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Resumen

La malaria continta siendo una de las mayores causas de mortalidad a nivel mundial.
Durante los Gltimos anos la literatura especializada ha venido describiendo entre otras
dianas farmacolégicas, el proceso de biocristalizacién del heme debido a que representa
para el pardsito una importante via de eliminacién de este grupo (resultante de la diges-
tién de la hemoglobina dentro de sus vacuolas acidicas). Como resultado de varios estu-
dios conducentes al esclarecimiento de este proceso de biocristalizacién se ha
establecido un modelo rdpido de evaluacién farmacolégica in vitro para sustancias con
actividad antimaldrica. Este trabajo presenta una revisién sobre los aspectos mas relevan-
tes de este proceso bioldgico.
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Summary
Haem biocrystallization as pharmacological potential
target for development of antimalarial drugs

Malaria remains one of the leading causes of mortality in the world. During last years
haem biocrystallization has been described in specialized publications because it repre-
sents for the parasite an important detoxification pathway of haem group (resulting of
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the hemoglobin digestion inside acidic vacuoles). As a result of several studies conducted
to understand this biocrystallization process a fast in vitro pharmacological model has
been established to evaluate antimalarial drug activity. The current paper presents a re-
view about relevant aspects of this biological process.

Key words: Malaria — Plasmodium spp. — Haem — 3-hematin — Ferriprotoporphyrin IX
— Haem biocrystallization — Hemoglobin — Antimalarics.

Introduccion

La Malaria es una enfermedad de distribucién
universal, cuyas zonas de mayor prevalencia son
las troPica]es, subtropicales y templadas de
Asia, Africa y América. De acuerdo con la
O.M.S. se estima que 2.200 millones de perso-
nas habitan en mas de 100 paises donde la ma-
laria es una enfermedad endémica, causando
entre 300 y 500 millones de casos sintomdticos
en el mundo, los cuales son la causa directa de
entre uno y tres millones de muertes al afio, es-
pecialmente de nifios menores de 5 afios de
edad. Es una patologia re-emergente en la ac-
tualidad ante el fracaso de las herramientas te-
rapéuticas empleadas para su control y que
afecta al 40% de la poblacién mundial (1, 2, 3).

EI 90% de los casos de paludismo se dan en
paises no industrializados como el nuestro,
siendo esta enfermedad una de las principales
causas de mortalidad infantil junto con la neu-
monta, la diarrea, el sarampién y la malnutri-
cién. El continente americano cuenta con una
poblacién que asciende a 818 millones de habi-
tantes, de los cuales el 36,5% vive en dreas pro-
picias para la transmisién de la malaria; de los
35 paises que conforman esta region, 21 repor-
tan actualmente tener zonas con transmisién
activa de malaria (1, 3, 4).

Durante los tltimos 50 afios las estrategias
de control de la malaria se han dirigido contra el
vector y el pardsito con insecticidas y quimiote-
rapia profildctica y de tratamiento, pero alo lar-
go del tiempo como consecuencia de la
resistencia desarrollada por ambos (vector y
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parésito) se han hecho ineficaces estas medidas
haciendo prioritario el desarrollo de nuevas al-
ternativas terapéuticas necesarias para el con-
trol y erradicacién de la malaria, especialmente
en los paises en desarrollo (1, 2).

La mayor parte del ciclo del parisito se da
dentro de los eritrocitos, después de lo cual son
liberados ala circulacién miles de pardsitos res-
ponsables de la patogénesis de la enfermedad.
Asi pues, la circulacién es un lugar de eleccién
para el desarrollo de medicamentos que puedan
retirar de ella los pardsitos y de esta manera
controlar la enfermedad (féirmacos esquizonti-
cidas); durante esta fase del ciclo de vida del pa-
rasito la hemoglobina contenida en los
eritrocitos representa su mas importante fuente
nutricional, los aminodcidos que el parésito de-
riva de la digestién de la hemoglobina son los
bloques que emplea para la construccién de sus
proteinas (5, 6, 7). Las funciones metabdlicas
relacionadas con la digestién de la hemoglobina
por parte del pardsito y su necesidad de elimi-
nar el grupo heme residual biocristalizindolo
son importantes dianas para el desarrollo de
farmacos antimaldricos.

