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RESuMEN

En el simposio sobre* Desarrollo de nuevos farmacos en México” ,
hicimos un resumen delostrabaj os que nos han per mitido desarro-
Ilar compuestos con posible actividad tripanosomicida. Se descri-
bi6 el estado actual de la enfermedad de Chagasy la ineficiencia
de los farmacos empleados para su tratamiento.

La estrategia que se sigui6 para desarrollar un compuesto con
actividad tripanosomicida fue la siguiente: se utilizd como enzima
blanco la o+hidroxiacido deshidrogenasa isoenzima Il de T. cruz
paratratar deinhibir el metabolismo energéticodeesteparasito. Se
disefid y sintetizé el compuesto y se determind su actividad biol 6gi-
ca; el &cido N-isopropil oxamico resulté ser un inhibidor selectivo
de esta enzima y presentd, ademas, actividad tripanosomicida en
cultivosdeepimastigotes, tripomastigotescirculantesy amastigotes
entejido. Losestudiospreliminaresmuestran el efectotripanosomi-
cidadel éster etilico del N-isopropil oxamico sobrelosamastigotes
intracelulares. Este compuesto reduce en un 60 a80% el nimero de
nidos de amastigotes en miscul os cardiaco y esquel ético, mientras
que el nifurtimox, uno de los f&rmacos empleado actualmente para
el tratamiento de esta enfermedad, produce una disminucion de 20
a 30%, lo cual concuerda con lo que seinforma en relacién con el
poco efecto de este farmaco en la fase croénica de la enfermedad de
Chagas.
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Introduccién

L a enfermedad de Chagas, llamada asi después de
gue el médico brasilefio Carlos Chagas la describi6 en
1909, existe sélo en el continente americano, desde México
hasta el sur de Argentina. Afecta entre 16 y 18 millones de
personas; 20,000 de ellas mueren anualmente y alrededor
de 100 millones mas (25% de la poblacion de América latina)
estan en riesgo de adquirir esta enfermedad; dicho riesgo
esta en relacion directa con la pobreza.t?

La enfermedad de Chagas es causada por el Trypanoso-
ma cruzi (T. cruzi), un parasito protozoario flagelado que es
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SUMMARY

During the symposium “ Design of new drugs in Mexico”, we
presented asummary of theresear chthat | ed usto devel op substances
with trypanocidal activity. The epidemiological pattern of Chagas
disease was briefly described aswell asthe factor that explainsthe
low cure rate seen among chagasic patients.

The strategy used to develop a new compound with trypanocidal
activity was the following: we used T. cruzi a-hydroxiacid
dehydrogenaseisoenzymell, asatarget enzyme, tryingtoinhibit the
energetic methabolismof thisparasite. N-isopropyl oxamic acid the
substance we designed was synthesized and its biological activity
was determined. It is a selective inhibitor of this enzyme and in
addition, showed trypanocidal activity on cultured epimastigotes,
circulating trypomastigotes and intracellular amastigotes.
Preliminary studiesshow thetrypanocidal effect of theethyl ester of
N-isopropyl oxamicacidonintracellular amastigotes. Thiscompound
reduced by 60-80% the number of amastigotesnestson both cardiac
and skel etal muscle, whereasNifurtimox, thecurrently drug usedfor
treatment of thisdisease, produced areduction onamastigotesnests
of 20-30%, in agreement with previous reports describing the low
trypanocidal effect of this compound, in chronic stages of Chagas’
disease
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transmitido a los humanos en un 80% por un vector, un insecto
hematéfago de la familia Triatominae que se conoce comuin-
mente como chinche hociconay en un 20% por transfusion de
sangre contaminada o por via congénita. Los humanos y un
gran numero de especies animales, tanto domésticas como
salvajes, constituyen los reservorios naturales de T. cruzi.'?

