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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, es considerada una de las enfermedades tropicales mas
olvidadas que afecta a mas de 10 millones de personas alrededor del mundo. A mas
de 100 anos de su descubrimiento, no se ha encontrado un farmaco que sea eficaz
contra esta enfermedad en cualquiera de sus dos principales etapas. Se han realizado
numerosos estudios alrededor del mundo enfocados en la seleccién de blancos
potenciales para el desarrollo de farmacos contra la enfermedad de Chagas. En este
trabajo realizamos una revision acerca de estos estudios, haciendo énfasis en aquéllos
basados en las diferencias presentadas en el metabolismo de Trypanosoma cruzi,
agente etioldgico de esta enfermedad, con respecto al de su hospedero mamifero.
Mediante el analisis detallado de estas diferencias metabdlicas, se han revelado un
importante nimero de blancos potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos. De
manera prometedora, el disefio racional de farmacos con base en el conocimiento de
estas moléculas, ha permitido que algunos de estos nuevos compuestos, se encuentren
en las primeras fases preclinicas.

ABSTRACT

Chagas disease affects over 10 million people around the world, and it is considered
one of the most neglected tropical diseases. Even though this disease was discove-
red more than 100 years ago, there is not an effective drug against Chagas in any
of its two main stages. There are several studies around the world focused on the
selection of potential targets for drug development against Chagas disease. In this
work, we made a revision of these attempts with emphasis in those works based
on the metabolic differences between Trypanosoma cruzi (the etiological agent of
chagas disease) and its mammalian host. As a result of the detailed analysis of these
metabolic differences, a great number of potential targets for rational drug design
have been revealed, and some of the most promising molecules designed are now
being tested in early preclinical studies.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es considerada por la
Organizacién Mundial de la Salud como parte de
las 13 enfermedades tropicales mas olvidadas,
entre las que también se encuentran la enfer-
medad del suefo y varios tipos de leishmaniasis.
Esta enfermedad representa un problema tanto de
salud como econdmico principalmente para varios

paises de Latinoamérica. La enfermedad de Chagas
también llamada tripanosomiasis americana es
causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi, que fue descubierto por el médico brasile-
Ao Carlos Chagas en 1909. A pesar de que han
transcurrido un poco mas de 100 afios después
del descubrimiento de la enfermedad, se han
recuperado DNA de T. cruzi de momias humanas
en estudios paleontoldgicos que demuestran que
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este parasito afecta al humano desde hace aproxi-
madamente 9,000 afios (1). Por otro lado, a pesar
de que el primer reporte de la enfermedad la hizo
el Dr. Chagas, existen indicios que sugieren que
Carlos Darwin pudo haber contraido la enfermedad
en la expedicion que hizo a Sudamérica en 1835,
ya que hace una descripcion muy importante de
la chinche besucona (vector del parasito), ademas
de que hay evidencia que demuestra que presenté
sintomas caracteristicos de la enfermedad (2)

De acuerdo a datos de la Organizaciéon Mundial
de la Salud actualizados en el 2010 (www.who.int)
se estima que alrededor de 10 millones de perso-
nas se encuentran infectadas con Trypanosoma
cruzi. Latinoamérica es la regiéon endémica de la
enfermedad de Chagas en donde se encuentran
en riesgo de contraer la enfermedad mas de 25
millones de personas; se estima que, en el 2008,
se presentaron mas de 10,000 muertes debido a
esta parasitosis. Esta enfermedad esta asociada
en forma importante con condiciones de vivienda
de pobreza extrema. Los principales paises afec-
tados tienen altos indices de pobreza, y entre ellos
se incluye México. La importancia de esta enfer-
medad a nivel mundial, ha hecho que numerosos
grupos de investigacion enfoquen sus esfuerzos a
la identificacion de blancos potenciales, asi como
al desarrollo de nuevos farmacos; ambos aspectos
se repasaran a lo largo de esta revision.

2. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS Y CICLO DE VIDA
DE T. CRUZI

La enfermedad de Chagas técnicamente es una
zoonosis; los reservorios naturales del parasito son
una gran variedad de marsupiales y mamiferos del
continente americano. La infeccidn se transmite al
humano por los insectos hematéfagos del género
Reduviidae. A pesar de que se han identificado mas
de 130 especies de triatomas capaces de transmitir
el parasito al humano, tres de ellas son las mas
importantes, Triatoma infestans, Rhodnius prolixus
y Triatoma dimidiata.

Esta parasitosis también puede ser transmitida
por medios que no involucran al insecto vector, ya
sea por transfusiones sanguineas, o de la madre
al hijo recién nacido, a través de la sangre. La
transmision del parasito debido a transfusiones
es del 10-20%, dependiendo de la concentracion
de parasitos en la sangre infectada y de otros
factores, como por ejemplo, la cepa del parasito.
La frecuencia de transmisién congénita, es de un
5% y también depende de la cepa del parasito,
asi como del estado inmunoldgico de las madres,
entre otros factores.

El parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un
tripanosomatido del género Kinetoplastea. El ciclo
de vida de T. cruzi es bastante complejo, (Fig. 1);
involucra varias etapas de desarrollo tanto dentro
del parasito como del insecto vector, el cual no
parece verse afectado por la infeccién del parasi-
to. Las formas celulares que se identifican en el
hospedero mamifero son los tripomastigotes en
su forma sanguinea, que no son replicativos, y los
amastigotes intracelulares replicativos; mientras
que, en el insecto vector se encuentran epimas-
tigotes replicativos y tripomastigotes metaciclicos
en su forma infectiva.

La enfermedad de Chagas se presenta en tres
fases principales: la aguda, la indeterminada y la
cronica. La fase aguda afecta cominmente a nifios
y se presenta dos meses después de la infeccion.
Durante esta fase los parasitos se multiplican como
amastigotes intracelulares en los macréfagos y
células tisulares en el sitio de la mordedura del
insecto. En muchos de los casos, en esta fase no
se presentan sintomas, o se presenta un conjunto
de signos y sintomas tales como fiebre, dolores
musculares, malestar generalizado, sudoracion
excesiva, lesiones en la piel (chagoma), inflama-
cion de nddulos linfaticos y conjuntivitis (signo de
Romafia). También se puede presentar un aumento
de tamano del higado y bazo, falla cardiaca debido
a la inflamacion del miocardio y en pocos casos se
presentan complicaciones cerebrales, tales como
meningoencefalitis. Debido a los sintomas leves,
el diagndstico puede ser determinado en solo un
10% de los casos.