El parésito ingiere la hemoglobina por pi-
nocitosis via el citosoma y posteriormente la
degrada dentro de sus vacuolas digestivas 4cidas
(pH 5.0-5.4), dentro de las cuales han sido ca-
racterizadas en P._falciparum, dos aspartil protea-
sas, Plasmepsina I y Plasmepsina 1I, y una
cistein proteasa, la Falcipaina. La degradacién
de la hemoglobina es iniciada por la Plasmepsi-

na I que hidroliza el enlace Phe33at — Leu34 en
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una regién articular que parece ser vital para la
integridad del tetrdmero de la hemoglobina;
una vez la molécula ha perdido su integridad, las
Plasmepsinas (I y II) y la Falcipaina pueden
romperla en otros lugares, al parecer la accién
de estas proteasas en la vacuola digestiva del pa-
rasito da origen a pequefios péptidos més que a
aminodcidos libres, finalmente fuera de la va-
cuola la accién de carboxipeptitasas da origen a
aminodcidos individuales (Figura 1) (8 - 13).
Como no ha sido evidenciada actividad de
exopeptidasas en la vacuola digestiva del pard-
sito, se ha asumido que los péptidos generados
traslocan al citosol, donde exopeptidasas cito-
solicas completan su digestién dando lugar a
aminodcidos individuales que puedan ser em-
pleados posteriormente para el crecimiento y
maduracién del pardsito. Este proceso de di-
gestion genera grandes cantidades de grupo
heme (Figura 2a) el cual se autooxida a
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hematina (Figura 2b) que debe ser liberada
como desecho téxico para el pardsito, pues
puede lisar su membrana o inhibir sus protea-
sas (5 - 8, 14).

El pardsito elimina esta hematina, al menos
en parte, convirtiéndola en una sustancia alta-
mente insoluble conocida como hemozoina
(pigmento maldrico). Estudios de difraccién de
rayos X han demostrado que la hematina es qui-
mica y estructuralmente idéntica al producto
sintético ferriprotoporfirina IX (Fe(IIT)PPIX).
Recientemente se ha demostrado que la 3-he-
matina es un dimero ciclico cristalino de hema-
tina (Figura 2c) (15 - 19).

Muchas propiedades de la hemozoina lo ha-
cen un producto ideal de excrecién para la deto-
xificacién del grupo heme: es denso e insoluble
en condiciones fisiol6gicas, y debido a su natura-
leza cristalina no contribuye a generar radicales
libres de oxigeno ni a la autooxidacién
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Figura 1. Digestién de la hemoglobina y formacién de la Hemozoina (pigmento maldrico).

No. 31, 2002

87



Revista Colombiana de Ciencias Quimico-Farmacéuticas

(a) Grupo Heme

(c) B-hematina

Figura 2. Estructuras moleculares de (a) Grupo Heme, (b) Hematina y (c) B-hematina.

perjudiciales para el parésito. Una vez que los es-
quizontes han madurado se da la ruptura del eri-
trocito, en ese momento son liberadas también a
la sangre importantes cantidades de hemozoina
las cuales son ingeridas por los macréfagos, pro-
ceso que Jos lesiona, disminuye su capacidad fa-
gocitica y afecta su capacidad de respuesta ante
cualquier infeccién, de la misma manera se cons-
tituye en un elemento de distraccién de la res-
puesta inmune, alterando las vias de secrecién de

citoquinas (20-22). Se ha sugerido que la
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acumulacién de este pigmento maldrico en las
células endoteliales, después de repetidas infec-
ciones de malaria, reduce los mecanismos locales
de inflamacién pudiendo facilitar el paso a otros
tejidos, lo cual se asocia con la aparicién de las
formas severas de la enfermedad. La hemozoina
se acumula en higado y rifién del hospedero don-
de su concentracién se incrementa con el pro-
greso de la parasitemia (23).

