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REVISION DE TEMA

La mitocondria en el género  Plasmodium

César Segura, Silvia Blair
Grupo Malaria, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

La mitocondria en las células eucaridticas juega un papel central en el metabolismo energético.
En Plasmodium, la mitocondria se adapta morfolégica y fisioldgicamente a las condiciones
metabdlicas de sus hospederos. Asi, en el mosquito, los gametocitos tienen un metabolismo
aerobio y una mitocondria de apariencia tipica, mientras que en vertebrados, los esporozoitos
y merozoitos responden a un metabolismo microaerofilico, su mitocondria tiene pocas crestas
y matriz menos densa. Como consecuencia de estos cambios metabdlicos, la cadena
transportadora de electrones y la susceptibilidad a los inhibidores mitocondriales difiere
sustancialmente. La dependencia de la sintesis de novo de pirimidinas a inhibidores
metabdlicos ha sido de particular interés en el desarrollo de drogas antimaléaricas. El objeto de
esta breve revisién es describir las adaptaciones de la mitocondria de Plasmodium durante
su desarrollo y su potencial como blanco terapéutico. Se mencionan los aspectos bioquimicos
importantes de la funciébn mitocondrial en Plasmodium.

Palabras clave: mitocondria, Plasmodium, malaria, complejos mitocondriales I, I, Il y IV,
blanco terapéutico.

Mitochondria in the malaria genus  Plasmodium

In eukaryotic cells, mitochondria are the ATP-producing and oxygen respiring organelles. In
malaria cells, mitochondria adapts morphologically and physiologically to the metabolic
conditions of the host. Therefore, in the mosquito, gametocytes have aerobic metabolism and
a mitochondria of typical appearance, whereas in the vertebrate, sporozoites and merozoites
respond to a microaerophilic metabolism and the mitochondria have cristae inner membranes
and a low density matrix. Consequently, its electron transport chain and susceptibility to
mitochondrial-inhibitors differ substantially. The influence of metabolic inhibitors on pyrimidine
de novo synthesis has been of particular interest in malaria drug development. The current
review briefly describes adaptations of Plasmodium mitochondria during development,
biochemical aspects of mitochondrial function and the potential of mitochondria as antimalarial
drug targets.

Key words: mitochondria, Plasmodium, malaria, mitochondrial complexes |, Il, Il y IV, therapeutic
target.

La mitocondria se especializa en la sintesis de
ATP en la célula mediante procesos como la
fosforilacién oxidativa y el transporte de electrones
(1). Esté conformada por dos membranas, una
interna, otra externa y una matriz: la membrana
externa es permeable para metabolitos pequefios
debido a la presencia del canal ani6nico
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dependiente de voltaje (VIDAC), el cual tiene
preferencia por nucleétidos y compuestos
fosforilados, su limite de permeabilidad es de 1.500
Dalton. La membrana externa permite el
intercambio de sustancias con el medio
citoplasmético. La membrana interna funciona
como un aislante eléctrico, es impermeable para
iones y metabolitos hidrofilicos; en ella se insertan
los diferentes complejos encargados del transporte
de electrones y mantiene un gradiente i6nico (de
protones) negativo, esenciales para la sintesis de
ATP; esta membrana presenta diversas
invaginaciones denominadas 'crestas' que le sirven
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para aumentar su eficiencia. La cadena
transportadora de electrones en la membrana
interna mitocondrial estd conformada por tres
complejos (complejos |, 1y IV), energéticamente
acoplados, que funcionan como bombas
proténicas de oxidacion-reduccion (2). La
organizacién funcional de los complejos en la
mitocondria es bien conservada entre las especies
con algunas diferencias en el parasito (1). En la
matriz se llevan a cabo procesos metabdlicos
como el ciclo del acido tricarboxilico, la oxidacion
de acidos grasos, la biosintesis de ubiquinol y
del hemo, entre otros (1). Este articulo pretende
dar una visién general de la mitocondria del
parasito respecto a los componentes relacionados
con el transporte de electrones y el metabolismo
energético, que han sido sugeridos y aplicados
en el control del crecimiento del parasito.