En la fase indeterminada los pacientes son
asintomaticos y los parasitos desaparecen del to-
rrente sanguineo, pero pueden ser detectados en
el musculo liso y cardiaco. En muchos de los casos
la enfermedad no avanza de esta fase, pero en el
30% de ellos hay una evolucion hacia la fase croé-
nica. Esta etapa se presenta con patologias graves
del sistema cardiaco como arritmias severas, asi
como trombosis arterial y venosa. ComiUnmente
los pacientes con enfermedad cardiaca debido a la
enfermedad de Chagas presentan un fuerte dolor
en el pecho. El dafio cardiaco comUnmente es bi-
ventricular. A nivel de tracto digestivo se presenta
un aumento de tamafio en el esdfago y colon lo
que se conoce como megaesbéfago y megacoldn,
respectivamente. (3)

Desde la década de los setentas, los farmacos
de eleccion para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas son el Nifurtimox y el Benznidazol.
Ambos farmacos son compuestos heterociclicos
nitrogenados con un grupo nitro unido a un fura-
no o a un anillo imidazol, respectivamente. Estos
agentes funcionan como pro-farmacos y activan a
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Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. En el hospedero mamifero se encuentran los tripanomastigotes no replicativos y
los amastigotes intracelulares replicativos, mientras que en el insecto vector se encuentran epimastigotes replicativos

y tripomastigotes metaciclicos en su forma infectiva.

las nitroreductasas generando efectos citotdxicos.
El mecanismo de accién del Nifurtimox involucra la
produccién de radicales libres, aniones superoxido,
perdxido de hidrogeno y metabolitos electrofilicos
que afectan al parasito (4). El Benznidazol actla
inhibiendo la sintesis de proteinas y la cadena res-
piratoria y, se ha demostrado que los metabolitos
reducidos de este fadrmaco unidos covalentemen-
te a macromoléculas interaccionan con el DNA
del parasito (5). Desafortunadamente, ambos
farmacos solo son eficientes en la fase aguda de
la enfermedad o bien en aquellos pacientes que
presentan reincidencias de la infeccion por estar
inmunosuprimidos. Este tratamiento se encuentra
contraindicado en mujeres embarazadas y en pa-
cientes con insuficiencia renal o hepatica. La terapia
no es del todo exitosa, debido que se produce toxi-
cidad sistémica y efectos adversos especialmente
en adultos, entre los que se encuentran pérdida de
peso, nauseas, vomito, leucopenia, trombocitope-
nia, agranulocitosis, alteraciones dermatoldgicas,

como dermatitis, y, dentro las mas severos, se
encuentran las polineuropatias dependientes de
dosis (6). También se ha reportado diferencia en
la susceptibilidad a estos farmacos, dependiendo
de la cepa del parasito involucrada (7).

Hasta el momento no existe algin farmaco que
sea eficaz en ambas fases de la enfermedad y
que ademas no presente efectos colaterales. De
esta necesidad surgen diversos estudios a lo largo
del mundo con el Unico propdsito de encontrar el
blanco terapelutico ideal y el compuesto inhibidor
especifico contra T. cruzi que no altere el metabo-
lismo del hospedero mamifero.

3. ALGUNAS DIFERENCIAS NOTABLES ENTRE
TRYPANOSOMA CRUZI'Y SU HOSPEDERO MA-
MIFERO

Existen diferencias importantes en el metabolismo
de tripanosomatidos con respecto a su hospedero
mamifero; estas peculiaridades cobran vital impor-
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tancia para el disefio racional de farmacos especie-
especificos, interfiriendo en el metabolismo del pa-
rasito sin afectar el del huésped mamifero. A nivel
de metabolismo energético existe una diferencia
notable, ya que en los tripanosomatidos gran parte
de la glicdlisis se lleva a cabo dentro del glicosoma,
organelo especializado de origen peroxisomal. Ocho
de las diez enzimas que participan en la via se en-
cuentran compartamentalizadas en este organelo,
(Fig. 2). De manera interesante, se ha encontrado
que las enzimas glicoliticas que se encuentran
compartamentalizadas en el glicosoma poseen
puntos isoeléctricos mayores con respecto a sus
homologas encontradas en el citosol de las células
de mamifero (8). Existe una clasificacion, en donde
se agrupan a diversos parasitos de acuerdo a su
metabolismo energético (9). T. cruzi fue clasificado
en el grupo 4 al que pertenecen aquellos parasitos
con las capacidades metabdlicas mas complejas.
En esta categoria también se encuentran la forma
prociclica de T. brucei y todas las etapas en el ma-
mifero y en el hospedero de Leishmania spp. Estos

Figura 2. Enzimas glucoliticas
compartamentalizadas en el
glicosoma de T. cruzi.

1. Hexocinasa,

2. Glucosa-fosfato isomerasa,
3. Fosfofructo cinasa,

4. Fructosa bifosfato aldolasa,
5. Triosafosfato isomerasa,
6.- Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa,

7. Fosfoglicerato cinasa,

8. Piruvato fosfato dicinasa.

tripanosomatidos no son dependientes Unicamente
de la glucosa para la obtencién de energia, poseen
un metabolismo mitocondrial complejo y, ademas
de glucosa, también pueden degradar aminoaci-
dos. Asi mismo, utilizan la cadena respiratoria y
la fosforilacién oxidativa para la obtencién de ATP.

Los tripanosomatidos, a diferencia de sus hos-
pederos, obtienen parte importante de su energia
de la hidrdlisis del pirofosfato inorganico (PPi), la
cual genera de 10 a 15 veces mas energia que el
ATP. El PPi se distribuye a través de la célula pero se
concentra en los acidocalcisomas. Existen enzimas
que se encargan de la hidrdlisis del PPi, entre las
que se encuentran la pirofosfatasa translocadora
de protones en los acidocalcisomas vy la piruvato
fosfato dicinasa en el glicosoma. Por ser exclusi-
vas del metabolismo de estos parasitos, resultan
blancos importantes para el desarrollo de nuevos
farmacos antiparasitarios.