Aln cuando actualmente existe discusién
respecto a esta via metabdlica de detoxificacién
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del grupo heme y se han propuesto incluso hipé-
tesis de degradacién a través de intermediarios
no téxicos, la hipétesis presentada de la biocris-
talizacién del heme es la més reconocida (5).

Formacion y secuestro
del grupo heme

Durante su estadio asexual intraeritrocitico el
parésito habita en un medio rico en hemoglo-
bina, este en su estadio de trofozoito consume
cerca del 75% de la hemoglobina presente en
el eritrocito, con la consecuente liberacién de
los grupos heme. Se ha demostrado que con-
centraciones del heme tan bajas como 20 mM
lisan la membrana del parésito en 10 minutos,
esta cantidad es producida tan solo por la di-
gestion del 1% de la hemoglobina del eritroci-
to; luego el microorganismo requiere de un
proceso altamente eficiente para deshacerse
de este residuo (5).

El grupo prostético heme mantiene el hie-
rro en su estado ferroso, pero una vez liberado
de su proteina tiende a perder un electrén y
asumir su estado férrico el cual promueve el
dafo de la membrana debido a sus propiedades
peroxidativas, de la misma manera interfiere
con la via de degradacién de la hemoglobina (la
falcipaina ha mostrado ser muy sensible a la
presencia del Heme) (5).

Las unidades diméricas de 3-hematina in-
teractian en una estructura cristalina via fuer-
zas intermoleculares, que incluyen puentes de
hidrégeno entre los grupos acido propiénico
remanentes no ionizados del heme en cada
B-hematina, asi pues el pigmento malérico no
es mds polimérico que el hielo o los azicares en
que las moléculas individuales interacttian a tra-
vés de enlaces de hidrégeno intermoleculares
en el estado cristalino (27). Este no es un poli-
mero como se crefa hasta hace poco, por lo

No. 31, 2002

tanto el concepto de polimerizacién no es apro-
piado para explicar su formacién (15, 16). Re-
cientes publicaciones han dado el nombre de
biomineralizacién a este proceso, haciendo re-
ferencia a mecanismos de detoxificacién en-
contrados en otros microorganismos, por
ejemplo la mineralizacién de sulfito de cobre
que confiere tolerancia al cobre en Saccharom'yces
cerevisiae; sin embargo este proceso se refiere a la
formaciéon de sales inorginicas insolubles.
Actualmente se considera que el término bio-
cristalizacién es mds apropiado para describir la
formacién del pigmento maldrico (16).

Teorias sobre el mecanismo
de formacion de la hemozoina

Son varias las teorfas que buscan explicar este fe-
némeno y van desde la posible formacién me-
diante una reaccién quimica espontanea la cual
se daentrelos 6 ylos 65°CaunpH entre 4.2y 5,
teorfa que parte de observaciones realizadas in vi-
tro en las cuales se han determinado las condicio-
nes de formacién del cristal; sin embargo se
discute por el hecho que no puede explicar como
el proceso se desarrolla de manera tan rapida en
el parésito como €l lo requiere (14).

Se ha observado que lisados del trofozoito
del pardsito promueven la biocristalizacién in
vitro. De la misma manera, se ha buscado me-
diante solubilizacién aislar los componentes de
esta mezcla que eventualmente tendrian un
efecto catalitico en la biocristalizacién; sugi-
riéndose la presencia de una heme polimerasa,
la cual podria ser inhibida por varios de los anti-
maléricos existentes. Adicional a la necesidad
de una polimerasa que dé inicio y gufe el proce-
so de biocristalizacién se ha propuesto una acti-
vidad autocatalitica por parte de la 3-hematina,
lo cual explicarfa la fase de répida formacién del
cristal, aun cuando deja dudas respecto al inicio
del proceso (14).
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En busca de los factores que inician el pro-
ceso de biocristalizacién se han encontrado en
P. falciparum ciertas proteinas con un alto conte-
nido de histidina denominadas Proteinas Ricas
en Histidina (HRP), de las cuales han sido evi-
denciadas cuatro: HRP I, II, IIl y IV; la HRP I
ha sido asociada como un factor de citoadhe-
rencia; la HRP II ha sido relacionada in vitro
como un factor inicial de formacién de la he-
mozoina en condiciones similares a las de la va-
cuola digestiva del parasito.

