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1 Resumen

La leishmaniasis es una de las enfermedades infecciosas con mayor relevancia a nivel
mundial y estd incluida entre las Enfermedades Tropicales Desatendidas (NTDs). Aunque
existen tratamientos como el estilbogluconano sodico, el antimoniato de meglumina o la
miltefosina, entre otros, tienen efectos adversos y, en ocasiones, son ineficaces a causa de la
aparicion de resistencias. Por estos motivos, se estan estudiando estructural y funcionalmente
nuevas dianas como las enzimas del sistema redox (tripanotiona reductasa, tripanotiona
sintasa), del metabolismo de los folatos (dihidrofolato reductasa, timidilato sintasa, pteridina
reductasa-1), del metabolismo energético (manosiltransferasas y fosforilasas), proteasas
(cisteina proteasa B), quinasas (MAPK, GSK-3, CRK), etc. Se han identificado algunos
compuestos con capacidad leishmanicida que inhiben a alguna de estas enzimas como el
K11777, el flavipiridol, el purvalanol, algunas flavonas, el NVP-BGT226 y la witaferina A,
entre otros, que son prometedores como futuros agentes terapéuticos, aunque todavia se han
de seguir estudiando y optimizando.

Palabras clave: Leishmaniasis, dianas terapéuticas, innovacion.

2 Introduccion

Con una estimacion de entre 700 000 y un millon de nuevos casos y entre 26 000 y 65 000
defunciones, cada afio, segun la OMS, la leishmaniasis se ha convertido en una de las
patologias infecciosas mas relevantes a nivel mundial, principalmente, en paises donde la
pobreza, la malnutricion, los desplazamientos de poblacidon, las malas condiciones de
vivienda, la debilidad del sistema inmunitario y la falta de recursos son el pan de cada dia

Es un conjunto de enfermedades causadas por un protozoo parasito del género Leishmania,
cuya forma de transmision puede ser por zoonosis (siendo el perro el principal reservorio) o
antropozoonosis a través a la picadura de flebétomos hembra infectados de los géneros
Lutzomyia o Phlebotomus, dependiendo de si se trata del nuevo o el viejo mundo,
respectivamente. Estos protozoos tienen un ciclo biologico dimdrfico , en el cual la
forma flagelada o promastigote, evade la accion del complemento en el torrente sanguineo
entrando en las células del sistema fagocitico mononuclear a través del reconocimiento de
ligandos de la superficie del parasito por los receptores de membrana de los macrofagos. Un
vez dentro, ya en una forma no flagelada o amastigote se multiplica dentro de una vacuola
parasitofora. Un vez que se han reproducido en gran medida, se produce la lisis del macrofago
y la consiguiente infeccion de otros nuevos

Dependiendo del tipo de de respuesta inmunitaria desarrollada por el hospedador y la especie
de Leishmania infectante, podemos distinguir tres formas principales de la enfermedad:

-Leishmaniasis cutdnea: es la mas frecuente y no es mortal. Estd relacionada con una
respuesta de tipo Thl y la producen en torno a 20 especies de Leishmania como L.
brailiensis, L. tropica (con la que se puede desarrollar leishmaniasis recidivante) o L.
amazonensis (causa leishmaniasis cutanea difusa). Se caracteriza por la produccion de
lesiones cutaneas como ulceraciones que dan como resultado cicatrices, mutilaciones Yy
desfiguraciones faciales, que conllevan un estigma y un problema social (). Segin la OMS:
“Aproximadamente un 95% de los casos de leishmaniasis cutdnea se producen en las
Américas, la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia Central. Se calcula que cada afio
se producen en el mundo entre 600 000 y 1 millon de casos nuevos”
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-Leishmaniasis mucocutanea: esta causada por algunas especies del subgénero Viannia. Se
produce una destruccion parcial o completa de las membranas de la mucosa de la nariz, boca
y garganta. Segun la OMS, mas del 90% de los casos de leishmaniasis mucocutanea se
producen en Brasil, Bolivia, Etiopia y el Pert