El genoma mitocondrial de  Plasmodium

El plasmodio contiene un genoma nuclear con 14
cromosomas y 2 moléculas de ADN extra-
cromosomico, una de 6 kb de origen mitocondrial
y otra de 35 kb de origen plastidico (3). Elgenoma
mitocondrial de Plasmodium falciparum es una
hebra de ADN de doble cadena (4) que contiene
tres marcos de lectura para tres proteinas: Coxl,
Coxlll (subunidades | y 11l de la citocromo oxidasa)
y Cytb (citocromo b) (5,6) (figura 1), las cuales se
expresan diferencialmente durante el desarrollo
intraeritrocitario del parasito (cuadro 1) (7); esto
sugiere la transferencia del material genético
mitocondrial hacia el niacleo. El genoma
mitocondrial genera mARN y rARN de tamafio
pequefio altamente fragmentados (8), lo que
indica, ademas, que los mARN y rARN son
transcritos policistronicamente (3,5,8). El trazado
del mapa de los transcriptos mitocondriales de P.
falciparum muestra que los extremos 3’ del final
de cada gen lindan directamente con los extremos
5’ del siguiente gen (figura 1). Los datos obtenidos
son consistentes con la generacién de mARN
cortos con la adicion de una cola de poli A a partir
del transcripto policistrénico precursor. Rehkopf
et al. (8) informan que la presencia y la longitud
variable de las colas poli-A son gen-especificas
y sugieren que la poliadenilacion de los mARN
mitocondriales de P. falciparum difiere de los
mMARN de otros organismos. Los analisis de
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Figura 1. Genoma completo de la mitocondria de Plasmodium
reichenowi, total de bases secuenciadas 5.966 bp (A)(9) y
Plasmodium falciparum, con un total de bases secuenciadas
de 5.967 bp (B)(5): Cox I, citocromo oxidasa subunidad I;
Cox Ill, citocromo oxidasa subunidad Il y Cyt b, citocromo b.
CDS, secuencia codificante. (Grafica tomada de PubMed en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Genome,
nimeros de acceso: NC_002375 y NC_002235).

polimorfismos de secuencias mitocondriales
indican que P. falciparum ha emergido
recientemente. Por otro lado, la distribucion
geografica de los haplotipos mitocondriales
muestra un patrén de colonizacion radial desde
Africa hasta el sudeste-asiatico y Suramérica
(9,10).

La mitocondria de Plasmodium

La mitocondria en las diferentes especies de
Plasmodium varia funcional y fisiol6gicamente.
Las evidencias microscépicas indican que en las
especies aviares ésta es crestada, mientras que
en las especies de mamiferos puede ser tanto
crestada como acrestada o, incluso, ausente
(11,12). La forma intraeritrocitica de P. falciparum
tiene una sola mitocondria, su morfologia varia
de acuerdo con la edad del trofozoito y se
desarrolla desde una fina forma filamentosa hasta
unamas largay lobular (11,13-19). Durante el ciclo
de vida del parasito, los cambios funcionales de
la mitocondria se han podido seguir mediante el
método de fluorescencia con rodamina 123y 3,3"-
dihexiloxacarbocianida [DIOC,(3)]. Tales metodos
han permitido estudiar las diferencias en el
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Cuadro 1. Algunas enzimas de las rutas metabdlicas mitocondriales especificadas por estadio.

Estadio
Locus Spz* Mrz* Tpz* Gmt* Enzima Numero ECT  Reaccion catalizada
Fin de la glicolisis
PF10_0363 1,2 — 2,4 — Piruvato cinasa 2.7.1.40 P-enolpiruvato a piruvato
MAL6P1.160 8,6 66,9 18,8 14,7 Piruvato cinasa
PF13_0141 46,2 839 70,9 78,8 L-lactato deshidrogenasa 1.1.1.27 Piruvato a lactato
Ciclo de Krebs y
fosforilacion oxidativa
PF10_0218 12,3 - - - Citrato sintasa 4.1.3.7 Acetil cOA +
oxaloacetato a citrato
PF13_0242 3,2 - 16,9 8,8 Isocitrato deshidrogenasa 1.1.1.41 Isocitrato a 2-
oxoglutarato + CO,
(NADP)
2-oxoglutarato + CO,
PF08_0045 2,9 - 2,2 23,1 2-oxoglutarato 1.2.4.2 2-oxoglutarato a succinil
deshidrogenasa CoA
componente el
PF10_0334 - - 3,5 27,7 Subunidad flavoproteina 1.3.5.1 Succinato
de succinato a fumarato
deshidrogenasa
PFLO630w 3.7 - - 12,1 Subunidad hierro-sulfuro
de succinato deshidrogenasa
PF14_0373 - - - 12,7 Ubiquinol citocromo 1.10.2.2 Ubiquinol a citocromo ¢
oxidorreductasa reductasa en
transporte de electrones
PFB0O795w - - - 14,2 ATP sintasa F1, a-subunidad
PF11365w - - - 8,8 Citocromo c-oxidasa subunidad 1.9.3.1 (vacio)
PFI1340w — — - 8,8 Fumarato hidratasa 4.2.1.2 Fumarato a malato
MALG6P1.242 30.4 - - 40,9 Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 Malato a oxaloacetato

Las rutas metabolicas de Plasmodium se encuentran en http://www.sites.huji.ac.il/malaria/. Spz, esporozoito; mrz, merozoito;
tpz, trofozoito; gmt, gametocito. *Se informa la representacion de secuencia, es decir, el porcentaje de la secuencia proteica
representada por los péptidos identificados, medida en cada estadio. T Los nimeros de la Comision de Enzimas (EC) se
informan para cada proteina. Reproducida con permiso de Nature Publishing Group y tomada de Florens L, Washburn MP,
Raine JD, Anthony RM, et al. A proteomic view of the Plasmodium falciparum life cycle. Nature 419:520-6.

potencial de membrana mitocondrial y la
sensibilidad a los inhibidores mitocondriales
(18,20). Estos métodos se han aplicado
exitosamente en el estudio de la mitocondria de
Toxoplasma gondii, en la que se encontré que la
forma infecciosa, el taquizoito, pero no la forma
intravacuolar, tiene una mitocondria activa (21).
Estas observaciones indican que los cambios en
la morfologia y funcién mitocondrial en los parasitos
son comunes y reflejan los cambios en la actividad
metabdlica del parasito.

