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Resumen

Se da la informacién general sobre los farmacos
antiprotozoarios que estan usandose en clinica, se discuten
nuevas dianas de los parasitos protozoarios utiles en la
busqueda de nuevos agentes antiprotozoarios, enfocando
la atencion al rol bioldgico de las proteasas de los parasitos
protozoarios. Esta informacion importante sera util para los
estudiantes e investigadores que se interesen a los
problemas de quimica medicinal (un area naciente en
Colombia) cual aporta mucho al desarrollo de ciencias
médicas. [Kouznetsov V, Meléndez C. Busqueda de nuevos
agentes antiprotozoarios selectivos. MedUNAB 2009;
12:33-45].
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Tripanosomiasis, Leishmaniasis, Malaria.

Introduccion

Las enfermedades parasitarias constituyen un peligro para
la salud mundial. Se ha calculado que tres billones de
humanos, ademas de un niimero mayor de animales
domésticos y salvajes, sufren parasitosis.” En un sentido
cientifico general, el término “parasito” incluye a los virus,
bacterias, hongos, protozoos y helmintos. En esta revision,
el término es usado solamente para referirse a protozoarios.
Es de amplio conocimiento, que en algunos paises
tropicales, las infestaciones parasitarias son endémicas en
un 80 % de la poblacion.” En estos paises este tipo de
enfermedades son la principal causa de muerte. Por eso, una
de las prioridades de las investigaciones médicas de muchos

Summary

The information is given on the antiprotozoal drugs used in
clinic, new useful targets of the parasites protozoa in the
search of new antiprotozoal agents are discussed, focusing
the attention to the biological role of proteasas of the
parasites protozoa. This important information will be useful
for students and researchers, which are interested in the
problems of medicinal chemistry (an appearing area in
Colombia) that gives much to the development of medicine
sciences. [Kouznetsov V, Meléndez C. In search of new
selective antiprotozoal agents. MedUNAB 2009; 12:33-45].

Key words: Antiprotozoal agents, Protozoan proteins,
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de estos paises es la busqueda de medicamentos efectivos
contra las enfermedades parasitarias “propias”. En este
sentido, cabe recordar que los éxitos de la medicina
dependen en gran medida de los avances de la quimica
medicinal y la industria farmacéutica, las cuales estan
estrechamente relacionadas con la quimica organica y la
sintesis quimica. A pesar de los grandes avances en la lucha
contra las infecciones durante el siglo pasado, las
enfermedades parasitarias humanas causadas por un
espectro variado de pardsitos representan un problema
médico global. Esta situaciéon alarmante se debe
principalmente a la falta de interés por parte de la industria
farmacéutica de los paises industrializados. Dicha ausencia
se debe, a que estas enfermedades afectan, principalmente
las personas de escasos recursos en los paises del tercer
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Figura 1. Farmacos utilizados para el tratamiento de la enfermedad de Chagas: el nifurtimox es del grupo de los
nitrofuranos; este farmaco esta indicado en el cuadro agudo, en el cual se reduce considerablemente la sintomatologia. Los
nifos y adolescentes toleran mejor el farmaco, el benznidazol es del grupo de los nitroimidazoles. Debe ser usado a la dosis
de 5 a 8 mg/kg al dia, durante 30 dias. Dosis mayores después de la cuarta semana pueden llegar a producir

manifestaciones cutaneas y polineuropatia periférica.

mundo (de regiones tropicales y subtropicales).” * Otro
problema consiste en que los parasitos protozoarios son
organismos eucarioticas, por ende, su maquinaria celular y
bioquimica es muy compleja. La biologia celular de la
interaccion entre parasito y huésped es también
increiblemente compleja.’ Los parésitos protozoarios de
géneros Leishmania y Trypanosoma son organismos
flagelados, pertenecientes al subfilo Mastigosphora,
mientras que el Plasmodium a Esporozoa. Aunque son
organismos diferentes, se presentan algunas similitudes
bioquimicas que facilitarian la busqueda de farmacos
efectivos. Sin embargo, muchos parasitos protozoarios
tienen una o mas etapas intracelulares durante su ciclo de
vida, es decir, presentan diferentes formas morfoldgicas.
Por otra parte, para poder ingresar en las células del
huésped, utilizan mecanismos de invasion muy
sofisticados, de hecho, cada género de parasitos usa su
propiatactica que le permite invadir a la célula del huésped.

El objetivo de esta revision es resumir y apuntar algunos
aspectos bioquimicos y biomédicos esenciales en la
busqueda racional de nuevos agentes antiprotozoarios,
enfocando la atencion al rol biolégico de las proteasas de los
parasitos protozoarios. Esta informaciéon importante sera
util para los estudiantes e investigadores que se interesen a
los problemas de quimica medicinal, el cual aporta mucho
al desarrollo de ciencias médicas en general, y de la
medicina molecular parasitaria en particular.

