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RESUMEN

La anhidrasa carbénica es una metaloenzima que cataliza la conversién reversible del CO, a bicarbonato,
un componente metabdlico indispensable para la sintesis de pirimidinas de novo por Plasmodium spp y los
procesos de exflagelacion llevados a cabo por el parisito al interior del mosquito vector. La enzima participa
ademds en el transporte del bicarbonato dentro y fuera de las células para evitar un desequilibrio en el
sistema CO,/HCO; ylaalteracién del pH al interior de las células y en el espacio intercelular. Por lo tanto,
al inhibir la enzima, ya sea en el parasito o en el insecto vector, se podria conducir a una disminucién de la
replicacién y al detrimento y/o muerte del parisito. De esta forma, los inhibidores de anhidrasa carbénica
constituyen una alternativa, tanto terapéutica como de bloqueo de la transmisién, para el control de la
malaria. La actividad anti-Plasmodium in vitro de algunos compuestos inhibidores de anhidrasa carbénica ya
se ha determinado. Sin embargo, la eficacia in vivo y el mecanismo por el cual los inhibidores son capaces
de afectar el desarrollo del parisito en los mosquitos vectores permanecen adn por evaluarse. En el marco
del proyecto de investigacién “Evaluacién de inhibidores de anhidrasa carbénica como medidas terapéuticas
y de bloqueo de la transmisién de malaria” este articulo presenta una revisioén del estado del arte sobre
el papel de la anhidrasa carbénica de Plasmodium spp y el uso de inhibidores especificos de esta enzima
como una estrategia para el tratamiento de la malaria y el bloqueo de la transmision de la enfermedad.
Se incluyeron articulos publicados en los tltimos 59 afos, identificados a partir de la bases de datos
bibliogrificos PubMed y ScienceDirect, cruzando las palabras claves, al igual que articulos recopilados
por los autores y se analizan e integran los resultados de investigaciones publicadas alrededor del tema.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, anhidrasa carbénica, bicarbonato, diéxido de carbono.

ABSTRACT

Carbonic anhydrase is a metalloenzyme that catalyzes the reversible conversion of CO, to bicarbonate, an
essential metabolic component used by the malaria parasites for de novo synthesis of pyrimidines and the
exflagelation of gametocytes inside the mosquito vector. Carbonic anhydrase is involved in the transport
of bicarbonate. This enzyme participates in transport of bicarbonate inside and outside the cells to avoid
an imbalance in the system CO,/HCO,- and alteration of pH in the interior of the cell as well as in the
intercellular space. Therefore, inhibition of this enzyme either in the parasite or the insect vector, could
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lead to a decrease in replication and to the detriment and/or death of the parasite. Given the importance of
carbonic anhydrase in the metabolism, development and survival of Plasmodium, it could be postulated
that carbonic anhydrase inhibitors are both a therapeutic and a blocking transmission alternative. Previous
studies have demonstrated the in vitro anti-Plasmodium activity of some inhibitors. However, it is
necessary to determine their effectiveness to confirm its usefulness in the treatment or blocking malaria
transmission and the mechanism by which these inhibitors are able to affect the development of the
parasite in the mosquito vector. In this paper we present a review about the role of carbonic anhydrase in
Plasmodium spp and using some specific inhibitors as a strategy for malaria treatment and transmission
blocking strategy. Articles published in the past 59 years identified from bibliographic database (PubMed

and ScienceDirect) and papers collected by the authors were included.

Key words: Plasmodium falciparum, carbonic anhydrase, bicarbonate, carbon dioxide.

INTRODUCCION

La malaria (o paludismo) es una enfermedad
causada por parisitos del género Plasmodium y
transmitida desde un humano infectado a otro
sano a través de la picadura de un mosquito
hembra del género Anopheles. La enfermedad estd
ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales donde los factores climdticos como
temperatura, humedad y lluvias favorecen la trans-
misién. Sin embargo, el calentamiento global y el
transporte de mosquitos vectores y parisitos entre
regiones por medio de los humanos favorecen la
propagacion de las infecciones a otras dreas geogra-
ficas, dando como resultado la aparicién de casos
de malaria en paises donde previamente habia sido
erradicada. Este es el caso de la aparicién de un
brote de malaria en el condado de Palm Beach,
Florida, USA, en 2003, donde la presencia de mos-
quitos vectores residentes, junto con la entrada de
visitantes procedentes de paises donde la malaria
es endémica, ha hecho posible la transmisién local
de la enfermedad (3).