Existen dos sistemas exclusivos de tripanoso-
matidos, los cuales han sido objeto de numerosos
estudios para el desarrollo de nuevos farmacos. El

Glucosa

IPGA

2PGA —>» PEP —»PYR



72

tripanotion y el sistema de la tripanotion reductasa
se encuentran exclusivamente en los protozoarios
del género Kinetoplastea y reemplazan al glutation
intracelular y al sistema glutation reductasa que
constituye el mecanismo principal del sistema de
reduccion tiol. Asi mismo, el sistema de la glio-
xalasa estd intimamente relacionada con la ruta
del tripanotion vy la tripanotidon reductasa, ya que
en conjunto se encargan de la detoxificacion del
metilglioxal, metabolito citotdxico y mutagénico
generado inevitablemente en la glicdlisis. La glioxa-
lasa de parasitos protistas cobra importancia como
blanco para el disefo de farmacos por el hecho de
que utiliza como catién divalente el niquel, mientras
que la enzima de eucariotes utiliza como cofactor
al zinc; de igual manera existen diferencias impor-
tantes en el sitio catalitico entre la glioxalasa de los
tripanosomatidos y su contraparte en mamiferos
(10).

Otro de los blancos terapéuticos de gran impor-
tancia, y exclusivos de T. cruzi, es la cruzipaina,
proteasa especifica de este pardsito que se en-
cuentra expresada en todas las fases de su ciclo de
vida. Es similar a la catepsina y es la responsable
de la actividad proteolitica a lo largo de la vida de
este parasito (11). Existen numerosos estudios que
pretenden dilucidar el mecanismo de accion de esta
proteasa con el fin de encontrar algun inhibidor
capaz de inactivarla, con la consecuente muerte
del parasito.

T. cruzi, al igual que muchos hongos y levaduras,
requiere esteroles especificos para la viabilidad y
proliferacion celular en todas las etapas de su ciclo
de vida (12). Por muchos afos se creyo que los tri-
panosomatidos, al igual que células de mamiferos,
sintetizaban colesterol, ya que crecian en medios
suplementados con tejido de corazon o cerebro.
Gracias a importantes estudios bioquimicos se
llegd a la conclusion de que los tripanosomatidos
sintetizaban ergosterol en lugar de colesterol por lo
cual, la via de sintesis del ergosterol se considera
una ruta metabdlica importante en los hongos y
en los miembros del orden Trypanosomatida y ha
sido un blanco importante de inhibicion.

Con la liberacién de los genomas completos de
T. cruzi, T. brucei y Leishmania major, se pudie-
ron identificar, respectivamente, 171, 156 y 179
secuencias que codifican protein-cinasas; esto
ha permitido comparar estas enzimas con las co-
rrespondientes en el humano, con la finalidad de
poder identificar y validar algunos posibles blancos
terapéuticos. Las protein-cinasas son reguladoras
importantes de muchos eventos celulares como
el control transcripcional, la progresion del ciclo
celular y la diferenciacién, por lo que han cobrado
importancia como blanco para el disefio de far-
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macos para el tratamiento de un gran variedad
de enfermedades y sindromes. El genoma de las
protein-cinasas de los tripanosomatidos corres-
ponde a un tercio del total de protein-cinasas en el
humano, por lo que difiere en numerosos aspectos
al de su hospedero mamifero (13).

4. ALGUNOS BLANCOS TE‘_RAPéUTZ,[COS ES-
TUDIADOS PARA EL DISENO DE FARMACOS
CONTRA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

4.1 Enzimas que se encuentran compartamen-
talizadas en el glicosoma

La compartamentalizacion de ocho de las diez en-
zimas glicoliticas en el glicosoma de los tripanoso-
matidos es una caracteristica muy relevante que ha
permitido llevar a cabo numerosos estudios de las
enzimas involucradas. La hexocinasa es la primer
enzima en la via glicolitica, en T. cruzi (TcHK); esta
enzima no se inhibe por su principal regulador en
vertebrados, la D-Glucosa 6 —fosfato. Estudios re-
cientes demuestran la inhibicidn no competitiva de
la TcHK por el difosfato inorganico (PPi) con una Ki
de 500 uM. Se ha identificado una familia de analo-
gos del PPi metabdlico, llamados bifosfonatos, que
son inhibidores potentes y selectivos de la TcHK,
ademas de inhibir la proliferacion de amastigotes
en cultivo. Se encontraron tres compuestos: el
(9-etil-9H-3-carbazolyl)-amino-metileno-1,1-
bifosfonato, IC,,= 0.81 uM, el (3-bromo-fenil)-
amino metileno-1,1-bifosfonato , IC, ;= 0.95 uM y
el (2-(priridin-4-il)-1-hidroxietano-1,1-bifosfonato,
IC,,= 12.7 uM, que inhiben a la TcHK de manera
mixta y no competitiva; ademas de presentar un
efecto selectivo contra la forma intracelular amas-
tigote. Estos compuestos tienen un ligero efecto
en el crecimiento de células de una linea celular
humana por lo que representan una novedosa clase
de agentes antiparasitarios que inhiben de manera
selectiva la actividad de la hexocinasa (14).

