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Resumen: La Leishmaniasis y la Enfermedad de Chagas afectan a millones de personas en América
Latina y en otras regiones del mundo, siendo las poblaciones rurales pobres y vulnerables las mas
afectadas. Aunque se han realizado esfuerzos conjuntos para el combate de estas enfermedades
desatendidas, la combinacion de diferentes factores como el tratamiento ineficiente, la falta de interés
para invertir en la bisqueda de nuevas fuentes terapéuticas y el surgimiento de cepas de parasitos
resistentes acaban complicando las perspectivas. Esta situacion torna de vital importancia el
desarrollo de nuevas estrategias que apunten a la identificacion de moléculas con potencial aplicacion
en la terapia o que puedan ejercer un efecto sinérgico cuando se complementan con la quimioterapia
actual. Uno de los enfoques propuestos para este fin consiste en la biisqueda de estos agentes basados
en blancos farmacologicos presentes en los parasitos causantes de las citadas enfermedades. Entre
estos blancos moleculares se encuentran las enzimas implicadas en vias esenciales del parasito, como
la Tripanotiona Reductasa (TR), involucrada en el combate al estrés oxidativo generado por las
especies reactivas de oxigeno producidas por macroéfagos del huésped durante la infeccion. Una
herramienta importante en la busqueda de inhibidores para esta enzima puede ser encontrada a través
de la aplicacion de herramientas in silico, que resulta un método relativamente rapido y de bajo costo,
el cual permite seleccionar moléculas con potencial a partir de una gran variedad de fuentes. Los
ensayos basados en el tamizaje (“screening”) virtual permiten la seleccion de moléculas de forma
racional, que mediante ensayos complementarios pueden dar lugar al surgimiento futuro de nuevos
farmacos.
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Abstract: Leishmaniasis and Chagas disease affect millions of people worldwide, particularly in
Latin America where poor and vulnerable rural populations are mostly affected. Although joint efforts
have been made to fight these neglected diseases, the combination of different factors such as
inefficient treatment, lack of interest in investing in the search for new therapeutic sources, and the
emergence of resistant strains of parasites end up complicating prospects. This situation makes it
vitally important to develop new strategies aimed at identifying molecules with potential application
in therapy or that may exert a synergistic effect when supplemented with current chemotherapy. One
of the approaches proposed for this purpose is the search for these agents based on pharmacological
targets present in the parasites causing Leishmaniasis and Chagas. Among these molecular targets
there are enzymes involved in essential pathways of the parasite, such as Trypanothione Reductase
(TR), involved in combating oxidative stress generated by reactive oxygen species produced by host
macrophages during infection. An important tool in the search for inhibitors for this enzyme can be
found in the application of in silico tools, which is a relatively inexpensive and fast method of
selecting potential molecules from a variety of sources. Assays based on virtual screening allow the
selection of molecules in a rational way, which through complementary tests can lead to the future
emergence of new drugs.

Keywords: Leishmaniasis, Chagas Disease, trypanothione reductase, virtual screening.

Enfermedades desatendidas

Las enfermedades conocidas como tropicales desatendidas (Neglected Tropical Diseases o
NTD por sus siglas en inglés) son consideradas como un grupo variado de enfermedades
que abundan en 149 paises con climas tropicales y subtropicales, afectando a mas de mil
millones de personas y representan una inversion de millones de ddlares anuales para los
paises en desarrollo. Las poblaciones mas afectadas incluyen a aquellas de escasos recursos
y condiciones de vida inadecuadas, muchas veces en constante contacto con los vectores
que las transmiten y los animales que actiian como reservorios (1).

Entre las enfermedades causadas por parasitos flagelados con amplia distribucion en las
Américas clasificadas como desatendidas, pueden citarse la enfermedad de Chagas y la
Leishmaniasis (2). La leishmaniasis es causada por parésitos del género Leishmania,
transmitida por la picadura del vector flebotomineo infectado. La mayoria de los casos se
concentran en Brasil, Colombia y Pert (3).