Se estima en mds de 3.000 millones el nimero de
personas que viven en zonas de riesgo de transmi-
sién de la enfermedad, que causa aproximadamente
250 millones de casos de malaria diagnosticados al
afo y cerca de un millén de muertes, la mayorfa
de ellas en nifios menores de 5 afos. Para el 2008
son 109 los paises identificados como endémicos
para la malaria, por lo cual ésta se considera como
una de las enfermedades de mayor impacto a en el
mundo (1,2). En Colombia, cerca de seis millones
de personas estin en riesgo de adquirir la infeccién
y anualmente se diagnostican mds de 100.000 casos,
lo que corresponde al 20% de los casos registrados
en América (2). La aparicién de resistencia a las
drogas antimaliricas en las especies de Plasmodium
pone en evidencia la necesidad de desarrollar nuevos

medicamentos. Entre las moléculas blanco en el
parisito que permitan el disefio de nuevos medica-
mentos, se encuentra la anhidrasa carbénica (AC),
una enzima responsable de la conversién reversible
del bicarbonato y, por lo tanto, muy importante en
los procesos de desarrollo, multiplicacién y super-
vivencia del parisito dentro del insecto vector y el
hospedero mamifero. En este articulo presentamos
una revisién sobre el papel de la AC de Plasmodium
y ¢l uso de inhibidores especificos de la enzima,
como una estrategia para el tratamiento de la malaria
y el bloqueo de la transmisién de la enfermedad.
Se incluyeron articulos publicados en los dltimos
59 afios, identificados a partir de la bases de datos
bibliograficos PubMed y ScienceDirect, cruzando
las palabras claves, asi como articulos recopilados
por los autores.

Plasmodium spp y su ciclo de vida

Las especies del Plasmodium que infectan al hu-
mano son: P. vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malarie,
y mds recientemente P. knowlesi, una especie que
infecta primates y que ha comenzado a producir
infecciones naturales en humanos en Malasia, Sin-
gapur, Tailandia, y otros lugares del sureste de Asia
(4). Todas las especies de Plasmodium tienen ciclos
de vida similares y requieren de dos hospederos: el
humano y el vector (dipteros hembras del género
Anopheles). El humano es el hospedero intermedia-
rio en el que se desarrolla la esquizogonia o ciclo
asexual. Por su parte, el vector es el hospedero defi-
nitivo en el que se desarrolla la esporogonia o ciclo
sexual, que conduce a la formacién de esporozoitos
o formas del parisito infectantes para el humano (5).

El ciclo de transmisién indicado en la figura
1, comienza cuando mosquitos hembras del gé-
nero Anopheles, infectados con esporozoitos de
Plasmodium en sus glindulas salivales, pican a un
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hospedero vertebrado e inoculan junto con la
saliva los esporozoitos (5,6). Estas formas parasi-
tarias entran al torrente sanguineo ¢ invaden los
hepatocitos donde se diferencian a merozoitos y
se multiplican por esquizogénesis (disgregacion)
formando el esquizonte hepitico. Los esporozoitos
de P. vivaxy P. ovale en el higado pueden desarrollar
hipnozoitos, que son formas latentes que pueden
permanecer inactivas durante meses o aios, antes
de diferenciarse en merozoitos (6). Los merozoitos,
asuvez, pueden reinfectar hepatocitos o volver de
nuevo al torrente sanguineo, donde penetran en
los eritrocitos a través del complejo apical (7). Los
merozoitos intraeritrocitarios pasan rapidamente
al estadio de anillos, luego a trofozoitos y de allf a
esquizontes, que son formas multinucleadas que
liberan de 6 a 8 nuevos merozoitos. Por la ruptura
de los eritrocitos infectados se producen los sinto-
mas cldsicos de la enfermedad: fiebre, escalofrios
y sudoracién. Algunos merozoitos, al invadir los
eritrocitos, se convierten en gametocitos (hembras
o machos), los cuales son ingeridos por los mosqui-
tos hembras durante su alimentacién con sangre
del humano (8). Al interior del mosquito comienza
el ciclo esporogénico o sexuado. El cambio de
temperatura y pH induce la divisién del gameto
formando los cuerpos flagelados (microgametos).
La fusién de los gametos macho y hembra forma
el zigoto y posterior ooquineto, que invade células
del intestino medio para formar los ooquistes, que
contienen abundantes esporozoitos, los cuales
salen del ooquiste y migran hacia las glindulas
salivales del mosquito (6).

| HUMANO

Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium spp. Disefio
original de C. Vélez y D. Agudelo.