-Leishmaniasis visceral: también conocida como kala-azar es mortal en un 95% de los casos
si no se trata. Esta relacionada con una respuesta tipo Th2 y solo la producen dos especies: L.
donovani y L. infantum. Esta Gltima puede producir en algunos casos el desarrollo de una
leishmaniasis cutanea post kala azar (PKDL). El kala-azar se caracteriza por afectar al bazo, a
la médula osea y al higado, por lo que suele cursar con hepatoesplenomegalia, episodios de
fiebre irregular, anemia y pérdida de peso (4). Segin la OMS: “En 2017, més del 95% de los
nuevos casos notificados a la OMS se produjeron en 10 paises: Bangladesh, Brasil, China,
Etiopia, India, Kenia, Nepal, Somalia, Sudan y Sudén del Sur y se estima que cada afio se
producen en el mundo entre 50 000 y 90 000 nuevos casos”

Asimismo, debemos tener en cuenta que en zonas endémicas un gran porcentaje de los
infectados son portadores asintomaticos, pudiendo variar la relacion entre los casos de
asintomaticos y los sintomaticos. Por ejemplo, se ha visto que en Kenia hay 4 asintomaticos
por cada 1 sintoméatico mientras que en Espaiia la relacion es de 50 asintomaticos por cada 1
sintomatico. Esto es importante tenerlo en cuenta ya que en la actualidad se desconoce si estos
son capaces de transmitir la enfermedad (4). Otro problema importante es la coinfeccion
Leishmania-VIH debido a que estos pacientes no pueden luchar contra la infeccion debido a su
Inmunosupresion.

La leishmaniasis es una de las Enfermedades Tropicales Desatendidas (NTDs) mas
importantes debido a su amplio impacto en la salud de la sociedad y a lo limitado de su arsenal
farmacoterapéutico, que ademds se caracteriza por su baja eficacia e inseguridad. Los mas
usados son los que vienen recogidos en la tabla 1

Como se puede ver, los efectos adversos derivados de la administracion de estos farmacos son
muchos y graves, teniendo no solo repercusion en el paciente, sino a veces también en su
descendencia, como es el caso de la mitelfosina, para la cual es necesario seguir un
tratamiento anticonceptivo durante y tras, al menos, dos meses después de tratamiento. El
acceso tanto a esta medicacion preventiva como al tratamiento en si estd comprometido en la
mayoria de las poblaciones a las que afecta la leishmaniasis por razones de pobreza.

Por otro lado, debido a su alta polaridad, con valores de coeficiente de particion octanol/agua
negativos y/o alto peso molecular ( > 500 Da) y, por lo tanto, incumpliendo la regla de los 5
de Lipinski, todos estos deben ser administrados via parenteral, a excepcion de la miltefosina,
cuya via de administracion es oral

Asimismo, vemos una distribucion geografica distinta en cuanto a la eficacia del tratamiento.
En zonas como la India, el tratamiento con miltefosina, paramomicina o anfotericina B
liposomal tienen una alta eficacia, mientras que en Africa, estos tratamientos, a excepcion de
la miltefosina, son ineficaces. Ademas, se ha visto la aparicion de resistencias en la India para
el estibogluconato sodico y el antimoniato de meglumina, hecho que no se aprecia en otros
lugares.
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TABLA 1. Farmacos usados en el tratamiento de la leishmaniasis

Farmaco Mecanismo de accion Efectos adversos Poblaciones Poblaciones Tipo de
en las que se|resistentes (R) o de | leishmaniasis para
usa baja eficacia (E) la que se usa

Estibogluconat | Conversion del profarmaco a un | Arritmia y hepatitis Africa India (R) LV,LC

o sédico metabolito trivalente que altera el | Inyecciones dolorosa

metabolismo de los tioles

Antimoniato de | Posible inhibicion de la glucdlisis | Inyecciones dolorosas India (R) LC, LV

meglumina y la B-oxidacién de acidos grasos | Nefro y cardiotoxicidad

en amastigotes Pancreatitis

Anfotericina B | Formacion de poros en la| Tromboflebitis; LC

membrana que lleva a la salida de | ocasionalmente:
cationes fuera de la célula. miocarditis  hipocalemia,
disfuncion renal y muerte