Por otro lado, la enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi y
transmitida por vectores triatominos. Es considerada la enfermedad tropical transmisible
mas prevalente en América Latina. La distribucion geografica de la infeccion de Chagas se
extiende desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile (4).

El panorama altamente complejo de estas enfermedades en paises en vias de desarrollo se
ve agravado por la falta de inversion en la busqueda de nuevas posibilidades terapéuticas
opcionales a las convencionales, las cuales presentan severos efectos adversos en los
pacientes, quienes acaban desistiendo del tratamiento, aumentando asi el riesgo del
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desarrollo de resistencia del parasito. En el caso particular del Chagas, el medicamento es
ineficiente cuando la enfermedad se encuentra en su fase cronica (2).

El control y tratamiento de enfermedades tropicales desatendidas representan un gran
desafio para grupos de investigacion, sistemas de salud y gobiernos, que deben promover
acciones de integracion social, asistencia a la salud e incentivo al desarrollo cientifico y
tecnolodgico, con el objetivo de minimizar los agravios asociados a estas molestias. Estas
enfermedades, ademas de afectar a millones de personas en situacién de vulnerabilidad,
presentan implicaciones economicas asociadas al tratamiento que son igualmente
relevantes, como a la propia enfermedad (6).

De esta manera surge la necesidad de adoptar nuevos medicamentos alternativos o
combinatorios para su aplicacion en el tratamiento de estas dolencias. Pero, ;cudles son las
opciones disponibles cuando se plantean estas alternativas a tratamientos que poseen mas
de cincuenta afios de implementacion?

Nuevos enfoques terapéuticos y blancos moleculares en tripanosomatidos

El desarrollo de nuevos tratamientos contra protozoarios sigue principalmente tres lineas:
(i) reposicionamiento de farmacos que se encuentran en el mercado para otros fines
utilizando herramientas virtuales o nuevas combinaciones de los que tienen accién
conocida, (ii) analisis de las vias metaboélicas del parasito para identificar nuevos objetivos
moleculares y posterior desarrollo de compuestos con posible accion sobre ellos, y (iii)
sobre productos naturales como fuente potencial (6).

Todos los medicamentos actualmente disponibles para el tratamiento de enfermedades
parasitarias surgieron a partir del tamizaje ((“screening”) contra los parasitos en cultivo,
ensayados contra linajes celulares, pasando los mas prometedores a ser evaluados in vivo y
en ensayos preclinicos y clinicos. Por otro lado, los avances en relacion a la comprension
de los mecanismos moleculares de enfermedades parasitarias, asi como de las
caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y genéticas de los parasitos, permitieron el
desarrollo de una nueva estrategia de disefio racional de farmacos, basandose en las
diferencias estudiadas entre huésped y parasito y dirigido contra blancos especificos
presentes en este Gltimo. Esta area, desarrollada mediante las herramientas biomoleculares
(biologia molecular, bioquimica, genética, etc.), ha aumentado el nimero de blancos
moleculares para pruebas en screening de alto rendimiento para identificacion de agentes
innovadores en las ultimas décadas (7).

Los blancos moleculares se definen como aquellas proteinas o acidos nucleicos cuya
actividad biologica es especifica de un organismo y que pueden ser susceptibles a la accion
de compuestos o moléculas con la capacidad de alterar sustancialmente su actividad. En
este mismo ambiente, conceptualmente, los inhibidores se definen como moléculas capaces
de enlazarse a un objetivo especifico bloqueando su actividad. En cuanto a los blancos
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moleculares de enfermedades desatendidas, los criterios basicos para la seleccion de los
mismos son que se presenten prioritariamente en el agente etioldgico y que se expresen en
la etapa de vida patogena para el huésped (8).

Aunque la inversion en investigacion y desarrollo farmacéutico ha aumentado
substancialmente, la falta de un aumento correspondiente en la identificacion de nuevas
moléculas con aprobacion para terapéutica, indica que la innovacion farmacéutica sigue
siendo un desafio para los grupos de investigacion (9).