Estrategias para el control de la malaria

Hasta la fecha, el control de la malaria se basa en
la implementacién del diagnéstico y el tratamiento
oportuno de las personas enfermas. Otras medidas
de control estdn orientadas a reducir la transmisién,
sea evitando la picadura de los mosquitos con el
uso de repelentes y toldillos tratados o no con in-
secticidas, sea con el rociamiento de viviendas con
insecticidas de accién residual y la intervencién de
los criaderos de los mosquitos (2).

a) Tratamiento de la malaria

Las drogas antimaldricas disponibles tienen
acciones selectivas para diferentes fases del ciclo
de vida del parisito. Asi por ejemplo, las drogas
esquizonticidas tisulares atacan las formas pre-
eritrociticas presentes en el higado; las drogas
gemetocitocidas destruyen las formas sexuales del
parésito; y las drogas esporontocidas inhiben el
desarrollo de ooquistes en el vector. La eficacia del
tratamiento depende de la sensibilidad del parisito
a los medicamentos, entre otros factores. El trata-
miento de la malaria recac de manera importante en
un modesto nimero de medicamentos disponibles
pertenecientes a cuatro clases de compuestos: a)
aminoquinolinas: 4-aminoquinolinas {cloroquina
(1), quinina (2), amodiaquina (3), mefloquina (4), y
halofantrina (5)} y 8-aminoquinolinas {primaquina
(6)}, b) antifolatos: pirimetamina (7), sulfadoxina
(8), proguanil (9), cloroproguanil (10), dapsona
(11), ¢) derivados de Artemisia annua: artemisinina
(12), artemeter (13), artesunato (14), dihidroarte-
misinina (15), arteeter (16) y d) hidroxinaftoquinona:
atovacuona (17) (9).

- Cloroquina (CQ) (N’-(7-cloroquinolina-
4-il)-N,N-dietil-pentano-1,4-diamina): fue sin-
tetizada en 1934 y contintia siendo efectiva para el
tratamiento de la malaria en dreas donde no se ha
informado de la resistencia a la CQ (10). Al pare-
cer, la droga dana la hemopolimerasa del parisito
interfiriendo con la degradacién de la hemoglobina
y la eliminacién del hierro y el pardsito muere in-
toxicado por el grupo Hemo (10).

- Quinina: es un alcaloide derivado de la
corteza de Cinchona, que actda principalmente
sobre los trofozoitos maduros y gametocitos (11).
La quinina forma complejos con la hematina (ferri-
protoporfirina IX) evitando su polimerizacién, lo
que impide la detoxificacién de los radicales libres
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Figura 2. Estructuras de las drogas antimaldricas de uso actual.

producidos durante el metabolismo de la hemo-
globina por el parisito (10).

- Amodiaquina (4-[(7-cloroquinolina-4-il)
amino]-2-[(dietilamino)metil]fenol): es una 4-ami-
noquinolina que acttia en forma similar a la CQ
y ha mostrado ser efectiva en el tratamiento de la
malaria por P. falciparum resitente a la CQ (12).

- Primaquina ((RS)-N-(6-metoxiquinolina-
8-il) pentano-1,4-diamina): es una 8-aminoqui-
nolina efectiva contra las formas intrahepiticas de
P. vivax y P. ovale, esquizontes de todas las especies
de Plasmodium, gametocitos de P. falciparum y es-
tadios eritrociticos de P. vivax (y algunos estadios
asexuales de P. falciparum) (9). La promaquina parece
inhibir la sintesis de poliaminas en el parisito (13).

- Mefloquina {(R*,S*)-2,8-bis(trifluoro-
metil)quinolina-4-yl]-(2-piperidil)metanol}: es
una 4-metanolquinolina relacionada con la quinina.
Es efectiva contra todas las formas asexuales de las
especies de Plasmodium que parasitan al humano.
La resistencia clinica a la mefloquina se observa en
Tailandia, Burma y Cambodia (14). Al igual que
la quinina interactta con la hematina evitando la
detoxificacién de los radicales libres (10).

