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RESUMEN:

Los parasitos Trypanosoma cruzi y Leismania mexicana tienen
requerimientos estrictos de esteroles enddgenos especificos (ergosterol y
_analogos) para sobrevivir y crecer, y no pueden usar el abundante suplemento de
colesterol presente en sus células hospedadoras mamiferas. La escualeno
sintetasa (SQS, E.C. 2.5.1.21) cataliza el primer paso comprometido en la
biosintesis de esteroles; y esta actualmente bajo fuerte estudio como un posible
blanco de agentes hipocolesterogénicos en humanos, pero no ha sido estudiada
como un blanco para quimioterapia antiparasitica. SQS es una enzima asociada a
la membrana tanto en T. cruzi (epimastigotes) como en L. mexicana
(promastigotes), con una ubicacion subcelular dual, estando distribuida casi en
igual proporcion en vesiculas de glicosomas y mitocondrias/microsomas. Estudios
cinéticos demuestran que las enzimas de T. cruzi tienen un comportamiento
Michaelis-Menten y los valores de las constantes cinéticas para el FPP son
comparables a aquellos de las enzimas de mamiferos. La 3-(bifenil-4-il)-3-
hidroxiquinuclidina (BPQ-OH), un especifico y potente inhibidor de la SQS de
mamiferos, es también un poderoso inhibidor no-competitivo de las SQS de T.
cruzi, con Kis de 12 y 48 nM para las enzimas de microsomas y glicosomas,
respectivamente. BPQ-OH induce una reduccion dosis-respuesta de la
proliferacion de los estadios extracelulares de estos parasitos, con ICso de 19y 12
uM para T. cruzi y L. mexicana, respectivamente. La inhibicion del crecimiento y
lisis celular inducidas por BPQ-OH en ambos parasitos estuvo asociada con el
completo agotamiento del escualeno y esteroles enddgenaos, consistente con el
bloqueo de la sintesis de novo de esteroles a nivel de la SQS. BPQ-OH fue capaz
de erradicar los amastigotes intracelulares de T. cruzi de células Vero cultivadas a
37°C, con un MIC de 15 uM sin efectos daninos en las células hospedadoras.
Juntos, estos resultados soportan la nocion de que los inhibidores de la SQS

pueden desarrollarse como agentes anti-parasiticos selectivos.
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1. INTRODUCCION:

1.1. Enfermedad de Chagas y Leishmaniasis:

La enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis Tegumentaria Americana,
son enfermedades parasitarias causadas por los protozoarios kinetoplastidos
Trypanosoma cruziy Leishmania mexicana, respectivamente.

Estos organismos, miembros de la familia trypanosomatidae, comprenden un
grupo de flagelados que presentan ciclos de vida complejos con estadios
especializados para sobrevivir tanto en el hospedador vertebrado, como
invertebrado (Pinto Dias, 1992).

Trypanosoma cruzi, en el insecto vector, prolifera en el lumen del tracto
gastrointestinal en la forma de epimastigote (no-infectivo) el cual se transforma
en tripomastigote metaciclico (infectivo) en respuesta al estrés nutricional. Los
tripomastigotes metaciclicos son depositados junto con las heces cuando el
vector hematofago se alimenta de la sangre de un mamifero y penetran al
sistema circulatorio a través de lesiones de la piel. Esta forma no proliferativa
evade el sistema inmune invadiendo una variedad de tipos de células,
incluyendo las musculares y nerviosas del corazon y el tracto gastrointestinal,
asi como aquellas del sistema reticulo-endotelial. Luego de la invasion, los
parasitos escapan rapidamente de la vacuola fagocitica y se transforman en
amastigotes, los cuales proliferan por fision binaria y, eventualmente, se
diferencian en tripomastigotes sanguineos, que normalmente destruyen las
células del hospedador y alcanzan el torrente sanguineo. Los tripomastigotes
sanguineos pueden invadir otros tejidos o ser digeridos junto con la sangre por
el insecto vector, en el cual se diferenciardn nuevamente en epimastigotes,
completando el ciclo (Burleigh y Andrews, 1995).

El género Leishmania es transmitido por insectos dipteros del género
Phlebotomus, y sdélo las hembras (hematdfagas) intervienen en su transmision.
Cuando un flebotomino se alimenta de un animal infectado, ingiere las formas

tisulares aflageladas (amatigotes) las cuales una vez que se encuentran en el



estdmago del insecto, se transforman en promastigotes. Los promastigotes
provocan un bloqueo completo del proventriculo y al picar de nuevo a un animal,
el insecto regurgita la sangre succionada, asi los parasitos son depositados en
la dermis. Los promastigotes invaden diversas células fagociticas donde pierden
el flagelo, convirtiendose en amastigotes los cuales se multiplican por divisién
binaria. Después de un tiempo, provocan la ruptura celular e invaden nuevas
células. La infeccion es transmitida al vector insecto por ingestion de células del
hospedador que contienen parasitos (Vigar, 1979).

La enfermedad de Chagas se caracteriza por presentar dos fases
secuenciales. Una fase aguda, caracterizada por un grado de parasitemia
maximo, donde las formas de muitiplicacion del parasito se encuentran con
facilidad; también, la formacion de un infiltrado inflamatorio alrededor de los
parasitos constituido por linfocitos y monocitos. Ademas, el desarrollo de un
chagoma en el sitio de la picada del vector. El grado de parasitemia comienza a
disminuir por la continua y creciente produccion de anticuerpos.

La caracteristica mas constante de la fase cronica es la miocardiopatia,
asi como el desarrollo de un fendmeno de hipersensibilidad. En la primera etapa
de la fase cronica, la miocardiopatia puede llevar a una ligera extrasistolia y
taquicardia; mientras que en pacientes, en fase avanzada, se puede dar el
bloqueo cardiaco parcial o total, provocando insuficiencia cardiaca. Algunas
veces se observa megaesofago y megacdlon (Vigar, 1979).

La Leishmaniasis Tegumentaria Americana posee  espectros
superpuestos, que son las expresiones de las respuestas inmunolodgicas del
hospedador hacia el parasito. La enfermedad muestra un espectro de
manifestaciones cutaneas y otro de manifestaciones mucosas y adopta 3 formas
clinicas: cutanea localizada (ulcera cutanea), cutanea difusa (ndédulos no
ulcerados) y cutanea-mucosa (lesiones cutaneas grandes inicialmente y luego
invade las mucosas de la boca, nariz, faringe y laringe) (Vigar, 1979).

La enfermedad de Chagas esta ampliamente distribuida en Norte y Sur
América, desde el sur de los Estados Unidos, al sur de Argentina. Cerca de 90

millones de personas (casi % de la poblacion latinoamericana) estan en riesgo



de contraer esta enfermedad, mientras que 18-20 millones estan efectivamente
infectadas. Ha sido estimado que hay mas de 550 mil nuevos casos y 50 mil
muertes asociadas con esta enfermedad cada aho. Es la enfermedad parasitica
de mayor incidencia en el continente y la tercera a escala mundial, luego de la
malaria y la esquistosomiasis (Urbina, 1999).

Los tratamientos de quimioterapia para estas enfermedades son aun muy
insatisfactorios. Para la enfermedad de Chagas se basan en nitrofuranos y
nitroimidazoles, desarrollados empiricamente hace tres décadas. Para la
enfermedad de Chagas, su eficacia varia de acuerdo al area geogréfica,
probablemente debido a diferencias en la susceptibilidad a drogas entre
diferentes cepas de T. cruzi (Urbina, 2000). La mayor limitacion de estos
compuestos es la muy baja o nula actividad en la forma crénica de la
enfermedad, la cual es predominante en América Latina y se considera hasta
ahora una infeccidn incurable; ademas de provocar graves efectos secundarios
como anorexia, vomito, polineuropatia periférica y alergia dermatoldgica;
probablemente como consecuencia de dafno oxidativo o reductivo en tejidos del
hospedador (Urbina, 1999).

Los tratamientos quimioterapéuticos de la leishmaniasis se basan
generalmente en el uso de antimoniales pentavalentes tales como
estibogluconato de sodio (Pentostam) y meglumina antimoniaca (Glucantime);
tratamientos empiricos desarrollados hace mas de 50 afios (Croft S.L., 1988;
Croft y colaboradores, 1997). Los antimoniales pentavalentes requieren
administracion parenteral y tratamientos prolongados, lo cual provoca
comunmente efectos secundarios, incluyendo cardiotoxicidad; y aunque la
leishmaniasis visceral y cutanea responden a estos tratamientos, la enfermedad
mucosa severa no (Herwaldt y colaboradores, 1992). Mas aun, la resistencia
tanto de leishmaniasis visceral como mucocutanea a los antimoniales
pentavalentes a estado incrementando en todas la areas endémicas (Olliaro y
colaboradores, 1993). Una segunda linea de drogas como la anfotericina B y la
pentamidina son menos efectivas y mucho mas toxicas; recientemente nuevas

formulas de dichas drogas, como la anfotericina B asociada a lipidos, resultan
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menos toxicas y significativamente mas activas contra organismos susceptibles,
pero deben ser administradas por via intravenosa y son muy costosas ( Croft,
1988; Olliaro y colaboradores, 1993; Croft y colaboradores, 1997).

Una aproximacion racional a la quimioterapia de enfermedades
infecciosas debe tomar en cuenta la validacion de dos candidatos: el blancoy la
droga.

La validacion de la molécula blanco debe incluir: 1) caracter esencial del
paso metabalico para el patogeno; 2) la posibilidad de una inhibicién potente y
selectiva, bien a través de la pérdida de la actividad de la enzima blanco en el
patégeno o la existencia de diferencias entre enzimas homologas del patégeno y
hospedero, para permitir una actividad selectiva (Urbina, 1999).

La validacién de las drogas candidatas para la cura de estas infecciones
debe incluir el conocimiento de sus propiedades farmacocinéticas-
farmacodinamicas, las cuales dependen de la biologia entre el hospedador-
patdgeno, asi como del mecanismo de accion de la droga. Algunas de estas
propiedades son: (1) grandes volumenes de distribucidon (acumulacion tisular);
(2) largos tiempos de vida media terminal (eliminacion/biotransformacion lentas);
(3) biodisponibilidad oral (Urbina, 1999).

1.2. Inhibidores de la sintesis de esteroles:

El laboratorio dirigido por el Dr. Urbina ha venido desarrollando una linea
de investigacion en funcion del desarrollo de una quimioterapia racional para el
tratamiento de estas enfermedades. Dicha estrategia tiene sus bases en las
diferencias de las propiedades fisicoquimicas de ciertas enzimas del parasito
con las homologas presentes en la célula hospedadora. En este sentido, se
toman en cuenta rutas metabdlicas esenciales para la supervivencia del
parasito, de tal manera que éste pueda erradicarse definitivamente del

hospedador, sin afectarlo.
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Figura 1. Diagrama esquematico de la ruta de biosintesis de esteroles.
(Las flechas negras indican los pasos metabdlicos compartidos, las verdes los que se dan
en células de mamiferos, y las azules los que se dan en protozoarios patdogenos como
Trypanosoma cruzi y hongos. Las flechas rojas indican el sitio de accion de Inhibidores de
la  biosintesis de esteroles wusados actualmente como agentes quimioterapéuticos o en
desarrollo).
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La via de sintesis de esteroles es una ruta biosintetica de lipidos neutros
de membranas, que tiene un costo energetico muy alto; por tanto, representa un
foco de interés en pro del desarrollo quimioterapéutico. Esta es una de las rutas
metabolicas mas complejas en ceélulas eucariotas, involucrando al menos 20
pasos metabdlicos catalizados por enzimas especificas (Urbina, 1997).

Tomando en cuenta el costo energético y la complejidad de la biosintesis
de los esteroles, es evidente que estos compuestos cumplen papeles criticos en
el metabolismo celular, aparte de su papel pasivo en las propiedades fisicas de
las membranas celulares. Ademas, los requerimientos especificos de esteroles
particulares para cada grupo filogenético, proveen las bases del éxito de
inhibidores de la biosintesis de esteroles como agentes quimioterapéuticos
contra hongos patégenos y levaduras (Urbina, 1997).

En células de mamiferos se observé durante muchos anos que la ruta
biosintética del colesterol estaba compartimentalizada en el RE. Sin embargo,
recientemente se ha encontrado que en células CHO (ovario de hamster Chino),
la ruta esta casi en su totalidad en peroxisomas; aunque no se ha podido medir
la actividad SQS y se cree que este paso se da en el RE (Aboushadi y Krisans,
1998).

Hay evidencias considerables de que los peroxisomas en células de
mamiferos no solo tienen un papel en la oxidacion del colesterol a acidos
biliares, sino también en la biosintesis de colesterol. Especificamente se ha
demostrado que los peroxisomas contienen las siguientes enzimas de esta ruta:
1) acetoacetil-Coa tiolasa, la enzima requerida para el paso inicial en la sintesis
del colesterol; 2) 3-hidroximetilglutarili coenzima A reductasa (HMG-CoA
reductasa), la enzima limitante de la velocidad de la sintesis de colesterol; y 3)
mevalonato kinasa. La localizacion de estas enzimas en peroxisomas fue
demostrada por una combinacion de microscopia inmunoelectronica y Western
blotting, asi como la medicién de sus actividades enzimaticas (Appelkvist y
colaboradores, 1990). Adicionalmente, las actividades bioquimicas de la
hidrolanosterol oxidasa, esteroide 14-reductasa, esteroide 3-cetoreductasa y

esteroide 8-isomerasa, enzimas involucradas en la conversion del lanosterol a



colesterol, se han registrado como presentes en peroxisomas (Appelkvist y
colaboradores, 1990). La mayor concentracién de proteina 2 transpcoriadora
celular de esterol se encuentra tambien en peroxisomas humanos y de -ata, asi
como niveles significativos de apolipoproteina E, un componente mayoriiario de
muchas clases de lipoproteinas plasmaticas. Mas aun, la capacidad biosintética
de colesterol se ve disminuida en cultivos de fibroblastos de piel, obtenidos de
pacientes con la enfermedad de deficiencia peroxisomal, 10 que sugiere que esta
organela es esencial para la sintesis normal del colesterol en células
fibroblasticas humanas (Stamellos y colaboradores, 1993).