Durante el tercer estadio morfolégico de la
gametocitogénesis de P. falciparum, los macro-
gametocitos muestran un incremento acentuado
en el nimero de crestas mitocondriales. En este
mismo estadio, la sensibilidad a drogas cambia
drasticamente (22). En general, los estadios

tardios de gametocitos (IV-V) son menos sensibles
a las drogas antimalaricas y a los inhibidores
metabdlicos que los otros estadios. Una droga a
la cual los gametocitos tardios son mas sensibles
gue los estadios asexuales es la primaquina, la
cual se acumula selectivamente en la mitocondria
del parasito y produce el engrosamiento de su
matriz. Por otro lado, el "engrosamiento”
mitocondrial ocasionado por factores o sustancias
gue permean selectivamente la membrana externa
han sido asociados con procesos necroticos y
apoptoticos, los cuales se relacionan de alguna
manera con la interferencia en los procesos
energéticos mitocondriales (23). La acumulacion
de la primaquina en la mitocondria sugiere que su
efecto puede explicarse por accién directa sobre
el organelo. EI mecanismo de accion de la
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primaquina no es claro, aunque podria interferir el
metabolismo energético mitocondrial; las formas
sexuadas de Plasmodium, tanto aviares (24) como
de mamiferos (25), son sensibles a esta droga.

Un logro significativo que ha permitido el estudio
de la mitocondria fue su aislamiento a partir de
homogenizados de parasitos provenientes de
cultivos in vitro (12). Es bien conocido que la
principal fuente de ATP de los plasmodios es la
fosforilacion del sustrato; por otro lado, se ha
propuesto que el ciclo del 4cido tricarboxilico se
ramifica a nivel del oxaloacetato (18), lo que sugiere
gue el ciclo de Krebs en el paréasito es abierto e
indica la generacion de un potencial de membrana
reducido. Se ha sugerido que este potencial en la
membrana interna de la mitocondria podria ser
funcional en el transporte de proteinas desde el
citoplasma hacia la matriz mitocondrial (18,26).
Las evidencias que indiquen que la cadena
trasportadora de electrones esté acoplada a la
sintesis de ATP via ATPasa mitocondrial ain no
han sido informadas en las formas eritrociticas de
Plasmodium (27). En contraste, hay evidencias
que indican que los gametocitos mantienen una
mitocondria funcional, con un potencial de
membrana mitocondrial negativo insensible a
glucosa (28), lo que sugiere una mitocondria
funcional.

El efecto antiplasmédico de algunos antibiéticos
y antimalaricos sobre la respiracion y el transporte
de electrones indica que la mitocondria de
Plasmodium puede ser un blanco terapéutico (29).
Mediante métodos espectrofotométricos se ha
demostrado que las drogas quinacrina, quinina 'y
primaquina pueden reducir la desoxigenacion de
la hemoglobina en eritrocitos parasitados con
Plasmodium berghei (15). En observaciones
similares, Divo et al. (30) mostraron que los
antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas
de la subunidad 70S tienen efecto antimalarico
contra P. falciparum en cultivo porque actlian en
la mitocondria y su efecto esta influenciado por la
tension de oxigeno del medio y el tiempo de
exposicion.

Metabolismo mitocondrial en  Plasmodium

La mitocondria del parasito aviar Plasmodium
lophurae es crestada a través del ciclo
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intraeritrocitico (27), mientras que la de roedores
y otros mamiferos es preferencialmente acrestada
(31). Tales observaciones indican que en los
estadios eritrociticos, los parasitos aviares usan
un metabolismo respiratorio, en contraste con el
metabolismo fermentativo de los parasitos de
mamiferos. Asi, el desarrollo de crestas
mitocondriales se asocia con la presencia de un
ciclo de Krebs activo y con la respiracion (32). A
pesar de la aparente inactividad del ciclo de Krebs
en los estadios intraeritrociticos de P. falciparum,
hay evidencias que indican que la cadena
transportadora de electrones es funcional, lo que
significa que procesos como la sintesis de novo
de pirimidinas pueden mantener la cadena durante
todo el ciclo del parasito (33). Por otro lado, en P.
falciparum las enzimas malato deshidrogenasa
(34,35) e isocitrato deshidrogenasa (36) parecen
tener localizacién citoplasmatica, lo que sugiere
su participacién en otras rutas metabdlicas (37),
mientras la actividad de la a-cetoglutarato
deshidrogenasa aun no ha sido detectada (38).
La contribucién energética del ciclo de Krebs en
los estadios eritrociticos del parasito es muy
limitada (39). Adicionalmente, la mayor fuente de
glucosa proviene del hospedero; se ha observado
gue su consumo es 100 veces mayor en eritrocitos
infectados que en los no infectados (38). Esta
observacién sugiere que el transporte de glucosa
hacia el parasito es un potencial blanco terapéutico
antiparasitario.