- Pirimetamina (5-(4-clorofenil)-6-etil-
2,4-pirimidinadiamina): es una diaminopirimidina

que se usa en combinacién con la sulfadoxina. Actda
contra esquizontes y formas pre-eritrociticas inhi-
biendo la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR)
que reduce el 4cido félico a tetrahidrofolato (15).
También inhibe el desarrollo de esporozoitos en
el vector (16). La sulfadoxina es efectiva contra
P. falciparum pero relativamente ineficaz contra
P. vivax. Se usa para el tratamiento de la malaria por
P. falciparum resistente a CQ (17).

- Proguanil (1-(4-clorofenil)-2-(N’-propan-
2-ilcarbamimidoil)guanidina): es un compuesto
que inhibe especificamente la DHFR del parisito,
actuando sobre formas pre-eritrociticas y esporo-
zoitos (18).

- Atovacuona (trans-2-[4-(4-clorofenil)
ciclohexil]-3-hidroxi-1,4-naftalenodiona): es un
hidroxinaftoquinona que inhibe la sintesis de ATP
(19, 20) afectando la maduracién de trofozoitos en
el higado y de ooquistes en el vector (21). Se usa en
combinacién con atovacuona en el tratamiento de
la malaria por P. falciparum multi-resistente a drogas
(19).

- Artemisinina (ginghaosu) {(3R,5aS,6R,
8aS,9R,125,12aR)-octahidro-3,6,9-trimetil-3,12-
epoxi-12H-pirano[4,3-j]-1,2-benzodioxepin-
10(3H)-ona}: es una lactona sesquiterpeno extraida
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de las hojas de A. annua. La artemisinina y sus deri-
vados (artesunato, artemeter, artecter y dihidroar-
temisinina) tienen actividad contra esquizontes. La
artemisina se puede usar por via parenteral para el
tratamiento de malaria complicada por P. falciparum
multi-resistente a drogas, y por via oral para el tra-
tamiento de malaria no complicada por P. falciparum
multi-resistente (22). Tienen como ventaja que
pueden reducir el niimero de gametocitos y por lo
tanto disminuir la transmisién de la malaria (23).

- Halofantrina (3-dibutilamino-1-[1,3-diclo-
ro-6-(trifluorometil) fenantren-9-il]-propan-1-ol):
es un aril aminoalcohol con mecanismo de accién
similar al de la quinina y mefloquina (24). Se usa
en combinacién con el artemeter y es muy activo
contra P. falciparum multi-resistente a drogas (24).

- Dapsona (4,4-diaminodifenil sulfona): se
usa en combinacién con el clorproguanil para el
tratamiento de la malaria no complicada (25). Al
parecer afecta la sintesis de folato al inhibir la di-
hidropteroato sintetasa (DHPS), una enzima que
se une a dihidroxi-metil-dihidropterin pirofosfato
(DHPPP) y al icido paraaminobenzoico (PABA)
para formar pteroato, que es precursor del folato (25).

La resistencia a las drogas antimaldricas se ha do-
cumentado para P. falciparum, P. vivax 'y P. malariae,
siendo P. falciparum la especie que ha desarrollado re-
sistencia a casi todos los antimalaricos de uso actual
con excepcién de artemisinina y sus derivados (26,
27). Por su parte, P. vivax ha desarrollado resistencia
a pirimetamina-sulfadoxina en varias regiones y
permanece sensible a CQ en el sury este de Asia, la
India subcontinental, la peninsula de Corea, noreste
de Africa y Centro y Sur América (28).

b) Otras estrategias de control

El rociamiento de las paredes de las vivien-
das con insecticidas de accién residual como el
DDT (1,1,1-Tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-etano),
A cialotrina y deltametrina, o el uso de toldillos
impregnados con estos insecticidas han sido efec-
tivos en programas de control de la transmisién
de malaria en varios paises (29). Sin embargo, el
costo y los cambios ocurridos en los patrones de
comportamiento de las poblaciones de mosquitos y
la capacidad de los anofelinos de tolerar altas dosis
de insecticidas de accién residual han disminuido
la eficacia de dichas medidas de control (24).