La busqueda de nuevas alternativas quimioterapéuticas en la lucha contra las enfermedades
desatendidas causadas por parasitos ha conducido a los investigadores al estudio de
diversos blancos moleculares, algunos de ellos inclusive compartidos entre los organismos
componentes de la familia Trypanosomatidae (Tabla 1).

Como ya ha sido mencionado, entre los principales criterios para la validacion de un blanco
molecular se encuentra que el mismo sea crucial para el metabolismo del patdgeno,
prefiriéndose si estd presente exclusivamente en el parasito. Sin embargo, algunos farmacos
no siguen este patron, derivando en los efectos adversos y la baja eficiencia (8). Entre los
blancos mas estudiados presentes en esta familia de parasitos, las enzimas del metabolismo
tiol-dependiente son consideradas entre las mas prometedoras (7, 10). Los tripanosomatidos
estan expuestos a una cantidad considerable de productos toéxicos denominados especies
reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrogeno (ROS y RNS por sus siglas en inglés,
respectivamente) durante su paso por las células del hospedero. Estos agentes pueden
causar un desbalance del sistema reductor intracelular ocasionando serias alteraciones al
parasito. El agrupamiento tiol presente en diversos complejos enzimaticos cumple un papel
determinante en la reduccién de las ROS, regulando en este proceso otras funciones
celulares (11). En particular, en los miembros de la familia Trypanosomatidae existe un
sistema a base de tripanotiona [T(S)2] que junto a la flavoenzima Tripanotiona Reductasa,
proporcionan las condiciones adecuadas para su supervivencia (12).

El sistema de la Tripanotiona Reductasa fue comprendido varios afios después de haberse
descrito la existencia de otros componentes de la via metabdlica donde ella actia,
sabiéndose hasta ese momento que se trataba de un sistema imprescindible para la
supervivencia del parasito (11).

Los componentes descritos posteriormente incluyen la Triparedoxina Peroxidasa y la
Triparedoxina, que convierten los radicales perdxido y alquilo hidroperoxido en agua y
alcohol, respectivamente (17).

La presencia de la Tripanotiona Reductasa (TR) (BRENDA: EC: 1.8.1.12) en varios
flagelados de la familia Trypanosomatidae fue demostrada inicialmente en estudios
utilizando el sustrato tripanotiona de Crithidia fasciculata, y posteriormente, la enzima fue
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identificada en estudios utilizando extractos solubles de Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi, L. mexicana, y Crithidia fasciculata (18, 19). Estos estudios
condujeron a la determinacion de la funcidn de la ditiol tripanotiona (forma reducida de la
tripanotiona), que conjuntamente con la TR, proporcionan el ambiente reductor en los
tripanosomatidos sustituyendo el sistema del glutation (GSH) y la Glutation Reductasa
(GR) (EC: 1.8.1.7) que se encuentra en el hospedero mamifero (20).

A pesar de que la GR y de la TR presentan aproximadamente 40% de identidad en su
secuencia de aminodcidos, existen caracteristicas estructurales que proporcionan la
especificidad respectiva de union por sus sustratos. Un detalle importante en este punto es
la diferencia de cargas, tamafio y bolsones hidrofilicos e hidrofobicos presentes en las dos
enzimas. En este contexto, la TR posee la capacidad de acomodar sustratos constituidos por
grupos con mayor volumen, presentando un sitio activo cargado negativamente y regiones
hidrofébicas interactuando con su substrato mediante interacciones electrostaticas y de van
der Waals, respectivamente, a diferencia de la GR que presenta residuos cargados
positivamente e interactia con su sustrato de menor tamafio por interacciones
electrostaticas (11, 21, 22).

Esta diferencia ha establecido a la TR como un blanco validado para el disefio racional de
farmacos contra la enfermedad de Chagas y Leishmaniasis. Estudios anteriores
demostraron que esta enzima y otras que pertenecen a la misma ruta metabdlica, se
encuentran sobre-expresadas en las cepas de parasito que son resistentes a los
medicamentos convencionales, sugiriendo que esta via puede ser considerada un objetivo
apropiado para el desarrollo de nuevos farmacos (23, 24).