Ademas del metabolismo energético, también se
ha observado que la interrupcion de otras rutas
metabdlicas mitocondriales puede interferir con la
supervivencia de Plasmodium. Recientemente, en
su mitocondria se evidenci6 la actividad de la &-
aminolaevulinato sintasa (PfALAS), la enzima
clave en la sintesis del grupo hemo, durante todo
el ciclo intraeritrocitico (40). La inhibicion de esta
ruta metabdlica por el inhibidor etanolamina puede
también afectar el crecimiento del parésito, lo que
indica que el gen PfALAS es funcional y vital para
la sintesis de hemo y la supervivencia del
parasito (41).

Actividad respiratoria de la mitocondria

La actividad respiratoria de la mitocondria de P,
falciparumy Plasmodium yoelii se ha determinado
espectofotométricamente en presencia de
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sustratos como NADH, a-glicerofosfato y
succinato (cuadro 2). Las tasas mas bajas de
respiracién se observan con prolina, dihidroorotato
y glutamato. Dado que en el estadio eritrocitico
del parasito, el ciclo de Krebs es incompleto, la
oxidacién de NADH puede ser mediada por una
ruta transportadora de electrones diferente a la
empleada para el a-glicerofosfato y succinato o

LAMITOCONDRIA EN EL GENERO PLASMODIUM

de la NADH-deshidrogenasa (complejo I).
Mediante la técnica polarigrafica se detecté que
la adicién de superéxido dismutasa y catalasa
influye en el consumo de oxigeno, observacién
gue se asoci6 con la produccién de radicales libre
provenientes del parasito (42). Por otro lado, en la
mitocondria de P. berghei permeada con digitonina
se observo el control respiratorio después de la

por una deshidrogenasa insensible a inhibidores  adicion de adenosina difosfato (ADP), lo que

Cuadro 2. Carateristicas bioquimicas de la mitocondria de Plasmodium. Inhibidores: antimicina A, inhibidor del complejo IlI;
mixotiazol, inhibidor del complejo Ill; UHDBT, 5-n-undecil-6-hidroxi-4-7-dioxobenzotiasol, inhibidor del complejo 11I; HQNO 2-
heptil-4-hidroxiquinolina-N-6xido, inhibidor de la menaquinol fumarato reductasa; funicolusina, inhibidor del complejo Il;
malonato, inhibidor del complejo II; SHAM, acido salicilhidroxiamico, inhibidor de la oxidasa alternativa; rotenona, inhibidor del
complejo [; piercidina, inhibidor del complejo I; &cido agérico, inhibidor del translocador de nucleédtidos de adenina en la
mitocondria; indometacina, inhibidor de la a-glicerofosfato citocromo c reductasa; (SOD), superéxido dismutasa (CAT)
catalasa; TTFA, tenoiltrifluoroacetona, inhibidor del complejo IlI; mersalil, inhibidor de NADH-citocromo ¢ reducatasa de la
membrana externa,; flavona, inhibidor de la NADH deshidrogenasa mitocondrial vegetal; dicumarol, inhibidor del complejo IlI;
funicolusina, inhibidor del complejo Il por unién al citocromo b. Reproducido con permiso de Cambridge University Press: Fry
M, Besley JE. Mitochondria of mamalian Plasmodium spp., Parasitology 1991;102:17-26.

Sustrato Inhibidor Inhibicion Actividad especifica
respiratorio (nmoles de sustrato
oxidado/min/mg
proteina)
P, falciparum
a-Glicerofosfato Ninguno Ninguna 176424
(5 mm) Antimicina A Complejo Il 92+8
Mixotiazol Complejo Ill 94+7
UHDBT Complejo Il 89+6
HQNO Menaquinol fumarato 85+6
reductasa
Funiculosina Inhibidor del complejo 111 92+8
SHAM Oxidasa alternativa 81+10
Rotenona Complejo | 124+18
Acido agarico Translocador de 98+13
nucleédtidos de adenina
Indometacina a-glicerofosfato 88+9
citocromo ¢ reductasa
SOD-CAT 169+21
Succinato Ninguno Ninguna 112+13
(5 mMm) Antimicina A Complejo Il 66+5
TTFA Complejolll 68+9
Malonato Complejolll 77+10
Rotenona Complejo | 78+8
SOD-CAT 103+9
NADH Ninguno Ninguna 385+37
(0,3 mM) Antimicina A Complejo Il 389+35
Rotenona Complejo | 368+27
Piercidina Complejo | 365+24
Dicumarol Complejo Il 361+25
Flavona NADH deshidrogenasa 20412
vegetal
Mersalil NADH-citocromo ¢ 188+10
reducatasa
SOD-CAT 302+18
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indica que después de su aislamiento ésta es
funcional (control respiratorio = O, consumido en
presencia de ADP/O, consumido en ausencia),
aungue con una baja eficiencia energética (33).
Se ha observado que la sensibilidad a inhibidores
de la respiracion, el potencial de la membrana
interna mitocondrial y la produccién de ATP a partir
de ADP exdgeno conforman una maquinaria
oxidativa similar a la observada en vertebrados.
Uyemura et al. demuestran la sensibilidad del
potencial de membrana a inhibidores
mitocondriales e ion6foros, como el carbonil-
cianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) y la
valinomicina, lo que apoya la sugerencia de la
generacion y utilizacion de un gradiente proténico
(33).