Ante las dificultades para obtener una vacuna a
corto plazo que prevenga la malaria, las posibilida-
des para el control de la enfermedad se concentran

actualmente en el desarrollo de medicamentos a
partir de nuevos compuestos, o de medicamentos
disponibles para el tratamiento de otras enfermeda-
des (30). Asi mismo, el control recae también en el
disefio de alternativas diferentes, como por ¢jemplo,
la interrupcién del desarrollo del parisito en los
mosquitos vectores (31), lo que implica impedir la
exflagelacién de gametocitos o bloquear procesos de
replicacién celular para evitar que lleguen a glindu-
las salivales y que el mosquito pueda trasmitirlos a
un humano. Diferentes compuestos poseen poten-
cial como bloqueadores de la transmisién, siendo
los més promisorios aquellos capaces de inhibir la
produccién de moléculas indispensables en el me-
tabolismo y desarrollo de Plasmodium, tanto en el
hospedero humano como en el hospedero vector.

Anhidrasa carbdnica

La anhidrasa carbénica (AC) es una metaloen-
zima dependiente de zinc, ya que el ion metal zinc
es esencial para la actividad catalitica de la enzima.
La AC cataliza la reaccién reversible del diéxido
de carbono (CO,) a ién bicarbonato (HCO;) y

viceversa:
CO, + H,O - H,CO, —» HCO, + (HY o
(HCO;-) + (H+) —» CO, + H,0 — H,CO,

La enzima se encuentra ampliamente distribuida
en la naturaleza; estd presente tanto en organismos
procariotas como en eucariotas y es codificada
por cuatro familias de genes que dan origen a los
cinco tipos de ACs identificadas como aAC (en
vertebrados, algas, bacterias y citoplasma de plan-
tas verdes), las BAC (en bacterias, algas y plantas),
las YACs (principalmente en arquea y bacterias),
las 8ACs (en organismos marinos), y las €éACs (en
bacterias, cianobacterias y plantas). En mamiferos
se han descrito al menos 16 isoformas de la enzima
o proteinas relacionadas, con diferente localizacién
subcelular y distribucién en los tejidos (32-36). Las
ACs presentes en la mayoria de los sistemas biol6-
gicos participan en diferentes procesos fisiolégicos
tales como respiracién y metabolismo acido-base,
entre otros (37). En los mamiferos, ademds de
participar en el balance del pH, las ACs también
participan en la biosintesis de glucosa, ureay lipidos,
y en la resorcién 6sea, calcificacién, formacion de
tumores entre otros (38). La AC cataliza, ademis,
las reacciones de hidratacién de grupos cianatos y
aldehidos, al igual que la hidrélisis de grupos car-
boxilos o sulfonilos (39).
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Anhidrasa carboénica de P. falciparum

Gracias al conocimiento actual del genoma de
P. falciparum (40) se han identificado al menos tres
isoenzimas con actividad AC en P. falciparum, la
mayoria de ellas de la clase a AC (41), y secuencias
putativas de a AC en P. chabaudi, P. yoelii y P. berghei
(42). Adicionalmente, se ha aislado y purificado
una AC de P. falciparum denominada PfAC (41).
La PfAC posee una identidad de entre 40 y 47%
con las ACs de Plasmodium de roedores, en donde
las secuencias de aminodcidos del sitio activo, res-
ponsables de la unién del sustrato y los procesos
cataliticos de la enzima, son altamente conservados
(43). Hasta el momento sé6lo la PfAC de la clase alfa
se ha clonado y expresado funcionalmente en E.
coli usando el vector pET-15b, mostrando una ho-
mologfa del 70% con la PfAC aislada de cultivos in
vitro de P. falciparum y valores K | K_ y K;similares
(41). Por otro lado, los eritrocitos infectados con
P. falciprum contienen dos veces mis actividad de AC
que eritrocitos no parasitados (43); dicha actividad
se ve incrementada con el desarrollo intraeritroci-
tario de cada uno de los estadios de P. falciparum.
Adicionalmente, se ha demostrado que cultivos de
P. falciparum tratados con inhibidores de AC (IAC)
disminuyen notablemente el crecimiento del pari-
sito al interior de los eritrocitos (42).