Una de las enzimas glicoliticas glicosomales mas
estudiadas, es la triosafosfato isomerasa (TIM) que
cataliza la interconversion entre la dihidroxiace-
tona fosfato y el gliceraldehido 3-fosfato. Existen
numerosos estudios de la TIM de T. cruzi (TcTIM)
ya que posee algunas peculiaridades y diferencias
con respecto a la TIM de humano (HuUTIM). El
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
ambas enzimas presentan un identidad del 52%,
(Fig. 3). La TcTIM, enzima cataliticamente activa
solo en su forma dimérica, ha sido propuesta como
blanco para el disefo de farmacos; particularmente
se ha tenido gran interés en la interfase, que se
encuentra entre los dos mondémeros, y que esta
constituida por 32 aminoacidos. Si bien los sitios
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Figura 3. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de las triosasfosfato isomerasas de T. cruzi (TcTIM) y
Humano (HUTIM). Ambas enzimas poseen un 52% de identidad. Con flechas se indican los aminodcidos del sitio
catalitico, en verde los aminoacidos de la interfase y resaltados en verde los aminodcidos de la cavidad hidrofébica
de la interfase. El alineamiento se llevd a cabo utilizando el programa Clustal W.

cataliticos son altamente conservados, las inter-
fases de los oligdmeros lo son menos, por lo que
estas regiones pueden ser utilizadas como blancos
para el disefio de farmacos. En la interfase de
TCTIM existe una cavidad hidrofébica conformada
por 8 aminoacidos. En HUTIM, solo tres de los
ocho residuos en esta cavidad son idénticos a los
de TcTIM (Fig 3). Partiendo de estas diferencias
se han sintetizado algunos compuestos derivados
de benzotiazoles con resultados prometedores.
Entre los compuestos mas eficaces se encuentra
el 6,6 "benzotiazol-2,2 "diamina que, en concen-
traciones del orden micromolar, causa inactivacion
reversible en TcTIM y las TIM de T. brucei (TbTIM)
y de L. mexicana (LmTIM). Estas TIM comparten un
82% de identidad en los residuos de la interfase y
un 88% en la cavidad hidrofdbica, y no asi con las
TIM con una cavidad hidrofdbica diferente, entre
las cuales se encuentra HUTIM (15). Otro compues-
to que ha resultado eficaz en la inhibicion especifica
de TcTIM es la ditiodianilina (DTDA), se requiere
de una concentracion de 260 nM para inhibir la
actividad de TcTIM, mientras que la actividad de
TbTIM, LmTIM y HUTIM a estas concentraciones se
mantiene intacta. Este compuesto resulté también
eficaz en la inhibiciéon del crecimiento de E. coli
trasformada con un plasmido con el gen de TcTIM
reemplazando a la TIM bacteriana, lo que demostrd
que la DTDA es capaz de atravesar membranas bio-
l6gicas. Utilizando concentraciones que van desde

4 a 8 UM provoco la muerte de epimastigotes de
T. cruzi. A pesar de que este compuesto presenta
varios efectos citotdxicos, puede servir como mo-
lécula lider en la busqueda de nuevos compuestos
con actividad tripanosomaticida debido a su efecto
especifico en TcTIM vy a las interacciones que pro-
voca en la estructura de la enzima (Fig. 4), (16).

Con el fin de buscar moléculas que interfieran
con la interfase del dimero de la TIM, en un estu-
dio reciente se probo la inhibicidon de la actividad
de TcTIM con una biblioteca de 230 compuestos
de diferentes quimotipos. Se identificaron cuatro
tipos de compuestos: 1,2,6-tiadiazinas, fenazinas,
5,9-dioxidos y tiazoles, que presentaron mayor
selectividad por la TcTIM que la HUTIM. Se probo
la actividad de estos compuestos contra T. cruziy
la fenazina 5,9-diéxido fue el mas eficaz en matar
aT. cruzi (17).

La gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) de tripanosomatidos también presenta
importantes diferencias con respecto a la GAPDH
humana. La GAPDH cataliza la fosforilacion oxida-
tiva del gliceraldehido 3-fosfato a 1-3 difosfogli-
cerato en presencia de NAD* y fosfato inorganico.
El analisis de las estructuras cristalograficas de
las GAPDH de T. brucei, L. mexicana, T. cruzi y
del humano revelaron diferencias sobresalientes
alrededor del sitio de unién del NAD*. La GAPDH
de humano, asi como la de tripanosomatidos, po-
seen una regidn en la cual se puede acomodar el
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Figura 4. Localizacion del DTDA (2,2-ditiodianilina) en la estructura cristalografica de TcTIM. La figura se
preparé utilizando el programa PYMOL con las coordenadas depositadas en el PDB con el cédigo 20MA.

grupo hidrofébico N¢ de la adenosina. Estos sitios
son idénticos en estas dos enzimas, excepto que
la cavidad en la enzima de los tripanosomatidos es
mas hidrofdbica que la de la enzima del humano.
Una de las sustituciones que contribuyen de mane-
ra importante a una mayor hidrofobicidad es la de
una valina en la posicién 113 en la enzima humana
que corresponde a una leucina en la GAPDH de
tripanosomatidos. De esta manera se disefaron
compuestos analogos a adenosina con el propdsito
de bloquear selectiva y competitivamente la union
del NAD™ a las GAPDH de los tripanosomatidos. De
manera particular el analogo de adenosina N6-(1-
naftalenmetil)-2 “-(3-clorobenzamida) inhibié el
crecimiento de cultivos de amastigotes de T. cruzi
con una ED, de 3 uM (18).

Partiendo del hecho de que el control de la
infeccion por T. cruzi en el huésped mamifero es
dependiente de la activacion de macréfagos y de
la produccion de éxido nitrico (NO), con la conse-
cuente destruccion del parasito, se han disefiado
novedosos compuestos de rutenio, que contienen
donadores de NO, a los que se les ha evaluado
sus efectos en cultivos celulares, en modelos
animales de la enfermedad de Chagas y en su
eficacia para inhibir la actividad de la GAPDH de
T. cruzi. Los compuestos de rutenio mas eficaces
fueron cis-[Ru(NO)(bpy)2imN](PF,)3, cis-[Ru(NO)
(bpy)21-miN](PF,)3 y cis-[Ru(NO)(bpy)2S03]
PF, con porcentajes de inhibicién del 85 al 97% a
una concentracién de 200 uM. Los valores de IC,,
para estos compuestos son de 89, 97 y 153 uM,

respectivamente. La eficacia de estos compuestos
no solo fue a nivel de la actividad de la GAPDH,
si no que también son letales para cultivos de tri-
pomastigotes, epimastigotes y células infectadas
con el parasito en su forma amastigote. De igual
manera, se sugiere que el mecanismo de accién de
estos compuestos de rutenio puede ser mediante la
S-nitrosilacion de la cisteina 166 del sitio catalitico
de la GAPDH de T. cruzi (19).