Anfotericina B |Formacion de poros en la|Fiebre con rigor y India Africa (E) LV,LC

liposomal membrana que lleva a la salida de | escalofrios y  nauseas.

cationes fuera de la célula. Nefrotoxicidad,
hipocalemia y anafilaxia
Paramomicina |Union a la subunidad 30S del| Ototoxicidad . Problemas India Africa (E) LV
ribosoma, impidiendo la sintesis|en la funcién hepatica y
de proteinas renal reversibles
Inyecciones dolorosas
Miltefosina Posible alteracion del metabolismo | Teratogénico India LV,LC
de los alquil-fosfolipidos. | Alteraciones Africa
Relacionado con la apoptosis y la | gastrointestinales y Nepal
citocromo C oxidasa hepato-nefrotoxicidad Alemania
Colombia
Bolivia
Pentamidina® | Alteraciéon morfolégica de la|Inductor de  diabetes LC

mitocondria y fragmentacion del
ADN kinetoplastido

mellitus  dependiente de
insulina y toxicidad.

Con el objetivo de disminuir estas resistencias, mejorar la eficacia, aumentar la seguridad y
disminuir los efectos adversos y la duracion del tratamiento, se estan siguiendo varias vias de
accion: las terapias combinadas, el desarrollo de nuevas formulaciones galénicas, el
descubrimiento de nuevas moléculas con actividad leishmanicida, bien de origen natural o
sintético, por medio de técnicas de cribado (screening); y la busqueda de nuevas dianas que
nos ayuden al disefio l6gico de farmacos cada vez mas selectivos y menos toxicos. Es este
ultimo enfoque en el que nos vamos a centrar en este trabajo.

3 Objetivos

- Hacer una recopilacion de las dianas terapéuticas para el tratamiento de la leishmaniasis en
las que se esta trabajando.

- Senalar otras dianas terapéuticas menos conocidas, pero que son prometedoras para el
desarrollo de inhibidores.

- Citar algunos de los compuestos con capacidad leishmanicida que han identificado o se
estan desarrollando, indicando su mecanismo de accidn o interaccioén en los casos en que se

conozca.
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4 Material y métodos

Se ha realizado una revision bibliografica utilizando articulos cientificos, libros y webs
oficiales que contengan informacion actualizada sobre el tema como El Sevier, Pubmed,
WHO, etc.

5 Resultados y discusion

La disponibilidad de las secuencias completas del genoma de Leishmania ha supuesto una
ventaja para la identificacion de nuevas dianas o el conocimiento mas profundo de otras ya
conocidas. Si a esto le afiadimos el desarrollo de técnicas analiticas y de cribado cada vez mas
avanzadas, el resultado es una puerta abierta para el disefio de farmacos contra la
leishmaniasis. A continuacién vamos a hablar de algunas de estas enzimas, agrupandolas por
rutas metabolicas.

Enzimas de la biosintesis de poliaminas

El metabolismo de las poliaminas es esencial para la supervivencia del parasito, participando
en procesos como la biosintesis de 4acidos nucleicos y proteinas y el crecimiento y
diferenciacion celular. Asimismo, su producto final, la espermidina, es el precursor de la
tripanotiona, un tiol del que hablaremos mas adelante

Las poliaminas son moléculas orgédnicas de bajo peso molecular con al menos dos grupos
amino distribuidos lo largo de su estructura y que se sintetizan a partir de aminoacidos (). La
arginasa, metaloenzima binuclear de Mn (II), representa el primer paso en la via de sintesis y
su cometido es la biosintesis de novo de poliaminas al catalizar la hidrolisis de L-arginina a L-
ornitina y urea. Se ha visto que los niveles de arginina, y, por tanto, la actividad de la
arginasa, son importantes en el mantenimiento de la infeccién. Ademas, es esencial en la
proliferacion de promastigotes, aunque no en amastigotes. Asimismo, se han visto ciertas
diferencias en la estructura tridimensional de estas enzimas dependiendo de la especie, lo que
podria proporcionar inhibidores de arginasa especificos de cada especie y de cada isoenzima
jugando con las interacciones moleculares enzima-inhibidor para conseguir mayor
selectividad