El acido mevaldnico puede ser convertido en colesterol in vitro por
peroxisomas en presencia de la fraccion citosdlica. La conversion de acido
mevaldnico en colesterol requiere de un numero de enzimas citosolicas para
producir farnesil pirofosfato, el cual es luego convertido en colesterol por
enzimas unidas a la membrana del RE (Stamellos y colaboradores, 1993).

Stamellos y colaboradores publican en 1993 resultados convincentes,
mediante técnicas biogquimicas e inmunoquimicas, que localizan a la enzima
escualeno sintetasa exclusivamente en el reticulo endoplasmatico.

Se han encontrado similitudes significativas en la biogénesis de los
peroxisomas y glicosomas de los kinetoplatidos; y las secuencias que dirigen las
proteinas a la matriz de estas organelas, estan conservadas (el tripeptido c-
terminal-SKL); ademas, ciertos receptores PEX integrales de la membrana
(involucrados en el transporte de proteinas al interior de la matriz) estan
presentes en ambos: glicosomas y peroxisomas (de Walque, 2000). Ademas,
Concepcion y colaboradores (1998), ubicaron la enzima HGMCoA reductasa en
glicosomas; por tanto, esta organela podria ser un importante reservorio de
enzimas target de la ruta de sintesis de esteroles para el desarrollo de
quimioterapia.

Paralelamente, Trypanosoma cruzi y algunas especies del género
Leishmania, requieren esteroles especificos para su crecimiento y viabilidad
celular y no pueden utilizar los esteroles disponibles en forma abundante del

hospedador vertebrado, lo cual es un precedente importante, puesto que las



células hospedadoras pueden compensar el bloqueo de la sintesis enddgena de
colesterol a través de la dieta (Urbina, 1999).

Las drogas mas comunmente usadas para el tratamiento de
enfermedades causadas por hongos vy levaduras, son compuestos que
interfieren con la sintesis de novo o funcion de los esteroles de las membranas
de dichos patogenos; éstos son los Inhibidores de la Biosintesis de Esteroles
(IBE). Su actividad especifica estd basada en el agotamiento de esteroles
endogenos esenciales, la acumulacion de intermediarios toxicos, o ambos.
Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana son sensibles a esta clase de
inhibidores (Urbina, 1996; Urbina, 1997; Urbina, 1999; Urbina, 2000).

Un importante desarrolio en este campo es la demostracion de que los
derivados de azoles de cuarta generacion (inhibidores de la C-14 «-demetilasa)
tales como el D-0870 y Sch-56592, son capaces de inducir cura parasitolégica
en modelos murinos tanto en las fases aguda y crénica de la enfermedad de
Chagas, siendo los primeros compuestos en mostrar tal actividad (Urbina, 1996;
Urbina, 2000). Sin. embargo, algunos de estos compuestos han sido
descontinuados y otros estan siendo probados en variedad de modelos
animales, con resultados prometedores; pero hasta ahora una quimioterapia

especifica para la Enfermedad de Chagas sigue siendo insuficiente.

1.3. Escualeno Sintetasa:

La escualeno sintetasa (SQS, farnesil-difosfato:farnesil-difosfato farnesil-
transferasa, EC 2.5.1.21) es una enzima clave en la via biosintética de los
esteroles de todas las células eucariotas por lo que representa un blanco
potencialmente importante de intervencion terapéutica para las drogas
hipocolesterogénicas.

La escualeno sintetasa cataliza la condensaciéon cabeza-cabeza de dos
moléculas de farnesil pirofosfato (FPP) para formar el escualeno. La reaccion se
da en dos pasos distintos, involucrando ambos la formacion de intermediarios

carbocationicos de reaccion. En la primera mitad de la reaccién, dos moléculas



de FPP reaccionan para formar pre-escualeno pirofosfato (PSQPP). En la
segunda mitad, el PSQPP sufre heterdlisis, isomerizacion y reduccion con

NADPH para formar el escualeno (Thompson y colaboradores, 1998).
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Figura 2. Reaccion de la enzima escualeno sintetasa.

Ya que el FPP esta situado en el punto final en la via biosintética de
isoprenoides, su conversion a escualeno a través de la accion de la SQS
representa el primer paso comprometido en la formaciéon del colesterol y el
punto de transicion de intermediarios hidrofilicos a hidrofébicos de la via. La
conversion de FPP a escualeno representa, por tanto, un blanco atractivo para
inhibir selectivamente la formacion de esteroles sin interferir con la produccion
de poli-isoprenoides no-esteroles claves, que juegan un papel importante en la
regulacion del crecimiento celular y el metabolismo (Thompson y colaboradores,
1998).

En células de mamiferos, la condensacion de FPP a escualeno
representa una reaccion enzimatica que es crucial para la produccion de

esteroles y para la sintesis de hormonas esteroides, vitamina D, acidos biliares



y lipoproteinas. En adicion, el FPP sirve como sustrato a varios procesos
bioguimicos, incluyendo la produccion de dolicol, hemo A, ubiquinorzs, y la
farnesilacion de proteinas (Soltis y colaboradores, 1995); ademas de
sesquitermenoides fitoalexinas en plantas, como defensa contra el atzque de
patogenos (Kribii y colaboradores, 1997).

La SQS ha sido clonada a partir de levadura, rata, ratén, humano vy
plantas. La proteina es de aproximadamente 46-48 kDa; estda wunida a la
membrana del RE por su extremo carboxilico; y su extremo amino, donde esta el
sitio activo, se encuentra en el citosol (Devarenne y colaboradores, 1998). Esta
enzima esta altamente conservada a lo largo de diversas especies, con un 42%
de identidad a nivel de la secuencia de aminoacidos entre levaduras y humanos
(Thompson y colaboradores, 1998). Una comparacién de los genes codificantes
de la SQS ha revelado motivos ricos en aspartato los cuales pueden estar
involucrados en la unién del motivo difosfato del sustrato fenil y se cree que
estos pueden coordinar y/o facilitar la union del FPP a través del requerimiento
de ion Mg“2 (Devarenne y colaboradores, 1998). Esta comparacion también
sugiere que algunas regiones hidrofébicas altamente conservadas pueden
participar en su asociacion con la membrana, localizacion microsomal, o la
union del NADPH (Kribii y colaboradores, 1997).

Las SQS caracterizadas a partir de levadura, higado de ratén y de
humano, tienen valores similares para el Km del FPP, variando entre 1y 3
uM, y un Km para el NADPH de 40uM (Soltis y colaboradores, 1995).

En el desarrollo de drogas reguladoras de los niveles de colesterol, se ha
encontrado una serie de compuestos con actividad inhibitoria sobre la SQS.

Los acidos zaragozicos, o escualastatinas, actian como inhibidores
competitivos de la SQS con respecto al sustrato FPP e inhiben, tanto la
conversion de FPP a PSQPP , como de PSQPP a escualeno (Bergstrom y
colaboradores, 1995; Watson y colaboradores, 1996).

El Acido Zaragézico A (ZGA-A) actua inhibiendo irreversiblemente la
SQS, via un proceso similar a los inhibidores suicidas clasicos con la formacién
de un aducto covalente ZGA-A.SQS, que es cataliticamente incompetente



(Lindsey y Harwood, 1995).

El Acido Zaragozico C es un inhibidor competitivo del FPP en lz enzima
humana y tiene un Ki de 250 pM que no afecta la union del NADPH; por tanto,
se presume que los sitios de union de ambos estan separados (Soltis y
colaboradores, 1995).

Los Bisfosfonatos son compuestos que contienen un enlace P-C-P y son
resistentes a degradacion metabdlica comparado con los pirofosfatos (P-O-P)
(Amin y colaboradores, 1996). Estos inhiben la resorcion osea y la
mineralizacion y son usados para el tratamiento de diversos desordenes ¢seos;
ademas, algunos que contienen nitrogeno, actiuan como inhibidores de la
farnelizacion y geranilacion de proteinas e inducen apoptosis (Amin vy
colaboradores, 1996; Martin y colaboradores, 1999).

La SQS de una variedad de fuentes es inhibida por los Bifosfonato CP-
295679 y la benzoxazepinona CP-2944838; estos compuestos se unen al sitio
activo de la SQS, asemejandose al FPP, con un grupo acidico adyacente a una
larga region hidrofobica (Thompson y colaboradores, 1998).

BM  21.0955 [Acido  1-Hidroxi-3-(metilfenilamino)-propilideno-1,1-
bifosfonico] es un potente inhibidor de la SQS con un Ki de 2 nM (Amin y
colaboradores, 1996). Isopentenil 1,1-bisfosfonatos y anélogos relacionados son
potentes inhibidores de la SQS microsomal de rata (lso= 0.7-32nM) (Ciosek y
colaboradores, 1993). La alta potencia del ibandronato como inhibidor puede
depender de su habilidad para inhibir dos enzimas implicadas en la sintesis de
escualeno, la farnesil pirofosfato sintetasa y la escualeno sintetasa (Martin y
colaboradores, 2000).

Sin embargo, la utilidad terapéutica de los bisfosfonatos es cuestionable,
ya que son moléculas altamente cargadas y, por tanto, son pobremente
absorbidos cuando se ingieren por via oral (Amin y colaboradores, 1992; Amin y
colaboradores, 1996).

Una serie de inhibidores cationicos de la SQS son las Quinuclidinas 3-
sustituidas, estructuralmente muy diferentes de los Acidos Zaragodzicos, y los

Bisfosfonatos (Brown y colaboradores, 1996; McTaggart y colaboradores, 1996).



Las Quinuclidinas 3 sustituidas ofrecen potencialidades farmacolégicas
superiores en comparacion a los bisfosfonatos y acidos zaragozicos. que han
mostrado tener pobre disponibilidad oral, presumiblemente como resuitado de
su estructura quimica di y tri-anionica. Como cationes lipofilicos, protonados a
pH fisiologico, es poco probable que simulen directamente al farnesil pirofosfato
o intermediarios. A ambos pasos de la SQS, se han atribuido hipoteticamente
intermediarios carbocationicos, y es posible que las Quinuclidinas simulen las
propiedades lipofilicas y electrostaticas de uno o mas de intermediarios de este
tipo (McTaggart y colaboradores, 1996).

La 3-(bifenil-4-il)-quinuclidina (BPQ) y 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxiquinuclidina
(BPQ-OH) causan una inhibicion bifasica de la SQS con constantes de inhibicion
aparentes de 12nM y 15nM, respectivamente, para la fase sensible (Ward y
colaboradores, 1996). Ambos, mostraron ser inhibidores de la sintesis hepatica
de esterol desde el mevalonato, con valores de 1Cso de 10.6 y 7.1 mg/Kg,
respectivamente, luego de administracion- oral a ratas (McTaggart vy

colaboradores, 1996).
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Figura 3. Estructura de 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxiquinuclidina (BPQ-OH)

El desarrollo de toda esta gama de inhibidores de la SQS representa una
gran ventaja, debido a que ésta es altamente conservada a lo largo de las
especies, es muy probable que algunos de estos inhibidores puedan actuar
sobre SQS de patogenos como Trypanosoma cruzi 'y Leishmania mexicana,
inhibiendo su crecimiento por conllevar al agotamiento de sus esteroles
especificos y sirviendo por ende como agentes antiparasiticos.

En este sentido, la SQS ha sido estudiada y caracterizada en una serie



de organismos, pero no en protozoarios patogenos. En este trabajo, se registra
la ubicacion subcelular y cinética de esta enzima y su inhibicion por parte del
BPQ en Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana. Esta enzima es de suma
importancia como posible blanco guimioterapéutico, por lo que es necesario
conocer sus propiedades fisicoquimicas y poder seleccionar adecuadamente
inhibidores que puedan servir como agentes quimioterapéuticos utiles para el

tratamiento de las infecciones producidas por estos parasitos.
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2. HIPOTESIS:

La actividad escualeno sintetasa en Trypanosoma cruzi y Leishmania
mexicana es potencialmente un blanco quimioterapéutico atractivo pues su
inhibicion en los parasitos conllevaria al agotamiento de sus esteroles
especificos, en tanto que las células hospederas pueden compensar el
bloqueo de la sintesis endogena de colesterol por la absorcion a través de

receptores superficiales (LDL).



. OBJETIVOS:

Establecer la ubicacion subcelular de la enzima escualeno sintetasa en
Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana, mediante el uso de técnicas de
centrifugacion diferencial e isopinica, tomando como referencia marcadores
enzimaticos especificos de diferentes organelas.

Determinar los parametros cinéticos de la escualeno sintetasa de T. cruz:
Km, Vmax , asi como los parametros cinéticos para su inhibicion por BPQ-
OH.

Medir el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los parasitos, por parte de
BPQ-OH y su efecto en la composicion de esteroles de los mismos.



4. METODOLOGIA:

4.1. Material Biolégico:

Los epimastigotes (forma proliferativa en el intestino medio del insecto
vector y en medio de cultivo axénico) de la cepa EP (aislada en 1967 de un caso
pedriatico agudo de Enfermedad de Chagas, por el fallecido Dr. J.W. Torrealba
de la Universidad de Carabobo, Venezuela) de Trypanosoma (Schizotrypanum)
cruzi, fueron cultivados en medio LIT (Liver Infusion-Tryptose), suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL Cat. No. 16010-159, inactivado a
56°C por 1 hora), a 28°C, con agitacion constante (120 rpm) (Camargo, 1964).

Los promastigotes de Leishmania mexicana (cepa NR) fueron cultivados en
Medio Schneider, suplementado con suero fetal bovino bovino (Gibco BRL Cat.
No. 16010-159, inactivado a 56°C por 1 hora), a 28°C, con agitacion suave.

Los amastigotes fueron cultivados en células Vero y mantenidos en Medio
Minimo Esencial (MEM, Gibco BRL Cat. N° 41500-067), suplementado con 10%
de Suero Bovino Fetal (FBS, inactivado a 56°C durante 1 hora), e incubados
bajo una atmodsfera de 95% aire — 5% CO,, a 37°C. Las células fueron
infectadas con 10 tripomastigotes por célula durante 2 horas y luego lavadas 3
veces con buffer fosfato salino para remover los parasitos no adheridos; luego
se agregd medio fresco con y sin droga a las células que fueron incubadas
durante 96 horas, con un cambio de medio a las 48 horas. La cuantificacion del
numero de células infectadas y el nimero de parasitos por célula se hizo por
microscopia de luz y el andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo

como describen previamente Liendo y colaboradores (1998).



