamiento de la
tripanosomiasis Africana y se ha determinado que es un fuerte inhibidor de

las enzimas glicoliticas, entre ellas la PGK. Los resultados obtenidos son

mostrados en los graficos 8 y 9.
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Grafico 8. Determinacion de la constante de inhibicion, de la suramina, con respecto al ATP.
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Se descarté el posible efecto de la suramina sobre el sistema

acoplante, realizando mediciones con la GAPDH, mediante la siguiente

reaccion:

Gliceraldehido-3-fosfato + Pi + NAD* 2222y NADH + 1,3-bifosfoglicerato

El ensayo fue realizado bajo las siguientes condiciones: 500 uM de

gliceraldehido-3-fosfato, 2 mM de NAD®, 0,23 U de GAPDH, 100 mM de
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fosfato de sodio monobasico (Pi), en buffer TEA, ademas de la maxima
concentracion de suramina (50 uM) e incubando por 5 minutos. Se determind
que la actividad de la enzima acoplante no es afectada por este compuesto
(Datos no mostrados).

Se encontrd que la suramina afecta el crecimiento de epimastigotes T.
cruzi en medio LIT, encontrandose un ICsy de 240 uM (grafico 11), no se

observaron cambios morfoldgicos resaltantes a microscopia de luz.

300

—&— OuM Suramin
250 4 | —®— 50uM Suramin
—&— 200uM Suramin
500uM Suramin
200 - —&— 700uM Suramin

150

C/mL (x10°)

100

50 ~

Dias
Grafica 10. Efecto de la suramina sobre la curva de crecimiento de epimastigotes de

T. cruzi (La droga se afadio al tercer dia de crecimiento).
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Grafico 11. Efecto de la suramina sobre el crecimiento de epimastigotes de T. cruzi
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Discusion.

Purificacion

La purificacion de la PGKB, como se observa en los valores de factor
de purificacién (640), rendimiento (7,6 %) y actividad especifica (608,8 U/mg)
indican que la proteina obtenida mediante la metodologia aplicada, presenté
un alto grado de pureza, esto fue corroborado a través de geles en
condiciones desnaturalizantes, en los cuales se observo solo una banda de
proteina correspondiente al peso molecular esperado para la PGKg. La
enzima purificada mostré una actividad especifica alta y un buen factor de
purificacion, a pesar del bajo rendimiento ya que en cada paso de
purificacién se perdié una parte considerable de la actividad. Esto puede ser
explicado por el tiempo de vida media de la isoenzima, o por su sensibilidad
a algunas de las condiciones a las que fue expuesta durante la purificacion.

La precipitacion con sulfato de amonio, primer paso de purificacion
empleado, nos permitié inferir, que esta proteina posee gran cantidad de
residuos de amino acidos polares, ya que se mantuvo soluble a porcentajes
menores o iguales al 60 % de sulfato de amonio. Asimismo, permitio eliminar

un gran numero de proteinas contaminantes presentes en el citosol, las
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cuales precipitaron a concentraciones menores de la sal. Al someter la
solucion con 80 % de la sal, la PGKg precipitd conjuntamente con otras
proteinas contaminantes y se logré un incremento en la actividad especifica
de la enzima con muy poca pérdida de unidades totales, por lo que se
empled la precipitacién a 80 % cuando se requirié concentrar la muestra.

La cromatografia de intercambio iénico permitié eliminar una serie de
contaminantes ya que la proteina presenta un punto isoeléctrico de 6,6
(Concepcion et al.,, 2001), por ende, el buffer en que se realizd esta
cromatografia (pH 8) favorecid que la proteina presentara cargas negativas,
al poseer residuos de aminoacidos desprotonados a este pH, los cuales
interactuarian con la cargas positivas que posee la resina (DEAE celulosa).
Esto fue corroborado midiendo la actividad de la enzima en las fracciones
correspondientes al lavado, donde no se detecto actividad PGK. Para eluirla
de la columna se empled un gradiente continuo de Cloruro de sodio entre 0 y
100 mM, que permitié despegar la proteina de la resina a una concentracion
de 38 mM y permitié eliminar un gran numero de contaminantes, con un
excelente rendimiento y un incremento significativo en el factor de
purificacion. Sin embargo, fue necesario implementar un paso adicional que
nos permitié incrementar el factor de purificacion y tener una preparacién de
la enzima practicamente pura. Este paso, a través de sephacryl S-200, fue