El papel de las AC en la transmisién de la malaria
no se ha demostrado; sin embargo, es claro que el
bicarbonato producido por la accién catalitica de la
AC a partir del CO, metabdlico es uno de los reque-
rimientos esenciales para el crecimiento y desarrollo
del parisito tanto en el intestino del mosquito como
en el interior del eritrocito (44), ya que la conversién
del CO, a bicarbonato es necesaria para la sintesis
de pirimidinas (45) y el transporte de CO, a través
de la membrana del eritrocito (43). Los parasitos de
la malaria requieren purinas y pirimidinas durante
su crecimiento intraeritrocitario para la sintesis de
ADN/ARN vy otros metabolitos durante su creci-
miento y replicacién. Plasmodium recicla purinas
preformadas a partir de bases y nucle6tidos como la
hipoxantina o la adenosina del hospedero mamifero;
sin embargo, las pirimidinas deben ser sintetizadas
de novo a partir del bicarbonato, ATP, glutamina,
aspartato y 5- fosforribosilpirofosfato (46). Por otro
lado, el bicarbonato se debe transportar dentro y
tuera de la célula para que no se acumule. La AC,
junto con la hemoglobina, regula la homeostasis
intraeritrocitaria de tal forma que cualquier des-
equilibrio en la actividad de lIa AC puede generar un
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desequilibrio en el sistema tampén CO,/HCO,,
que puede afectar el pH intracelular, disminuir
el transporte de iones y ocasionar cambios en la
permeabilidad de la membrana. La disminucién
del HCO;™ a su vez, puede alterar la sintesis de
pirimidinas en el parisito (47, 48).

Puesto que el bicarbonato no se difunde libre-
mente, su transporte debe ser mediado por proteinas
de membrana. Estos transportadores se clasifican
en una gran familia de compuestos que compren-
den los cotransportadores de sodio-bicarbonato,
los intercambiadores de cloro-bicarbonato cono-
cidos como intercambiadores aniénicos (IA), los
cotransportadores de potasio-bicarbonato y los
intercambiadores de cloro-bicarbonato dirigidos por
sodio (49). Con excepcién de las células parietales
gistricas, los eritrocitos humanos poseen el conte-
nido mds alto de AC (50) y expresan el polipéptido
de membrana Banda 3 o Intercambiador aniénico 1
que media el intercambio CI/HCO3", y aumenta la
capacidad de la sangre para transportar CO, y para
la homeostasis dcido-base (51). Como Plasmodium
también necesitan bicarbonato para su desarrollo
en el intestino del mosquito vector (52), es 16gi-
co considerar que la AC y los IA tienen un papel
fundamental en el desarrollo del parisito dentro
del vector. Al parecer, el papel de los IA se asocia
con la regulacién del i6n en el estado larval y en la
digestién, manteniendo el pH en un rango de 10-11
(53). Sin embargo, atin no se han caracterizado los
IA y AC en el intestino del vector y no se conoce
muy bien su papel en el desarrollo de Plasmodium.
Tampoco se conoce muy bien el mecanismo de
transporte del bicarbonato en el intestino del mos-
quito y el papel que los IA juegan en el mecanismo
de infeccién por Plasmodium.

El bicarbonato también es necesario para la
maduracién de gametocitos y exflagelacién de P.

falciparum en el vector. Los gametocitos ingeridos
durante la picadura del mosquito llegan al intestino
y en el lumen se estimula la maduracién de game-
tocitos a gametos, un proceso que es dependiente
del pH, de la pCO, y de los niveles de bicarbonato
(54). A su vez, el proceso de exflagelacién de los
microgametocitos ingeridos por el mosquito, que
ocurre en la regién posterior del intestino, requiere
un pH mayor a 7,8, una concentracién de bicarbo-
nato mayor que 20 mM (55), tensién pCO,, una
temperatura constante de 30°C (56) y la presencia
de dcido xanturénico (57-59). Al igual que para los
eritrocitos y para Plasmodium, la presencia de AC
también se ha demostrado en el intestino de algu-
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nas especies de mosquitos Anopheles (An. gambiae,
An. albopictus y An. quadrimaculatus), Aedes aegypti y
Culex nigripalpus, mediante el uso de técnicas mo-
leculares, de histoquimica, inmunohistoquimica e
hibridizacién in situ (58, 60-62). Adicionalmente,
la presencia de la enzima en diferentes regiones del
intestino de las larvas y adultos en estas especies de
mosquitos se ha cuantificado utilizando la técnica
de intercambio de O™ acoplado a espectrometria
de masas (63). La mayoria de la actividad de AC se
observa preferencialmente en el intestino posterior,
en hembras adultas de An. gambiae y An. Quadrima-
culatus, pero también en la parte anterior del intesti-
no posterior en las especies A. aegypti, An. albopictus
y C. nigripalpus (64). Sin embargo, el nimero de
ACs presentes en el intestino de mosquitos adultos
permanece desconocido.