Figura 1: Via metaboélica de la enzima Tripanotiona Reductasa (17).

XXX X X
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Blancos moleculares

Funciones en el metabolismo del parasito

Compuestos con actividad

. ., . , . Anfotericina B, drogas azoélicas
Enzimas de la biosintesis de esteroles Sintesis de esteroles de membranas & y
azasteroles
Enzimas de la biosintesis de poliaminas Crecimiento y diferenciacion Pentamidina y DFMO*

Enzimas de la via glicosomal

Glicolisis, salvamento de purinas y beta-
oxidacién de acidos grasos

Cumarinas, Aloprurinol y antimoniales

. . .. Ciclo de division celular, transcripcion, .
Quinasas dependientes de ciclinas . . . P Indirubina
apoptosis y diferenciacion
Proteinasas Eliminacion de proteinas ubiquitinadas Benzamidina y TPCK
. . . Manutencion ~ del ~ ambiente  reductor . .
Enzimas del metabolismo de tioles Antimoniales

intracelular

Topoisomerasas

Involucradas en la division celular

Pentamidina, antimoniales, Novobiocin,
Etoposida y fluoroquinolonas

Proteinas ribosomales

Sintesis de proteinas

Paramomicina

Enzimas implicadas en la biosintesis de lipidos

Constituyentes de membranas

Miltefosina

Tabla 1: Principais blancos moleculares de Tripanosomatideos (10, 13—16).
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Desde la identificacion de la enzima TR, las investigaciones han abordado la busqueda de
inhibidores con el fin de interferir en el ciclo de vida de estos flagelados. En este contexto,
algunos estudios han descrito la capacidad inhibitoria de la TR por el farmaco
clomipramina, registrado como antidepresivo triciclico clasico. Inicialmente este efecto fue
relacionado con un desequilibrio en el gradiente electroquimico de las membranas de los
parasitos, sin embargo, trabajos posteriores realizados con una TR recombinante y ensayos
in silico indicaron su conexion con la inhibicioén de esta enzima (25, 26). A partir de ese
trabajo inicial, se ha descrito la accién inhibitoria de otros derivados de compuestos
triciclicos (27, 28).

Debido al escenario que involucra estas enfermedades olvidadas, la biodiversidad surge
como una fuente de moléculas de alta variabilidad estructural, quimica y de alto potencial
de aplicacion biotecnoldgica.

Tradicionalmente, los productos naturales representan una fuente de moléculas con
potencial uso contra enfermedades, ya sea de forma empirica con el uso popular o aplicado
en la medicina. Los compuestos de origen natural como fuente de agentes terapéuticos
alcanzaron su pico en la década de 1970-80. Entre 1981 y 2002, aproximadamente la mitad
de las nuevas entidades quimicas registradas corresponden a moléculas de origen natural
(29) y hasta el 34% de los medicamentos aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) hasta 2010, derivaron de esta importante fuente (29, 30).

Gracias a los considerables avances en la comprension de las vias de biosintesis de estas
moléculas, junto con mejoras en los enfoques para su aislamiento, identificacion y
caracterizacion, se han desarrollado las herramientas necesarias para una nueva era en la
investigacion de productos naturales en la academia y en la industria (31).

Estudios in silico para la blisqueda de nuevas moléculas con potencial farmacolégico

La identificacion de entidades innovadoras es el objetivo central de la investigacion en la
busqueda de nuevos farmacos y este proceso puede ser realizado utilizando herramientas
de screening de alto rendimiento (High-Throughput Screening-HTS). A pesar de haber sido
establecida alrededor de los afios 80, el costo de implementacion de estas plataformas sigue
siendo un gran impedimento, disminuyendo su aplicabilidad en regiones de escasos
recursos. En este sentido, la utilizacion de plataformas virtuales ofrece ventajas interesantes
en la busqueda de moléculas con capacidad de interaccion con un objetivo molecular
validado. El tamizaje (“screening”) virtual o clasificacion virtual aplicado a farmacologia
consiste en el uso de algoritmos matematicos computacionales que permiten seleccionar
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entre un grupo de moléculas sometidas al andlisis de interaccion contra blancos
seleccionados, aquellas que presentan mayor probabilidad de actividad en modelos
experimentales in vitro e in vivo (32).

