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Lainfeccion parasitaria conocida como malaria (o paludismo), es causada por
un protozoario del género Plasmodium; este parasito se encuentra distribuido
globalmente y representa un problema serio de salud publica. El paludismo es
una enfermedad endémica de las regiones tropicales; en México fue catalo-
gada como problema de salud desde 1940." El descubrimiento del Plasmo-
dium (agente etiologico de la enfermedad) por Charles Louis, en 1880, y la
demostracion experimental por R. Ross y B. Grass, en 1899, de que lahembra
del mosquito Anopheles pseudopunctipennis era el principal responsable de
la transmision del paludismo, condujo a la busqueda sistematica de un trata-
miento efectivo contra el parasito; sin embargo, esta busqueda ha sido infruc-
tuosa. Uno de los inconvenientes mas serios con esta parasitosis es la resis-
tencia desarrollada a los farmacos empleados en su tratamiento. El arsenal
farmacologico disponible se concentra en una sola familia de farmacos, las
aminoquinolinas, originalmente desarrolladas a partir de un extracto de la
corteza de un arbol, la chinchona, y estudiadas por Luis Pasteur en la primera
mitad del siglo XIX. Pasteur describe varios componentes de este extracto: la
quinidina, su estéreoisomero cloroquina, la chinchonina, etcétera.

El relativo éxito de estos compuestos se ha visto mermado por los efectos
secundarios que se presentan en los pacientes infectados, especialmente los
referentes a la funcion cardiovascular. Por lo tanto, en nuestro laboratorio se
aborda el estudio de los farmacos antimalaricos que han mostrado ser utiles
en el tratamiento de dicha infeccion, pero que tienen efectos muy importantes
sobre el sistema cardiovascular, particularmente la primaquina. 23
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PRIMAQUINA: CsH, N;O

La primaquina (PQ) es una 8-aminoquinolina (quinolina:
contiene una estructura aromatica biciclica tipo N que
consta de un anillo de benceno con un anillo de piridina,
Figura 1) que se administra por via oral, para producir una
curaradical, eliminando casitodos los reservorios de Plas-
modium vivaxy P ovale. También es efectiva para prevenir
latransmision del paludismo por Plasmodium falciparum.
El mecanismo de accion de la PQ sobre el parasito no se
conoce con precision, pero se cree que interfiere en la
reproduccion y la generacion de energia (probablemente
alterando la funcion mitocondrial del parasito), lo cual lleva
alamuerte del plasmodio por agotamiento celular.56

La fisiopatologia de los efectos secundarios de la PQ
sobre el sistema cardiovascular no se conoce, pero se
tienenindicios de que se une aciertas proteinas integrales
de la membrana de células excitables conocidas como
canales ionicos, estructuras responsables del paso de
iones a través de la membrana celular. Estas proteinas
coadyuvan alacorrectatransmision de informacion inter-
celular. Porlo tanto, sila PQ interfiere con estas proteinas,
es muy probable que al menos parte de los efectos cola-
terales, cardiacos o cardiovasculares, observados en
muchos pacientes, sea ocasionada por la union de esta
aminoquinolina con los canales i6nicos. Para demostrar
esta hipotesis, decidimos abordar esta pregunta desde
dos angulos diferentes: primero, el estudio electrofisio-
logico (registrando el funcionamiento de estos canales
iGnicos in vivo), y segundo, utilizando un método consis-
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Figura1.Estructuradelaprimaquina. Alaizquierda se observasu
estructura quimica, el anillo de quinolina. A la derecha se obser-
van las nubes electronicas de la PQ; la nube mas grande, en azul,
muestra |a alta carga positiva; las nubes pequefias, en rojo, son
las cargasnegativas.