Inhibidores de la anhidrasa carbdnica

Con el descubrimiento de que el bicarbonato es
necesario para la extlagelacién y desarrollo de Plas-
modium dentro del mosquito, aparece la posibilidad
para controlar la transmisién de malaria inhibiendo
la AC con los IACs, bloqueando con ellos el desa-
rrollo del parisito dentro del vector (65, 66). Las
principales clases de IAC estin constituidas por
complejos de aniones (tales como cianida {[:C=N:]
}, azida (R-N=N"=N") y tiocianato (?S-C=N)} y
sulfonamidas no sustituidas (-S(=0),-NH,), con
metales como Zn(II), los cuales acttian sustituyendo
el ligando no proteico del zinc o uniéndose al zinc
en su estado desprotonado dentro del sitio activo de
la enzima (36). Entre las sulfonamidas indicadas en
la figura 3, que presentan actividad inhibitoria de
AC se encuentran la Acetazolamida (AZM) (18), la
Metazolamida (MZM) (19), la Etoxolamida (ETX)
(20), la Dorzolamida (DZA) (21), la Diclorofena-
mida (DCP) (22) y la Brinzolamida (BZM) (23).

- LaAZM: N - (5-Sulfamoil - 1,3,4 — tiadiazol
— 2 —il) acetamida; N - [5 - (aminosulfonil) - 1,3,4
— tiadiazol — 2 - il] - acetamida; 5 — Acetamido -
1,3,4 — tiadiazol — 2 — sulfonamida, es un compuesto
de origen sintético, con peso molecular de 222.2.
Es ligeramente soluble en agua y en etanol y pric-
ticamente insoluble en éter y cloroformo. Se usa
en la clinica para el tratamiento del glaucoma (67),
el manejo de las crisis de ausencia y convulsiones
ténico-clénicas, mioclénicas y aténicas (68).

- La MZM: (N -[5-(aminosulfonil)-3-metil-
1,3,4-tiadiazol-2(3H )-ilideno]-acetamida) es un
dcido débil, ligeramente soluble en agua, alcohol y

acetona, con un peso molecular de 236.27. Se usa
en el tratamiento del glaucoma (67).

- La DZA: 4-etilamino-6-metil-7,7-dioxo-
5,6-dihidro-4H-tieno[5,4-b]tiopiran-2-sulfonami-
da), peso molecular de 324.4, se usa como solucién
oftdlmica para el tratamiento del glaucoma (67, 69).
También se usa como formulacién tépica en terapia
antiviral y cancer (70).

- ETX: (6-¢ctoxi-1,3-benzotiazol-2-sulfonami-
da), peso molecular 258.3, se usa para el tratamiento
de las dlceras duodenales, glaucoma, edema y
convulsiones asociadas a epilepsia. También es atil
como diurético (67).

- DCP: {(4R)-4-ctilamino-2-(3-metoxipro-
pil)-1,1-dioxo-3,4-dihidrotieno[4,5-¢]tiazina-6-
sulfonamida}, peso molecular de 383.5, se usa para
el tratamiento del glaucoma y varios desérdenes
neuromusculares (67,71).

- BZM: (4,5-diclorobenzeno-1,3-disulfona-
mida), peso molecular de 305.1, es un compuesto
insoluble en agua y se usa para el tratamiento del
glaucoma (72).

[18) [15)

23} l

Figura 3. Estructuras de los inhibidores de anhidrasa
carbénica tipo sulfonamidas