Muchas de las rutas metabdlicas que se llevan
a cabo en el glicosoma, son dependientes de la
produccidn de PPi. La hidrdlisis del PPi por las pi-
rofosfatasas libera mucha energia que permite que
se lleven a cabo reacciones con alto consumo de
energia, sin embargo no se ha detectado actividad
de pirofosfatasa, ni en la forma sanguinea de T.
brucei, ni en amastigotes de T. cruzi. En algunos
parasitos, incluyendo los tripanosomatidos, se ha
encontrado la enzima piruvato fosfato dicinasa
(PPDK). Se ha confirmado la localizacion de la
TcPPDK en el glicosoma y, ademas, al no detectarse
pirofosfatasa en la fraccién glicosomal, se ha pen-
sado que la TcPPDK solo trabaja en la direccion de
consumo de fosfoenol piruvato (PEP) y PPi (20).

4.2 El sistema del tripanotion, la tripanotion
reductasa y la glioxalasa

El tripanotion, junto con la tripanotion reducta-
sa, sustituye al sistema del glutation/glutation
reductasa (GSH/GR) y ambos se encargan de las
funciones antioxidantes que regulan el balance tiol-
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redox en los tripanosomatidos. Asi como otros or-
ganismos, estos parasitos se encuentran expuestos
a especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que
la ausencia de la ruta de la GR, que se encuentra
en el huésped mamifero, convierte a las enzimas
involucradas en el metabolismo del tripanotion en
blancos potenciales para el desarrollo de farmacos
especie-especificos contra tripanosomatidos. La
biosintesis del tripanotion involucra dos reacciones:
en primer lugar se lleva a cabo la sintesis del con-
jugado glutationil-espermidina, con la consecuente
sintesis del tripanotién en una segunda reaccion.
En T. brucei, la espermidina se sintetiza a partir
de la ornitina via la putrescina que, subsecuente-
mente, se coordina con el GSH para dar origen a
la glutationil-espermidina y posteriormente al tri-
panotion. De manera peculiar, en epimastigotes de
T. cruzi, no hay sintesis de novo de las poliaminas
a partir de precursores aminoacidicos, por lo que
se importa cadaverina y putrescina del exterior
para ser convertidos via espermidina, o aminopro-
pilcadaverina, en tripanotion y homotripanotion,
respectivamente. En el parasito Crithidia fasciculata
se han identificado dos enzimas involucradas en la
sintesis del tripanotion: la glutationil-espermidina
sintetasa y la tripanotion sintetasa (21). De manera
contraria a lo encontrado en C. fasciculata, en T.
cruzi se reportd que una sola enzima: la tripanotion
sintetasa (TcTryS), lleva a cabo tanto la sintesis de
la glutationil-espermidina, como la formacion del
tripanotion, y, ademas, se demostro que esta enzi-
ma tiene una doble funcidn de sintetasa y amidasa
capaz de hidrolizar tripanotion, homotripanotion y
glutationil-espermidina, actividades que no se han
observado en ningln tripanosomatido. Debido a
lo antes descrito, esta enzima resulta un blanco
importante para el disefio de nuevos farmacos
especificos contra T. cruzi (22). La TcTryS tiene un
amplio rango de especificidad de sustratos, ya que
puede sintetizar tripanotion mediante la conjuga-
cion de glutation con otras poliaminas fisioldgicas
diferentes a la espermidina; esto resulta favorable
para el parasito ya que, como se menciond antes,
en T. cruzi no se lleva a cabo sintesis de novo de
poliaminas. Esta caracteristica resulta importante
en el disefio de farmacos, ya que se pueden disefiar
inhibidores del metabolismo tripanotion utilizando
el esqueleto de poliaminas (23).

Otra enzima involucrada en el equilibrio redox es
la tripanotion reductasa (TryR) la cual, en T. cruzi,
también presenta diferencias notables en la espe-
cificidad de sustrato comparada con la glutation
reductasa del huésped mamifero. Existen varios
estudios tomando como base la estructura de
esta enzima en la que se han identificado algunos
compuestos con potencial actividad antiparasitaria

contra T. cruzi. Utilizando un método hibrido, que
combina el analisis de similitudes de ligandos y
docking computacional, se pudo identificar una
biblioteca de 603 moléculas con posible unién a la
TryR. Con 19 de ellas se hicieron estudios de inhi-
bicion de la actividad TryR de T. cruzi y T. brucei,
obteniendo valores de IC50 menores a 100 pM.
Estos compuestos pertenecen a quimotipos con
actividad antitripanosomal que no se habian re-
portado antes tales como: dibenzotiepinas, diben-
zooxatiepinas, dibenzoditiepinas, y tiazatetraciclo,
2,4,6-trioxohexahidropirimidinas (24).