Inicialmente, la seleccion virtual fue considerada como una alternativa ante la falta de
infraestructura de algunos laboratorios para implementar metodologias de HTS, pero
posteriormente, ambas técnicas fueron consideradas complementarias, siendo el screening
virtual conocido como la version in silico del screening de alto rendimiento (32).

Los analisis de clasificacion virtual pueden seguir dos metodologias igualmente validas
dependientes de los datos disponibles: la basada en la estructura del ligando (cuando no se
cuenta con la estructura del receptor) o aquella que considera la estructura del receptor,
conocida como acoplamiento (“docking”) molecular (33).

El desarrollo de las técnicas de secuenciamiento del acido desoxirribonucleico (ADN) y de
expresion y caracterizacion estructural de proteinas contribuy6 notablemente en las areas
de investigacion que apuntan a la identificacion de potenciales farmacos. En relacion a la
estructura tridimensional, para una parte de las moléculas existe una estructura resuelta,
obtenida por cristalografia y analisis por difraccion de rayos X y/o resonancia magnética
nuclear (34).

Por otra parte, cuando no se dispone del modelo adecuado para realizar la seleccion virtual,
se tiene como alternativa el modelado por homologia del blanco de interés. Una de las
principales justificaciones para la utilizacion de esta herramienta se basa en la observacion
de que en la naturaleza las proteinas son mas conservadas en su estructura tridimensional
que en relacion a su secuencia de aminoacidos (35).

Una vez obtenido el modelo tridimensional del receptor, es posible realizar el docking
molecular, confrontando el modelo en condiciones especificas con los ligandos que seran
ensayados. Posteriormente, son seleccionadas aquellas moléculas que presentaron
interacciones mas favorables en términos de estabilidad molecular del complejo receptor-
ligando (36).

La principal ventaja del screening virtual es la disminucion drastica de tiempo y recursos
requeridos para ensayar una biblioteca de compuestos. La identificacion de entidades que
no interactian con el blanco estudiado reduce notablemente el nimero de moléculas
susceptibles de ser ensayadas in vitro, siendo ésta la diferencia que se presenta cuando se
compara con la técnica del HTS, en la cual innumerables compuestos se prueban sin
informacion previa acerca de los potenciales efectos de los mismos (37).
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Las primeras investigaciones de interaccion molecular entre ligandos y receptores se
realizaron considerandolos como estructuras fijas. Actualmente, se proponen moléculas
interactuando de una manera dinamica, sufriendo cambios conformacionales derivados de
esa interaccion y que afectan a su funcionalidad. Si bien el docking molecular puede
proporcionar datos importantes sobre el comportamiento de una molécula en presencia de
otra, existen factores que no se consideran a la hora de realizar un analisis in silico,
principalmente el hecho de que la presencia aislada de las dos moléculas no refleja la
realidad de los ambientes naturales. Aunque este pardmetro es considerado un aspecto del
método a ser mejorado, informacion valiosa puede ser rescatada de los ensayos realizados
de forma virtual, representando una herramienta inestimable en la busqueda de farmacos y
moléculas con actividad contra posibles blancos terapéuticos (36).

CONCLUSION

Considerando la situacion actual de la Leishmaniasis y la enfermedad de Chagas, el control
y tratamiento de estas enfermedades representa un gran desafio que estimula el trabajo
conjunto de grupos de investigacion y sistemas de salud, lo cual debe propiciar el desarrollo
tecnoldgico y cientifico con el objeto de minimizar las complicaciones asociadas a estas
dolencias. Son de especial interés la aplicacion de herramientas que permitan el disefio de
metodologias capaces de reducir costos a largo plazo. En este contexto, los ensayos in silico
disminuyen de manera considerable el nimero de moléculas a ser evaluadas en ensayos
biologicos, fomentando la iniciativa de aplicar nuevas estrategias basadas en la
disponibilidad de recursos.
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