4.2. Equipos y Materiales requeridos:

Equipos:

Contador de radioactividad, TopCount, Microplate Scintillation & luminiscence
counter, Packard.

Centrifuga Sorvall RC-5, rotores GS-3, SS-34, y Ultracentrifuga Sorvall
(OTD), rotor vertical TV860.

Espectrofotometro UV/visible (AA), Hewlett Packard 8452A

Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890, serie Il equipado con un
detector HP5971A de masas.

Rotaevaporador BUCHI, modelo RE 111.

Materiales:

TLC plasticos (20x20cm). Silica gel 60 Fasg.
Mortero

Carburo de silicio.

Filtro Watman, N° 2.

Reactivos:

[1(n)->H] Farnesil Pirofosfato, sal de triamonio (15.0Ci/mmol), de Amersham
Pharmacia Biotech.

Propan-2-ol.

Cloroformo.

Metanol.

Benceno.



Mezcla de inhibidores de proteasas: Pestatina 1 uM, Antipain 0,165 uM
Leupeptin 5 uM, TLCK 100 #M PMSF 500 yM, E-64 2,8 uM, EDTA 100 uM.
Inhibidor:  3-(bifenil-4-il)-3-hidroxi-Quinuclidina  (3-bifenil-4il-1-aza-biciclo
[2.2.2]-octan-3-0l; BPQ-OH) fue sintetizada y purificada como describe
Brown y colaboradores (1996) en el Laboratorio de Sintesis Organica, Centro
de Quimica, IVIC, Caracas-Venezuela.

Soluciones:

Buffer para medir la reaccion de la enzima SQS: 50 mM MOPS/NaOH, pH
7.5, 10 mM KF, 10 mM MgCl,, 0.5 mM NADPH (o sistema regenerante),
50 mM Ascorbato de sodio, 20 U/ml de Ascorbato Oxidasa.

Solucién para lavado de las microplacas de TLC: 1% de SDS en 0.2 M de
Tris base (pH no ajustado).

Buffer A para el fraccionamiento: 0.225 M de Sacarosa, 20 mM de KCI, 10
mM de KH,PO4, 5 mM MgCl,, 1 mM de Na,EDTA, 20 mM Tris, pH 7.2.

Buffer B para el fraccionamiento: 0.25 M de Sacarosa, 1 mM Nay,EDTA,
25 mM Tris, pH 7.4.

Buffer C para el fraccionamiento: 10 mM Tris, 150 mM de NaCl, pH 7.2.
Medio de cultivo para Trypanosoma cruzi, Medio infusion de Higado y
Triptosa (LIT): Extracto de Levadura 5.0 g/L, NaCl 9.0 g/L, KCI 0.4 ¢/L,
Na,HPO, 7.5 g/L, Glucosa 4 g/L, Triptosa 15 g/L, Hemina 20 mg disueltos
en 8 ml de NaOH 0.1 N, Extracto de Higado 50 mL/L, Suero de Ternera
inactivado 50 mL/L, Antibidticos (ampicilina y estreptomicina) 60 mg/L de
cada uno, pH 7.3.

Medio de cultivo para Leishmania mexicana, Medio Schneider: 24.5 g/L,
NaHCO3; 0.4 g/L, CaCl, 0.6 g, Suero fetal 20%, Antibidticos (penicilina y
estreptomicina) 60 mg/L de cada uno, pH 6.9.

Buffer Normal: Tris 70 mM, pH 7.2, NaCl 140 mM, KCI 11 mM, MgCl, 10 mM.
Buffer PBS estéril: NaCl 8 g/L, KCI 0.2 g/L, CaCl,+2H,O 0.1 g/L,
MgSO4+7H20 0.1 g/L, NasHPO,4 1.4 g/L y KH,PO40.2 g/L.



4.3. Ubicacion Subcelular de la Escualeno Sintetasa: Fases pre-

exponencial (0.4 D.O.), exponencial (0.7 D.O.) y estacionaria (1.2 D.O.)

4.3.1. Centrifugacion Diferencial e Isopinica:

Los ensayos de centrifugacion diferencial fueron realizados de acuerdo a
una modificacion del procedimiento descrito por Steiger y colaboradores(1980).

Los parésitos fueron colectados del medio de cultivo por centrifugacion a
3000 xg (20 min a 5°C), en una Sorval RC-5. La masa celular se resuspendio
en buffer A y se centrifug6 en las mismas condiciones descritas anteriormente.
Luego se lavaron 2 veces con Buffer B a 3000 xg por 20 minutos a 5°C. Del
segundo lavado, los parasitos se depositaron en un mortero previamente frio, y
se anadi¢ Carburo de Silicio en una proporcion 1:1 respecto al peso del pellet de
parasitos y una pequefa cantidad de Buffer B con un cocktail de inhibidores de
proteasas. Los parasitos fueron rotos por abrasion, y el grado de ruptura se
siguid por microscopia de luz, hasta que fue aproximadamente el 90%. La pasta
resultante se resuspendié en buffer B con inhibidores, se dejo sedimentar y se
centrifugd a 300 xg por 3 minutos en una centrifuga Sorval RC-5, usando un
rotor SS-34 para eliminar el Carburo de Silicio. El sobrenadante resultante de
esta centrifugacion (Homogenato), se sometid a dos centrifugaciones
sucesivas: a 1000 xg por 5 minutos para sedimentar la Fraccion Nuclear (FN),
y a 3000 xg por 10 minutos, para obtener la Fraccion Granular Gruesa
(FGG). Se obtuvo una Fraccion Rica en Glicosomas (FRG), luego de
centrifugar a 33000 xg por 15 min a 5°C, el sobrenadante post-FGG. El
sobrenadante post-FRG se ultracentrifugd a 105000 xg por 1 hora, en una
ultracentrifuga Sorval OTD, usando un rotor T865 de angulo fijo con el fin de
separar la Fraccion Microsomal (FM, pellet), de la Fraccion Citosdlica (FC,

sobrenadante).



La Fraccion Rica en Glicosomas se resuspendié en un volumen minimo de
buffer B con inhibidores y se cargé en un gradiente lineal de Sacarosa (0.3-
2,5M) previamente frio. Seguidamente, se ultracentrifugd a 170000 xg por 2
horas a 5°C en una ultracentrifuga Sorvall (OTD), usando un rotor vertical TV860
y un programa de aceleracion y desaceleracion lenta. Se extrajo la banda
glicosomal (1,23gr/cm®), se diluyé cuidadosamente 4 veces en Buffer B con
inhibidores, y se centrifugdé a 33000 xg por 15 minutos a 5°C, para obtener los
Glicosomas Purificados (GP). Estos se resuspendieron en un volumen minimo
de Buffer B con inhibidores. Se procedid a determinar la latencia de los
glicosomas, midiendo la actividad de la enzima marcadora glicosomal
Hexoquinasa antes y después de la adicion de Triton X-100 (a una
concentracion final de 0.1%) y NaCl 150 mM (Concepcion y colaboradores,
1999). La latencia de esta organela siempre fue mayor al 90% para poder llevar
a cabo los ensayos de ubicacion de la SQS.

Una alicuota del Homogenato, previamente guardada, fue cargada en un
gradiente lineal de Sacarosa y ultracentrifugada a 170000 xg por 2 horas. Luego
el gradiente fue fraccionado en alicuotas de 2 ml, tomandolas desde el fondo del

tubo (Concepcion y colaboradores, 1998).

4.3.2. Determinacion de la concentracion de proteinas:

Las proteinas de las muestras experimentales fueron precipitadas con
Deoxicolato (DOC) al 10% v/v (a partir de un stock al 0.15% p/v), incubando por
10 minutos. Seguidamente se agregd Acido Tricloroacético (TCA) al 10% (a
partir de un stock saturado), colocandose en hielo por 15 minutos. Luego las
muestras fueron centrifugadas en una Microcentrifuga Eppendorf, 5415C. Ei
sobrenadante fue eliminado y el pellet se resuspendié en agua destilada para
luego homogeneizar la muestra. Este procedimiento se hace para eliminar

compuestos interferentes.
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La concentracion de proteinas de estas muestras precipitadas vy
homogeneizadas fue determinada por el método de Lowry y colaboradores

(1951), utilizando como patrén una curva de calibracion con albUmina bovina.

4.3.3. Ensayos enzimaticos para los marcadores de las diferentes

organelas:

Cada una de las enzimas marcadoras se midio en todas las fracciones de la
centrifugacion diferencial e isopicnica, mediante el uso de un Espectrofotometro
UV/visible (AL), Hewlett Packard 8452A.

Las actividades hexoquinasa (HK; EC 2.7.1.1), alanina-aminotransferasa
(ALAT; EC2.6.1.2), fosfatasa 4cida (EC 3.1.3.2), fosfatasa alcalina y malato
deshidrogenasa (MDH; EC 1.1.1.37) fueron determinadas de acuerdo a
Bergmeyer (1983). La fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK; EC 4.1.1.31) de
acuerdo a Urbina (1987). Succinato deshidrogenasa (SDH; EC 1.3.5.1) fue
determinada comolo describe Koéler y Bachmann (1980). 3-Hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa; EC 1.1.1.34) como lo describen
Concepcidn y colaboradores (1998).

Determinacion de Ila Latencia de los Glicosoma:

La latencia del glicosoma es un parametro que permite inferir sobre la
integridad de la organela aislada. En ausencia de detergentes que solubilicen la
membrana, la actividad de las enzimas glicoliticas contenidas en la matriz de la
organela es baja, ya que la membrana evita que los cofactores, sustratos y
sistemas acoplantes lleguen a dichas enzimas. Cuando ésta se solubiliza con
Triton X-100 (0,1% v/v), en presencia de 150 mM de NaCl, el acceso de los
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sistemas acoplantes a las enzimas del glicosoma es libre y la actividad de estas
enzimas aumenta significativamente.

Se midi6 la actividad inicial de la enzima hexoquinasa (HK) en las siguientes
condiciones: Buffer Tris 20 mM, pH 7.2, 0.225 M de Sacarosa, 20 mM de KCI,
10 mM de KH,PQO4, 5 mM de MgCl,, acoplando Ia reaccion a la actividad de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y midiendo la aparicion de NADPH a 340 nm.
Para la actividad final, se ahadié 0,1% v/v Triton X-100, y 150 mM NaCl.

La latencia fue determinada mediante la siguiente ecuacion:

Latencia = Actividad final — Actividad inicial x 100%
Actividad final

A. Escualeno Sintetasa:

El ensayo se hizo a un volumen total de 100 pL. La mezcla de reaccion
contenia: 50 mM MOPS/NaOH, pH 7.5, 10 mM KF, 10 mM MgCi;, 1 mM
NADPH, 4 mM de Glucosa-6-fosfato, 25 uM de [1(n)-*H] FPP (5uCi/ensayo), 50
mM de ascorbato, 20 unidades/ml! de ascorbato oxidasa, 2 U/ml de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa y 100 ug de proteinas de cada fraccion. Luego de
incubar durante 2 horas a 28 °C, se afadio 100 L de Propan-2-ol para detener
la reaccion.

Para la estimacion cuantitativa de la produccion de escualeno, se utilizaron
dos métodos:

a) Extraccion con Hexano:

22



A la mezcla de reaccidon se agregd 1 ml de hexano, para extraer la fraccién
lipidica. Se desech¢ la fase acuosa y se realizd la extraccidon con hexano 2
veces mas. Luego, la muestra se dejo evaporar en una campana hasta un
volumen minimo. La radiactividad extraida en el hexano se cuantificé en un Top-

Count, agregando 1 ml de Liquido de centelleo, Microscint™-40.

b) Spot-Wash:

Se colocd 25 L de la mezcla de reaccion en placas de Silica Gel TLC (20 x
20 cm), divididas en cuadritos de 2 x 2 cm. Se dej6 secar, y éstas se lavaron
dos veces con 1% de SDS en 0.2M de Tris base (pH no ajustado). Cada lavado
se hizo en bandejas poco profundas por 15 min con agitacion constante. Luego
de estar secas, los cuadros se cortaron y se cuantifico la produccion de
escualeno radioactivo en un Top-Count, agregando 1 ml de Liquido de centelleo
(Tait, 1992).

B. Hexoquinasa (marcador del glicosoma): la actividad de esta enzima se midio

de manera indirecta, acoplando la reaccion con la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa vy, por tanto, midiendo la aparicion de NADPH a 340 nm. La

reaccion llevada a cabo fue la siguiente:

HK
Glucosa + ATP €<=—® Glucosa-6-P + NADP"

G-6-PDH

NADPH + 6-Fosfoglucono-§-lactona + H*



Mezcla de reaccion: Buffer Tris-HCI 0,24 M, 2.4 mM MgCl,, pH 7.7, Glucosa
0,03 M, NADP" 0.72 mM, ATP 486 mM, 1 U de glucosa-6-fostato

deshidrogenasa, y 20 uL de muestra.

C. Glucosa-6-Fosfatasa (marcador de microsomas): La actividad de esta enzima

se midid de manera indirecta, acoplandola a las actividades de las enzimas
glucosa oxidasa y peroxidasa, y siguiendo la formacion de Quinoneimina a
510 nm. La reaccion global fue la siguiente:

Glucosa-6-Fosfatasa

Glucosa-6-P + H.O <« ¥ Glucosa + O

Glucosa oxidasa

Gluconolactona + 4 H,0,

+ 2 fenol + 8 aminoantipina

1 Peroxidasa

2 quinoneimina + 8 HxO
Mezcla de reaccion: D-glucosa-6-fosfato 5 mM, 1 U de glucosa oxidasa (Tipo

V Sigma, 1500U/mL), 1 U de peroxidasa (Tipo Il Sigma, 800U/mL), Fenol 0.01 M
+ 4 aminoantipirina 0.4 mM, Buffer MES 83 mM, pH 6.5y 50 uL de muestra.

D. Isocitrato deshidrogenasa (marcador de mitocondria): para esta enzima se

midi¢ directamente la aparicion de NADH, que es uno de sus sustratos.