En humanos, la enfermedad presenta dos etapas, una
aguda que aparece poco tiempo después de la infecciony la
otra cronica que aparece después de un periodo silencioso o
asintomatico que puede durar varios afios. Las lesiones de la
fase crénica afectanirreversiblemente rganos internos como
el corazoén, el esdfago, el colon y el sistema nervioso perifé-
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rico. Después del periodo asintomatico, un 27% de los indivi-
duos infectados desarrollan sintomas cardiacos que los pue-
den conduciraunamuerte subita, un 6% trastornos digestivos,
principalmente megavisceras y un 3% trastornos del sistema
nervioso periférico.'2

Quimioterapia

La enfermedad de Chagas sigue siendo el mayor problema
de salud en varios de los paises de Latinoamérica; en efecto,
los pacientes con la enfermedad crénica severa empeoran
progresivamente y con frecuencia mueren debido a un fallo
cardiaco. Hasta hoy no existe ningln tratamiento completa-
mente efectivo para esta enfermedad,® por lo que permanece
practicamente incurable. Aunado a esto, existe poco interés
de la industria farmacéutica para desarrollar nuevos farma-
cos antichagasicos.* El benznidazol (Bz) y el nifurtimox (Nf)
son los farmacos disponibles en la actualidad para el trata-
miento de la enfermedad de Chagas, son efectivos durante
la fase aguda pero casi no tienen efecto durante la fase
cronica. Ademas, la existencia de cepas de T. cruzi resisten-
tes a estos farmacos explica el bajo indice de curacién en los
pacientes chagasicos. Por lo tanto, la basqueda de nuevos
farmacos contra la enfermedad de Chagas esta plenamente
justificada.

Metabolismo energético del Tripanosoma
cruzi

Los tripanosomas que se encuentran en la circulacién san-
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Figura 1. Esquemadel metabolismo energético de Tripanoso-
ma cruzi e inhibicién de la o-hidroxiacido deshidrogenasa
isoenzima Il (HADH).
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guinea (tripomastigotes) utilizan solamente glicolisis para
generar la energia que requieren para su motilidad y sobre-
vivencia,® por lo que esta via metabdlica se ha visto como un
blanco prometedor para el disefio de nuevos farmacos con
actividad tripanosomicida.®’ Se argumenta que aquellos
compuestos capaces de inhibir esta via metabdlica deben
lograr una disminucion de la motilidad y la muerte del
parasito.

T. cruzi posee una enzima llamada o-hidroxiacido des-
hidrogenasa (HADH) con dos formas moleculares (HADH-
isoenzima | y HADH-isoenzima Il) que se han purificado y
caracterizado con base en su especificidad de sustratos y sus
constantes cinéticas.® La isoenzima | es responsable de la
poca actividad del lactado deshidrogenasa que se encuen-
tra en extractos de T. cruzi,® mientras que la isoenzima Il no
presenta actividad sobre el piruvato® pero es activa sobre
una amplia gama de sustratos, tanto lineales como ramifica-
dos. El acido a-ceto-isocaproico es el sustrato sobre el cual
presenta su maxima actividad.® Se ha demostrado que la
HADH-isoenzima Il participa en un sistema de lanzadera que
le permite a T. cruzi transferir los equivalentes reductores
(NADH) del citoplasma al interior de la mitocondria,*® en
donde son oxidados en la cadena respiratoria. Ademas, la
HADH isoenzima Il participa en la reoxidacion del NADH que
se genera en la glicolisis (Figura 1).

Disefio de un inhibidor de la o-HADH-
iIsoenzima ll de Tripanosoma cruzi

Como ya se menciond, la glicélisis es la principal ruta
metabdlica que emplea este parasito, por lo que la inhibicion
de la isoenzima Il podria conducir a una disminucién de su
motilidad y sobrevivencia.'?
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Figura 2. Relacion quimica y estructural entre el piruvato y el
acido a-ceto-isocaproico, sustratos de la o-hidroxiacido deshi-
drogenasa y los inhibidores oxamato y NIPOX.
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Figura 3. Efecto del nifurtimox (Nf), del benznidazol (Bz) y del
éster etilico del NIPOX sobre la parasitemia inducida en
ratones con diferentes cepas de T. cruzi. En el pico maximo de
la parasitemia, se administré una sola dosis de farmaco de 500
mg/kg por via oral y la parasitemia se determiné a las 6 horas
de acuerdo con el método propuesto por Filardi y Brener.'®
Tomado de (17).