Las HRP II y III consisten en secuencias
repetidas de hexapéptidos con gran cantidad de
residuos de alanina e histidina; el m4s abundan-
te de ellos presenta la siguiente secuencia
“Ala-His-His-Ala-Ala-Asp”, y aparece 30 veces
en la HRP II. Este hexapéptido ha sido identifi-
cado mediante métodos inmunoquimicos
como el sitio de unién para el grupo heme y la
HRP II ha sido localizada en el interior de la va-
cuola digestiva del pardsito; la mayor parte de
esta protefna es secretada por el parésito, ha-
ciendo su deteccién en plasma un posible me-
dio de diagnéstico de los pacientes. Se ha
asumido que la HRP II es internalizada a la va-
cuola digestiva del pardsito junto con la hemo-
globina, alli se une al grupo heme liberado
después de la degradacién de la hemoglobina
dando asi inicio al proceso de biocristalizacién
de la B-hematina (14, 28).

Ensayos realizados por algunos grupos han
debatido la existencia de una enzima que inicie
el proceso de biocristalizacién, entre ellos, un
grupo separ6é mediante CLAE los componentes
del lisado de P. falciparum, logrando fracciones
con actividad biocristalizante del heme, ellos
identificaron estos factores como metil ésteres
de dcidos oleico, palmitico y estedrico; de la
misma manera encontraron esta actividad en la
fraccién de acetonitrilo de un extracto de eri-
trocitos normales atin cuando el extracto com-
pleto de estos no mostré la actividad (26).
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La habilidad de varios fosfolipidos como
la esfingomielina para dar inicio a la biocrista-
lizacién del heme sugiere una naturaleza no es-
pecifica de este proceso catalitico. Todos los
lipidos ensayados (fosfatidilinositol, fosfatidil-
serina, esfingomielina y fosfatidilcolina) mos-
traron actividad para iniciar el proceso de
biocristalizacién, dicho proceso fue inhibido
por cloroquina. Se ha encontrado también ac-
tividad cristalizante en varios 4cidos grasos in-
saturados,  disponibles  comercialmente;
finalmente se sugiere que los 4cidos grasos in-
saturados tienden a oxidarse en presencia de
pequenas cantidades de heme y oxigeno; pro-
ceso que podria de alguna forma estar involu-
crado en el inicio de la biocristalizacién del
heme (26).

Aun cuando el mecanismo de formacién
de este cristal aun no es claro, existen trabajos
recientes en los que se evalta el efecto de varia-
bles como el tiempo de reaccién, la temperatu-
ra, el pH, la concentracién de acetato y la
cantidad de (Fe(III)PPIX) adicionada, en la ge-
neracién in vitro de estos cristales, mediante
mediciones de espectroscopfa infrarroja, di-
fraccién de rayos X y microscopfa electrénica;
métodos que permiten monitorear las cinéticas
de reaccién y la forma y caracteristicas externas
de los cristales formados. En cuanto al tiempo
de reaccién se encontré una relacién de tipo
sigmoidal al graficar el porcentaje de formacién

de B-hematina respecto al tiempo, con una fase
de induccién que se prolonga aproximadamen-
te hasta los 15 minutos, para posteriormente
dar inicio a una fase de rdpida formacién, entre
los 15— 45 minutos y finalmente una fase de es-
tabilizacién en la cinética de formacién del cris-
tal (Figura 3). La temperatura, evaluada a 30,
37,50y 60°C mostré una disminucién en la
fase de induccién a las mas altas temperaturas,
fase que aumenta al ir disminuyendo la tempe-
ratura; en general se considera la temperatura
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de 37°C 6ptima para ensayos farmacolégicos
que busquen evaluar la actividad inhibidora de
la biocristalizacién por ser esta la temperatura
en que el pardsito se encuentra en condiciones
reales (15, 17, 18, 29).