IDH

Isocitrato + NAD" «——— «o-cetoglutarato + NADH + H" + CO;
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Mezcla de reaccion: Buffer Imidazol 0.09 M, pH 8, 3.6m M MgCl,, 0.36 mM
NAD", lIsocitrato 6 mMy 40 ulL de muestra.

E. Malato deshidrogenasa (marcador de citosol y mitocondria en T. cruzi): se

midié directamente la desaparicién de NADH a 340 nm.

MDH
Oxalacetato + NADH + H* «—p» NAD' + Malato

Mezcla de reaccion: Buffer Tris-HCI 0.28 M, pH 7.7, oxalacetato 1 mM,
NADH 0.24 mM, y 30uL de muestra.

F. Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (marcador del glicosoma): esta enzima se

midio indirectamente, acoplando su actividad a la de la malato deshidrogenasa,

y siguiendo la desaparicion de NADH.

PEPCK
PEP + HCO; + ADP <4——— Oxalacetato + Piruvato + ATP

NADH +H"
NAD* ? MDH
Malato

Mezcla de reaccion: Buffer Fosfato 40 mM, pH 7, 4 mM MgCl,, 4 mM MnCl,,
PEP 0.4 mM, ADP 4.86 mM, NADH 0.24 mM, NaHCO3; 10 mM, 1 U de malato

deshidrogenasa y 50 uL de muestra.

G. Alanin-amino transferasa (marcador de mitocondria y citosol): esta enzima se

acopld a la lactato deshidrogenasa y se midi¢ la desaparicion de NADH a 340

nm.
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ALAT

o-cetoglutarato + alanina ¢—» Piruvato
NADH+ H* ?

NAD* LDH

Lactato

Mezcla de reaccion: Buffer Hepes 86 mM, pH 7.6, 125 mM NaCl, 4.64 mM
KCIl, 1.55 mM CaCl,, 6.88 mM MgSO,, alanina 9 mM, o-cetoglutarato 9 mM,
1 U de lactato deshidrogenasa, NADH 0.24 mM y 50 uL de muestra.

H. Piruvato fosfato diquinasa (marcador del glicosoma): esta enzima se acoplo

a la lactato deshidrogenasa y se midié la desaparicion de NADH a 340 nm.

PPDK
PEP + PPi + AMP <——®  Pijruvato + ATP + PPi

[ NADH + H’E
I LDH

NAD*

Lactato
Mezcla de reaccion: Buffer Tris-HCI 0.21 M, pH 7.7, 2.1 mM MgCl,, 1 U de
lactato deshidrogenasa, NADH 0.24 mM, PPi 4 mM, AMP 0.6 mM, PEP 0.4 mM,

y 50 uL de muestra.

4.3.4. Separacion de Fase con Tritén X-114:
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Las fracciones donde se detectd la mayor actividad de la enzima SQS, se

mezclaron con 4 volumenes de Buffer C, se agregd Triton X-114 a una
concentracion final del 2% v/v y se mantuvo a -20°C durante toda la noche.
Las muestras fueron descongeladas y colocadas a 30°C por 10 minutos. Una
vez que se separaron las fases, se centrifugé a 300 xg por 4 minutos usando
una Sorvall RC-3 y un rotor HL-8. Las fases se colocaron en tubos
independientes. La Fase Rica en Detergente (FRD) se llevd nuevamente al
volumen inicial de Buffer Cy 0.1% de Triton X-114. A la Fase Soluble (FS) se le
agrego Tritdon X-114 hasta una concentracio final del 2% v/v. Todas las fases se
incubaron a 0°C por 10 minutos y seguidamente a 30°C por 10 minutos. Una vez
que se dio la separacion de fases, se centrifugaron nuevamente a 300 xg por 4
minutos (Bordier, 1981).

Lo anteriormente descrito se repitidé 2 veces. Una pequeha alicuota de cada
una de estas fracciones FRD y FS, se precipité con DOC-TCA, como se
describié anteriormente, y se determiné la concentracion de proteinas por Lowry,
para realizar luego los ensayos de actividad SQS.

4.4. Cinética e Inhibicion de la actividad Escualeno Sintetasa:

Las reacciones se hicieron bajo las condiciones sefnaladas anteriormente

para la determinacién de la actividad escualeno sintetasa.

4.4.1. Estandarizacion de las condiciones de reaccion:

e Curva de tiempo: se llevaron a cabo los ensayos de SQS a diferentes

tiempos para determinar el tiempo optimo en el que la produccion de
escualeno fuese lineal. Los tiempos ensayados fueron: 5, 10, 15, 20, 25,
30, 40, y 60min. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 25 uM
de FPP, 1mM de NADPH, 150ug de proteinas y se cuantifico la
produccion de escualeno radiactivo mediante el método de Spot-Wash

descrito anteriormente.
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e Curva de concentracion de proteinas: los ensayos de SQS se llevaron a

cabo utilizando diferentes concentraciones de proteinas para determinar
el rango en el que la produccion de escualeno fuese lineal. Las
concentraciones de proteinas probadas fueron las siguientes: 5, 10, 20,
30 y 50ug. Las condiciones de reaccion fueron: 25 uM de FPP, 1 mM de

NADPH, y el tiempo 6ptimo determinado en el ensayo anterior.

4.4.2. Determinacion de parametros cinéticos de la enzima escualeno

sintetasa:

En todos los ensayos se usaron 150ug de proteinas, y la duracion de la
reaccion fue de 30 min y 28°C. Se probaron concentraciones de FPP entre 0.5y
20uM, y de NADPH entre 5 y 200uM. Cada una de las concentraciones de FPP
se probo independientemente con cada una de las 6 concentraciones de
NADPH. Se graficaron los inversos de las velocidades iniciales vs los inversos
de las concentraciones de los sustratos (graficas de Lineweaver-Burk), para la
determinacion de los respectivos Km y Vs Estas determinaciones se
realizaron tanto para los Glicosomas Purificados como para la Fraccion
Microsomal (Sasiak y Rilling, 1988; Mookhtiar y colaboradores, 1994; Soltis
y colaboradores, 1995; Amin y colaboradores, 1996; Ward y colaboradores,
1996).

4.4.3. Inhibicion de SQS con BPQ-OH:

Los ensayos de inhibicién con BPQ-OH se realizaron tanto en la Fraccion

Microsomal como de Glicosomas Purificados.

¢ Determinacion del Ki para la BPQ-OH: los ensayos se realizaron variando
las concentraciones de FPP (utilizando un rango de concentraciones

entre: 0.5 y 12uM), para diferentes concentraciones de BPQ-OH entre O y
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30nM; y una concentracion fija y saturante de 1mM de NADPH. Se
graficaron los inversos de las velocidades iniciales versus los inversos de
las concentraciones de FPP, para cada concentracién de BPQ-OH (Ward

y colaboradores, 1996).

e Curva dosis-respuesta (ICsp): este ensayo se llevd a cabo incubando
previamente la enzima (150 ug de proteinas) con BPQ-OH durante 15
minutos. La concentracion de FPP para la Fraccion Microsomal fue de
25 uM (aproximadamente 10 veces el Km: 2.35 uM), mientras que para
los Glicosomas Purificados fue de 18 uM (aproximadamente 6 veces el
Km: 2.82 uM). Se utilizaron concentraciones de BPQ-OH entre 0 y 6000
nMy 5 mM de NADPH. Se grafico la produccion de escualeno (umol/ug
de proteina/min) vs la concentracion de BPQ-OH para determinar el 1Csg,
y el tipo de inhibicion que produce (Ward y colaboradores, 1996).

4.5. Inhibicion de la proliferacion de Trypanosoma cruzi y Leishmania

meXxicana por BPQ-OH sobre células intactas in vitro.

4.5.1. Efecto inhibitorio de BPQ-OH sobre el crecimiento de Ilos
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 elio, se
siguid el curso temporal del crecimiento celular por cambios en la absorbancia a
600nm. La poblacion celular se calculo a partir de una curva de calibracion de
Abs vs N° de células/ml.

Los cultivos en paralelo [10 ml de medio de cultivo LIT (T. cruzi), y medio
Schneider (L. mexicana)], fueron inoculados inicialmente con 2x10° células/ml y

3.5x10° cél/ml, respectivamente. Los cultivos de T. cruzi se mantuvieron a 28°C,
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en agitacidon, mientras que los de L. mexicana se mantuvieron a 28°C, sin
agitacion. Al alcanzar una densidad de células de 6x10%ml para T. cruzi, y de
5x10° para L. mexicana. (fase exponencial de crecimiento), se agrego, en
condiciones estériles, BPQ-OH.

La droga se preparo en solucion de dimetilsulfoxido (DMSQO). Por diluciones
seriadas, se prepararon una serie de soluciones stocks para abarcar desde 0 a
10 uM (concentraciones finales en el cultivo) para T. cruzi, y de 0 a 30uM 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 agrego el
mismo volumen de DMSO (100 wL) utilizado para el inhibidor y cultivos sin
DMSO, ni droga (posible efecto del DMSO solo).

Se siguid el curso temporal de los cambios de absorbancia, con mediciones
cada 24 horas. Adicionalmente se hicieron observaciones al microscopio de los
posibles cambios morfoldgicos, inducidos por los cambios en los esteroles de
membrana. Para el efecto tripanocida, se noto la lisis celular, evidenciada por
una disminucion de la absorbancia (Vivas, 1996). El ensayo de cada una de las
concentraciones de BPQ-OH fue hecho por triplicado.

Los valores de ICsq se calcularon a partir de un analisis de regresion no lineal
en GraFit. Se hizo de dos maneras independientes: a) graficando los
porcentajes de crecimiento relativo vs la concentraciéon de BPQ-OH y b)

graficando la tasa de crecimiento relativa vs la concentracion de la droga.

Donde:

% crecimiento= N° células/m! final - N° células/ml inicial (después agreq. BPQ-OH) x 100

N° células/ml inicial

% crecimiento relativo= % crecimiento para una concentracion de BPQ-OH x 100

% crecimiento para el control
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Tasa de crecimiento= N° células/ml final — N° células/ml (48 horas antes de detener el ensayo) x 100
48 horas

Tasa de crecimiento relativo= Tasa de crecimiento para una concentracion de BPQ-OH x 100

Tasa de crecimiento para el control

También se realizd de manera independiente, un ensayo en el que se midié
diariamente, conjuntamente con la D.O., la actividad esterasa (como manera de
cuantificar la viabilidad celular) y se conto el numero de células/ml por el método
de Pizzi-Brener. Para este ensayo se probaron concentraciones de BPQ-OH
entre 0y 150 uM.

La actividad Esterasa se midi6 mediante el siguiente ensayo (estandarizado
para 5 millones de células): se agregoé un volumen de cultivo que correspondio a
una densidad celular aproximada de 5x10°cel/ml, se completé hasta 1 ml con
tampon Normal. Para dar inicio a la reaccion se agregd 9 uL de un stock de
Para-Nitrofenil Fosfato (12 mg/1 ml de metanol al 100%). El blanco sélo
contenia 1mi de tampén Normal y 9 ul del stock de PNPA, para medir la tasa de
descomposicion espontanea de este compuesto en Para-Nitrofenol. Luego se
calculé la actividad enzimatica. Se hizo una curva patrén de actividad enzimatica
vs numero de células/ml, para cultivos de T. cruzi en ausencia de la droga.

Cada uno de estos parametros (D.O. y actividad esterasa) se transformo en

numero de células/ml y se graficd vs el tiempo.

4.5.2. Efecto de BPQ-OH sobre la sintesis de novo de esteroles en

epimastigotes de T. cruziy promastigotes de L. mexicana:

Los cultivos de Trypanosoma cruzi se iniciaron con una densidad celular
promedio de 2x10° células/ml, fueron incubados por 48 horas, momento en el
cual se le agregdé BPQ-OH (6x10° cel/ml) y se incubaron por 192 horas mas.

Los cultivos de Leishmania mexicana se iniciaron con una densidad celular
promedio de 3.5x10° células/ ml. La droga se agregé cuando la densidad celular

promedio fue de 5x10° cel/ml, y se incubaron por 96 horas mas.
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Las células se cosecharon por centrifugacion (1000xg por 15 min, 4°C), y se
lavaron 2 veces con buffer “Normal” (Tris 70 mM, pH 7.2, NaCl 140 mM, KCI
11 mM, MgCl, 10 mM). El segundo lavado se efectud en tubos corex. El
sedimento celular de la segunda centrifugacion rindié el material de partida
‘masa de parasitos”. Los lipidos totales se extrajeron con 30 ml de
cloroformo/metanol 2:1 durante 24 horas (minimo) a 4°C; la mezcla de
extraccion se filtré en un papel de filtro Whatman #1 para separar el material
insoluble. Esta fraccion rindié los lipidos totales en cloroformo/metanol. Para su
ulterior procesamiento, este material se secd en un rotaevaporador BUCHI,
modelo RE111, afadiendo en varias oportunidades cloroformo/metanol 2:1,
para evitar la precipitacion del material lipidico. Una vez evaporado a sequedad,
se resuspendid en 1 ml de cloroformo, obteniendose los lipidos totales en
cloroformo (LT/cloroformo).

Para separar los Lipidos Neutros de los Lipidos Polares se siguio el
procedimiento descrito por Hirsch y Ahrens en 1958 (adaptado en el Laboratorio
de Quimica Biolégica del IVIC), con una cromatografia en columna de acido
silicico. Se agregaron 4 volumenes de cloroformo a la columna, y de éste lavado
se obtuvieron los lipidos neutros. Esta fraccion se rotoevaporo a sequedad y se
resuspendid en un volumen minimo de cloroformo. Seguidamente se filtré con
papel de filtro Watman #1, para eliminar restos de silica que pudieran quedar.