Logros en el desarrollo
de agentes antiprotozoarios

Tripanosomiasis. El protozoo hemoflagelado
Trypanosoma cruzi infecta a unos 14-16 millones de
personas en América del Sur y Central donde constituye un
enorme problema de salud publica. Actualmente, se calcula
que alrededor de 2-3 millones de personas desarrollan los
sintomas tipicos de esta infeccion que produce
aproximadamente de 17.000-50.000 de muertes al afio.*’
Esta enfermedad es transmitida al hombre cominmente por
los insectos como el Triatoma infestans, conocidos
popularmente como “pitos”, “barbeiros”, “chipos”,
“vinchucas” o ”chinches besadores”. Estos pican al
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hombre, ingieren sangre y cuando la ingestion ha sido
abundante defecan facilmente sobre la piel. Las
deyecciones son frotadas como consecuencia del rascado y
través del sitio de la picadura o laceraciones que existan o se
produzcan en la piel, ocurre la penetracion del parasito,
llamado en esta etapa tripomastigote metaciclico.

En los tejidos conjuntivos de la dermis (o en el tejido
subcutaneo), estos se transforman en amastigotes que se
multiplican por fision binaria en las células de los tejidos
infectados. Los amastigotes intracelulares se convierten en
tripomastigotes que son liberados a la sangre circulante.
Estos tripomastigotes pueden infectar otras células, pero no
son capaces de multiplicarse en la sangre ya que la unica
forma replicativa en el vertebrado es la forma amastigote
intracelular e invaden otras células, para repetir el ciclo,
afectando a 6rganos importantes, como el corazon, el colon,
el es6fago (los “megasindromes”). Solamente unos pocos
farmacos con buena actividad tripanocida han sido
aceptados, registrados y comercializados: nifurtimox (1)
(Nfx, Lampit"), benznidazol (2) (Bnz, Radanil”) y el agente
DO0870 (3) (“bistrizol”, experimental) (figura 1).

Los dos primeros son efectivos contra las formas
tripomastigotes, que circulan durante la fase aguda de la
enfermedad y no garantizan la curacion completa. Ambos
actian via la reduccion del grupo NO, y producen efectos
secundarios que incluyen mutagénesis, éstos provienen en
parte de los dafios oxidativos de los tejidos del huésped. Por
otra parte, el Bnz interactia con las macromoléculas
proteinicas formando enlaces covalentes via intermediarios
del grupo nitro reducido.

Un fendémeno parecido se observa en el caso de la
tripanosomiasis africana, las moscas tsé-ts¢ (Glossina
palpalis o Glossina morsitans) adquieren los parasitos
cuando se alimentan de mamiferos enfermos. Dentro del
insecto los parasitos se encuentran en forma epimastigote,
posteriormente se transforman en la forma tripomastigote,
la cual puede multiplicarse en el torrente sanguineo del
huésped y llega a los sistemas y drganos importantes, como
el liquido cefaloraquideo y el sistema nervioso central.
Existen reportes que indican que mas de 60 millones de
personas en Africa estan expuestas a la tripanosomiasis
africana; en 1998 hubo 40.000 muertes provocadas por esta
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Figura 2. Farmacos utilizados en el tratamiento de la tripanosomiasis africana, provocada por las moscas tsé-tsé infectadas.
La efectividad de estos farmacos no es satisfactoria y producen reacciones secundarias y toxicas severas.

enfermedad.”’ Los firmacos que se usan en este caso son la
pentamidina (4), el melarsoprol (5) y el megazol (6). Todos
son toxicos y producen efectos secundarios: hipertension,
dermatitis, danos miocardiales. La eflornitina
(difluorometilornitina-DFMO, 7) es la unica terapia eficaz
para los pacientes con enfermedad del suefio gambiense que
recaen tras haber recibido melarsoprol.” En los casos
nuevos, la eflornitina es igual de eficaz y mucho menos
toxica que este ultimo. Algunos agentes estan en diferentes
fases clinicas, como la furamidina (8), laamidoxima (9) y el
agente RO150216 (10) (figura 2).

Leishmaniasis. En la Leishmania, los parasitos
enteramente intracelulares en el huésped vertebrado,
producen una gran variedad de llagas y dulceras que
destruyen la piel y tejidos subyacentes, la leishmaniasis
cutanea es transmitida por insectos dipteros del género
Lutzomya (que miden de 2 a 3 mm, de habitos nocturnos,
s6lo la hembra es hematofaga). La picadura de estos
insectos es dolorosa y deja una macula eritematosa que
persiste durante 2 a 3 dias. Esta enfermedad existe en forma
endémica en 88 paises del mundo. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud anualmente se presenta 1-2 millones de
casos nuevos a nivel mundial, lo cual eleva la prevalencia a
unos 12 millones de casos y la poblacion expuesta a unos
350 millones de personas.' Se encuentran cinco especies
importantes de Leishmania (L. tropica, L. major, L.
braziliensis, L. donovaniy L. mexicana), que causan las tres
formas principales de la enfermedad en seres humanos,
leishmaniasis cutanea, leishmaniasis visceral, y
leishmaniasis mucocutanea. La forma y la severidad de la
enfermedad dependen en gran medida de la especie y del
estado del anfitrion inmune.” La puerta de entrada del
parasito al hombre es la piel, a través de la picadura del
vector. Las formas promastigotes del parasito invaden las
células del sistema reticulo-histiocitario, se reproducen
bajo la forma de amastigotes y luego se diseminan por via
linfatica o por via sanguinea para localizarse en los
macrofagos de la médula osea, el higado y el bazo, cuyo
compromiso gradual, crénico, llega a ser masivo, lo cual
explica las manifestaciones clinicas de la enfermedad.
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El tratamiento de esta enfermedad se basa en la
administracion intramuscular de sales del antimonio
pentavalente (Sb™), Pentostum” (11) (figura 3), y su
andlogo Glucantime® (antimoniato de la N-metil
glucamina). A veces, se usan pentamidina y amfotericina B.