Algunos de los farmacos desarrollados con actividad inhibitoria de la arginasa en L.
mexicana, como el  4acido 2(S)-amino-6-boronohexanoico (Ilustracion 1), o en L.
amazonensis, que consisten en distintos tipos de flavonoides como la quercetina, luteolina,
fisetina, 7,8-hidroxiflavona, galato de epigalocatequina, catequina y epicatequina (estos tres
ultimos obtenidos del t¢ verde). Gracias a la amplia ventana terapéutica de estos flavonoides
se podrian usar como complementos alimenticios

OH o) NH3*

. I H P‘\/\)V P

Ho B [ OH 2 cfg
NH, :

2-(difluoromethyl)-D,L-omithine

Acido 2(S)-amino-6-boronohexanoico DFMO
Tlustracién 1: Acido 2(S)-amino-6-boronohexanoico y DFMO

Por otro lado tenemos la ornitina descarboxilasa (ODC), que convierte la L-ornitina en
putrescina. Se ha visto que L. donovani puede conseguir suficiente L-ornitina del medio para
crecer, pero no de putrescina y espermidina, por lo que se supuso que la inhibicion de la ODC
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y de la espermidina sintasa, siguiente enzima en la ruta metabolica, podrian ser buenas dianas
para farmacos leishmanicidas. Sin embargo, a la hora de desarrollar inhibidores no se ha
conseguido la eficacia deseada in vivo. Esto se debe a la existencia de rutas de salvamento y
de transportadores de estos intermedios, asi como a la sobreexpresion de ODC. Se probo la
eficacia del DFMO (Ilustracion 1), un inhibidor irreversible de la ODC que se une a la
cisteina-30 del centro activo por enlace covalente usado contra 7. cruzi. Sin embargo, debido
a la sobreexpresion de ODC comentada se ha producido resistencia

Otra enzima que participa en esta ruta es la S-adenosilmetionina descarboxilasa que produce
S-adenosilmetionina descarboxilada, que actia como donador de un grupo aminopropilo en la
sintesis de espermidina. Gracias a estudios llevados a cabo en otros tripanosomatidos (7.
brucei y T. cruzi) se ha determinado que codifican dos paralogos: uno (AdoMetDC) tiene los
residuos del sitio activo y la capacidad autocatalitica y el otro (AdoMetDC prozima) es una
pseudoenzima, pero para que haya actividad ambos deben formar un heterodimero (©). Segun
se hay visto en T brucei, la concentracion de prozima es muy baja en comparacion con la de
AdoMetDC. La inhibicién quimica o supresion de la AdoMetDC produce un aumento en la
expresion de la prozima y de la ODC y la supresion de la expresion de la prozima conlleva la
inhibicion en la actividad de la AdoMetDC y la disminucion de los niveles de espermidina y
de tripanotiona, que se degradaria para compensar la pérdida de espermidina. Al ser
suprimidos cualquiera de los dos paralogos, la respuesta del parédsito siempre es la de
conservar la concentracién de espermidina lo mas alta posible. La prozima no solo es un
activador de AdoMetDC, sino que también tiene un papel modulador de las prolaminas en la
célula

En relaciéon con la espermidina, tenemos a la deoxifusina sintasa (DHS) que transfiere la
porcion aminobutilo de la espermina a una residuo de lisina conservado del factor de
elongacion elF5A, el cual participa en la sintesis de los tramos de poliprolina y promueve la
terminacion de la traduccion. La DHS es un heterotetradimero formado por la unién de dos
dimeros provenientes de dos paralogos. Uno es el DSHc, ya que cuenta con una lisina que
interviene en la catélisis y tiene residuos que permiten la union de la espermina; y el otro es el
DHSp, que tiene los residuos para que se produzca la interaccion con el NAD. Se ha visto que
la alteracion del bolsillo del NAD lleva a una pérdida de funcion en el sitio activo. Este
enzima promete ser una buena diana, ya que es esencial y necesita la union de dos paralogos
para la formacion del enzima activo, por lo que se puede trabajar en el desarrollo de
inhibidores selectivos que no interfieran con las DHS humanas