Las evidencias bioquimicas y biofisicas indican
la presencia de los cuatro complejos en la
mitocondria de Plasmodium (12,19,29,33); sin
embargo, su regulacion en los diferentes estadios
del desarrollo esta por determinarse y es objeto
de intensa investigacién. Los cuatro complejos
mitocondriales de Plasmodium que participan en
la cadena transportadora de electrones y algunas
de sus caracteristicas Unicas son: la NADH
deshidrogenasa (complejo 1), la succinato
deshidrogenasa (complejo Il), la ubiquinona-
citocromo ¢ oxido-reductasa (complejo 1lI), y la
citocromo c oxidasa (complejo V) (figura 2) (2).

Complejo |

El complejo I, denominado también como NADH
deshidrogenasa, ha sido aislado a partir de las
mitocondrias de P. falciparumy P. berghei (43). El
complejo | se evidenci6 en el parasito por la
inhibiciéon del consumo de oxigeno sensible a
rotenona. Esta inhibicion es dependiente del
sustrato, asi, en presencia de NADH el complejo
es insensible, mientras que en presencia de
succinato y a-glicerofosfato (cuadro 2) es sensible
(12). La actividad especifica es aproximadamente
15% para succinato, 33% para a-glicerofosfato y
45% para NADH de la correspondiente a las
obtenidas en la mitocondria de higado de rata
(cuadro 2) (42). Tales diferencias en la actividad
de los diferentes estadios pueden reflejar
diferencias en las técnicas empleadas en su
aislamiento. ElI complejo | tiene una estructura
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oligomérica, con un peso molecular relativo minimo
de 670 kDa y una baja eficiencia catalitica (K _,/
K, constante catalitica/constante de Michaelis-
Menten) de 5,9 x 10°% M x min? (33), presenta
similitud con su contraparte en el higado de
mamiferos; sin embargo, los datos del genoma
del parasito indican la ausencia de subunidades
importantes en bombeo de protones y se sugirié
que este complejo no constituye un paso
electrogénico (7). Las diferencias en actividad del
complejo con su contraparte mamifera sugiere
caracteristicas Unicas (33) y los mecanismos
responsables de las diferencias en actividad del
complejo estan aln por determinarse.

Diferentes sustratos tales como citrato, glutamato,
a-cetoglutarato, malato y a-glicerofosfato pueden
estimular la fosforilacién en la mitocondria del
trofozoito de Plasmodium berghei mientras otros
sustratos como piruvato y NADH no. Asi mismo,
la fosforilacion en la mitocondria de Plasmodium
es estimulada en presencia de dihidroorotato
(12,33); esto indica que la sintesis de pirimidinas
pasa por la cadena respiratoria en la cual la
dihidroorotato deshidrogenasa transfiere
electrones a la cadena transportadora de
electrones a través de la ubiquinina, citocromo c
y O, (60). Todas estas observaciones muestran
caracteristicas Unicas del complejo | mitocondrial
del trofozoito de Plasmodium. Por otro lado, un
inhibidor como la piercidina, aunque efectivo
contra el complejo I humano no inhibe nila enzima
parasitaria, ni muestra actividad antiplasmédica
(42). Estas observaciones indican diferencias en
la susceptibilidad del complejo | a los inhibidores.

Complejo I

El complejo Il 0 succinato deshidrogenasa (SDH)
en P. falciparum se compone de dos subunidades:
una flavoproteina y una proteina hierro-sulfuro con
masas moleculares de 55+6 y 35+4 kDa,
respectivamente (44,45). La reaccién enzimatica
que cataliza el complejo requiere de succinato y
coenzima Q (CoQ) para su maxima catalisis,
mientras que la eficiencia catalitica del complejo
para los sustratos succinato y ubiquinona se
encontré relativamente baja. Los compuestos
fumarato, malonato y oxaloacetato pueden inhibir
la enzima con un valor Ki de 81, 13 y 12 mM,



Biomédica 2003;23:351-63

LAMITOCONDRIA EN EL GENERO PLASMODIUM

CITOSOL MITOCONDRIA
0 i m
Prolina @ P @
NADP Y KGIutamato K—NAD ...............................
(4) G D
nappH ¥ v\o;-cetoqlutarato < g %S —— [~ NADH -
B NADH NADH =
NADH \ KDHAP< . |deshidrogenasa
DA GDP [ &\ _comelep NAD -
NAD' a-GP > e
Succinato
or Deshidrogenasa Fumarato
PIRIMIDINAS O complejo II
Orotato <& v Succinato
DHOD . HZ' Fumarato 4
—» Dihidroorotato » Q= FR —
v i A
Aspartato Citocromo bc 1 )i
deshidrogenasa N
A Complejo Q‘./—bNAD
11
H NADH oereeeeeemsssssssssensTonneons
C
Oxaloacetato Citocromo oxidasa
i complejo IV 0,
f Malato P Malato
PEP —Piruvato
(PFK) Lactato
I