La fraccion de lipidos neutros fue analizada por cromatografia gas-liquida
convencional (separacion isotérmica en una columna de vidrio 4-m empacada
con 3% OV-1 sobre una malla Chromosob 100/200 , con nitrégeno como gas de
corrida a 24 mi/min, y deteccion de flama de ionizacion en un cromatografo de
gases Varian 3700). Para el analisis cuantitativo y la asignacion de estructuras
los lipidos neutros fueron separados en una columna capilar de alta resolucion (
25 m x 0.20 mm Columna Ultra-2, 5% de fenil-metil-silicona, 0.33 um de
espesor de la pelicula) en un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard 6890 Plus
equipado con un detector de masa sensible HP5973A. Los lipidos fueron
inyectados en cloroformo ; la columna se mantuvo a 50°C por 1 min y luego se
incremento la temperatura a 270°C a una velocidad de 25°C/min y finalmente a
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300°C a una velocidad de 12C/min. El gas de corrida (He) fluyé a una velocidad
constante de 0.5 ml/min. La temperatura del inyector fue de 250°C y el detector
se mantuvo a 280°C (Urbina y colaboradores,1996; Liendo vy
colaboradores,1998; Urbina y  colaboradores, 1998; Liendo vy
colaboradores,1999).

4.5.3. Efecto de BPQ-OH sobre la proliferacion de amastigotes de T. cruzi:

Los amastigotes fueron cultivados en células Vero y mantenidos en Medio
Minimo Esencial (MEM) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS)
inactivado a 56°C durante 1 hora, e incubados bajo una atmdésfera de 95% aire-
5% CO, a 37°C. Las células fueron infectadas durante 2 horas con
tripomastigotes provenientes de cultivos celulares en una proprocion 10:1
tripomastigotes por célula. Una vez infectadas, las células se lavaron 3 veces
con Buffer Fosfato Salino (PBS) para remover los parasitos no adheridos.
Seguidamente se agregd medio fresco suplementado con 2% de FBS y se
ahadio la BPQ-OH en las siguientes concentraciones 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, y
100uM. Para este experimento se hicieron controles con ketoconazol a una
concentracion final de 1uM (control positivo, puesto que esta droga tiene efecto
sobre la proliferaciéon de los amastigotes a esta concentracion), y sin la adicion
de ninguna droga (control negativo, para tener un patron del nivel de infeccion
de las células Vero en ausencia de drogas). Las células se incubaron por 96
horas con la droga, con un cambio de medio y droga a las 48 horas. Las laminas
con las células se fijaron con PBS y 2.5% de glutaraldehido vy, luego fueron
tefidas con solucion May-Grunwald y tincién Giemsa. La cuantificacion del
nimero de células infectadas y numero de parasitos por células, se realizo
mediante el uso de microscopia de luz (Martin y colaboradores, 2000; Lira y
colaboradores, 2001).
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La monocapa de células Vero debe ser confluente al momento de hacer la
infeccion; de lo contrario, puede verse afectada por este proceso y la aplicacion
de la droga.

Los calculos de ICsg para BPQ-OH en amastigotes de T cruzi se hicieron a
través de un analisis de regresion no lineal en GraFit, graficando: a) el
porcentaje relativo de amastigotes/células infectadas vs la concentraciéon de
BPQ-OH, y b) el porcentaje relativo de células infectadas/campo vs la
concentracion de BPQ-OH.

Donde:

% relativo de amastigotes/célula = % amastigotes/célula para una concentracién de BPQ-OH x 100

% amastigotes/célula para el control

% relativo de células infectadas/campo = % células infectadas para una concentracion de BPQ-OH x 100

% células infectadas para el control



5. RESULTADOS:

5.1. Ubicacion subcelular de la Escualeno Sintetasa en Trypanosoma cruzi

y Leishmania mexicana:

El homogenato obtenido a partir de la ruptura de los epimastigotes (7.
cruzi) 'y promastigotes (L. mexicana) se separ® en 5 fracciones mediante
centrifugacion diferencial: Fraccion Nuclear (FN), Fraccion Granular Gruesa
(FGG), Fraccion Rica en Glicosomas (FRG), Fraccion Microsomica (FM) vy
Fraccion Citosdlica (FC). Se obtuvo una fracciéon de Glisocomas Purificados
(GP), luego de llevar a cabo con la FRG una centrifugacion isopicnica en un
gradiente lineal de densidad de sacarosa (0.3 a 2,5M).

Una fraccién del homogenato se centrifugd en un gradiente lineal de
densidad de sacarosa (0.3 a 2,5M) y se colectaron un total de 15 —18 fracciones
desde el fondo del tubo.

El promedio de las actividades especificas relativas se grafico vs las
proteinas acumuladas de acuerdo a Taylor y Gutteridge (1987).

La distribucion de las enzimas marcadoras para cada una de dichas
fracciones obtenidas a partir de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (fases pre-
exponencial, exponencial y estacionaria), se muestra en las figuras 4 a 9.

Las figuras 10 y 11 muestran los perfiles de distribucién de las enzimas

marcadoras de promastigotes de Leishmania mexicana en fase exponencial,
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para las diferentes fracciones obtenidas a través de centrifugacion isopicnica y
diferencial, respectivamente.

La distribucion de las actividades enzimaticas relativas y las proteinas en
cada una de las fracciones, tanto de la centrifugacion diferencial como
isopicnica, se encontro dentro de los limites ya observados anteriormente.

En las figuras anteriores se puede observar que la mayoria de la actividad
enzimatica recuperada de las enzimas HK (ATP), HK (PPi) esta asociada a la
fraccion Glicosomas Purificados (GP), en las centrifugaciones diferenciales; y
a una densidad de 1.23gr/cm®, en las centrifugaciones isopicnicas, como era de
esperarse puesto que éstas son marcadores enzimaticos de dicha organela.

La enzima PEPCK presentd una distribuciéon dual, estando presente en
glicosomas y mitocondria, en epimastigotes de T. cruzi en fase pre-exponencial
y estacionaria, y en promastigotes de L. mexicana en fase exponencial. En fase
exponencial de T. cruzi mostrd su ubicacion exclusiva en el glicosoma que
coincide con lo publicado por Mottran y colaboradores (1985) y por Hart y
Opperdoes (1984)..

Los marcadores mitocondriales IDH y SDH presentaron una distribucion
muy similar en los fraccionamientos realizados en las diferentes fases de
crecimiento de T. cruzi y L. mexicana. La actividad de estas enzimas esta
asociada casi exclusivamente a la FGG (en las centrifugaciones diferenciales) y
en las centrifugaciones isopicnicas en una region de densidad entre 1,08 y 1,10
glcm®, correspondiente a particulas sub-mitocondriales (Concepcién y
colaboradores, 1998).

La enzima PPDK presentd una distribuciéon dual tanto en la centrifugacion
diferencial e isopicnica de T. cruzi y L. mexicana, con picos en la region
correspondiente a los marcadores glicosomicos y mitocondriales; aunque fueron
mayores los picos glicosomicos (excepto en la centrifugacién isopicnica de T.
cruzi en fase pre-exponencial, donde fue mayor el pico mitocondrial).

La enzima alanina-aminotransferasa en las centrifugaciones diferenciales
de T. cruzi en diferentes fases de crecimiento, presenta picos en la FC, y la

FGG, siendo mayores aquellos de la FC. En las centrifugaciones isopicnicas, los

36



picos de mayor actividad ALAT coinciden con los picos de las enzimas
marcadoras mitocondriales.

La enzima malato deshidrogenasa presenté una distribucién dual, que
coincide con lo publicado anteriormente para estos protozoarios tanto en
glicosomas como mitocondria (Concepcion y colaboradores,1999). En el
fraccionamiento de epimastigotes de T. cruzi en fase estacionaria, el pico
correspondiente a los glicosomas es de mayor importancia y, de hecho, en la
centrifugacion isopicnica la actividad asociada a la zona mitocondrial es
practicamente nula.

En las centrifugaciones diferenciales la maxima actividad glucosa-6-
fosfatasa se encuentra en la FM. Sin embargo, la actividad asociada a los
glicosomas es alta en T. cruzi para las fases exponencial y pre-exponencial,
representando un promedio de 25% de la actividad total, y sélo un 9% de la
actividad en fase estacionaria. Este pico glicosomico no esta presente en L.
mexicana. En las centrifugaciones isopicnicas realizadas en T. cruzi, la actividad
glucosa-6-fosfatasa se encuentra a lo largo de todo el gradiente con una zona
de mayor actividad entre los 1.10 y 1.159r/cm3 de densidad. En L. mexicana se
observa un pico de actividad en una regién muy cercana a los marcadores
glicosomicos.

La enzima esterasa en la centrifugacion diferencial presenta la mayor
actividad asociada a la FM y se observa un pico pequeno en la FGG, que
representa en promedio el 15% de la actividad en las fases exponencial y pre-
exponencial de T. cruzi. Muestra 2 picos en la centrifugacion isopicnica, uno que
coincide con la region de mayor actividad de la glucosa-6-fosfatasa y otro que
coincide con los marcadores mitocondriales.

La fosfatasa alcalina es una enzima marcadora de la membrana
plasmatica. Presenta un patron de ubicacion (en las centrifugaciones
diferenciales de T. cruziy L. mexicana) muy similar al de la glucosa-6-fosfatasa,
salvo que practicamente no hay actividad asociada al glicosoma. Para la
centrifugacion isopicnica muestra 2 patrones de distribucion en T. cruzi. En fase

exponencial, su ubicacion es idéntica a la de la esterasa con 2 picos, uno
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microsomal y otro mitocondrial. Para las fases pre-exponencial y estacionaria, se
encuentra practicamente a lo largo de todo el gradiente; y en L. mexicana
muestra un pico de actividad alta a una densidad entre 1.12 y 1.19gr/cm3.

En la centrifugacion diferencial, la mayor actividad de la fosfatasa acida
esta asociada a la FGG, como se esperaba. Este marcador lisosomal, sélo se
mididé en L. mexicana, donde se muestra un pico a una densidad entre 1.12 y
1.19gr/cm®, en la centrifugacion isopicnica.

La PYK, marcador citosdlico, en la centrifugacion diferencial muestra toda
la actividad asociada a la FC y en el gradiente esta ubicada al tope del
gradiente, entre 1.05 y 1.12gr/cm®. Esta enzima sélo se midi6é en L. mexicana.

HMG-CoA reductasa presenta una distribucién dual, con picos que
coinciden con los marcadores glicosomales y microsomales/mitocondriales, en
fase pre-exponencial y estacionaria. En fase exponencial, sélo esta presente en
glicosomas. Esta enzima ha sido previamente ubicada en glicosomas
(Concepcion, 1998. Su ubicacion en microsomas es una novedad en T. cruzi, 1o
que coincide con lo publicado para células de mamiferos (Krisans, 1992).
Gonzalez-Packanoska y colaboradores han reportado la actividad de esta
enzima en la mitocondria; sin embargo, en este trabajo no se corrobora esta
hipétesis.

(S)-adenosil-L-metionina esterol transferasa presenta una distribucion
dual en todas las fases de crecimiento de T. cruzi, coincidiendo con los
marcadores de microsomas/mitocondrias y glicosomas.

La escualeno sintetasa presenta una distribucion dual en todos los
estadios de crecimiento de T. cruzi, en la FRGy FM en las centrifugaciones
diferenciales. La enzima de epimastigotes de T. cruzi fue separada en 2
fracciones bien definidas luego de la centrifugacion isopicnica. Un componente
foemado por una banda de densidad correspondiente a la de los glicosomas
(1.23 g/cm®) que co-purifica con los marcadores glicosomicos clasicos como HK
(tanto la dependiente de ATP como PPi), PEPCK y PPDK. Otra banda asociada

a vesiculas mitocondriales/microsomales, donde se solapan los marcadores
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mitocondriales (IDH y SDH) y del reticulo endoplasmatico (glucosa-6-fosfatasa).

Los mismos resultados fueron obtenidos con promastigotes de L. mexicana.

5.1.1 Asociacion de SQS a membranas:

Para determinar la ubicacion de la SQS en los glicosomas y microsomas
se realiz6 una separacion de fase con Triton X-114. A las FRD y FS obtenidas,
luego de la separacion de fase, se les midio la actividad SQS y se encontro el
100% asociada a la FRD, que corresponde a la fase rica en membrana de
dichas organelas, tanto en T. cruziy L. mexicana ( Ver Tabla 1). Esto coincide
con lo publicado anteriormente por Devarenne y colaboradores (1998), ya que a
esta enzima se le atribuye un dominio de anclaje en la membrana en su

secuencia N-terminal.

Tabla 1. Separacion de fases con Triton X-114 de microsomas y glicosomas
purificados de epimastigotes de T. cruzi, crecidos en fase pre-
exponencial (0.4 D.O.). Se midi6 la actividad de la enzima escualeno

sintetasa para cada una de las fracciones obtenidas de esta

separacion.
Fracciones cpm/mg proteinas AE (SQS)
nmoles x min" x mg™
Microsomas 1223678 13.50
Fraccién Rica en Detergente Microsomas 1145698 12.73
Fraccion Soluble Microsomas 0 0.00
Glicosomas Purificados 1298654 14.42
Fraccion Rica en Detergente Glicosomas 1341279 14.90
Fraccion Soluble Glicosomas 0 0.00
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Figura 5. Perfiles de distribucion de las enzimas marcadoras de las diversas
organelas, de epimastigotes de T. cruzi en fase exponencial,
después de equilibrarse en un gradiente lineal de densidad de
sacarosa.
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T. cruzi en fase estacionaria.
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de equilibrarse en un gradiente lineal de densidad de sacarosa.
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Figura 10. Perfiles de distribucion de las enzimas marcadoras de las
diferentes organelas para las fracciones obtenidas por
centrifugaciéon diferencial de un homogenato de promastigotes de
L. mexicana en fase exponencial.
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5.2. Cinética e Inhibicion de la actividad Escualeno Sintetasa:

Los ensayos de actividad SQS se realizaron con diierentes
concentraciones de proteinas vy diferentes tiempos, para seleccionar las
condiciones optimas en las que la produccion de escualeno fuese lineal. Los
resultados se muestran en la figura 12.

Se seleccionaron como condiciones optimas 150 pug de proteinas y un
tiempo de 30 minutos.

5.2.1. Determinacion de parametros cinéticos de la enzima escualeno

sintetasa de epimastigotes de T. cruzi en fase exponencial:

Los valores de Km y Vmax para el NADPH y FPP para la SQS de
microsomas y glicosomas son los reportados en la Tabla 2 (Ver graficas de
Lineweaver-Burk en las figuras 13-16).

Tabla 2. Caracterizacion cinética de la SQS de glicosomas y microsomas de

epimastigotes de T. cruzi en tase exponencial.