Otras dianas interesantes dentro de esta ruta serian una serie de transportadores especificos de
leishmania como el transportador de putrescina y ornitina (LmPOT1) en L. mexicana o el
transportador de alta afinidad especifico de arginina (LdAAAP3) en L. donovani

Metabolismo de tioles

Esta ruta metabolica estd implicada, como ya hemos comentado en el apartado anterior, en la
proteccion contra el estrés oxidativo, mantiendo el balance endégeno de 6xido-reduccion, al
proveer de equivalentes reductores. Estos son especialmente importantes en la biosintesis de
precursores de ADN y en la destoxificacion de hidroperoxidos. La molécula basica para que
esto se produzca es la tripanotiona, por lo que una alteracién en su biosintesis o reciclaje
tendra un efecto negativo sobre el parasito
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La tripanotiona (THS2) act@ia sobre las especies reactivas de oxigeno (ROS) o sobre las
especies reactivas de nitrogeno (RNS) de forma indirecta. Su principal papel es reducir una
oxidoreductasa de la familia de las tioredoxinas llamada triparedoxina (TXN), la cual se
encarga de mantener reducidas a dos tiolperoxidasas: la 2-Cys-peroxiredoxina (2-Cys-PRX) y
la glutatién peroxidasa sin selenio (nsGPX). Por otro lado, y en menor medida, participa junto
con la triparedoxina en la reduccion de moléculas que no estan directamente relacionadas con
la eliminacién de peroxidos, pero que tienen un papel relevante en la homeostasis redox del
parasito

La tripanotiona [N', N®bis-glutationilespermidina] estd compuesta por dos unidades de
glutation y una de espermidina, las cuales se unen a través de dos reacciones secuenciales
ATP-dependientes: la primera es catalizada por la glutationilespermidina sintetasa o por la
tripanotiona sintetasa (TryS), y la segunda, exclusivamente por la tripanotiona sintetasa. La
TryS presenta una serie de caracteristicas que la convierten en una candidata ideal como diana
de farmacos: es esencial para la supervivencia del parasito; estd codificada por un solo gen y
no tiene ninguna ruta metabolica auxiliar conocida, por lo que es dificil que presente
resistencias; no esta presente en mamiferos, asi que la toxicidad seria minima, en principio; y
su mecanismo de accion y forma de union a los sustratos estd bien caracterizada. Algunos
compuestos que han mostrado actividad frente a la TryS son los que se muestran a
continuacion en la Ilustracion 2

MOL 2008 y FS-554 son
analogos de ATP que inhiben

NHMe

competitivamente a la TryS de L. L e T X
infantum. Tomatina, conesina, gk % Ho O_ ° N

uvaol y betulina son inhibidores 0 oH

de la TryS de L. donovani, i o "°_; Y, 0 B
competitivos respecto a ) S W N @D
espermina y  no-competitivos - i
respecto a ATP. Todos actian FeSEL 1 Chs fomane Conessine
como inhibidores con respecto al 0 Ho PRI,
glutation, siendo esta inhibicion g . Wers 28 0 N8
no competitiva en el caso de o' (LoZm VANV Bﬂ.ulin .-
tomatina y betulina, y alostérica s M

en uvaol y conesina. PS-203 es

una OX&biCiClO[3 3.1 ]1’101'13.1’101’13. Hlustracion 2: Inhibidores de la TryS

que inhibe competitivamente a la TryS y la tripanotiona reductasa y tiene actividad frente a
amastigotes de L. donovani. Todos los estudios con estos compuestos han sido realizados in
vitro. Sin embargo, se ha de sefialar que la actividad de estos compuestos depende de la
especie de Leishmania, ademas de que su potencia in vivo podria ser menor a lo esperado
debido a aspectos como la biodisponibilidad, la estabilidad o la capacidad de penetracion en la
célula, asi como el hecho de que el parasito pueda sobrevivir con niveles de tripanotiona muy
bajos