Igualmente, se ha propuesto utilizar la miltefosina que un
fosfolipido sintético activo por tdpicamente y por via oral,
quimicamente similar a los fosfolipidos naturales.” Este
farmaco con propiedades antineoplasicas, inmunomo-
duladoras, antivirales es particularmente interesante en el
tratamiento de la leishmaniasis visceral en la que ocasiona
hasta el 98% de curaciones, incluyendo pacientes
previamente tratados con antimonio pentavalente en los que
este habia sido ineficaz o que habian recaido.""”

Malaria. Teniendo la practica evolucionaria de millones de
afios, el parasito de la malaria es un “campeo6n” del engafio,
puede evadir el sistema inmune del hombre e invadir
facilmente las células rojas. Este parasito es un organismo
complejo con 14 cromosomas, mas de 7,000 genes y un
ciclo vital que posee 4 etapas: una fase asexual en el hombre
y una fase sexual en el mosquito Anopheles. Hay muchos
parasitos del género Plasmodium que infectan hospederos
vertebrados. La especie Plasmodium falciparum es la mas
virulenta y agresiva y ocasiona la mayoria de las muertes
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Figura 3. Sales del antimonio (Sb®) utilizadas en el
tratamiento de la leishmaniasis. Antimoniato de N-
metilglucamida. Se administra por via intramuscular
diariamente durante 2 a 3 semanas. Se presenta en
ampollas de 5 ml que contienen 1.5 gdelasal.
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Figura 4. Aminoquinolinas sustituidas con excelente actividad antipaludica. Su prototipo modelo es la quinina, aislada de la

corteza del arbol Quina.

informadas. Su ciclo vital en los humanos comienza cuando
el mosquito (en realidad, es la mosquita) infectado con los
esporozoitos se alimenta (“pica”) y con su saliva ingresa
cientos de esporozoitos al torrente sanguineo, los cuales se
dirigen a los hepatocitos. En un lapso de tiempo corto, los
esporozoitos se transforman en esquizointes y merozoitos,
los cuales rompen las células del higado, salen nuevamente
al torrente sanguineo e infectan rapidamente a los globulos
rojos (eritrocitos). La liberacion de los merozoitos de las
células rojas rotas conduce a los escalofrios caracteristicos
de la enfermedad. La fiebre subsiguiente se debe a restos de
proteinas extrafias de las células rotas. Al salir de las células
rotas, los merozoitos pueden tomar dos caminos: a)
Participar en el proceso repetitivo de la amplificacion; b)
Pueden desarrollarse en “hembras” y “machos”, formas
conocidas como gametocitos y reinfectar los mosquitos, los
cuales infectan a los mamiferos. Se estima que esta
enfermedad afecta a mas de 600 millones de personas y
causa lamuerte a 1.7-2.7 millones a cado afio.""” Esto quiere
decir que durante ese lapso una persona muere cada 12
segundos por esta enfermedad, en su mayoria nifios y cerca
1/3 de la humanidad vive en riesgo de contraerla. De cada
diez casos, nueve ocurren en Africa sub-sahariana y 2/3
partes de los restantes se reparten entre seis paises: Brasil,
India, Sri-Lanka, Vietnam, Colombia e islas Salomon.
Dentro del arsenal de farmacos contra la malaria se
encuentran varios grupos de N-heterociclos (principal-
mente, el alcaloide quinina (12) y aminoquinolinas),
ademas de otros sistemas.™”'

Aunque la quinina presenta poca eficiencia y un alto grado
de toxicidad, sigue siendo un farmaco importante en el
tratamiento de la malaria multiresistente. Para remplazarla
se diseflaron compuestos mas efectivos y menos toxicos,
que poseen como base estructural el sistema quinolinico:
farmacos 8-aminoquinolinicos-primaquina (13),
plasmoquina (14), ¢-butilprimaquina (15) - y farmacos 4-
aminoquinolinicos - cloroquina (CQ, 16) y amodiaquina
(AQ,17) (figura4).