NADPH FPP
Km Vmax Km Vimax
Glicosomas | 40 uM | 0.45 nmol.min".mg” | 2.82uM | 0.97 nmol.min”.mg"

Microsomas |33 uM |0.76 nmol.min".mg” | 2.35uM | 1.2 nmol.min".mg

Estos valores son muy similares a los publicados para esta enzima de
variedad de fuentes: 1) Thompson y colaboradores (1998) publicaron valores

de Km de 2.3 uM para el FPP en la enzima humana de microsomas, y 1.0 uM

para la enzima humana solubilizada de microsomas; de 1.8 uM para la enzima
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de microsomas de rata, y 1.3 uM para la enzima solubilizada de microsomas de
rata; 2) Soltis y colaboradores (1995) publicaron valores de Km para el NADPH
de 430 uM para la enzima humana recombinante, 500 uM para la enzima de
levadura con su extremo carboxilico truncado. El resultado mas concordante con

lo reportado en este trabajo, 40 uM para la enzima truncada de higado de rata.

5.2.2. Inhibicion de SQS con la 3-(Bifenil-4-il)-3-hidroxi-Quinuclidina (BPQ):

Las figuras 17 y 18 muestran las cinéticas de inhibicién con BPQ-OH de la
SQS de microsomas y glicosomas de epimastigotes de T. cruzi.

La cinética de inhibicion de la enzima SQS presente en microsomas de T.
cruzi se muestra en la Figura 17. Se puede observar en esta figura que algunas
de las lineas se interceptan en un punto muy cercano al eje de las abcisas,
como es para el caso de un inhibidor no-competitivo.

La Figura 18 muestra la cinética de inhibicion de la enzima SQS presente
en glicosomas de T. cruzi En esta figura se observa mas claramente el
comportamiento de orden mixto del BPQ-OH. Esto significa que el inhibidor
tiene la capacidad de unirse tanto a la enzima libre como al complejo enzima-
sustrato. Presumiblemente, un inhibidor de orden mixto se une en los sitios de
union del sustrato y de catalisis.

Las Figuras 19 y 20 muestran las curvas dosis-respuesta para la
determinacion de los valores de ICso del BPQ-OH en la SQS de microsomas y
glicosomas de T. cruziy L. mexicana, respectivamente.

Los valores obtenidos para la caracterizacién de la inhibicion de la SQS por
parte del BPQ-OH se reportan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Valores de ICsq y Ki para la inhibicién con BPQ-OH de la SQS

Trypanosoma cruzi

Leishmania mexicana

1C5q Ki 1Cs0
Microsomas 15 nM 12 nM 21.4 nM
Glicosomas 50.5 nM 48 nM 28.8 nM
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B, Determinacién del Km para el FPP y C, Determinacién de la Vmax para el FPP.
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Figura 14. Grafica de Lineweaver-Burk para la Escualeno Sintetasa de Glicosomas purificados a
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las concentraciones de FPP, manteniendo fijas las concentraciones de NADPH;
B, Determinacion del Km para el NADPHy C, Determinacion de la Vmax para el
NADPH.
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de T. cruzien fase exponencial. En todos los ensayos se usaron 150 ug de proteinas e incubadas
por 30 min a 28 °C: A) inversos de las Vo y de las concentraciones de NADPH, manteniendo fijas

las concentraciones de FPP; B) Determinacion del Km para el FPP y C) Determinacién de la
Vmax para el FPP.
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5.3. Accion antiproliferativa de BPQ-OH contra células intactas.

5.3.1. Efecto inhibitorio de BPQ-OH sobre el crecimiento de los

epimastigotes de Trypanosoma cruzi, y promastigotes de Leishmania

mexicana.

La Figura 21-A muestra el efecto antiproliferativo del BPQ-OH en
epimastigotes de T. cruzi, en funcién del tiempo. La droga se agregd a las 48
horas de iniciar el ensayo, cuando la densidad celular promedio fue de 6x10°
células/ ml.

En este ensayo se observa un efecto dosis-respuesta del BPQ-OH en la
proliferacion de los epimastigotes. Luego de agregada la droga, se comienza a
notar una pequena diferenciacién en el nimero de células / ml a partir de las 72
horas, que se hace mas marcada en el transcurso del tiempo. La concentracion
mas alta 20 ¥M de BPQ presento un porcentaje de crecimiento relativo menor
(69.17%) respecto al control.

Los valores de IC5y para BPQ-OH, obtenidos son 43,52 uM para el
porcentaje de crecimiento relativo, y 18,92 yM para la tasa de crecimiento
relativa (ver Figura 23).

Al examinar los epimastigotes de T/ypanosbma cruzi al microscopio de
luz se observan formas ovaladas a partir de una concentracion de 2.5 uM de
BPQ. Estas formas se van haciendo més numerosas, hasta hacerse mayoria
para 10 y 20uM de BPQ-OH; mientras que en el control permanecen con la
morfologia normal.

La motilidad de los parasitos también se ve afectada. Se comienza a
notar su disminucién a partir de 5 4M, hasta volverse practicamente inmoviles a
20 yM de BPQ-OH.

La figura 21-B muestra el efecto antiproliferativo de BPQ-OH en
promastigotes de L. mexicana. Se nota que durante las primeras 24 horas,
después de agregar la droga, no hay una diferenciacion importante en el

crecimiento de los parasitos. A partir de las 48 horas se comenzo a notar un
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efecto dosis-respuesta .de la proliferacion en funcion del tiempo. Las
concentraciones mas pequefas 0.1, 0.3 y 1 M no presentaron diferencias
notables en el numero de células / ml. A partir de 3 M se noté un efecto
marcado, y para 30 uM (la concentracién més alta), a las 48 horas el crecimiento
celular practicamente se detuvo.

El efecto de la droga también se evidencio al observar los promastigotes
al microscopio de luz donde, a partir de 10 yM, se comenzaron a observar
numerosas formas ovaladas que se hicieron predominantes a 30 #M. Mientras,
en el control se observaron las formas alargadas normales. De igual manera la
motilidad se vio afectada por la droga, notandose que en 10 uM y 30 uM esta
propiedad se vio atenuada.

En la Figura 22, se pueden comparar los resultados de 3 métodos para
medir el efecto del BPQ sobre Ia proliferacion de epimastigotes de T. cruzi.

La Figura 22-A muestra la curva de D.O. (convertido en Numero de
células / ml) vs tiempo; en ésta se observa un efecto, no muy marcado, a
concentraciones de 100 My 150 yM de BPQ-OH que comienza a hacerse mas
notable luego de 4 dias de haberse agregado la droga al cultivo.

La Figura 22-B muestra la curva de numero de células / ml (cuantificadas
por el método de Pizzi-Brener) vs tiempo; en ésta, el efecto de 100 uM y 150 uM
es mucho mayor. Las curvas de crecimiento para las diferentes concentraciones
de BPQ-OH se comienzan a diferenciar al segundo dia, luego de agregar la
droga al cultivo.

La Figura 22-C muestra la curva de actividad esterasa (convertido en
numero de células / ml) vs tiempo, donde se observa una pérdida considerable
de la viabilidad celular a 100 uM y 150 M, y las curvas para cada una de las
concentraciones de BPQ-OH se comienzan a diferenciar a partir del segundo
dia de agregada la droga al cultivo.

Los valores de ICsq fueron 16,93 y 11,91uM para el porcentaje de
crecimiento relativo, y la tasa de crecimiento relativa, respectivamente para

promastigotes de L. mexicana (Figura 24).
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numero de células/ml fue determinado mediante el método de Pizzi-Brener. La flecha indica el
dia que se anadio la droga al cultivo.
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5.3.2. Efecto de BPQ-OH sobre la sintesis de novo de esteroles en

epimastigotes de T. cruziy promastigotes de L. mexicana:

La Figura 25 compara los espectros de masas de esteroles libres
caracteristicos detectados en los estractos de los parasitos. El espectrometro de
masas tuvo una precision de 96-99% al momento de identificar y asignar las
estructuras de los compuestos.

La Tabla 4 muestra la composicién de lipidos neutros de epimastigotes
de T. cruzitratados con BPQ-OH y sin tratar. La composicion de esteroles de los
parasitos controles (sin tratar con BPQ-OH) fue la esperada, con el ergosterol,
su analogo 24-etil y precursores representando mas del 70% de los esteroles
libres; el colesterol estuvo presente también, pero a niveles muy bajos <20%
(Lira y colaboradores, 2001; Martin y colaboradores, 2000; Urbina vy
colaboradores, 1998; Urbina y colaboradores,1999; Urbina, 2000; Urbina y
colaboradores, 2000). Este compuesto provoca una disminucion en los niveles
de esteroles endogenos, los cuales practicamente desaparecen a
concentraciones altas de BPQ-OH. El cultivo tratado con 20 yM de BPQ-OH
(concentracion mas alta) presentd un 5.8% de ergosterol como Unico esterol
endogeno, y un 94.2% de colesterol (esterol exdgeno). Los esteroles enddgenos
24-etil-5,7,22-colesta-trien-33-ol, vy 24-etil-5,%ooleéta-dien-SB-ol, mostraron un
cierto grado de acumulacién a medida que la concentracion de BPQ-OH
aumento hasta 10 uM, y a 30uM desaparecieron drasticamente.

La Figura 26 compara los cromatogramas obtenidos a partir de los lipidos
neutros extraidos de epimastigotes de T. cruzi, sin tratar con BPQ-OH (Control,
Figura 26-A), y con una concentracion de 10 uM de BPQ-OH (Figura 26-B). Se
pudo observar una disminucion considerable de los picos correspondientes a los
esteroles enddégenos. Mientras que el pico correspondiente al colesterol (con un
tiempo de retencion promedio de 24.8 minutos) aumenté.

En la Tabla 5 se muestra la composicion de lipidos neutros de L.
mexicana en presencia de BPQ-OH. La composicion de esteroles de las células

sin tratar fue la esperada, con el episterol y el 5-dehidro-episterol representando
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mas del 85% de los esteroles libres; el colesterol estuvo presente en un
porcentaje menor al 10%. Respecto a las células tratadas, es evicante la
acumulacion del colesterol y la desaparicion gradual de esteroles enddgenos 14
desmetil 'y 14 metil a medida que las células fueron tratadas con
concentraciones mas altas de BPQ-OH. De hecho, en 30 uM de BPQ-OH, el
colesterol (exdgeno), representd la totalidad de los lipidos neutros que
componen la membrana del parasito (>99%).

La Figura 27 compara los cromatogramas de esteroles libres extraidos a
partir de promastigotes de L. mexicana sin tratar (control, Figura 27-A), y con
una concentraciéon de 30 puM de BPQ-OH. En esta figura se observo la
desaparicion de los esteroles enddgenos, mientras que el pico correspondiente
al colesterol aumento considerablemente.

En la Figura 28 se muestra el efecto de BPQ-OH en la proporcion de
esteroles endogenos/exogenos de los parasitos. Tanto para T. cruzi como para
L. mexicana se observa un efecto dosis-respuesta, aunque en T. cruzi este

efecto comienza a notarse a partir de 5 uM de BPQ-OH.
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TABLA 4. Efecto de  3-(bifenil-4-il)-3-hidroxi-quinuclidina (BPQ-OH)
sobre la composicion de esteroles libres de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi (EP stock)?

NOMBRE ESTRUCTURA CONTROL  BPQ-OM BPQ-OH BPQ-OH BPQ-O+ BPQ-OH
1M 2.5M 5uM ) 20uM

EXOGENOS

|

COLESTEROL

182 17.2 18.3 232 373 94.2
S .
HO
ENDOGENOS:

24-METHYL-5,7 22-

CHOLESTA-TRIEN- 26.6 21.5 16.8 14.6 8.6 5.8
3p-OL J
{ERGOSTEROL)

HO

24-ETHYL-5,7,22-
CHOLESTA- 15.6 18.8 217 23.3 30.4 n.d.

TRIEN ~ 3B-OL
O
jog

ERGOSTA-5,7-

DIEN-38-OL 17.0 21.6 221 21.2 10.2 n.d.

ERGOSTA-
5,7,24(24")-DIEN-
3p-OL

1.3 7.2 7.4 53 n.d. n.d.

ERGOSTA-
7,24(24')-DIEN-
38-OL

5.3 4.9 3.4 29 n.d. nd.

24-ETHYL-5,7-
CHOLESTA-DIEN-
3p-OL

6.0 8.8 10.4 9.5 136 nd.

HO

3Los esteroles fueron extraidos a partir de epimastigotes de T.cruzi cultivados en medio LIT en presencia y ausencia de la
droga por 120 horas; la droga fue adicionada a una densidad celular de 5.10° epimastigotes/ml. Los esteroles
fueron separados de los lipidos polares por cromatografia en columnas de acido silicico, y analizados cuantitativamente por
cromatogralia gas-liquida y espectrometria de masa. Los resuitados son expresados en porcentaje de masa.
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Figura 26. Cromatogramas de lipidos neutros obtenidos a partir de
Extractos de epimastigotes de T. cruzi tratados con:
A) 0pM de BPQ-OH (Control); y B) 10 uM de BPQ-OH;
separados por cromatografia de gases.
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TABLA 5. Efecto de 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxi-quinuclidina (BPQ-OH) en
la composicion de esteroles libres de promastigotes

de Leishmania mexicana (NR)&

1uM 3 uM 10puM  30uM
COMPUESTO ESTRUCTURA MOLECULAR CONTROL BPQ-OH BPQ-OH BPQ-OH BPQ-OH
Exogenos:
8.1 121 14.8 348 >99
Colesterol /O‘i)
\
HO
Endogenos, 14 desmetil:
82.4 79.7 79.2 58.0 n.d.
Ergo5ta-5,7,24(241 )-trien-
3b-o |
(5-dehidroepisterol) HO
Ergosta-7,24(241)-dien-3b-
ol 7.7 7.3 6.0 73 n.d.
(episterol) |
HO
Endogenos, 14 metil:
1.8 0.9 n.d. n.d. n.d.