La tripanotiona oxidada (TS2) se reduce por medio de la tripanotiona reductasa (TryR), una
disulfito oxidoreductasa dependiente de FAD, utilizando el poder reductor del NADPH
producido en la ruta de las pentosas fosfato. La TryR es esencial y, aunque pertenece a la
misma familia que la glutation reductasa de los mamiferos, se diferencian en su sitio activo al
ser el de la TryR de mayor tamafo y con carga negativa, lo que permite selectividad a la hora
de desarrollar farmacos inhibidores y, por lo tanto, una menor toxicidad asociada. A través de
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métodos como cribado de alto rendimiento (high-thoughput screening) y ensayos celulares,
entre otros, se ha podido obtener una serie de compuestos con capacidad inhibitoria de la
TryR, aunque ninguno ha demostrado potencia suficiente para pasar mas alla de la fase de
descubrimiento. Este fracaso en los ensayos in vivo se puede deber a que Leishmania puede
sobrevivir con tan solo un 15% de la actividad de esta enzima. Un estudio llevado a cabo en
Tripanosoma cruzi, otro tripanosomdtido que comparte muchas caracteristicas metabdlicas
con Leishmania, mostrd que, debido a su alta capacidad de catalisis y a su abundancia, se
necesita una inhibicioén del 98% para disminuir su actividad en un 50%. Por este motivo, los
compuestos deben presentar una gran potencia, selectividad y concentracion para que sean
eficaces

Relacionados con este enzima tenemos a los antimoniales. Aunque poco se sabe de su
mecanismo de accion exacto, algunos estudios han demostrado que el Sb(IIl) actian como
inhibidor reversible y dependiente de tiempo de la tripanotiona reductasa in vitro, por lo que
imperdiria la regeneracion del sistema redox al no poderse reducir los disulfitos. Asimismo,
se ha visto una disminucion en los niveles de tioles debido a un aumento de sus forma
oxidada (TS2 y GSSG) en promastigotes y en amastigotes ex vivo, y a la elevacion del eflujo
hacia el medio externo, tanto de la tripanotiona como del glutation en promastigotes. Segun se
cree, estos disulfitos se unirian al Sb(Ill) y se formaria un complejo ternario [(GS)Sb(III) -
(T[S]2)] que seria reconocido por la bomba de eflujo. Todo esto conlleva un reduccion en la
capacidad reguladora de los tiones a nivel intracelular, lo que afecta al potencial redox de los
tioles. La reduccion del potencial redox se ha relacionado con el paso a un estado apoptdtico
en el que se daria una externalizacion de fosfatidilserina y la fragmentacion del ADN. El
estrés oxidativo es un factor importante, por lo que la generacion de especies reactivas de
oxigeno mediada por los macrofagos, unida a la incapacidad del parasito para defenderse,
podria ser la causa de la apoptosis. Asimismo, se ha visto el estado reductor de la célula
también estd relacionado con la regulacién de la sintesis de desoxiribonucleodtidos y la
presencia de TS2 con la inhibicion de la ribonucléotido reductasa

Los antimoniales (Ilustracion 3) se administran en su forma Sb(V), que sera reducida a su
forma activa Sb(III). No se conoce con exactitud el método de bioactivacién ni si es el
parasito o los macrofagos quien lo lleva a cabo. Segun varios estudios, dicha reduccion se
llevaria a cabo por el parasito, concretamente por su forma amastigote. Esta hipotesis se debe
a que recientemente se ha identificado una reductasa dependiente de tiol TDR1 que podria ser
la responsable . Se trata de un enzima en forma de trimero que se cree que reduce el
Sb(V) a Sb(Ill) al formar primero un intermedio junto con el glutatiéon (disulféoxido de 2-
mercaptoetanol—glutation. Esta enzima se encuentra mas expresada en el amastigote v,
ademas, se ha visto que en esta forma es mas sensible al Sb(V) que la promastigote. Sin
embargo, no se descarta la reduccidon por parte del macréfago