Figura 2. Docking de la PQ con el canal de sodio en su estado na-
tivo. El ligando (PQ) se muestra con esferas grandes, y su posible
interaccion con el receptor (canal de sodio) mediante ciertos ami-
nodcidos del canal (motivo DEKA en bastones y esferas pequenas
en la parte central). En la figura se muestran las o-hélices de los
segmentos S5y S6 de cada dominio (DI-magenta, Dil-amarillo, DIll-
naranjay DIV-verde). Extra: espacio extracelular, intra: espacio in-
tracelular. La PQ y el DEKA estan coloreados de acuerdo al tipo de
atomo: cenblanco, 0enrojo, Nazuloscuro, y Henazul claro.

tente en el modelaje computacional de canales ionicos y
launion o desunion del farmaco (modelosin silico).

MODELOSINSILICO

El disefio de nuevos farmacos y medicamentos demanda
el uso de la tecnologia computacional. La farmacologia
computacional, también conocida como modelaje in
silico, incluye bases de datos, estudios cuantitativos de
la relacion estructura-actividad, modelaje molecular,
determinacion de sitios de unidn, cambios de energia de
pegado ligando-receptor, etcétera. Esta tecnologia per-
mite simular procesos bioldgicos en un ordenador sin
necesidad de experimentos in vivo. Elmodelaje in silico es
utilizado para ligandos virtuales y blancos basados en el
tamizaje y afinidad de perfiles virtuales.”

Estudios previos de nuestro grupo® muestran que el
docking (acoplamiento) molecular es un método efec-
tivo para explorar los diferentes modos de union de dos
moléculas que interacttian en una solucion, generalmente
en agua, aunque puede realizarse con otros solventes.
El docking molecular se basa en encontrar las formas
de interaccion de menor energia (a menos energia, mas
interaccion) de una molécula (ligando) con otra molécula
de mayor tamaro (receptor). La busqueda del ligando o
receptor a través de las bases de datos con técnicas de
acoplamiento molecular representa una alternativa muy
interesante para disenar farmacos especificos o encon-
trarmecanismos de accion de drogas. °
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Figura 3. Corriente de sodio registrada después de laaplicacion de
un pulso de voltaje (-20 mV), bajo condiciones controly luego de la
aplicaciondePQ.

En nuestro caso, con la ayuda de sistemas de expre-
sion heterdloga con mutagénesis de sitio dirigida y el doc-
king molecular, nos planteamos una hipotesis sobre el
sitio 0 sitios de union en nuestro receptor (canal de sodio)
queinteractia(n) conelligando (primaquina) (Figura2).

METODOS

En los ultimos afos se ha podido clonar y secuenciar
diversos genes que codifican para proteinas de mem-
brana (canales ionicos). En este trabajo se uso un sistema
de expresion hetertloga (ovocitos de la rana Xenopus
laevis), en el que se inyecta el DNA 0 RNAm sintetizado in
vitro, que codifica para un cierto canal iénico. El ovocito
es capaz de traducirlo y expresarlo funcionalmente en la
membrana. Haciendo mutaciones o deleciones y obser-
vando como tales cambios alteran las propiedades fun-
cionales del canal, se han identificado los segmentos
responsables de los distintos componentes funcionales,
como son el poro acuoso, el sensor de voltaje o la com-

Figura 4. Modelo tridimensional del docking de la PQ con el canal
de sodio en su estado nativo. Enlafigura se representan el canal de
sodio en rojo; en la parte central, el motivo DEKA (bastones y esfe-
ras pequenas enmagenta); aladerechadel DEKA se observaelarea
ricaen triptofanos (lineas delgadas en blanco). El ligando Pa (bas-
tones enblanco) se encuentraentre elmotivo DEKAY el drea de trip-
tofanos. Asp:D, Lys:K, Glu: E, Ala: A.

puerta de inactivacion, asi como sitios especificos de
interaccionentreligandoy receptor.