36

Otro tipo de farmacos antimaldricos lo constituyen el
sesquiterpeno artemisinin (18, ginghaosu)” y sus derivados
semisintéticos (19, trioxanos, figura 5). Este sesquiterpeno
fue aislado como un componente activo contra malaria en
1972. En la actualidad, sus derivados estan siendo
administrados rutinariamente en el tratamiento de la
malaria, sobre todo en Asia. Su modo de accion ha sido
propuesto” y estas investigaciones han ayudado a disefiar
nuevos farmacos tomando como base la estructura del
artemisinin. Algunos de estos trioxanos estan en fase I de
pruebas clinicas.

La CQ fue sintetizada en 1934 y desde entonces ha sido
considerada como un agente antipalidico de alta eficacia 'y
toxicidad relativamente baja.”** Este farmaco fue utilizado
extensamente por mas de 50 afios en varios programas de
erradicacion mundial de la malaria. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha observado una disminuciéon en la
efectividad del farmaco en Africa, América del Sur y el
sureste asidtico, principalmente por el desarrollo de
resistencia a la CQ por parte del parasito P. falciparum. La
busqueda constante de nuevos analogos de la CQ es una

Figura 5. Farmacos sesquiterpenicos antimalaricos. Tienen
las estructuras asombrosas con un puente peroxido. El
prototipo es el artemisinin, aislado de la planta ancestral
Artemisia annua, empleada como remedio herbal en China
para la fiebre y mas recientemente para el tratamiento de P.
falciparum multi-resistentes.
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tarea importante de los quimicos medicinales.”” * Tal es el

caso de la AQ, que posee alta eficacia, pero que tiene
algunos efectos toxicos. Por eso su uso se limité a mediados
de los afios 80. Sin embargo, debido a su gran actividad
contra los parasitos resistentes a la CQ, recientemente se ha
incrementado su uso.”" Por otra parte, se encuentra la 2-¢-
butilprimaquina (15) que ha mostrado excelente eficacia
antimalarica.” Anteriormente, se pensaba que el
mecanismo de accion de estos compuestos estaba asociado
con la formacion de complejos con el ADN del parasito, y
que la actividad estaba asociada con la estabilidad de este
complejo.”* Sin embargo, numerosas investigaciones han
demostrado la invalidez de este modelo.

En la actualidad se acepta que las 4-aminoquinolinas
interfieren con la desoxificacion de la hematina libre
(ferroprotoporfirina IX, Fe[III]FPIX), generada durante la
degradacion de la hemoglobina (Hb) dentro de la vacuola
digestiva central del parasito. En este proceso, la
hemoglobina es “transformada’ en péptidos pequefios que a
su vez son transportados (en forma de a-aminoacidos, AA)
hacia el citoplasma del parasito (figura 6).

Fragmentos de la hematina pueden tener un efecto toxico,
por lo cual son convertidos (via un mecanismo oxidativo) en
cristales insolubles, llamados hemozoina (o -hematina) o
pigmento de malaria que es dimero ciclico del Fe[IIIJFPIX.
Este mecanismo es conocido como la polimerizacion de
hematina.”* El firmaco inhibe tanto la degradaciéon
oxidativa como la polimerizacion, formando un complejo

Citosol
del parasito

a-AA
. Cacuola digestivo

Hb Proteasas pg yiqos  del parasito

Hematina g---=-===="""""" '

(0]
tomo 22/ (7
Hemozoina

Eritrocito

Figura 6. Procesos bioquimicos durante la ingestion de la
Hb y blanco de la CQ. La CQ es una base débil diprotica
(pKa, = 8.1; pKa,= 10.2), en su forma no protonada puede
atravesar las membranas de los eritrocitos invadidos y
moverse con el gradiente de pH para acumularse en la
vacuola (pH ~ 5.5) del invasor, donde se cree que las 4-
aminoquinolinas ejercen su accion antimalarica. La CQ se
acumula hacia abajo del gradiente de pH, de tal forma que
su acumulacion en el parasito es 10,000 veces mayor que
en el glébulorojo.
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con la hematina, desencadenando un efecto tdxico por el
aumento de la concentracion de ésta, resultando en la
muerte del parasito.”

Busqueda de un farmaco ideal contra
parasitos protozoarios

Segtn los estudios realizados acerca de la bioquimica de los
parasitos, el agente ideal, deberia ser:
a)Selectivo y potente, tanto contra las formas intra-
celulares como contra las formas extracelulares;
b)Deaccionrapiday completa;
c)Efectivo para impedir el progreso de las formas agudas
e indeterminadas de la infeccion;
d)Inocuo para la persona tratada y que no produzca
efectos adversos;
f)No debe inducir resistencia del parasito al medicamento.