GLICOLISIS

Figura 2. Esquema general propuesto de la mitocondria de Plasmodium. Obsérvese la conexion entre la sintesis de
pirimidinas y el transporte de electrones como lo propuso Kita y col. (19). Las lineas sélidas representan el camino de los
electrones en la cadena transportadora de electrones; las lineas punteadas representan posibles rutas, aunque no validadas
para la mitocondria de Plasmodium. El signo interrogacion indica que la actividad de este complejo no ha sido validada. En
el complejo Il se representan dos actividades: quinol fumarato reductasa y succinato ubiquinol reductasa, siendo funcional
la primera. 0, membrana externa mitocondrial; i, membrana interna mitocondrial; m, matriz mitocondrial; GDP, a-glicerofosfato
deshidrogenasa; GDPC,a-glicerofosfato deshidrogenasa citosélica; DHOD, dihidroorotato deshidrogenasa; GD, glutamato
deshidrogenasa; GDC, glutamato deshidrogenasa citosélica; FR, fumarato reductasa; PFK, fosfo-fructocinasa; PEP, fosfo-
enol-piruvato. Figura modificada de Fry M (42) y reproducida con permiso del autor.

respectivamente. Otro inhibidor como el
tenoiltrifluoroacetona (TTFA) (cuadro 2) inhibe la
actividad respiratoria de la mitocondria en
presencia de succinato (13). La actividad de la
enzima es también inhibida por un sustrato
analogo de la CoQ, 5-hidroxi-2-metil-1,4-

naftoquinona (plumbagin) a una concentracion
inhibitoria (IC, ) de 5 mM, mientras que la quinona
tuvo actividad antiplasmaddica contra P, falciparum
e inhibié el consumo de oxigeno del parasito a la
concentracion de 0,88 mM (12,44). Un conocido
inhibidor del complejo en mamiferos, la 2-
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tenoiltrifluoroacetona, no tiene efecto en
Plasmodium y sugiere diferencias del complejo
con su contraparte en mamiferos. El complejo Il
puede actuar como una fumarato o succinato
reductasa dependiendo de la disponibilidad de
oxigeno del ambiente (19). Dado su papel dual en
el ciclo de Krebs y en el transporte de electrones,
el complejo Il tiene un importante papel en el
metabolismo anaerobio de P. falciparum (19).
Usando un método de cavitacién ha sido posible
preparar mitocondrias activas de P. falciparum con
alta actividad de succinato deshidrogenasa y
respiracion dependiente de dihidroorotato;
igualmente, se informé que el fumarato puede
inhibir la respiracion dependiente de dihidroorotato,
lo que sugiere que el complejo Il en los estados
eritrociticos de P. falciparum funciona como una
quinol-fumarato reductasa (FRD) (46). La actividad
fumarato reductasa del complejo Il es vital en
parasitos anaerobios como Ascaris suum, en el
cual el paso final de la ruta fosfoenol piruvato-
succinato es catalizado por la NADH-FRD v,
finalmente, el succinato es producido por la
actividad FRD del complejo Il. Este sistema puede
sintetizar ATP con baja eficiencia, usando un sitio
de acoplamiento en el complejo | en ausencia de
oxigeno (19). Las evidencias bioquimicas
(cuadro 2) indican que el complejo Il podria suplir
energia en forma de ATP al trofozoito de
Plasmodium, aunque la presencia de rodoquinona
necesaria para la actividad fumarato reductasa
del complejo Il no se ha encontrado.

Complejo 1l

El complejo ubiquinona-citocromo-c oxido-
reductasa, también conocido como complejo bc,
o citocromo-c reductasa (1), ha sido evidenciado
mediante el espectro de baja temperatura de la
mitocondria de P. falciparumy P. yoelii (42). Los
espectros diferenciales indican la presencia de los
citocromos aa,, b, ¢y c, (12,42). Aunque el gen
correspondiente al citocromo ¢, ain no ha sido
validado para Plasmodium, un analisis de similitud
y alineamiento de secuencias aminoacidicas
(47,48) frente a secuencias del citocromo ¢ de
otras especies revela la existencia de tres posibles
polipéptidos con 67% de homologia con las
proteinas predichas en el cromosoma 14.
Recientemente, el andlisis del proteoma de
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Plasmodium (7) no indica su presencia, lo que
sugiere que pueden existir otros niveles de
regulacién en la expresidon de genes en
Plasmodium, como ya ha sido sugerido (7), o rutas
alternativas para la transferencia de electrones en
la cadena respiratoria mitocondrial.

La actividad y el espectro del complejo Il han sido
estudiados en mitocondrias aisladas de P.
falciparum (12). Las pruebas bioguimicas sugieren
que la actividad respiratoria del complejo lll en las
formas eritrociticas de P. falciparum es 10 a 100
veces menos susceptible a inhibidores del
complejo Il tales como antimicina A y mixotiazol
(inhibidores del complejo 111) (49). En contraste, el
complejo Il de P. falciparum es 1.000 veces mas
sensible a la inhibicion por hidroxinafto-quinona o
atovacuona (50). Las comparaciones de la
actividad del complejo Il entre formas asexuales
y sexuales de P. falciparum se han basado en la
medicién del potencial de membrana de la
mitocondriay en la determinacion de la sensibilidad
de los diferentes estadios del parasito a la
atovacuona. Como se menciond anterior-mente,
se ha informado que los estadios eritrociticos y
los gametocitos tardios tienen un potencial de
membrana interna mitocondrial relativamente bajo
(51,52); en contraste, el potencial de membrana
interna mitocondrial en los gametocitos tempranos
es mayor, lo cual los hace mas susceptibles a la
atovacuona (53).