muy eficiente a pesar de tener un bajo rendimiento. Adicionalmente sirvid
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para determinar el peso molecular nativo de la PGKg 46,1 kDa. En cuanto a
su estado oligomérico se encontré que la isoenzima, al igual que otras PGKs
de otros organismos es un monomero (Bentahir et al., 2000). El peso
molecular nativo es muy similar al obtenido en condiciones
desnaturalizantes, por lo que también se descartdé una posible asociacion de
esta isoenzima con otras proteinas con las que co-purifica en la
cromatografia de intercambio iénico, como fue descrito para el caso de la

enolasa de T. cruzi y L. mexicana (Domingo, 2004; Quifiones et al., 2004).

Caracteristicas fisicoquimicas

El pH O6ptimo para la actividad de la enzima fue determinado,
encontrandose un valor 6ptimo de 5,5. El unico cambio encontrado en el sitio
catalitico no explica la diferencia en el pH 6ptimo encontrado para la enzima
de T. cruzi, con respecto a las isoenzimas de T. brucei (Misset y Opperdoes,
1987) ya que la tirosina no posee grupos ionizables y por ende no influiria
practicamente en la catélisis acido/base. En general al ser el sitio catalitico
tan conservado, las diferencias en pH éptimo entre las isoenzimas citosodlicas
de ambos organismos (T. cruzi y T. brucei) deben explicarse debido a

diferencias en el entorno en el cual estdn ambas isoenzimas, o en las
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diferencias presentes a nivel de secuencia primaria, ya que la identidad entre
ambas enzimas esta alrededor del 61 % (tabla 2).

Otro de los parametros evaluados fue el efecto de la fuerza idnica sobre
la actividad enzimatica, se puede apreciar que concentraciones en cubeta
por encima de 50 mM (I = 0,116 M) tienen un efecto negativo sobre la
actividad de la enzima. Al aumentar la fuerza i6nica del medio disminuye la
capa de solvatacién que mantiene soluble las proteinas y se favorecen las
interacciones entre mondmeros de la PGKpg, lo que promoveria como
consecuencia una transicion lenta entre distintas formas oligoméricas,
afectando la actividad de la enzima. Este resultado apoya la observacion de
que disminuye la actividad especifica al incrementar la concentracion de
enzima, hecho que se atribuye a la transicion hacia estados oligobmericos
mas complejos que el mondémero, pero con menor (o incluso nula) actividad.
Este comportamiento encontrado en la PGKg de T. cruzi también ha sido
descrito para otras enzimas glicoliticas, en estos parasitos, como por ejemplo

la enolasa de T. cruzi (Domingo, 2004)

Parametros cinéticos y analisis comparativo

Al determinar los parametros cinéticos, para la PGKg de Trypanosoma

cruzi, comparando los valores de K, obtenidos con los de otras PGKs
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reportadas para varios organismos, incluyendo los valores de la PGKa
recombinante de T. cruzi (Quifones, W., comunicacién personal), podemos
observar que la PGKg presenta mayor afinidad, tanto para el 3PGA (Kn, 625
uM) como para el ATP (K, 99 uM), siendo 2,4 veces menor el valor de Ky
para el ATP que el reportado para la PGKa recombinante de T. cruzi (K, 236
uM), hecho que apoya la hipotesis, que esta isoenzima actua en direccion
gluconeogénica (Concepcion et al., 2001). En estudios de expresion de las
tres isoenzimas PGK en epimastigotes de T. cruzi, se encontré6 que la
expresion de la PGKg se incrementa al final de la curva de crecimiento, asi
como incrementa la actividad especifica PGK, en condiciones donde la
disponibilidad de glucosa es baja y el consumo de aminoacidos aumenta
(Barros, 2006). Esta observacion, analizada en conjunto con los valores de
Km para los sustratos en sentido gluconeogénico apoya la hipétesis de que la
PGKGg funciona en dicha direccion, formando parte del proceso de sintesis de
glucosa a partir de aminoacidos, empleada para la elaboracién de
glicoproteinas (Van Weelden et al., 2005). La gluconeogénesis ha sido
postulada como un mecanismo que puede estar presente en la forma
prociclica de T. brucei, que emplea parte del ciclo de Krebs para el consumo
de aminoacidos hasta malato (en el mitocondrién), liberandolo
posteriormente al citosol. Este malato luego puede ser transformado a