Los estudios modernos de las enfermedades causadas por
parasitos protozoarios de diversos géneros se basan en las
investigaciones comparativas, bioquimicas y fisiologicas
del parasito y del huésped para lograr notar diferencias en
procesos esenciales que permitan una inhibicion selectiva
del primero. La quimioterapia moderna se enfoca en tres
tipos principales de posibles blancos (dianas) en las
parasitosis: i) enzimas unicas encontradas sélo en los
protozoos; ii) enzimas importantes existentes en huésped y
protozoo, pero indispensables solo para el segundo; iii)
funciones bioquimicas comunes, existentes en el protozoo y
en el huésped, pero con diferentes propiedades
farmacologicas. Las dianas promisorias del parasito
protozoario son un sistema de glutation (GSH)- glutation
oxidado (GSSG), mantenido por la glutation reductasa; y-
glutamilcisteina sintesa (GGCS), farnesilpirofosfato sintasa
(FPPS) y proteasas (catepsinas). La GGCS (EC 6.3.2.2)
cataliza la etapa limitante de la sintesis de glutation. Las
enzimas proteoliticas, especialmente proteasas lisosomales
(catepsinas) catalizan la hidrolisis de una variedad de
sustancias proteinicas con un proposito diferente y estan
involucradas en diferentes procesos fisiologicos. La mayoria
de las catepsinas pertenecen al grupo de las endopeptidasas
(EC 3.4.21-24). Su clasificacion es basada en la naturaleza
quimica de los grupos que ejercen la actividad catalitica:
grupo “Ser” (EC. 3.4.21), grupo “Cys” (EC 3.4.22), grupo
“Asp” (EC3.4.23)y grupo “Metal ion” (EC 3.4.24).

Teniendo en cuenta que la actividad bioldgica es el resultado
de la interaccion de un farmaco con una biomolécula y que
un farmaco es también una molécula, que tiene unas carac-
teristicas fisico-quimicas establecidas, como consecuencias
de las mismas, ésta puede describirse como los aconte-
cimientos de absorcidn, transporte, interaccion y excrecion.
En la planeacion de la sintesis de una molécula bioactiva, es
necesario distinguir las estructuras privilegiadas, que son
fragmentos Uinicos, capaces de proporcionar ligandos para

. 3
diversos receptores.”’
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Las proteasas del parasito protozoario
son dianas promisorias en la busqueda
de nuevos agentes antiparasitarios

Los avances recientes en el analisis genémico de ciertos
parasitos protozoarios revelaron factores claves involucra-
dos en la patogénesis de estas enfermedades. Uno de estos
factores es el rol importante de las proteasas (hidrolasas
peptidicas, EC 3.4) que utiliza el parasito para entrar a una
c€lula, migrar a través de las barreras de los tejidos,
degradar la hemoglobina y otras proteinas de la sangre,
escapar al sistema inmune y activar la inflamacion.” ™ Las
principales proteasas de varios protozoos juegan un rol
importante en el desarrollo de la enfermedad parasitaria
producida por un protozoo.

Trypanosama

Cruzaina. La cruzaina (o cruzipaina, GP57/51) es una
proteasa del grupo “Cys” (proteasa cisteinica) que es
responsable de la actividad proteolitica de T. cruzi.”* Es
expresada en cada etapa del ciclo vital de este protozoo, esta
localizada en diferentes partes del organismo del parasito

para cumplir con las funciones especiales de cada etapa.

La forma epimastigote (del vector) la tiene localizada en
lisosomas, en estos momentos, la cruzaina puede servir para
degradar los nutrientes. En la forma tripomastigote extra-
celular, es responsable de infectar las células del huésped y
esta fijada a unaregion especial de los tripomastigotes. En la
etapa de transformacion de tripomastigotes en amastigote,
se localiza en la superficie celular del citoplasma del
huésped. También ayuda en la invasion de otras células del
huésped por parte de los tripomastigotes.

Debido a laimportancia de esta enzima en el funcionamiento
normal del parasito, se considera como una diana atractiva e
importante en la bisqueda de nuevos compuestos-lideres
contra esta enfermedad. Uno de los primeros disefios de
inhibidores de la cruzaina estaba enfocado en los inhibidores
irreversibles como las vinil sulfonas (20)** (figura 7).

Los estudios en animales indicaron que aunque los com-
puestos no son toxicos en dosis terapéuticas, la selectividad
de estos inhibidores para la cruzaina y las proteasas-cisteina
humanas (catepsinas) era pobre. Sin embargo, este trabajo
fue una base para otro disefio de inhibidores selectivos de
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Figura 7. Sistemas utilizados como inhibidores de la enzima
cruzaina. Son moléculas tipo vinil sulfonas que pueden
interactuar con la cruzaina, inhibiéndola via la formacién de
un enlace covalente.

O Ry , O
~/\J\ N\/U\/S~
(Jowys. T
N/ O Phe

2-Py; 3-Py; 4-Py
21 R4 =(CH2),COOEt, (CH,)3Ph; t-Bu;
R, =Phe, Leu

Figura 8. Interacciéon de los inhibidores (21) con el sitio
activo de la enzima cruzaina.” Son moléculas tipo a-
cetoamidas, tienen una potente actividad inhibitoria y
selectividad (cruzaina/catepsinas) aceptable.

estructura general (21) que interactian mucho mejor con el
sitio activo de la cruzaina*® (figura 8). Los mejores
inhibidores de este tipo tienen actividad inhibitoria K, entre

0.9-10.0nM y selectividad aceptable.