Los IAC se unen de una manera tetraédrica al
16n de zinc en su estado desprotonado por medio del
dtomo de nitrégeno del motivo amida de la sulfona-
mida, mientras que las cadenas aromaticas laterales
forman puentes de hidrégeno que involucran los
aminodcidos Thr199 y Glul06 del sitio activo de
la enzima (36). La parte aromitica heterociclica de
los IAC tipo sulfonamidas interactta con residuos
hidrofilicos e hidrofébicos del sitio activo, pero
también puede unirse de una manera tetraédrica
con el 16n metal (36). Estudios de cristalografia
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de rayos X indican la formacién de aductos de los
IAC tipo sulfonamida con isoenzimas de AC tipo
I, 11y IV (73). En los aductos, la accién de la sul-
fonamida es coordinada con el zinc de la enzima y
el motivo NH que forma un puente de hidrégeno
con el 4tomo de O de la Thr199, la cual, a su vez,
se une con otro puente de hidrégeno con el grupo
C=0de Glul106. Los dtomos de oxigeno del motivo
SO,NH también participan con la formacién de un
puente de Hidrégeno con el NH de la Thr199. Las
sulfonamidas poseen una alta afinidad con el sitio
activo de la AC, alterando la cinética enzimaitica a
muy bajas concentraciones (rango nanomolar) (36).
Puesto que los IAC inhiben las aACs y que
Plasmodium necesita el bicarbonato para la sintesis de
acidos nucléicos y su supervivencia, se ha estudiado
la capacidad de algunos de estos IAC para inhibir el
crecimiento in vitro de P. falciparum. Se ha observado,
por ejemplo, que AZM es un potente inhibidor del
crecimiento intraeritrocitario de P. falciparum (43),y
que las sulfonamidas que poseen enlaces C=N en
sus cadenas laterales inhiben fuertemente la PFAC
(62). El tratamiento con AZM y MZM disminuye el
pH dentro del intestino de las hembras adultas (56),
confirmando no sélo la presencia de la enzima AC
en el intestino, sino también el papel de la AC en el
mantenimiento del pH. También se ha demostrado
que el tratamiento de cultivos in vitro de P. falciparum
con AZM reduce la parasitemia (43, 47), y que la
AZM es capaz de inhibir la AC recombinante (74).
La actividad anti-Plasmodium in vitro de IAC tales
como MZM, AZM, ETX y DZA se esti evaluan-
do actualmente contra diferentes estadios de P.
falciparum (cepa NF54) (S. Robledo, comunicacién
personal). Los resultados observados hasta ahora
indican que la exposicién de P. falciparum a los IAC
evaluados afecta el crecimiento y multiplicacién del
parisito in vitro, en los estadios de anillos, trofozoitos
y esquizontes, ¢ inhibe el proceso de exflagelacion in
vitro. La inhibicién del crecimiento de los parisitos
observada aporta suficiente evidencia para sugerir
que los IAC poseen potencial como agentes quimio-
terapéuticos. Por otro lado, la inhibicién del proceso
de exflagelacién observada in vitro, aporta evidencias
también para pensar que este mismo efecto pu-
diera ocurrir al interior del mosquito, afectindose
con ello el desarrollo del parisito en el mosquito
vector. Puesto que los IAC tipo sulfonamidas son
medicamentos utilizados actualmente para el tra-
tamiento del glaucoma y otras enfermedades, y que
han mostrado actividad contra P. falciparum en sus

VITAE

diferentes estadios de desarrollo, serfa oportuno
continuar estudios de eficacia en modelo animal
que permitan pasar a ensayos clinicos en humanos.
Los compuestos IAC ofrecen ventajas para su uso
como antimalaricos sobre otros candidatos, ya que
cuentan con la aprobacién para su uso en humanos.

Otra estrategia promisoria seria obtener nuevos
antagonistas especificos de la CA de Plasmodium,
diferentes de los compuestos tipo sulfonamidas,
haciendo uso de la bioinformitica y metodologias
in silico, y posterior validacién mediante ensayos in
vitro e in vivo (74, 75).

Por tltimo, la posibilidad de disponer de agen-
tes bloqueadores de la transmisién representa una
estrategia novedosa ya que lo que se busca con este
tipo de agentes es prevenir o evitar la fertilizacién
o el desarrollo del parisito en el intestino del vec-
tor. Como consecuencia se reducirian las tasas de
infeccion de mosquitos y su nimero reproductivo
en una comunidad determinada. Es importante
también continuar los estudios sobre mosquitos,
que permitan, por ejemplo, caracterizar las CAs
presentes en el intestino del mosquito An. albimanus,
las células que las expresan y el papel fisiolégico de
dichas AC en el desarrollo del parisito dentro del
mosquito, y asi determinar el mecanismo por el cual
los IAC puedan ser capaces de reducir el desarrollo
del parisito alli.
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