De acuerdo con lo anterior, diseflamos un compuesto,
posible inhibidor de la HADH-isoenzima Il de T. cruzi, el
acido N-isopropil oxamico (NIPOX),*? un analogo estructural
del acido o-ceto-isocaproico. Con base en la similitud estruc-
tural de estos dos compuestos (Figura 2), supusimos que el
N-isopropil oxamato cumpliria con los requerimientos esté-
ricos y estructurales para comportarse como un inhibidor
competitivo y selectivo de la HADH-isoenzima 1.2 Se proce-
dié a la sintesis y la caracterizacion del NIPOX,*? el cual
resulté ser un excelente inhibidor competitivo y selectivo de
la HADH-isoenzima Il (Figura 3), pues no tiene efecto sobre
otras deshidrogenadas.? Los estudios cinéticos mostraron
ademés que la introduccion de isopropilo, una cadena
hidrocarbonada no polar, en el nitrégeno del oxamato incre-
menta significativamente la afinidad del NIPOX sobre el sitio
activo de la HADH-isoenzima I1.2

Mecanismo de accion del éster etilico
del NIPOX

También se investigd la actividad tripanosomicida del NI-
POx, para lo cual hicimos ensayos en cultivos de epimasti-
gotes. Sorprendentemente no detectamos actividad tripano-
somicida con el NIPOX, mas bien la encontramos con el Nf
y el Bz cuyo efecto tripanosomicida fue evidente.? Supusi-
mos entonces que el NIPOX no llegaba al interior del parasito
por la carga negativa que presenta su grupo carboxilato a pH
fisiolégico, ya que los compuestos polares dificilmente atravie-
san las membranas biologicas por difusion simple. Para
reducir la polaridad de este inhibidor, se sintetizé el éster etilico
del NIPOX (Et-NIPOX),? para transformar un compuesto polar
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Figura 4. Efecto del N-isopropil oxamato sobre la HADH-
isoenzima Il con un homogeneizado de la cepa NINOA de T.
cruziy el acido o-ceto-isocaproico como sustrato. La concen-
tracion de sustrato usada fue 0.05, 0.1, 0.2, 0.5y 1 mM; la
concentraciéon de NADH se mantuvo constante en 0.12mM.
Ensayos sin (@) y con (H) 0.1 mM o (A) 0.3mM NIPOX en la
mezcla de reaccion. La Km para el &cido a-ceto-isocaproico
fue 0.3mM. La Kise muestraen el recuadro en la parte superior
izquierda y se determiné en la gréfica de los valores de las
pendientes contra la concentracion del inhibidor. Tomado de
(16).

en uno hidrofébico que tiene afinidad porlas membranasy que
las puede atravesar facilmente por difusion simple. Con este
nuevo compuesto, se observo un efecto tripanosomicida ma-
yor que el obtenido con el Nfy Bz;*2 este efecto se debe a que
el Et-NIPOX es hidrolizado por las esterasas inespecificas que
posee T. cruzit***y da lugar a la produccion in situ del NIPOX,
el cual inhibe a la HADH-isoenzima Il de este parasito, con la
consecuente inhibicion de su metabolismo energético y reduc-
cién de su motilidad y sobrevivencia (Figura 1).14

Efecto del éster etilico del NIPOX sobre la
parasitemia

La poca eficacia del Nf y el Bz se debe a que hay cepas
resistentes a estos farmacos, por lo que era importante
probar el Et-NIPOX, tanto en cepas resistentes como en
cepas sensibles a estos farmacos. Asi probamos también el
efecto de este nuevo compuesto sobre la parasitemia en
ratones, inducida por cinco diferentes cepasde T. cruzi. En el
pico maximo de la parasitemia, se aplico una sola dosis de
500 mg/kg por via oral y se determind la disminucion de la
parasitemia alas 6 horas. El Et-NIPOX mostr6 un buen efecto
tripanosomicida in vivo ya que disminuy0 significativamente
la parasitemia en las cinco cepas de T. cruzi que se estudia-
ron, mientras que el Nfy el Bz redujeron la parasitemia sélo en
tres de estas cinco cepas.'* Cabe sefialar que en una de las
cepas (Compoestela), la cual fue resistente a Nf y Bz, la
parasitemiapromedio de 2.5 millones de tripomastigotes/mL se
redujo, con una sola dosis del éster etilico del NIPOX, en un
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80% en tan solo 6 horas (Figura 4). Esto sugiere que el Et-
NIPOX podria tener un buen efecto tripanosomicida en la
fase aguda de la enfermedad de Chagas; es durante esta
fase que la parasitemia esta en su nivel maximo.