RESULTADOS

En trabajos previos'1.1213.141516 se describid que los
miembros de la familia de las aminoquinolinas, como la
cloroquina, quinidina, 4,7-dicloroquinolina, quinolina y
primaquina, tienen diferentes efectos electrofisiologicos
sobre las corrientes ionicas presentes en tejido cardiaco,
principaimente de Na*, K+ y Ca+2 En nuestro labora-
torio, expresando el canal de Na* en ovocitos de Xenopus
laevis, se encontro que la PQ inhibe la corriente de sodio
(Figura 3), dejando abiertala posibilidad del uso clinico de
estefarmaco.

El modelo in silico del canal de sodio® propone como
probable sitio de union del farmaco antimalarico (PQ) una
estructura de aminoacidos conocida comofiltro de selec-
tividad (motivo DEKA), pero este modelo, aunque alta-
mente probable, no es la tnica solucion posible. Cuando
estos resultados se aunan a la experimentacion in vivo, se
encontrd que deberia haber otro sitio de unién, probable-
mente compartido, entrelos aminodcidos del motivo DEKA
y otro u otros cercanos a él. Resultados experimentales in
vivo muestran que la PQ pudiera interactuar con una serie
de triptofanos (Trp) cercanos al filtro de selectividad, en
la proximidad de la boca externa del canal de sodio; estos
resultados fueron corroborados recientemente utilizando
el modelaje in silico, que mostro que esta union es la de
mas baja energia (es decir, la union mas probable) y, por
tanto, pudiera ser la clave para la interaccion de la Pa con
sureceptor'” (Figura4).

Combinando las técnicas de transfeccion de ADNc y
el modelaje in silico, se obtuvo como resultado el modelo
que se ilustra en la figura 5. La sustitucion del triptofano
por una cisteina desplaza la interaccion de la PQ de su
posicion original. Este desplazamiento del farmaco de
suposiblereceptorhace quelaenergia de pegado seincre-
mente unas 100 veces (de 4.7 x 107 a 1.9x 10°), lo que
indicaque, como consecuenciade lamutacion, el receptor
ha perdido su capacidad de union al ligando, sugiriendo
que se trata de un sitio apto para el pegado no solo de este
ligando, sino de otros con caracteristicas similares.



Figura5. Modelaje tridimensional de lamutaciéon W756C. Lamuta-
cionacisteina (esferas amarillas) desplazael farmaco (bastonesy
esferas pequefias) de su sitio original cerca del motivo DEKA (bas-
tonesenmagenta). Lamolécula de PQesta coloreada de acuerdo al
tipode atomo: Henblanco, 0enrojo, C azul oscuro, Nenverde.

CONCLUSIONES

El uso de antimalaricos como la PQ para el tratamiento de
lainfeccion parasitaria, aunque efectivo, no solo afecta al
parasito, sino que conlleva riesgos importantes para la
funcion cardiovascular generando efectos indeseables
tales como las arritmias. Nuestro trabajo ha mostrado
que el mecanismo de accion de la PQ esta intimamente
relacionado a su unién con el canal de sodio, y esta con-
clusion nos permite sugerir que la union debe ocurrir por
medio de la carga positiva del farmaco y las negativas de
los triptéfanos que se encuentran en la boca externa del
canal y, por tanto, probablemente se trate de una union
electrostatica (interacciones m-mr) entre la carga fuerte-
mente positiva de la PQ y los triptéfanos en la estructura
del canal. Otro hallazgo importante es que la PQ actua por
el lado extracelular del canal uniéndose a la boca externa
(llena de triptofanos); este posible sitio puede ser alcan-
zado por otros farmacos con caracteristicas similares
(comotamarnio, anillos ciclicos, cargaeléctrica, etc.).

El descubrimiento de un nuevo sitio de union en los
canales de sodio abre la posibilidad no solo de encontrar
farmacos similares a la PQ, con caracteristicas farmaco-
l6gicas afines, sino también de disefar farmacos especi-
ficos para este nuevo sitio de union que pudieran interferir
enlacinética del canal y favorecer el tratamiento de enfer-
medades en las cuales la alteracion de los canales sodio
esimportante, tales como las arritmias cardiacas o la epi-
lepsia periddica familiar, entre otras.
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