El sistema de la glioxalasa se encuentra tam-
bién involucrado en la detoxificacion de los tripa-
nosomatidos. Esta constituido por dos enzimas,
glioxalasa I (GLO1) y glioxalasa II (GLO2); ambas
enzimas requieren de un cofactor tiol para llevar
a cabo su funcién. Este sistema enzimatico se
encarga principalmente de la detoxificacion del
metil glioxal, un a-oxoaldehido altamente toxico,
que se genera como subproducto en la glucdlisis
y en el metabolismo de la treonina, con capacidad
citotdxica, citostatica y mutagénica (10). Se han
identificado las glioxalasas de T. brucei (TbGLO2
(25)), L. major (LmGLO1 (26)), y T. cruzi (TcGLO1,
(27)). Las tres son enzimas que dependen del tri-
panotidn para su actividad y utilizan como cofactor
niquel, mientras que la enzima homodloga en el
humano utiliza Zinc. En el extremo aminoterminal
de la glioxalasa de los tripanosomatidos existe un
residuo de histidina conservado, que indica que
posee el sitio de unién a niquel, mientras que, en
la enzima del humano y del raton se encuentra
una glutamina en la misma posicion, la cual con-
fiere la selectividad por zinc (10). Si bien TcGLO1
utiliza preferencialmente niquel para activarse,
a diferencia de LmGLO1 y TbGLO2, utiliza otros
cationes divalentes como cobalto, manganeso y
zinc (nombrados en orden de preferencia). Esta
versatilidad probablemente se deba a la diferente
biodisponibilidad de cofactores metalicos en las
células del hospedero mamifero o en el insecto
vector. TcGLO1 tiene una especificidad por sustrato
mucho mayor por hemitioacetales de tripanotion
y glutationilespermidina que por hemitioacetales
de glutation, que son los sustratos de eleccion de
la glioxalasa de humano. De estos dos sustratos,
TcGLO1 tiene mayor afinidad por los aductos de
glutationilespermidina de metilglioxal o feniloxal.
Esta especificidad de sustrato, y la diferencia con
las especificidades de la enzima humana, se rela-
ciona directamente con las diferencias estructurales
encontradas en el sitio activo. Los aminoacidos
involucrados en la especificidad de la glioxalasa hu-
mana por hemiacetales de glutation se encuentran
en un asa formada entre los residuos Pro 102 y Val
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109; cuatro de estos residuos no se encuentran
en la correspondiente region de la glioxalasa I de
los tripanosomatidos. La ausencia conservada de
estos residuos estd directamente relacionada con
la especificidad de la glioxalasa I en parasitos por
hemiacetales de tripanotion (26). Debido a la alta
afinidad de la TcGLO1 por los aductos de glutatio-
nilespermidina se probd el efecto inhibidor de la
(S)-4-Bromobencil-glutationil- espermidina, la cual
presentd una inhibicidon competitiva con respecto
al hemitioacetal tripanotidon. Esta inhibicion es 10
veces mayor comparada con la enzima homodloga
en L. major. A partir del esqueleto de la glutationi-
lespermidina, se pueden disefiar moléculas eficaces
para la inhibicidon especifica de la TcGLO1 (27).

4.3 Proteasa especifica de T. cruzi: la cruzi-
paina

Uno de los blancos terapéuticos mas estudiados
en contra de la enfermedad de Chagas es la cruzi-
paina, una cistein-proteasa miembro de la familia
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papaina C1. Se ha comprobado que esta proteasa
es critica para la viabilidad del parasito, ademas
de cumplir una funciéon muy importante en la ca-
pacidad del parasito para invadir tejidos y evadir
la respuesta inmune. Esta proteasa se expresa
en todas las etapas del ciclo de vida de T. cruzi,
pero su localizacidén varia de acuerdo a la etapa.
En el epimastigote, la proteasa se encuentra en el
lisosoma, en el amastigote se encuentra tanto en
el lisosoma como en la superficie del parasito. Uno
de los inhibidores mas estudiados, que, incluso, se
encuentra actualmente en estudios preclinicos, es
el K777, (Fig. 5A). Se ha probado que el blanco
selectivo del K777 es la cruzipaina y que resulta
efectivo para curar infecciones por T. cruzi en mo-
delos en ratones de infeccion aguda y no aguda,
de igual manera tiene un efecto importante en la
disminucion del dafio cardiaco en perros. Al escalar
las dosis utilizadas en estos modelos para estimar
la dosis que puede ser usada en el humano se
predijo que aproximadamente una dosis oral de 10
mg/kg durante 14-30 dias puede ser efectivo para
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Figura 5. Férmulas quimicas desarrolladas de compuestos inhibidores especificos de la cruzipaina de T. cruzi.
Panel A: Estructura del inhibidor K777 de la cruzipaina N-metilpiperazina-Fenilalanina-homoFenilalanina-vinilsulfona-

fenil.

Panel B: Esqueleto de inhibidores reversibles de la cruzipaina con 3 porciones P1, P2 y P3 que equivalen a
sustituyentes diferentes. Panel C. Estructura del inhibidor reversible mas efectivo de la cruzipaina reportado por

Beaulieu C., et al 2010 (30).
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implantar un régimen terapéutico contra la enfer-
medad de Chagas. En el 2005, se detuvieron los
estudios para establecer como farmaco de eleccion
al K777 debido a que en estudios de toxicidad, se
presentd una importante elevacion de la alanina
aminotransferasa (ALT) que indica hepatotoxicidad.
A partir de este afio el NIAID (siglas en inglés del
Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades In-
fecciosas) ha empezado la produccion de grandes
cantidades de este compuesto con el fin de iniciar
estudios de fase I en humanos voluntarios sanos
(28).

Existen varios estudios enfocados a identificar
inhibidores irreversibles que se unan covalente-
mente a la proteasa. Estos inhibidores contienen
grupos electrofilicos entre los cuales se encuentran
las peptidildiazometilcetonas, peptidilfluorometilce-
tonas y peptidil vinil sulfonas. Estos inhibidores son
capaces de bloquear la diferenciacion del parasito
en las distintas fases de su ciclo de vida. El deriva-
do vinil sulfénico, la N-piperazina-Fenil-hFenil-vinil
sulfona fenil resultd ser un excelente inhibidor de
la cruzipaina, ya que provocé la muerte de los pa-
rasitos mediante la induccién de la acumulacion de
la proteasa no procesada en el aparato de Golgi.
A su vez este compuesto fue probado in vivo en
modelos murinos de la enfermedad (11). Desafor-
tunadamente los inhibidores irreversibles también
inhiben las cisteina-proteasas del hlesped por lo
que pudieran presentar severos efectos adversos
relacionados con la unidn covalente a estas pro-
teasas. Algunos otros grupos de investigacion han
desarrollado inhibidores reversibles especificos a la
cruzipaina. La cruzipaina se relaciona directamente
con la familia de las catepsinas. Tomando como
esqueleto inhibidores reversibles no basicos de las
catepsinas, se han identificado potentes inhibido-
res reversibles para la cruzipaina. El esqueleto de
esta serie de inhibidores se muestra en la figura 5
B, esta estructura se dividié en tres porciones que
se ilustran como P1, P2 y P3 y se estudid cual era
la naturaleza ideal de los sustituyentes en cada
posicion. Se demostro que la presencia de un mo-
tivo parecido a la fenilalanina era muy importante
y el mejor sustituyente fue el 4-ciano-2fluoro-
fenilalanina, que presentd un incremento de ocho
veces en potencia con respecto a la fenilalanina no
sustituida. El mejor sustituyente en la posicion P3
fue el 4-metanosulfonil bifenilo. Estudios previos
habian demostrado que los grupos funcionales
posicionados en P2 determinaban la selectividad
entre la cruzipaina y las catepsinas (29). El mejor
sustituyente en esta posicion resulté ser una va-
lina con una potencia de 2 nM y una selectividad
de 80 veces por la cruzipaina sobre las catepsinas
humanas L,B y F. Una vez seleccionados los mejo-