Lanosterol HO

8 os esteroles fueron extraidos a partir de células expuestas a las concentraciones de droga
los lipidos polares por
cromatografia en columnas de Aacido silicico y analizados cuantitativamente por cromatografia
capilar gas-liquida, y espectrometria de masa. La composicion estd expresada como porcentaje de

indicadas por 96 horas. Los esteroles fueron separados de

masa.
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Figura 27. Cromatogramas de lipidos neutros obtenidos a partir de
extractos de promastigotes de L. mexicana tratados con:
A) OuM de BPQ-OH (Control); yB) 30 uM de BPQ-OH;
separados por cromatografia de gases.
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5.3.3. Efecto de BPQ-OH sobre la proliferacion de amastigotes de T. cruzi:

En este ensayo (Fig. 29-A) se observa claramente un efecto dosis-respuesta
de la droga en la proliferacion de amastigotes (forma clinicamemente relevante),
asi como en ef porcentaje de células infectadas por campo.

Se observa una disminucion gradual del porcentaje de células infectadas a
partir de 1 uM. A 25 uM ya no se observan células infectadas.

El numero de amastigotes/cél comienza a disminuir a partir de 15 yM. A
partir de 25 M se produce un 100% de inhibicion.

En las figuras 29-B y 29-C se presentan los valores de 1Csg, calculados a
partir del porcentaje de amastigotes/célula y del porcentaje de células
infectadas, respectivamente.

El valor obtenido a partir del porcentaje de células infectadas (2.98 uM} es
mucho menor que el obtenido para el porcentaje de amastigotes/celula (14.61
uM). Esto pareciera ser reflejo de que el efecto del BPQ-OH se da en las etapas
tempranas de diferenciacion tripomastigote-am.astigote.
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Figura 29. A) Efecto de BPQ-OH sobre amastigotes intracelulares de
Trypanosoma cruzi. Determinacion del 1ICsp a partir de:
B) Porcentaje de amastigotes/célula; y C) Porcentaje de células
infectadas/campo.
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6. DISCUSION:

6.1. Ubicacion subcelular de la Escualeno Sintetasa en Trypanosoma cruzi

y Leishmania mexicana:

Durante la separacion de particulas mediante centrifugacion diferencial
existen factores criticos que intervienen en su sedimentacion. Entre estos estan:
el radio y la densidad de la particula, la viscosidad y densidad del medio, el
coeficiente friccional de la particula entre otros.

La centrifugacion diferencial es un proceso en el cual un lisado celular es
centrifugado a una velocidad determinada, que solo remueve los componentes
celulares mas densos que la organela deseada, seguido de una centrifugacion a
una velocidad que baja el componente de interés. Sin embargo, a veces se hace
dificit separar ciertos componentes, ya que se puede producir una combinacion
desfavorable de diferencia en los radios y densidades de éstos (Voet y Voet,
1994).

Los gradientes de densidad son usados para producir fracciones
isopicnicas, ya que una particula cesa de migrar cuando la relacién p - p, se
hace cero (Rolf Kinne y George Sachs, 1985).

Los resultados obtenidos en la centrifugacion diferencial e isopicnica
realizadas a partir dehomogenatos de ambos parasitos, confirman la presencia,
ya publicada por Opperdoes y colaboradores (1984) de un compartimiento
subcelular denominado glicosoma.

Las caracteristicas fisicas de este compartimiento subcelular son
similares a las ya reportadas, con un indice de flotacidon de 1,23gr/cm;
comparables a las reportadas para la forma sanguinea vy prociclica de
Trypanosoma brucei, con una densidad de 125 y 1228 g / cm®,
respectivamente (Opperdoes y Borst, 1977; Opperdoes y col, 1981).

La latencia de dicha organela es de vital importancia a la hora de analizar
los datos de ubicacion subcelular, por ello, en nuestros ensayos, ésta fue

siempre mayor al 85% en todos los estadios de crecimiento de T. cruziy L.
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mexicana. Ello implica que la organela tiene un alto grado de integridad, y por
tanto la actividad de sus enzimas marcadoras se encuentra contaminando, en
yuna proporcion casi despreciable, otras fracciones subcelulares; excepto
aquellas enzimas que presentan ubicacion dual.

La ubicacion de la SQS en el glicosoma representa una novedad, que
junto con la publicacion previa de Concepcion y colaboradores (1998) de la
enzima HMG-CoA reductasa en este compartimiento celular, lo colocan como
una organela de particular importancia en la biosintesis de esteroles de estos
organismos. Por otro lado, su presencia en el reticulo endoplasmatico, coincide
con lo publicado anteriormente para organismos eucariotas superiores (Krisans,
1992). Podrian existir 2 genes para las SQS en el genoma de dichos parasitos,
0 que estas 2 enzimas resulten de splicing o modificaciones post-traduccionales
diferentes.

La PEPCK habia sido anteriormente ubicada tinicamente en glicosomas
donde cumpliria, junto con la MDH, el papel de regenerar el ATP y el NAD*
consumidos en la glicolisis. También podria funcionar en el catabolismo de
aminoéacidos, deséarboxilando el acetil-CoA producido a partir de malato
mitocondrial (Urbina, 1994). La ubicacion dual de esta enzima podria reflejar las
diferentes fuentes de energia que estos parasitos utilizan: carbohidratos
catabolizados en los glicosomas, y aminoacidos degradados en la mitocondria.
En condiciones de uso estricto de aminoacidos como ocurre en T. cruzi en fase
estacionaria (Urbina, 1994), parece ldgica su ubicacion en la mitocondria, como
se reporta por primera vez en el presente trabajo.

Estos organismos (7. cruzi y L. mexicana) poseen un mitocondriéon grande
respecto al tamano del protozoario que es muy susceptible en el proceso la
ruptura, donde se forman pequefias vesiculas de mitocondria; por ello, es muy
factible que una proporcion importante de aquellas enzimas solubles en fa matriz
mitocondrial se encuentren con enzimas citosdlicas, como es el caso de la IDH.

La SDH esta embebida en la membrana interna de la mitocondria y es la
Unica enzima del Ciclo de Krebs unida a la membrana que posee un FAD unido

mediante un enlace covalente a ella, que es re-oxidado por la cadena de
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transporte de electrones (Voet y Voet, 1994). Por tal razon es de esperarse que
se encuentre asociada a la FGG, donde sedimentan la mayoria de las vesiculas
de mitocondria y, eventualmente, junto a la FM, cuando se forman vesiculas
mas pequenas.

La PPDK ha sido detectada en los glicosomas de la mayoria de los
tripanosomatidos, aunque esta ausente en las formas sanguineas de T. brucei
(Michels y colaboradores, 2000). Esta enzima, dependiente de pirofosfato
inorganico, cataliza una reaccion reversible con la produccion de PEP o
Piruvato. Su papel en el metabolismo intermediario de tripanosomatidos, asi
como la direccion de la reaccion en condiciones fisiologicas no se han
establecido aun. Pareciera que durante la evolucion, el proceso glicolitico se
volvié dependiente de ATP y la PYK reemplazo a la PPDK en la conversion de
PEP en Piruvato. La PPDK debié entonces adquirir una nueva funcién en la
célula: contribuir a mantener el balance de PPi y ATP. Esto podria ser critico en
el glicosoma donde la presencia de enzimas biosintéticas, entre ellas las
asociadas a la sintesis de novo de esteroles, produce niveles elevados de Ppi,
que la PPDK puede convertir en ATP (Urbina, 1994).

El reticulo endoplasmatico (caracterizado por un sistema de membranas
empaquetadas) y la membrana plasmatica, son organelas que al momento de la
ruptura forman un conjunto heterogéneo de vesiculas que sedimentan de
manera diferente en el gradiente de densidad y en la centrifugacion diferencial.
Por ello, sus enzimas marcadoras no tendran un patron exclusivo de
distribucion.
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6.2. Cinética e Inhibicion de la actividad Escualeno Sintetasa:

6.2.1. Determinacion de parametros cinéticos de la enzima escualeno

sintetasa:

La similitud en los valores de Km para el FPP presentados en este trabajo y
en los publicados previamente (Sasiak y Rilling, 1988; Soltis y colaboradores,
1995; Kiribii y colaboradores, 1997; Thompson vy colaboradores, 1997;
Devarenne y colaboradores, 1998), podria ser indicativo de una fuerte
conservacion de las propiedades cataliticas y del sitio de unién de éste en las
SQS de especies tan diferentes como humanos, ratas y tripanosomatidos.
Mientras que las diferencias, incluso de hasta 10-veces mayor en los valores de
Km para el NADPH, podrian indicar una variabilidad considerable entre los sitios
de union del NADPH en diferentes especies, o diferencias en las condiciones
fisioldgicas de este sustrato en las diferentes organelas y/organismos.

La SQS tiene un mecanismo complejo de 2 pasos, utilizando 2 moléculas de
su sustrato FPP. Se obtuvo un comportamiento lineal de los dobles inversos
para la sintesis de escualeno variando las concentraciones de FPP para
diferentes concentraciones fijas de NADPH tanto para la enzima de glicosomas
como microsomas de T. cruzi. Este comportamiénto ha sido publicado por
Beytia y colaboradores (1973) y Agnew y colaboradores (1978) para la SQS
microsomal de levadura, usando el mismo rango de concentraciones de FPP
usado en este trabajo, e inicialmente lo interpretaron como indicativo de un
mecanismo ping-pong (Beytia y colaboradores, 1973), pero esta sugerencia ha
sido cuestionada (Agnew y colaboradores, 1978). Estudios mas recientes con la
forma soluble de la enzima recombinante de levadura muestran un
comportamiento parabdlico al graficar los doble inversos (Mooktiar vy
colaboradores, 1996), por lo que propusieron un mecanismo de adicidn
secuencial de las dos moléculas de FPP, pero sdlo cuando el rango de

concentracion se extiende por debajo de 1 uM.
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Mookhtiar y colaboradores (1996) afirman que un comportamiento lineal
resultaria sila union de la primera molécula de FPP fuera el paso limitarie de la
velocidad de la reaccion, o en la proposicidn de un mecanismo ping-ponc.

La hipotesis de gue la union de la primera molécula de FPP como paso
limitante de ta velocidad de reaccion, es posible para una forma de la enzima
unida a la membrana y FPP soluble en agua.

En cualquier caso, los valores de las constantes Michaelis-Menten de la
enzima de T. cruzi son cercanos a los publicados para la enzima microsomal de
levadura. Sin embargo, el comportamiento cinético obtenido en este trabajo

pareciera reflejar un mecanismo de adicion secuencial.

6.2.2. Inhibicion de SQS con BPQ-OH:

Una gran variedad de compuestos de la familia de los acidos zaragozicos y
bisfosfonatos y, mas recientemente, las quinuclidinas han sido comprobados
como inhibidores de la SQS de diferentes especies.

Lindsey y colaboradores (1995), consiguen que el ZGA-A tiene un Ki para la
inactivacion de la SQS de hepatocitos de rata de 0.072 nM; de hecho, se le
considera el mas potente inhibidor de esta enzima, inhibiéndola
irreversiblemente a través de la formacion de un aducto covalente.

Entre los bisfosfonatos: 1) YM175 funciona como un inhibidor no-competitivo,
tiene un Ki de 57 nM y un ICs, de 64 nM en la enzima de hepatocitos de rata
(Amin y colaboradores, 1992); 2) BM 210955 tiene un Ki de 2 nmol/L (Amin y
colaboradores, 1996). Ninguno de estos compuestos ha sido probado en T.cruzi.

En estudio previos han sido analizadas en detalle cinéticas bifésicas para la
inhibicion de la SQS de mamiferos por parte de BPQ, y su derivado BPQ-OH
(McTaggart y colaboradores, 1996; Ward vy colaboradores, 1996); este
fendmeno se atribuye a diferentes conformaciones o isoformas de la enzima, o
alternativamente a la union del inhibidor en diferentes niveles de la reaccion: 1)
que el BPQ-OH se asocie a la SQS después que el FPP; 2) que pueda unirse

también al complejo Enzima-NADP™; 3) que se una a uno de los dos sitios de
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union del FPP en el complejo Enzima-pre-escualeno pirofosfato; o 4) que se una
al complejo Enzima-escualeno ( cuando el pre-escualeno o el escualeno esta
unido al otro sitio de union del farnesif).

Las constantes de inhibicion ( 12 nM y 48 nM parta las enzimas
microsomicas y glicosomicas de T. cruzi, respectivamente) y su inhibicion no
competitiva por parte de BPQ-OH son muy similares a lo obtenido para la
enzima de mamifero (McTaggart y colaboradores,1996;, Ward vy
colaboradores,1996). Los valores de estas constantes de inhibicion son 2 y 3
ordenes de magnitud mas bajos que los Kms para los sustratos de la reaccion
(Tabla 2). Esto sugiere que BPQ-OH, con su grupo cargado en el centro de una
molécula relativamente hidrofébica (Figura 3) puede actuar simulando
carbocationes del estado de transicion de la reaccion.

Analizando el comportamiento cinético (similitud en los valores de Km vy
Vmax para el FPP y el NADPH) de las escualeno sintetasa tanto de microsomas
como de glicosoma de T.cruzi, asi como la similitud en los valores de Ki para el
BPQ-OH, podria afirmarse que ambas enzimas son iguales. De igual manera las
enzimas de microsomas y glicosomas de L. mexicana tiene un comportamiento

muy similar para las curvas de dosis-respuesta al BPQ-OH.

6.3. Accion de BPQ-OH contra células intactas:

6.3.1. Efecto inhibitorio de 3-(Bifenil-4-il)-3-hidroxi-Quinuclidina sobre el
crecimiento de los epimastigotes de Trypanosoma cruzi, y promastigotes

de Leishmania mexicana.

Las drogas que actian sobre enzimas de la Ruta de Sintesis de Esteroles
provocan una pequefa diferenciacion en el nimero de células/mi a partir de las
72 horas, que se hace marcada en el transcurso del tiempo. Se caracterizan

ademas por provocar una disminucion gradual de los esteroles endogenos,

81



donde el crecimiento de los parasitos se detiene debido a que su homaologo en
las células de mamiferos, el colesterol, no puede sustituirlo de manera efectiva y
viable V

Los valores de ICsq Obtenidos para 7. cruzi fueron 43,52 y 18,92 M para
el porcentaje de crecimiento relativo y la tasa de crecimiento relativa,
respectivamente. Debido al comportamiento que provoca esta droga en el
crecimiento de los epimastigotes debe considerarse lo siguiente: el valor 43,52
4M toma en cuenta los primeros dias luego de agregar la droga y donde no se
ve un efecto en la proliferacion de los pardsitos; en cambio, el valor 18,92 yM
calculado a partir de la tasa de crecimiento relativa de las ultimas 48 horas del
ensayo, reflejo mejor el comportamiento del BPQ-OH, puesto que a este nivel
ejerce su accion de manera efectiva.