Complejo IV

La citocromo oxidasa o complejo IV cataliza la
oxidacion del citocromo c reducido y generalmente
es sensible a cianuro y otros venenos. En
Plasmodium, el complejo IV es insensible a
cianuro, actividad que es similar en su contraparte
en plantas y hongos, en la cual los electrones se
transfieren directamente desde la ubiquinona al
oxigeno, en un sistema conocido como oxidasa
alternativa (54). La actividad del complejo IV
sensible a cianuro se determind indirectamente
ensayando la sensibilidad del potencial de
membrana mitocondrial a inhibidores especificos
del complejo con el uso de sondas fluorescentes
(18). Otra evidencia de la existencia en
Plasmodium del complejo IV proviene de los
estudios con inhibidores de la sintesis de la
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subunidad 70S del ribosoma, los cuales tienen
un efecto antimalarico contra P. falciparumy su
actividad esta influenciada por la tensién de
oxigeno (18). A pesar de la sensibilidad de la
citocromo oxidasa de P. berghei al cianuro (25
mM) (55), en los trofozoitos de P. falciparum se
observé que la inhibicién es sélo un cuarto de la
informada para P. berghei a la concentracion de 2
mM (56). Se conoce un sistema de oxidasa
alternativo presente en la mitocondria del
Plasmodium (33), el cual es insensible al cianuro
pero susceptible al 4cido salicilhidroxiamico
(SHAM) y al propilgalato, dos inhibidores
conocidos de la oxidasa alternativa de naturaleza
vegetal (56). La importancia para el parasito de
esta oxidasa alternativa qued6 demostrada por el
efecto de los inhibidores SHAM y el propilgalato
sobre el crecimiento in vitro del parasito (56). Este
efecto se expresa diferencialmente de acuerdo con
el estadio de desarrollo del los gametocitos, asi,
los inhibidores de la enzima reducen en 70% a
75% el nimero de gametocitos tempranos mientras
gue sdlo reducen en 25% los gametocitos tardios
(56,39). Sin embargo, el potencial de membrana
mitocondrial en los gametocitos tardios de P.
falciparum es mas sensible a SHAM o una
combinacién de SHAM con cianuro, que al cianuro
solo (56). En contraste, en los estadios
eritrociticos asexuados de P. falciparum, el
potencial de membrana mitocondrial acoplado a
la oxidasa alternativa no se afecta por SHAM, lo
cual indica que la actividad oxidasa alternativa del
complejo IV solamente se ejerce en los
gametocitos (56). Debido a que SHAM afecta las
formas sexuales del parasito, pero no su
supervivencia en el mosquito, esta ruta puede ser
de interés para bloquear la formacién de
gametocitos (39).

Llama la atencién que la mitocondria es la mayor
productora de especies reactivas de oxigeno
(ROS); tal produccién se ha relacionado con la
oxidacion incompleta del oxigeno molecular (57).
En la mitocondria se han descrito varios sitios
donde se pueden generar las ROS: el complejo |,
el sitio ubisemiquinona del complejo Il y otras
proteinas transportadoras de electrones (57). El
papel de las ROS en la infeccién por Plasmodium
es aun objeto de debate; sin embargo, la
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generacion y regulacién de ROS por la mitocondria
del parasito aln no ha sido investigada y puede
ser tema de investigacion futura.

Sintesis de pirimidinas y de folatos en
Plasmodium

En mamiferos, la funciéon de la cadena
transportadora de electrones es la generacion de
un potencial de membrana para la sintesis de ATP;
sin embargo, se ha informado que algunos
desérdenes del metabolismo energético pueden
ocasionar el bloqueo de la sintesis de pirimidinas
(58) y en Plasmodium es bien conocido el papel
de la cadena transportadora de electrones en la
sintesis de novo de pirimidinas (59). La enzima
gue vincula el metabolismo energético con la
sintesis de pirimidinas es la dihidroorotato
deshidrogenasa (DHODH). En Plasmodium, la
DHODH es una proteina mitocondrial que se
localiza en el espacio intermembranal sobre la cara
externa de la membrana internay lleva a cabo la
sintesis de novo de pirimidinas (60); es una
proteina monofuncional de 56+4 kDa, que dona
electrones a la cadena transportadora de
electrones y para su actividad 6ptima requiere la
cadena larga de la coenzima Q (CoQ6-10), que
es esencial para la transferencia de electrones
(61,62). En el parasito, la enzima es sensible a
varios inhibidores de la cadena transportadora de
electrones como cianuro, monoctona (61) y
atovacuona (63), los cuales afectan su crecimiento
in vitro. La DHODH es también susceptible a la
inhibicion de la oxidasa alternativa, SHAM y
atovacuona,; estos dos compuestos son capaces
de inhibir el crecimiento del parasito, lo que indica
gue la inhibicién del transporte de electrones afecta
el crecimiento del parasito por inhibicion de la
sintesis de pirimidinas (58).