Los primeros inhibidores (20, 21) tenian una gran
desventaja, como se mencion6 antes, son compuestos muy
reactivos y por ende poco selectivos. Estos compuestos
reaccionan con las proteasas cisteinicas u otras que
contienen grupos SH. Para incrementar la selectividad y
reducir la reactividad y toxicidad, se realiz6 la busqueda de
otros andlogos hasta encontrar las tiosemicarbazonas (22) y
semicarbazonas (23) (figura 9) que exhiben actividad
ponente contra cruzaina y actividad tripanocida contra
parasitos en cultivos celulares.”

HzC
NN S
. S . .
YR v
23 © 24 S
Br

Figura 9. Compuestos sintéticos con alta actividad tripanocida. De sencilla estructura, las tiosemicarbazonas exhiben
actividad ponente contra cruzaina y actividad tripanocida contra parasitos en cultivos celulares.

38



Busqueda de nuevos agentes antiprotozoarios selectivos

X

H H
\N’N\H/N‘H

S

X =CHy, O

25 R=H,Br 26

Figura 10. Compuestos-tripanocidas con una alta inhibicion
de la cruzaina, que se basan en la estructura de los primeros
inhibidores. Son moléculas, preparadas a partir de cetonas y
tiasemicarbazida. Tienen una capacidad grande para formar
un enlace covalente con el residuo Cys de la cruzaina.

En particular, la 3’-bromopropiofenona tiosemicarbazona
(24) result6 ser un inhibidor enzimatico muy ponente mos-
trando alta actividad tripanocida, en concentraciones que no
presentan toxicidad para las células mamiferas. Otros estudios
demostraron la importancia de este grupo funcional en el
disefio de los inhibidores de las proteasas cisteinicas.”™ Los
compuestos similares (25, 26) (figura 10) demostraron una
ponente inhibicién de la cruzaina con IC,, 17,24 y 80 nM.”

Los estudios de docking del sitio activo de la cruzaina
sugieren que el ataque covalente del residuo Cys25 de la
enzima sobre el carbono del grupo C=S de los compuestos
22-26 se realiza mejor gracias a la asistencia del residuo
His159 via la transferencia del H al grupo C=S™ (figura 11).

Actualmente, se cree que la busqueda racional de
inhibidores-tripanocidas selectivos dentro nuevos derivados
de tiosemicarbazonas es muy perspectiva y tendra un
impacto cientifico considerable.

Por ultimo, cabe notar que recientemente se logrd
identificar y definir la estructura de chagasin, un inhibidor
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endégeno de las proteasas cisteinicas de Trypanosoma
. 56,57 . . . .

cruzi.”” El conocimiento de la estructura cristalina del

chagasin podria contribuir en la elucidacion del mecanismo

molecular de la inhibicién de la cruzaina y otros proteasas

cisteinicas de los protozoos similares.

Leishmania

Proteasas del grupo Cys. Las especies de Leishmania,
particularmente L. mexicana y L. major, contienen un nivel
alto de proteasas cisteinicas que son requeridas para la
multiplicacién del parédsito. Las enzimas mas
representativas de este grupo son la catepsina L, parecida a
la familia de proteasas A (CPA) y B (CPB) y la catepsina B,
parecida a la familia de proteasas C (CPC), las cuales se
encuentran en los organelos lisosomales de la forma
amastigote del parasito. La estructura del sitio activo de
estas proteasas puede ser reproducida con la estructura de la
papaina.

Elmodo de accion del sitio activo (triada catalitica) de todas
las proteasas cisteinicas consiste en las reacciones
nucleoéfilas de los residuos Cys, His y Asp. Los estudios
indicaron que las secuencias primarias de catepsinas Ben L.
major tiene una alta identidad general (54%) con las CPB
del higado humano, pero mucho menos (30%) comparando
con la papaina.™ Esta aclaracion estructural permite disefiar
modelos estructurales de CPB y CPL de especies
Leishmania (Se comprobo que las secuencias de CPB de L.
majory L. mexicana son idénticas en un 80%).

Usando las bases de datos (aprox. 150,000 compuestos
comercialmente asequibles) y realizando estudios de
interaccién proteina-sustrato, se seleccionaron los
mejores candidatos, los resultados mostraron que el
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HoN NN
2% Csh Yy

Figura 11. Un posible modo de accién de los tiosemicarbazonas via inhibicion de la cruzaina.** La inhibicién enzimatica se
realiza por medio de la reaccion nucledfila del anion de azufre del Cys al grupo C=S de la tiosemicarbazona y la transferencia

delHdel His159.
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Figura 12. Inhibidores-leishmanicidas de las proteasas cisteinicas. Son moléculas aromaticas con los grupos funcionales
(hidroxi, carboxiy amino) que pueden ser responsables por la actividad enzimatica.

compuesto mas promisorio fue el compuesto PS28 (27)
(figura 12).

Luego, estudiaron la segunda generacion de los inhibidores
no peptidicos de CPB y CPL; los tres inhibidores
codificados como ZLII115A (28), ZLIII43A (29) y
ZLIIT133A (30) eran efectivos no solo contra la proteasa de
L. major, sino también contra el parasito, teniendo IC;, 0.5-
10 uM. Sin embargo, estos ultimos tienen poca selectividad
sobre las catepsinas humanas.”