Efecto del ester etilico del NIPOX sobre
amastigotes intracelulares

En la etapa cronica de la enfermedad de Chagas, T. cruzi se
encuentra en los tejidos principalmente en forma de amas-
tigotes intracelulares (fase replicativa de este parasito) y esto
es lo que produce las lesiones irreversibles en érganos
internos como el corazén etc., lo que a menudo conduce a
una muerte subita debido a un fallo cadiaco.*?

Porlo anterior, era de vitalimportancia determinar si el Et-
NIPOX podriatener efecto tripanosomicida sobre estos amas-
tigotes intracelulares. Para lograr esto se utiliz6 un modelo
experimental en ratones en los cuales, a los 50 dias de
parasitados, se alcanz6 un méaximo de nidos de amastigotes
intracelulares sin parasitemia practicamente. Estudios preli-
minares muestran que el éster etilico del NIPOX disminuye
en un 60 a 80% los amastigotes intracelulares, tanto en el
musculo cardiaco como en el esquelético, mientras que el Nf,
que se emplea como control positivo, reduce los nidos de
amastigotes so6lo un 20 a 30% (Figura 5).° Estos experimen-
tos sugieren que el Et-NIPOX podria tener un buen efecto
tripanosomicida en la fase cronica de la enfermedad de
Chagas.

Miscuio Esqueiético
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Figura5. Efecto del nifurtimox Nf y del éster etilico del NIPOX
sobre nidos de amastigotes de dos cepas de T. cruzi. El
tratamiento fue de 10 mg/kg/dia por via oral durante 50 dias.
Se sacrificaronlos ratonesy se buscaron nidos de amastigotes
en los musculos cardiaco y esquelético. Tomado de (15).
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Discusioén

Como la glicolisis proporciona virtualmente toda la energia
para los tripomastigotes circulantes, las enzimas que partici-
pan en la glicélisis o en su regulacién han sido propuestas
como blancos bioquimicos para el disefio de farmacos con
actividad tripanosomicida.®” De acuerdo con lo anterior se
disefio, sintetizd y caracteriz6 el &cido N-isopropil oxamico
(NIPOX) como posible inhibidor de la a-hidroxiacido deshi-
drogenada (HADH) isoenzima Il de T. cruzi,*** ya que esta
enzima esta involucrada en el metabolismo energético del
parasito. Esta sustancia demostré ser un excelente inhibidor
competitivo y selectivo de la HADH-isoenzima 11,2 pero no
mostré ningun efecto tripanosomicida. Supusimos que la
polaridad de esta sustancia le impedia penetrar al interior de
éste pardsito. Para reducir esta polaridad se sintetizé el Et-
NIPOX con el cual si se obtuvo la actividad tripanosomicida
esperada.'?* Esto se debe a que dicho compuesto por ser una
sustancia no polar (hidrofébica) penetra con mayor facilidad al
interior de T. cruzi; su eficiente hidrdlisis dentro del parasito
genera el NIPOX,* el cual inhibe la HADH-isoenzima Il de T.
cruzi y el metabolismo energético de este parasito con una
consecuente disminucion de su motilidad y sobrevivencia.>*

Estos experimentos muestran claramente que la eleccién
de la HADH-isoenzima Il como blanco bioquimico para tratar
de obtener sustancias con actividad tripanosomicida fue
acertada ya que el Et-NIPOX mostr6 un notable efecto
tripanosomicida tanto en epimastigotes en cultivo como en
tripomastigotes sanguineos!?* y amastigotes intracelula-
res;* estos Ultimos son los responsables de las lesiones
irreversibles producidas principalmente en corazén, las cua-
les conducen a la muerte de los pacientes. Ademas el Et-
NIPOX mostréd mejor efecto tripanosomicida que el Nifurtimox
y el Benznidazol, mostrando incluso efecto en cepas de T.
cruzi; resistentes a estos farmacos.*?

Estos hallazgos sugieren que el Et-NIPOX podria tener
un buen efecto tripanosomicida tanto en la fase aguda,
caracterizada por abundantes tripomastigotes circulantes,
como en lafase crénica de la enfermedad de Chagas cuando
la mayoria de los paréasitos se encuentran en los tejidos.
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