oxalacetato por una malato deshidrogenasa (MDH) citosdlica, y luego a
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fosfoenolpiruvato (PEP), por una fosfoenolpiruvato carboxikinasa citosdlica
(PEPCK). EI PEP producido puede ser usado en tres vias, la produccién de
ATP mediante la PEPCK o la PPDK luego de la entrada del PEP al
glicosoma, la produccién de ATP en el citosol por la PK o la gluconeogénesis
via la enolasa, fosfoglicerato mutasa, PGKg, para formar 1,3 bifosfoglicerato,
que entra al glicosoma, o es consumido por la GAPDH citosolica para
producir gliceraldehido 3 fosfato (Van Weelden et al., 2005; Van Hellemond
et al., 2005).

Discutir los parametros cinéticos en base a sus velocidades maximas,
presenta dificultades, ya que normalmente estas no son reportadas, y
también dependen de la preparaciéon de la enzima. Pero comparando los
valores de actividad especifica (AE) reportados para la PGK de varios
organismos, podemos observar que la PGKg de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi, presenta una actividad especifica (608,8 U/mg) mayor
que la PGKagr (159 U/mg) (Zomer et al., 1998) y la PGKg nativa (275 U/mg)
de T. brucei (Misset et al.,, 1987), de igual manera para, la PGK de
Plasmodium falciparum (210 U/mg) (Fujii et al.,, 1980) y la PGK de
Thermotoga maritima (330 U/mg) (Schurig et al., 1995), siendo muy similar a
la de humanos (670 U/mg) (Yoshida et al., 1972) y menor a la PGK de
Chlamidomonas (4367 U/mg) (Kitoyama et al., 1995). El valor de Vmax

determinado esta en el mismo orden de magnitud que la actividad especifica

67



(608 U/mg), lo que es observado para una preparacion con un alto grado de
pureza, estos valores de Vi de la PGKg (entre 236,9 y 426,6 U/mg) son por
su parte, aproximadamente 3 veces mas altos que el valor reportado para la
enzima recombinante glicosomica (PGKc) de T. brucei (99 U/mg), pero son
muy similares con respecto a la PGKg recombinante del mismo (319 U/mg).
Por otra parte, el analisis comparativo entre la PGKg de epimastigotes
de T. cruzi y la de humanos, expuso una gran cantidad de diferencias, tanto
a nivel cinético como de estructura primaria, ya que la PGK de humanos
presenta valores de Kyspga de 1100 uM y Kqate 370 uM (Yoshida et al.,
1972), siendo las determinadas en este trabajo de Kmspga 625 uM y Kpatp 99
uM;, lo que sumado a la identidad de 45 % obtenida al alinear las secuencias
de aminoacidos con la de humanos, son resultados que permiten establecer
claras diferencias estructurales y funcionales, que pueden ser explotadas
para el desarrollo de inhibidores especificos contra este organismo patégeno,
lo que permitira considerar a la PGKg de T. cruzi como un posible blanco
quimioterapéutico. Sin embargo, hay que tener presente que estos valores
de K, han sido determinados en sentido gluconeogénico de la reaccion,
pudiendo esto ser una limitante, a la hora de considerar en el sentido

glicolitico, diferencias en el aspecto cinético.
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Cinética de inhibicién