Leishmanolisina. Otra diana promisoria del parésito
Leishmania es la leishmanolisina, una proteasa del grupo
“Metal i6n”, conocida como zinc-proteasa GP63 o PSP
(Promastigote Surface Proteinase, figura 13), la cual es un
componente abundante de la superficie del promastigote
(~5%10° moléculas por cada célula), donde es activa
enzimaticamente contra sustratos polipeptidicos.”” * Se
supone que es un ligando involucrado en la interaccion entre
el parasito y el sistema defensivo del huésped. Su estructura
consiste en tres dominios, dos de los cuales (el dominio N-
terminal y el dominio central) contribuyen en la formacion
del sitio activo: el i6n de zinc (IT) es coordinado con los
atomos e-nitrégeno de His-264, His-268 y His-334 a una
distanciade 2.18 A,2.18 Ay 2.12 A, respectivamente; estos

Figura 13. Estructura tridimensional de la metaloproteasa
GP63.49 Es una proteasa conocida como zinc-proteasa PSP
(Promastigote Surface Proteinase); es la segunda molécula
importante de la superficie parasitaria que constituye
aproximadamente el 1% de la proteina del parasito. Esta
aumentada en su expresion durante la metaciclogénesis.
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parametros son similares en otras zinc-metaloproteinasas.
El desarrollo sintético de los inhibidores-leishmanicidas de
la leishmanolisina esta todavia en su infancia; no obstante,
se considera que su estudio aportara mucha informacion
valiosa en la lucha contra la leishmaniasis.

Plasmodium

Plasmepsinas. Las especies de Plasmodium se multiplican
asexualmente en las células rojas de su huésped.” El
resultado final de esta multiplicacion es la aparicion de los
merozoitos, una forma de vida corta. La proteina superficial
mas abundante es la MSP-1 (Merozoite Surface Protein)
cuyo estudio biolégico condujo al descubrimiento de un par
de proteasas séricas PfSUB-1 y PfSUB-2- que juegan un
papel importante en la invasion de las células rojas. Todavia
no se conoce con exactitud su mecanismo. Otra proteasa del
mismo grupo es la proteasa p76, componente de la
membrana de P, falciparum. Ambos tipos de proteasas estan
implicadas en el proceso de invasion de los eritrocitos por
parte del parasito. La figura 14 del ciclo vital de P,
falciparum en los eritrocitos muestra el comienzo de la
invasion de un eritrocito (circulos rojos) por parte de un
merozoito (circulos negros); ambos tipos de proteasas estan
implicadas en este proceso.

Q

N
Degradacion R e \-/

de la Hb

Figura 14. La invasién de los glébulos rojos por los mero-
zoitos. Los merozoitos se liberan desde las células hepaticas
para infectar los eritrocitos en la corriente sanguinea. Una
vez dentro de los eritrocitos, la reproduccion asexual ocurre
en ciclos de 48 horas. Los parasitos se desarrollan en etapas
anulares, trofozoitos y luego en esquizontes.
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Figura 15. Modelo de inhibicion sobre la proteina PM-2. La actividad inhibitoria del compuesto (31), se debe a la interaccion
del fragmento diaminico con los dos residuos Asp34 y Asp214 de la PM-2 (diada catalitica), por medio de la formacion de

puentes de hidrégeno.

Durante la fase intraeritrocitica de su ciclo de vida, el
parasito de malaria ingiere y degrada una cantidad enorme de
la hemoglobina del huésped. La degradacion de la Hb es un
proceso esencial del parasito y cualquier interrupcion de este
proceso conduce a la muerte del mismo. Se cree que dicha
ruptura promueve la apertura y la liberacion del fragmento
hemo, el cual inicia un proceso de degradacion. En esta
ultima etapa participan otras proteasas - falcipainas (del
grupo “Cys”) y falcilisinas (del grupo “Metal i6n”’). Cabe
notar que es una etapa de formacion de los trofozoitos. Hasta
ahora, la informacion precisa sobre los logros de busqueda
de los inhibidores contra estas proteasas es escasa.” * En este
proceso, dos proteasas del grupo “Asp”, llamadas plasmep-
sinas: PM-1yPM-2"*y otras” también estin implicadas.

Las plasmepsinas inician esta degradacion via la hidrélisis
del enlace peptidico entre los residuos Phe33 y Leu34 en la
cadena o de la hemoglobina y son dianas promisorias para
desarrollar nuevos farmacos antimalaricos. La actividad
proteolitica de las plasmepsinas requiere nuevos
inhibidores selectivos que serian activos contra todas las
plasmepsinas mientras no posean actividad contra las
proteasas de “Asp” humanas (catepsinas Dy E). Entre las

plasmepsinas, solo la estructura de la PM-2 ha sido
caracterizada. Los primeros inhibidores de PM-1 y PM-2
han sido identificados en las colecciones quimicas
existentes™ ” y en las librerias combinatorias,”” tomando
como base el modelo estructural de PM-2, el grupo de Prof.
Diederich logré preparar algunos inhibidores que
interactian con los residuos Asp34 y Asp214, donde se
destaca la diamina (31)” (figura 15), descubriendo mejoras
con respecto a los primeros inhibidores sintéticos.””