El pH en estos ensayos in vitro, es fijado me-
diante una solucién tampén de acetato; se en-
contré que el pH de 3.5 da lugar a las maximas
velocidades de formacién de 3-hematina; nue-
vamente se considera para el desarrollo de
pruebas de evaluacién de actividad antimaldrica
el pH de 4.5 como adecuado por ser cercano al
reportado en las vacuolas digestivas del parésito.
Nuestro grupo ha evaluado preliminarmente
estas variables, encontrando que el pH es critico
para la reproducibilidad de los ensayos al punto
que junto con otros investigadores hemos de-
terminado un pH de 4.45 como el més adecua-
do para los ensayos. La concentracién de
acetato es un pardmetro que influye de manera
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Figura 3. Formacién de la B-hematina.
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importante en las velocidades de reaccién, es-
pecificamente en la fase de formacién cuya
pendiente aumenta al aumentar la concentra-
cién de acetato y disminuye al disminuir esta.
La cantidad de (Fe(IIT)PPIX) adicionada al pa-
recer no tiene influencia en la cinética de for-
macién de los cristales cuando es evaluada
suplementando la solucién con (Fe(III)PPIX)
al 10% y al 509 (15, 29).

Sitio de accion
de antimalaricos
existentes

Se ha mostrado que antimaldricos con estruc-
turas de endoperéxidos y quinolinicos (quini-
dina, halofrantina, desbutilhalofrantina,
mefloquina, quinacrina, amodiaquina, pirona-
ridina, quinina, primaquina y cloroquina) inhi-
ben el proceso de cristalizacién
dejando cantidades de hematina li-
bre que son téxicas para el pardsito
(5, 15,17, 24, 28). La cloroquina y
los antimaldricos quinolinicos, in-
hiben el proceso al bloquear las fa-
ses de formacién del cristal;
estudios de microcalorimetria titu-
lacién isotérmica, sugieren una co-
rrelacién entre la constante de
unién a la hematina o -hematina
de estos antimaldricos y su habili-
dad para inhibir la biocristalizacién,
dejando ver que estos compuestos
median su actividad por su unién a
la B-hematina (forma dimérica),
més que a la hematina, con lo cual

|
] . .
45 Tiempo (min.) se postula que esta unién interfiere

el equilibrio en la reaccién de for-
macién del dimero y de esa forma
inhibe la biocristalizacién (7, 9, 21,
25).
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Prueba de inhibicion

de la biocristalizacion de la
ferriprotoporfina IX como
método de tamizaje en la
busqueda de compuestos
con actividad antimalarica

El proceso de biocristalizacién anteriormente
comentado es la base para el desarrollo de un
método de tamizaje farmacoldgico rapido en
cuanto a la actividad antimaldrica de compues-
tos candidatos a ser empleados como herra-
mienta terapéutica para combatir la malaria.

El proceso presenta las limitantes de mos-
trar actividad solo en aquellos compuestos cuyo
mecanismo de accién sea la inhibicién de la
biocristalizacién del heme, quedando por fuera
de la evaluacién cualquier otro mecanismo de
actividad antimalarica que pueda darse a lo lar-
go del ciclo de vida del parasito en el hombre,
por lo tanto su valor como prueba de descarte
de actividad antimalérica es limitado. Por otro
lado, se trata de un proceso in vitro que simula
las condiciones de biocristalizacién a un nivel
intimo de interaccién entre los componentes
involucrados sin tener en cuenta que una sus-
tancia que eventualmente presente actividad,
deberd atravesar al menos tres tipos de mem-
branas antes de llegar a su sitio de accién (mem-
brana del eritrocito, membrana del parasito y
membrana de la vacuola digestiva). Por lo ante-
rior esta prueba generalmente debe ser com-
plementada con otros ensayos de actividad
antimalérica.