res sustituyentes en P1,P2 y P3; el inhibidor mas
potente (en el rango nanomolar), selectivo y eficaz
contra la cruzipaina se muestra en la figura 5C,
con él se han hecho estudios de biodispoiblidad en
perros y ratas con excelentes resultados. El com-
puesto presenta tiempos de vida media en ambas
especies de 5.2 y 4.6 horas, respectivamente. Este
compuesto resulta un buen candidato para estudios
posteriores en el disefio de inhibidores reversibles
y especificos contra la cruzipaina (30).

4.4 La ruta de biosintesis del ergosterol

Los esteroles son los principales constituyentes
de las membranas celulares, esenciales para su
estructura y funcidon. En las células de mamifero
el colesterol es el principal esterol que constituye
las membranas, mientras que en otros organismos
como hongos y protozoos predominan otro tipo de
esteroles. En el caso de los tripanosomatidos se
sintetiza ergosterol en lugar de colesterol. La ruta
de la sintesis de esteroles en estos parasitos ha
tomado gran importancia en el disefio de farmacos
antiparasitarios. En esta ruta metabdlica se produ-
cen una clase especial de esteroles, entre los que
se incluye el ergosterol y otros 24 metil-esteroles
que son importantes para el crecimiento y viabili-
dad de los parasitos y, aun mas importante, estas
rutas no se encuentran en el hospedero mamifero.
Los epimastigotes de T. cruzi contienen alrededor
de 40% de ergosterol y ergosta-5,7-dien-3p3-ol
y una cantidad apreciable, alrededor del 30% de
estigmasta-5,7-dien-3B-ol, y estigmasta-5,7,22-
trie-3B-ol. En el amastigote, no hay produccion
de esteroles 5,7 y son sustituidos por ergosta-7-
en3B-ol y 24-etilidonacolest-7-en-33-ol.

Existen muchos farmacos que interfieren el ruta
de biosintesis de esteroles, incluso algunos de ellos
se utilizan para disminuir los niveles de colesterol
en los humanos. Cobran importancia aquéllos
farmacos que con fines antiparasitarios inhiben la
sintesis de esteroles sin afectar la correspondiente
ruta en el humano. Tal es el caso de las alilaminas,
inhibidores de la escualeno epoxidasa, de las cuales
el principal ejemplo es la terbinafina que inhibe a la
escuelaleno epoxidasa, con la consecuente dismi-
nucion del ergosterol. Otro ejemplo son los azoste-
roles que inhiben a la esterol aminotransferasa; sin
embargo se ha demostrado que estos compuestos
tienen efectos supresores, pero no curativos, en
contra de las infecciones de T. cruzi en humanos
0 en animales experimentales y son incapaces de
detener la progresion de la enfermedad (31).

En los ultimos afos se han desarrollado nuevos
derivados triazolicos como el D0870 y el posaco-
nazol (POS), que son inhibidores selectivos del
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citocromo P450 dependiente de la C14a-lanosterol
desmetilasa (CYP51), y se ha encontrado que tie-
nen actividad antiparasitaria en modelos murinos
de la enfermedad de Chagas tanto en sus fase agu-
da como cronica (32). Ademas, estos compuestos
son capaces de erradicar las cepas resistentes de T.
cruzi contra nitrofurano y nitroimidazol en ratones
infectados. Otros estudios con el POS, que es un
analogo estructural del itraconazol, demostraron
que este compuesto es capaz de erradicar los
amastigotes intracelulares en cultivos de cardio-
miocitos sin efecto alguno en el ensamblaje del
citoesqueleto en las células del hospedero (33). El
POS fue registrado en el 2005 en la Unién Europea
y en Australia como alternativa en el tratamiento
y en 2006 en los Estados Unidos de América para
ser usado en la profilaxis de infecciones fungicas;
en el 2010 comenzaron los estudios clinicos para
el tratamiento de la enfermedad de Chagas, con-
virtiéndose en el primer farmaco disefiado racio-
nalmente que se encuentra en estudios clinicos
para el tratamiento de esta enfermedad. Algunos
otros triazoles como el TAK-187 (Takeda Chemical
Company), el UR-9825 (Uriach & Company) y el ra-
vuconazol (ER-30346, EisaiCo.;BMS207,147;Bristol
Myers Squibb) presentaron actividad tripanosoma-
ticida tanto in vitro como in vivo. El mas efectivo
de los tres es el TAK-187, que es capaz de curar
la enfermedad en sus dos fases, aln en las cepas
resistentes a nitrofurano y nitroimidazol. Los otros
dos derivados triazolicos poseen tiempos cortos
de vida media en modelos animales por lo que
son farmacos supresores, pero no curativos, de la
enfermedad de Chagas (34).

Recientemente, se reportd una nueva clase de
inhibidores de CYP51, enzima que cataliza la con-
version de lanosterol a ergosterol. Estos compues-
tos fueron disefiados con base en el esqueleto de
N-[4-piridil]-formamida, que fue obtenida a partir
de los estudios estructurales de CYP51 de Myco-
bacterium tuberculosis. Uno de estos compuestos
fue capaz de erradicar amastigotes intracelulares
crecidos en cultivos de macréfagos de raton (35).
Debido a que el porcentaje de identidad entre la
CYP51 de M. tuberculosis y la correspondiente en
T. cruzi es tan solo del 27%, fue necesario obtener
la estructura cristalografica de CYP51 de tripanoso-
matidos. En un estudio del 2010 se reportaron las
estructuras de CYP51 de T. cruzi y T. brucei, que
revelaron importantes aspectos estructurales de la
union de 2 de los inhibidores mas importantes de
esta enzima: el Posoconazol (POS) y el Fluconazol.
Ambos compuestos se unen al sitio activo de CYP51
mediante la coordinacion del grupo hemo con el
nitrégeno aromatico del anillo triazélico, ademas
de multiples interacciones de van der Waals y de
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tipo hidrofébico. De manera importante en el sitio
de union de los inhibidores se forma un puente
hidrofobico constituido por 42 aminoacidos, en
donde se encontraron importantes diferencias que
definen la selectividad de estos compuestos. Tal
es caso de los aminoacidos 209 y 462 que, en los
tripanosomatidos, corresponden a prolina y vali-
na, respectivamente, mientras que en CYP51 de
humano ambos aminoacidos son histidinas (36).