El objetivo principal de nuestro laboratorio es generar la
formacion de sistemas heterociclos que puedan tener un
amplio rango de actividades farmacoldgicas. Desde su
inicio, nuestros esfuerzos estan dedicados a la busqueda de
sustancias activas y su obtencion por medio de nuestras
propias estrategias. En nuestro laboratorio se preparan y se
estudian diversas moléculas nitrogenadas:
tetrahidroquinolinas, quinolinas, benzazepinas y
piperidinas, entre otras. La atencidn actual se centra en la
preparacion efectiva de diversas quinolinas que podrian ser
agentes antiparasitarios efectivos, esta idea se encuentra
soportada por la informacion bioquimica de algunas
quinolinas tanto naturales como sintéticas (figura 16).

N
CHs N/38 = NOz
,CH3
s: H NH2

Figura 16. Sistemas quinolinicos con actividad antiparasitaria. Son moléculas tanto naturales como artificiales que actuan
selectivamente frente algunos protozoos mencionados en este texto.
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Moléculas activas contra los epimastigostes de Trypanosoma cruzi

Moléculas activas contra los promastigotes
de Leishmania panamensis
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Figura 17. Biomoléculas disefiadas en el LQOBIio. Son moléculas faciles a sintetizar, todas contienen el mismo esqueleto de

la quinolina.

Por ejemplo, la quinolina Q45 (32) que se ha recomendado
como un agente quimioprofilactico eficaz para esterilizar la
sangre de las transfusiones contra la tripanosomiasis
americana,” también es eficaz en el tratamiento de la
leishmaniasis visceral. Por otra parte, el arbol Eventa
(Galipea longiflora, rutacea) resulté ser una fuente rica de
las quinolinas C-2 sustituidas (33-37, chimaninas 33-35)
que tienen accidn terapéutica contra Leishmania
donovani.”**" Sus analogos sintéticos (38-40),
recientemente preparados, han demostrado potente
actividad contra varios protozoos.” ™

La rapidez de la adquisicion de la resistencia frente los
farmacos antimalaricos actuales, sobre todo, la cloroquina
obliga a identificar compuestos antimalaricos alternativos.
Los enfoques recientes en la disminucion de la resistencia
de los farmacos basados en las 4-aminoquinolinas incluyen
el disefo y sintesis de los inhibidores duales quinolinicos
(41,42) o “los farmacos dobles” que podrian inhibir la
formacion de la haemozoina y otra diana diferente de este
protozoo.”™* Este enfoque podria funcionar si se buscara la
hibridacion de las partes electrofilas con los requisitos
estructurales minimos para la actividad biologica de estos
protozoos. Dicha hibridacion esta basada en la seleccion
racional de la variedad de las partes electrofilas y su
ligamiento quimico con las dianas de los parasitos
mencionados.

Basandose en la premisa de que la medicina moderna
requiere la intensificacion de la elaboracion de los farmacos
para combatir las enfermedades, en nuestro laboratorio se
desarrollan metodologias sintéticas modernas de las
reacciones de condensacion y/o ciclacion multicomponente
que pueden contribuir considerablemente tanto al
desarrollo y disefio de nuevos farmacos como al desarrollo
dela quimica verde.”

Gracias a herramientas sintéticas muy eficientes como son
las reacciones de Friedel-Crafts intramoleculares, de
cicloadicion [4+2] y la condensacion de tres componentes,
se generaron nuevas bibliotecas pequeias de diferentes

clases de tetrahidroquinolinas o quinolinas. De otro lado, se
desarrollaron nuevos hibridos de cloroquina-tiazolidino-
nas, cuya preparacion consiste en dos pasos sintéticos
utilizando la 4,7-dicloroquinolina y sus aminoproductos de
sustitucion. Analisis de actividades antiparasitarias in vitro
preliminares de estos compuestos sintétizados™” permiten
esperar la aparicion de nuevos agentes selectivos,
accesibles econémicamente y no toxicos (figura 17) en la
lucha contra ciertos protozoos.

La sintesis de estos compuestos se basa en la metodologia
moderna de economia de 4tomos usando condensaciones
multi-componentes entre sustratos baratos y comerciales o
sintéticamente accesibles y aplicando lo mas posible los
criterios de la quimica verde. En el Laboratorio de Quimica
Organicay Biomolecular, se estudia con mucha admiracion
y respeto el inacabable surtido de moléculas que provee la
impredecible Naturaleza e intenta aportar su modesto
trabajo al descubrimiento de moléculas pequefias con
actividad antiparasitaria selectiva, buscando la aplicacion
de nuevas entidades propias para nuevas dianas de los
protozoos, lo que enriquece a la quimica medicinal de
enfermedades parasitarias.
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