Al evaluar el efecto de la turbecidina monofosfato (TuMP), el adenosin
monofosfato (AMP), y pirofosfato inorganico (PPi), no se observaron cambios
cinéticos en la actividad de la PGKg de epimastigotes de Trypanosoma cruzi
a pesar de haber probado concentraciones elevadas (de 400 mM para
TuMP, 2 mM PPi, 2 mM AMP). Estas moléculas (a excepcién del PPi) han
mostrado un efecto inhibitorio sobre la actividad de la PGKB de T. brucei
(Drew et al., 2003; Opperdoes €t al., 1987) se cree que debido a la
similaridad estructural con el ATP y el ADP, tienen un efecto inhibitorio sobre
la PGKg, (Bressi et al., 2000). En el caso del PPi, su efecto inhibidor sobre
enzimas glicoliticas ha sido puesto en evidencia en T. cruzi, modula la
actividad de la PEPCK (Acosta et al., 2004), e inhibe la actividad de algunas
enzimas glicoliticas como HK (Caceres et al., 2003) y enolasa de
Trypanosoma cruzi (Domingo, 2004), actuando sobre la PGKa recombinante
de epimastigotes de T. cruzi como una activador alostérico (Barros, 2006).
Moléculas analogas al PPi (bifosfonatos) han sido reportadas como
inhibidores de la PGK humana (Kotsikorou et al., 2006). Seria interesante
evaluar el efecto que tienen estos bifosfonatos sobre la PGKg de T. cruzi, ya

que el PPi no produjo ningun cambio en la actividad de esta, revelando asi
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posibles diferencias en cuanto a la efectividad y especificidad de inhibicién al
compararlos con su contraparte Humana. El hecho de que moléculas como
el AMP y la TUMP no tengan un efecto sobre la actividad PGKg de T. cruzi,
pone en evidencia diferencias con respecto a la PGKg de T. brucei, la cual si
es afectada por la presencia de estas moléculas en el medio.

La unica molécula de las ensayadas, que presenté un efecto inhibitorio
sobre la isoenzima de este estudio fue la suramina, provocando una
inhibicion de tipo mixta, por lo que se reportan dos valores de constantes de
inhibicion, para cada sustrato. Kis de 3,89 uM Kj; de 218 uM para el ATP y Kis
de 9,19 uM K; 17,59 uM. En las inhibiciones mixtas estas dos constantes de
inhibicion representan distintos estados de asociacidon de la molécula
inhibidora a la enzima, el Kis cuando el inhibidor se asocia a la enzima libre y
el K cuando se asocia al complejo enzima sustrato, siendo esta ultima por lo
general mayor. Sin embargo la diferencia drastica entre las dos constantes
Kis y Kii para el ATP estaria indicando que en ausencia de sustrato, la enzima
tiene mayor afinidad por el inhibidor. Esto sugiere que la union del ATP al
sitio activo genera cambios estructurales en la PGK que traen como
consecuencia una pérdida drastica de la afinidad del inhibidor por la PGKg.
Se ha propuesto que la suramina es capaz de interactuar con enzimas
glicoliticas, por la presencia de cargas positivas en la superficie de dichas

proteinas (Misset et al., 1987). ElI ATP, al unirse a su sitio de reconocimiento,
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podria inducir un cambio en la disposicién de regiones con carga positiva, lo
que disminuiria la afinidad del inhibidor. Por otra parte los valores de
inhibicion determinados para el otro sustrato (3PGA) no difieren mucho entre
si, lo que probablemente se deba al mecanismo de accién para este inhibidor
(Bisaggio et al., 2006), el cual interactua con las cargas positivas presentes
en la enzima cuya distribucion no es afectada por los cambios estructurales
que puedan ocurrir por la union del 3PGA a su sitio de reconocimiento en la
PGKg. Adicionalmente se conoce que la PGK tiene un mayor numero de
residuos de aminoacidos con cadenas laterales positivas en el dominio de
unién del ATP que en el de unién a 3PGA (Misset et al., 1987), lo que se
correlaciona con el efecto observado para el ATP sobre la inhibicion de la
suramina y como cambia dependiendo si la enzima esta o no formando
complejo con este sustrato.