Otra clase de compuestos que interfieren en la
biosintesis de esteroles son los inhibidores de la
escualeno sintasa (SQS, de sus siglas en inglés
Squalene synthase). Esta enzima cataliza el primer
paso en la biosintesis del esterol y ha sido validada
como un blanco quimioterapeutico en T. cruziy L.
mexicana (37). Aunque algunos compuestos han
resultado potentes en su actividad anti-T. cruzi,
también son potentes inhibidores de la SQS de
mamiferos, de tal forma que se requieren inhibi-
dores especificos de la SQS de tripanosomatidos.
En este sentido, en un estudio reciente se reportd
la clonacion del gen de la SQS de T. Cruzi, que fue
sobreexpresada y purificada a partir de células de
E. coli, y ha sido utilizada en la identificacion de
inhibidores de la SQS (38). El compuesto llamado
WC-9 (4-fenoxi fenoxi etiltiocianato), actua inhi-
biendo selectivamente la SQS de T. cruzi (39).

Un acercamiento muy interesante en este campo
es la generacion de moléculas con doble funcidn,
debido a que en su estructura poseen dos farma-
coforos: por un lado un radical nitrofurano que per-
mite la generacion de radicales libres y una porcion
heteroalil que inhibe la escualeno epoxidasa con la
consecuente acumulacion de escualeno (40). Estos
compuestos resultaron ser muy activos contra las
formas intracelulares y extracelulares del parasito y
alin mas potentes que el nifurtimox y la terbinafina
presentando valores de ID,, aproximados a 2.0 uM
(41).

4.5 La liberacion del genoma de 7. cruzi y
estudios en proteincinasas como blancos
terapéuticos

Las protein-cinasas (PK de sus siglas en inglés
Protein Kinases) regulan gran variedad de even-
tos celulares. Con la liberacidn de los genomas
completos de los tripanosomas, se han podido
identificar 171 secuencias que codifican para PK
en el genoma de T. cruzi. Estas enzimas se han
clasificado en siete grandes grupos para facilitar
su estudio, de los cuales el mas abundante en los
tripanosomatidos es la familia de las CMGC, cinasas
que incluyen a las cinasas dependientes de Ciclina
(CDK), a las cinasas activadas por mitdogeno (MAP-
cinasas), a las glucogeno sintasas cinasas (GSK)
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y a las cinasas con actividad parecida a las CDK
(CDK-like). En el genoma de T. cruzi se encontra-
ron 10 secuencias que codifican para CDK, que son
dependientes de ciclina para su activacién (13).
La actividad de las CDK en T. cruzi esta regulada
tanto por ciclinas como por fosforilacion, de la mis-
ma manera que en el humano. Solo dos de estas
CDK han sido caracterizadas, TzCRK1 y TzCRK3, y
se ha demostrado que interactian con ciclinas del
mamifero confirmando su naturaleza de cinasas
dependientes de ciclina (42).

La CK1 es una cinasa que pertenece al grupo
de las casein cinasas y que se ha identificado en
T. cruzi; tiene importancia por el hecho de que es
selectivamente inhibida por derivados del purva-
lanol B, mientras que la CK1 de mamifero no une
este compuesto en ninguno de los tejidos probados
(43). Los derivados del purvalanol si inhiben a la
CK1 de mamifero pero con una potencia 1000 veces
menor que la CK1 de L. mexicana y T. cruzi. Estos
hechos definen a la CK1 de T. cruzi como un blanco
importante para el desarrollo de nuevos farmacos.

5. CONCLUSIONES

Han pasado mas de 100 afios del descubrimiento
de la enfermedad de Chagas y alrededor de 70
afnos de que se comenzaron los estudios para en-
contrar farmacos eficaces contra esta enfermedad.
Hasta el momento, los dos farmacos de eleccidn
no son eficaces en las dos fases de la enferme-
dad, ademas de presentar importantes efectos

secundarios. A lo largo de estos afios, se han
identificado numerosos blancos potenciales para
el desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios
mediante atractivas estrategias y acercamientos
experimentales novedosos. La propia naturaleza
de T. cruzi ha permitido un avance importante en
esta busqueda, los estudios mas sobresalientes
se centran en las diferencias que presenta este
parasito con respecto a su hospedero mamifero.
Es importante resaltar que de estas diferencias, las
mas exploradas incluyen las enzimas glucoliticas
compartamentalizadas en el glicosoma, el sistema
del tripanotiodn, la cruzipaina y la sintesis del ergos-
terol. Estos estudios han permitido caracterizar a
la perfeccion, tanto estructural como cinéticamente
un sinumero de enzimas como la TIM o la GAPDH
y explorar variedad de bibliotecas de farmacos
con actividad especifica para la CYP51 o la SQS.
Por ejemplo, entre los estudios mas avanzados se
encuentran los estudios en fases preclinicas del
K777 y su inhibicidon especifica de la cruzipaina.
Con la liberacién del genoma de T. cruzi en el 2005
se inicié una nueva era de investigacion en la en-
fermedad de Chagas, que permite la comparacion
de genomas completos para identificar blancos
potenciales con fines terapéuticos. Esta busqueda
no ha concluido, la generacion de cepas resistentes
a los farmacos de eleccién mantienen alertas a los
grupos de investigacion a lo largo del mundo, en
busca del farmaco ideal contra la enfermedad de
Chagas. U
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