La sintesis de pirimidinas puede ser también
inhibida por la interrupcién de la produccion de
tetrahidrofolato. La presencia de la ruta de sintesis
de tetrahidrofolato en la mitocondria es una
caracteristica general de las plantas; por ejemplo,
la mitocondria del tubérculo de la papa contiene
alta concentracion de folatos, ademas de tener
toda la maquinaria necesaria para la sintesis de
tetrahidrofolato poliglutamato (64). El tetra-
hidrofolato funciona en la transferencia de grupos
metilo y es un cofactor esencial en la sintesis de
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pirimidinas (58). Las sulfonamidas y sulfonas
actian como inhibidores competitivos del &cido
para-aminobenzoico (PABA) por la unién a la
dihidropterato sintetasa; por tanto, inhiben la
formacién del dihidropterato, el precursor del
dihidrofolato. En el parasito, el dihidrofolato, ya
sea sintetizado de novo o por salvamento, es el
sustrato de la dihidrofolato reductasa, la enzima
que convierte el dihidrofolato en tetrahidrofolato
(65). Durante décadas, la interferencia de esta ruta
metabdlica ha sido utilizada como blanco
terapéutico en el tratamiento de la malaria no
complicada. La sulfadoxina es selectivamente
téxica para el parasito (66); sin embargo, la
resistencia del parasito a esta droga ya esta bien
documentada en la literatura (67).

Perspectivas

El incremento de la resistencia del parasito a las
drogas antimaléricas de primer orden, las fallas
informadas por los programas de control de
vectores, el cambio climatico y las migraciones,
entre otros factores, predicen un aumento en la
incidencia de la malaria, no solamente en paises
en desarrollo sino también en los desarrollados,
donde la malaria tradicionalmente se creia
erradicada (68). Durante décadas, numerosos
esfuerzos en la basqueda de antimalaricos, ya
fueran vacunas o drogas, han producido algunos
resultados relativamente exitosos. Sin embargo,
la malaria persiste como un problema de salud
publica importante y la busqueda de otras
alternativas terapéuticas es prioritaria. La base de
datos que contiene la secuencia completa del
genoma de Plasmodium (69), junto con los
métodos que permiten su analisis, es una
herramienta que tendrd un enorme impacto tanto
en el desarrollo de vacunas como en la
identificacion de drogas nuevas y blancos
terapéuticos. Con esta herramienta se anticipa un
incremento en el volumen de informacion
relacionada con la expresion de genes y de
secuencias proteicas en Plasmodium, asi como
la descripcion en detalle de las rutas metabolicas
del parasito. De especial interés en la comprension
del metabolismo parasitario sera el andlisis de las
rutas metabdlicas o metaboloma en los parasitos
(70)y, en particular, el estudio de la interconexion
metabdlica entre el apicoplasto y la mitocondria,
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cuya caracterizacion esta adn por determinarse,
podré permitir el desarrollo racional e integral de
métodos de diagndstico y terapéuticos contra el
parésito (71). La informacion disponible sobre la
bioquimica y la biofisica de la mitocondria (59)
contribuird a la dilucidacién de los mecanismos
de accién de las drogas y de los antibiéticos cuya
actividad antimalérica se dé por efecto sobre la
mitocondria, asi como a la caracterizacion
biogquimica de los complejos mitocondriales del
parasito, la cual aumentara nuestra comprension
de la biologia del parasito. Por otro lado, el
conocimiento de la funcién mitocondrial en células
de mamiferos ha puesto de manifiesto el papel
central de la mitocondria en la apoptosis y, por
consiguiente, su participacion en la regulacion de
la muerte celular. La busqueda de sustancias que
afecten la supervivencia del parasito por accion
directa sobre la mitocondria podria representar un
nuevo blanco en la busqueda de drogas
antimaléricas. Datos recientes indican que la
invasion del paréasito podria inducir en el glébulo
rojo infectado, cambios relacionados con
mecanismos de muerte celular, los cuales podrian
estar determinados por el proceso invasor (72).

Los mecanismos de neutralizacion de los
radicales libres de oxigeno, provenientes de la
cadenarespiratoria, podrian conducirnos a pistas
que nos lleven a entender mejor los procesos
antioxidantes mitocondriales del parasito (73). De
especial interés es la regulacion iénica del parasito,
la cual podria jugar un papel clave en la viabilidad
del parasito. Varios de los aspectos de la
mitocondria mencionados aqui, tales como el
potencial de membrana, el consumo de oxigeno,
las caracteristicas cinéticas e inhibitorias de los
complejos mitocondriales, la generacion de ROS
en la cadena respiratoria, la regulacién genética
de la expresién de los diferentes complejos, los
mecanismos de importacién y exportacion de
proteinas a la mitocondria y el papel central de la
mitocondria en la muerte celular se constituyen
en nuevas alternativas terapéuticas contra la
malaria.
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