Se estudio el efecto de la suramina sobre el crecimiento de
epimastigotes en medio LIT, ya que habia sido reportado previamente que
con 500 uM de suramina se inhibia en 70 % el crecimiento de los parasitos
en el medio de cultivo, induciéndose a su vez cambios en su morfologia
(Bisaggio et al., 2006), por lo que se decidié determinar el I1Cs, el cual fue de
240 pM, un valor alto comparado con el efecto de inhibidores mas
especificos, como los bifosfonatos para la HK de T. cruzi (Hudock et al.,

2006). Probablemente este elevado valor se deba a que la suramina actua
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en mas de un sitio blanco, inhibiendo varias enzimas y proteinas
transportadoras (Bisaggio et al., 2006), por lo que las cantidades de inhibidor
necesarias para disminuir en un 50 % el crecimiento de estos parasitos es
mayor en comparacion con inhibidores con un solo blanco de accién. No se
detectaron cambios morfologicos en los epimastigotes que crecieron en
presencia de la droga, debido a la resolucién de la técnica empleada,
microscopia de luz, estos cambios se han reportado en estudios previos,
visualizados mediante el empleo de técnicas con mayor resolucién como la
microscopia electronica de barrido (Bisaggio et al., 2006). A pesar del alto
valor de ICsp encontrado para la suramina, el diseno de inhibidores mas
especificos contra la PGKg es una tarea que se debe desarrollar, ya que esta
isoenzima es desde el punto de vista Actividad Especifica la mas importante
de las tres isoenzimas PGK presentes en el parasito, por lo que se requiere
complementar la informacion obtenida en este estudio con datos adicionales
provenientes de la estructura como tal de la proteina, el modelado
matematico (para el estudio del control de flujo metabdlico) y otras
herramientas computacionales (una vez obtenida la estructura cristal de esta
isoenzima) como lo son: “Three-dimensional quantitatve structure-activity
relationship (3D-QSAR)”, andlisis de campo por comparacion molecular
(CoMFA) y analisis del indice de similaridad por comparacion molecular

(CoMSIA), entre otros, nos permitiran predecir y realizar analisis cuantitativos
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para la interaccion con moléculas, facilitando de esta manera el desarrollo de

inhibidores especificos como drogas antiparasitarias.

Conclusiones.

.- Se logré purificar la PGKg de epimastigotes de Trypanosoma cruzi
con un alto factor de purificacion.

.- La PGKg, de epimastigotes de T. cruzi, presenta diferencias cinéticas
y de estructura primaria con respecto a su homologa en humanos, lo que
permitiria considerarla como un posible blanco quimioterapéutico, para el
disefio racional de drogas contra T. cruzi.

.- La actividad de esta isoenzima no se ve afectada por el AMP o TuMP,
moléculas que han sido reportadas previamente como inhibidores de la
PGKg de T. brucei.

.- Los valores de K, determinados para esta isoenzima (en direccién
gluconeogénica), tanto para el ATP como para el 3PGA, fueron menores,
comparados con las constantes determinadas para otros organismos,
teniendo en este aspecto mayor similitud con la enzima de levadura, que con
las de tripanosomatides. El hecho de que estas enzimas tengan un menor K,
en este sentido en comparacion con la de otros tripanosomatides seria un

indicativo de que esta isoenzima actua en sentido gluconeogénico.
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.- La suramina inhibe a la PGKg de epimastigotes de T. cruzi, esta
informacion puede ser empleada para el desarrollo de moléculas inhibidoras
mas eficientes, contra esta isoenzima.

.- La suramina inhibe el crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en un
medio de cultivo complejo, lo que indica que la droga es capaz de acceder al
interior de la célula, aunque el valor del ICsy es mayor que el determinado
con la enzima pura, hecho que refuerza lo observado en otros trabajos de
que la droga tiene otros sitios blanco adicionales a la PGKg de estos

parasitos.
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Figura 11. Papel metabdlico de la PGKB en T. cruzi.
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