El cristal formado es insoluble en solucio-
nes basicas y en solventes apréticos como dime-
til-sulféxido y piridina, contrario al grupo
heme el cual es soluble en estos medios; estas
caracteristicas son aprovechadas en el procedi-
miento para medir el porcentaje de inhibicion
de la Dbiocristalizacién del heme como
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herramienta para evaluar la actividad antimala-
rica de sustancias o extractos de origen vegetal;
este método espectrofotométrico para la cuan-
tificacién de la hemozoina en placas de 96 po-
zos puede ser empleado para ensayos de
cuantificacién in vitro. Adicionalmente el espec-
tro IR de la hemozoina es significativamente di-
ferente del obtenido con la hematina
conteniendo picos adicionales caracteristicos
del enlace hierro carboxilato, situacién similar
se presenta con los patrones de difraccién de
rayos X de las dos sustancias (5, 15, 28).

El principio bésico del ensayo consiste en
generar un ambiente similar al de la vacuola di-
gestiva del parasito en una placa de 96 pozos,
condiciones en las cuales se ha demostrado que
el Cloruro de Hemina (C;,H;,ClFeN,O,) o la
Hematina (C;;H;3FeN,O;), disponibles co-
mercialmente, dan origen a cristales. Estas con-
diciones acidas son logradas mediante un
tampén de acetato de sodio (pH 4.45), y la in-
cubacién de la placa a 37°C durante 18 — 24
horas; finalmente la placa es lefda a 405 nm en
un espectrofotémetro (6, 17, 29).

El método en estas condiciones permite el
andlisis rapido de las muestras por triplicado o
cuadruplicado con una importante economia
en reactivos; se adapta al empleo de micropipe-
tas multicanal, agitadores de placas y centrifu-
gas para placas de 96 poozs, existentes en
muchos laboratorios para otras técnicas y per-
mite la cuantificacién espectrofotométrica en
lectores de placas de 96 pozos (6).

Actualmente nuestro grupo de investiga-
cién cuenta con este modelo farmacolégico que
hace parte de la baterfa de pruebas de actividad
antimaldrica, la cual incluye adicionalmente en-
sayos in vitro con cultivo de Plasmodium fa]ciparum
e in vivo en modelo murino con Plasmodium
berghei.

Una variante de este ensayo ha buscado au-
tomatizar el método para obtener un tamizaje
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de alta eficiencia que permita la rdpida evalua-
cién de mas de 100.000 compuestos, emplean-
do placas de 96 pozos, evaluando la hematina
radiomarcada que es incorporada en la hemo-
zofna; sin embargo este método resulta costoso
y requiere lisado de trofozoitos y hemina radio-
marcada, que no estan al alcance de muchos la-
boratorios (6, 30).

De la misma manera, este modelo ha sido
empleado en la evaluacién de compuestos
como las metaloporfirinas (porfirinas sustitui-
das con un metal Cr, Co, Mn, Cu, Mg, Zn y Sn)
algunas de las cuales han presentado actividad 4
veces mayor que la cloroquina, se cree que esta
actividad puede estar relacionada con evitar la
oxidacién del hierro, lo que se ha confirmado al
observar que agentes reductores han sido capa-
ces de inhibir la biocristalizacién, convirtiéndo-
se esta etapa en una excelente diana farmacol6-
gica para el desarrollo de compuestos antimala-
ricos (18, 31, 32).

El objetivo final de este ensayo es encon-
trar compuestos que puedan efectivamente
acumularse en las vacuolas digestivas del parési-
to y generar cambios en el ambiente fisicoqui-
mico necesario para la biocristalizacién o
interactuar con el heme para impedir su bio-
cristalizacion, los cuales presentarfan grandes
potenciales como agentes antimaldricos, ya que
se trata de un proceso critico para el desarrollo

del pardsito (9, 18, 33, 34).
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