Para T. cruzi, la mayoria de las células tratadas presentaban forma
ovalada y eran practicamente inmdviles; mientras que las células control tenian
apariencia y motilidad normales. ,

En el ensayo, en que se mide el efecto del BPQ-OH en el cultivo de
epimastigotes de T. cruzi a través de 3 métodos, podemos llegar a lo siguiente:
analizando comparativamente el efecto del BPQ-OH en las curvas de
crecimiento, se refleja mejor a través de la medicion de la actividad esterasa, ya
que es una medida de la viabilidad celular, asi como el conteo de las células
diariamente en el cultivo. La curva de D.O. refleja en menor grado la muerte de
los parasitos en el cultivo, posiblemente debido a que en el transcurso del
tiempo, las células excretan al medio desechos y productos de su metabolismo,
que alteran la turbidez del medio, afectando los valores que emite el
espectrofotometro.

En L. mexicana se produce el mismo comportamiento, ya que durante las
primeras 24 horas no hay diferenciacion en la proliferacion de los promastigotes
para las diferentes concentraciones de BPQ-OH y es a las 48 horas que se hace
notable la carencia de los lipidos, lo cual afecta la division celular.

Los valores de ICsg para L. mexicana fueron 16,93 y 11,91 uM para el

porcentaje de crecimiento relativo y la tasa de crecimiento relativa,
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respectivamente. Igual que para T. cruzi, el valor obtenido a partir de la tasa
de crecimiento relativo, 11,91 uM, refleja mejor el efecto de la droga, puesto que
no toma en cuenta las primeras 24 horas en las que fa droga no produce efecto
en la proliferacion normal de los promastigotes.

Para L. mexicana, las células tratadas presentando apariencia ovalada y
poca motilidad, mientras las ceélulas control tuvieron apariencia y motilidad
normal.

En T. cruzilos efectos antiproliferativos comenzaron a notarse 72 horas
después de agregar la droga. En tanto que para L. mexicana éste se produjo
mas temprano, a las 48 horas. Esto se debe a que el ciclo de division celular es
mucho mas corto para las leishmanias, siendo de aproximadamente 12 horas;
mientras que para T. cruzi es de 24 horas.

Las alteraciones morfoldgicas tanto de epimastigotes de T. cruzi como de
promastigotes de L. mexicana, asi como la disminucion en la motilidad de éstos
captadas por microscopia de fuz en este trabajo son soportadas por estudios de
ultraestructura realizados anteriormente para otros Inhibidores de la Biosintesis
de Esteroles.

Entre algunas de las alteraciones subcelulares inmediatas observadas
tanto en T. cruzi como diferentes especies del género Leishmania se cuentan:
condensacién anormal de la cromatina, aparicién de grandes depdsitos electron-
densos en el citoplasma, y muchas células binucleadas, indicativo de la
detencion de la citoquinesis. Luego de mas tiempo de exposicion a las drogas
se observa un inflamiento del mitocondrion (en células normales esta organela
ocupa aproximadamente el 12% del volumen celular, y en células tratadas
puede alcanzar hasta el 80% del volumen), con la pérdida de la organizacion de
la membrana interna, y la desaparicion de cuerpos electron-densos en la matriz;
lo cual conlleva a la lisis celular (Lazardi y colaboradores, 1990; Lazardi y
colaboradores, 1991; Rodriguez y colaboradores, 2002).

La nocion de que el ergosterol (T. cruz) o el 5-dehidro-episterol
(Leishmania) estan involucrados en la funcion mitocondrial de estos parasitos se

soporta por 2 importantes evidencias. 1) Los efectos de estas drogas en el
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crecimiento, morfologia y ultraestructura de la célula se pueden revertir con la
presencia de ergosterol exdgeno, pero no colesterol (Larralde y colaborzadores,
1988). 2) Turnes y colaboradores (1988) encuentran que en epimastigotes de 7.
cruzi, el ergosterol y esteroles 5,7-dienicos estan concentrados en fracciones
tipicas de la membrana plasmatica, pero estan también asociados a aguellas
fracciones subcelulares que contienen SDH (marcador de la membrana interna
mitocondrial). Esto contrasta con la composicion lipidica de la membrana interna
mitocondrial de vertebrados y plantas, las cuales son tipicamente carentes de
esteroles (Rouser y colaboradores,1968).

Tabla 6. Valores de ICs y MIC para diferentes IBE® y andlogos de
lisofosfolipidos® sobre la proliferacion de epimastigotes de T. cruzf vy
promastigotes de Leishmania.

Droga 1Cso MIC
BPQ-OH® 19 uM° 30 uM°
12 uM (L. mexicana NR) | 30 uM (L. mexicana NR)
D0870" 100 nM° -
SCH 56592° - " 30 nMP°
UR-9825° 30 nM° --
Ketoconazol® - 5 uM (L. brasiliensis)
- 15 uM (L. mexicana NR)
ICl 195,739° -~ 0.1 uM°
22,26 azasterol® - 10 pM°
Et-18-OCH3’ 3 uM° -
Miltefosina® 1 uMe -
limofosina® 3 uMe -
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En la Tabla 6 se comparan los valores de ICso y MIC para diferentes
drogas con efecto antiparasitico. Los valores para BPQ-OH sobre T. cruzi son
altos en comparacion a los otros encontrados en la tabla, siendo en algunos
casos 3 ordenes de magnitud mayores para el ICsq respecto al encontrado para
UR-8825 (Urbina y colaboradores, 2000). El valor de MIC para BPQ-OH llega a
ser hasta 1000 veces mayor que el encontrado para SCH 56592 (Urbina y
colaboradores, 1998).

En Leishmania mexicana igualmente se encuentra que el MIC para BPQ-
OH es alto respecto a los encontrados para ketoconazol (2 veces mayor),
mientras que es 6 veces mayor que el reportado para Leishmania brasiliensis
con ketoconazo! (Lazardi y colaboradores, 1990).

Pareciera que hay un problema en la permeabilidad de la droga a través
de la membrana de estos parasitos, sobre todo si se toma en cuenta que actuan

a concentraciones muy bajas sobre la enzima in vitro.

6.3.2. Efecto de BPQ sobre la sintesis de novo de esteroles en

epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L. mexicana:

Las diferencias existentes entre el ergosterol y el colesterol son: la
presencia de un grupo metil en el carbono 24 del ergosterol; la presencia de
insaturaciones nucleares (posicion 5y 7) y en la cadena lateral (posicién 22), en
el ergosterol; mientras que el colesterol sdlo tiene una insaturacion nuclear en la
posicion 5.

A pesar de que estas diferencias pueden parecer pequefas, el colesterol
no puede sustituir al ergosterol en la membrana de estos organismos.

El ergosterol, asi como los demas esteroles, interactia con los
fosfolipidos para mantener la fluidez 6ptima de la membrana, asi como su
integridad en condiciones ambientales cambiantes. Una composicion sub-ptima
de esteroles de la membrana puede ocasionar un incremento en la
permeabilidad de electrolitos (Block, 1983).
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El ergosterol posee dos funciones principales en la membrana: a) funcion
estructural, asociado con los grupos acilicos de los fosfolipidos, para promover
un estado de movilidad apropiado que mantiene las propiedades de selectividad
y permeabilidad de la membrana; y b) un rol metabdlico o regulatorio, en el que
pequefas cantidades de esterol asociado con estructuras especificas puede
requerirse para el desempefio de actividades enzimaticas asociadas a la
regulacion del crecimiento y desarrolio (Beach y colaboradores, 1988).

Rodriguez y colaboradores (1986) propusieron 4 papeles funcionales del
ergosterol: “Sparking” (capacidad de soportar y/o disparar el crecimiento);
“Dominio critico” (debido a que es requerido solo en areas restringidas de la
membrana); “Dominio” (cuando se encuentra en condiciones minimas
requeridas para el crecimiento celular y biosintesis de la membrana); y “Bulk”
(mantenimiento de la fluidez éptima de la membrana).

Estas funciones son altamente dependientes del grupo metil en el
carbono 24, puesto que sustituciones del grupo, a-metil por 24-B-metil y 24-B-etil
no pueden ejercer su funcion.

Los resultados presentados en las Tablas 4 y 5 indican una reduccion
dosis dependiente de la proporcion de esteroles enddgenos/exdgenos (Figura
28), sin acumulacion de escualeno, lo cual es consistente con el bloqueo de la
biosintesis de esteroles a nivel de la SQS.

Estos resultados son de un gran interés, siendo la primera demostracion
del efecto del BPQ-OH en la biosintesis de esteroles en Trypanosoma cruzi y
Leishmania mexicana, ya que en ambos casos el decrecimiento en la
produccion de esteroles enddgenos causado por el BPQ-OH es practicamente
suficiente para detener el crecimiento de los parasitos, lo que puede
comprobarse al observar el nimero de células / mi al finalizar el ensayo para las

concentraciones mayores, y los controles.
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6.3.3. Efecto de la 3-(Bifenil-4-il)-3-hidroxi-Quinuclidina sobre la

proliferacion de amastigotes de T. cruzi:

Un hecho importante en este ensayo es que las diferentes concentraciones
de BPQ-OH probadas no tienen efectos toxicos en las células hospedadoras,
puesto que no se observa desprendimiento o lisis celular. De hecho, la
apariencia de las células Vero permanece normal, lo cual se comprueba al
comparar la apariencia de las células sin tratar con BPQ-OH (control) con
aquellas tratadas con las diferentes concentraciones de BPQ-OH. Ademas, el
numero total de células / campo permanece constante para las diferentes
concentraciones de la droga.

Es remarcable que el BPQ-OH fue capaz de erradicar los amastigotes
intracelulares de T. cruzi sin producir efectos nocivos en las células Vero, a
pesar de estar inhibiendo también la SQS de éstas. Tales resultados se deben
probablemente a la capacidad de las células hospedadoras de compensar el
bloqueo de la sintesis de colesterol por la expresion de receptores LDL, y por
tanto tomando el colesterol del medio de cultivo (Goldstein y Brown, 2001). En
contraste, no hay para el parasito manera de compensar el bloqueo de la
biosintesis de ergostero! inducido por BPQ-OH, ya que no hay cantidades
apreciables de ergosterol en la célula hospedadora ni en el medio de cultivo.

El valor de 1Csy obtenido en este trabajo para el BPQ-OH en amastigotes
intracelulares es 2.98 uM.
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Tabla 7. Valores de MIC para diferentes IBE® y Analogos de lisofosfolipidos®
sobre ta proliferacion de amastigotes de Trypanosoma cruzi cultivados

en ceélulas Vero.

Drogas MiC
BPQ-OH® 25 uM
SCH 56592°¢ 0.3 nM
D0870? 10 nM
UR-9825° 10 nM
ICl 195,739° 100 nM
Et-18-OCHj3’ 0.1 uM
Miltefosina® 0.1 uM

limofosina® 1 uM

En la Tabla 7 se comparan los valores de MIC para diferentes IBE y
analogos de lisofosfolipidos sobre la proliferacion de amastigotes de T. cruzi.
Los valores para el BPQ-OH son bastante altos comparados con otros IBE,
siendo hasta 4 ordenes de magnitud mayor que para el SCH 56592, el mas
potente; mientras que comparado con los analogos de lisofosfolipidos (Lira y
colaboradores, 2001) es 2 ordenes de magnitud mayor.

Si se comparan los valores de 1Csq y MIC para diversos compuestos con
actividad antiproliferativa de amastigotes y epimastigotes de T. cruzi, se
consigue siempre que las formas intracelulares muestran mayor susceptibilidad
a dichas drogas. Liendo y colaboradores (1999) han propuesto sobre la base de
estudios bioquimicos detallados, que la gran susceptibilidad de amastigotes
intracelulares de T. cruzi a inhibidores de la biosintesis de esteroles se debe a
su pequeno banco de esteroles preformados. Rodriguez y colaboradores (2002)
consiguen el mismo fendmeno con promastigotes y amastigotes de Leishmania
amazonensis tratados con 22,26 azasterol .
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7. CONCLUSIONES:

e La enzima SQS en epimastigotes de Trypanosoma cruzi tiene una ubicacion
dual, coincidiendo con los marcadores glicosomales y
microsomales/mitocondriales en las diferentes fases de crecimiento. En
promastigotes de Leishmania mexicana, la enzima SQS presenta ubicacion
similar coincidiendo con los marcadores glicosomales, microsomales/
mitocondriales en fase exponencial.

e Los parametros cinéticos obtenidos para las enzimas microsomicas Yy
glicosomicas de T. cruzi son comparables a los de vertebrados y levaduras.

e BPQ-OH se comporta como un inhibidor no-competitivo en las enzimas de
glicosoma y microsoma de Trypanosoma cruzi, con valores de Ki de 48 y 12
nM, respectivamente. Posiblemente, este compuesto tienen mas de un sitio
de unidon a la enzima. Se presume que actia sobre ésta imitando
intermediarios carbocatiénicos del mecanismo de reaccion

o BPQ-OH produce una inhibicion bifasica en las SQS de Trypanosoma cruziy
Leishmania mexicana.

e La inhibicién del crecimiento de epimastigotes de T. cruziy promastigotes de
Leishmania mexicana por BPQ-OH esta asociada al bloqueo de la sintesis
de esteroles a nivel de pre-escualeno.

e BPQ-OH tiene un efecto selectivo sobre los amastigotes de T. cruzi aungue
se ha reportado que también inhibe la SQS de las células hospedadoras, que
pueden compensar el bloqueo de la sintesis de colesterol a través de la
expresion de receptores LDL y tomando el colesterol del medio de cultivo.

e Los resultados de este trabajo demuestran por primera vez que inhibidores

de la SQS pueden eventualmente actuar como agentes antiparasiticos
selectivos.
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