También se ha sugerido que el Pentostam (SbV) estaria implicado el la inhibicién de la
oxidacion de acidos grasos y de la glicolisis, pero no se han identificado las dianas concretas
sobre las que actuaria
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Otras enzimas en estudio y que podrian resultar interesantes en el desarrollo de farmacos son
la triparredoxina (TXN), la 2-Cys-peroxirredoxina y la glutation peroxidasa sin selenio. Las
tiorredoxinas son una familia de proteinas antioxidantes de localizacion ubicua, con peso
molecular de 14kD, termoestables, que estan presentes en todos los organismos y cuyo centro
activo esta altamente conservado, con la secuencia de aminoacidos Trp-Cys-Gly/Pro-Pro-Cys

; siendo los residuos de Cys los encargados de la actividad catalitica. Sin embargo, las
triparredoxinas difieren bastante con éstas al ser de mayor tamafio, tener un centro activo con
una configuracion distinta y utilizar la THS2 como fuente de equivalentes reductores. Solo
comparte un 13% de la identidad de la secuencia con las otras tiorredoxinas, por lo que
representa una diana excelente para el desarrollo de farmacos selectivos. Ademas, es el paso
limitante en el proceso de reduccion de peroxidos. A pesar de su interés, apenas se han
desarrollado farmacos que inhiban a este enzima debido a que no es facil disefiar ligandos
reversibles debido a lo desestructurado que es su sitio de union a sustratos; por este motivo, se
cree que solo podrian desarrollarse inhibidores irreversibles de union covalente a los residuos
de cisteina de su superficie

Algunos de los inhibidores desarrollados aparecen indicados en la Ilustraciéon 4. Estos
compuestos contienen un sustituyente clorometilo o cloroacetamido, necesario para la
actividad inhibitoria, pero no suficiente por si sola, por lo que se piensa que la estructura
también tiene un papel. Se ha visto que son inhibidores tiempo-dependientes y que todos
inhiben a la TXN covalentemente. En el caso de los compuestos 1, 2, 3,4y 5, se sabe que se
da una interaccién que modifica la cisteina 40 de la triparredoxina. Los compuestos 6y 7
también inhiben a la TryR. El compuesto 2 inhibe ademas a peroxidasas. Algunos de los
compuestos no reaccionaron con las tiorredoxinas humanas y, en el caso de los que lo
hicieron, la interaccion fue mas lenta que con la triparredoxina, por lo que se puede esperar
cierta selectividad
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Llustracion 4: Inhibidores de la triparredoxina

La 2-Cys-peroredoxina es una proteina con doble accidon, peroxidasa y chaperona,
dependiendo de su estado oligomérico. Como chaperona previene la agregacion inducida por
estrés y se ha visto que segun su estructura oligomérica o actividad como chaperona puede
interactuar con moléculas de la sefializacion como NF-kB, TLR4 y p53 . Se ha visto que
su sobre expresion podria estar relacionada con la resistencia a antimoniales (al igual que
TH,, TryR y TryS) y con una mayor virulencia y metastasis. La nsGPX estd todavia poco
estudiada en Leishmania, pero segin estudios llevados a cabo en 7. brucei, actia protegiendo
la membrana de las mitocondrias y de los lisosomas de la peroxidacion de lipidos inducida
por el hierro y esta relacionado con la deteccion de hidroperoxidos y la regulacion de las
cascadas de sefializacion redox, segun se ha visto en otros organismos
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Con respecto al desarrollo de farmacos que actlien sobre estas enzimas, se han identificado
disruptores de la estructura activa de chaperona de la 2-Cys-PRX (clave en su fase en el
hospedador mamifero) a través de la interaccion de las Cys* y Cys'” de la enzima . El
problema es, que al estar muy conservadas, es dificil encontrar selectividad. También se han
disefiado inhibidores de su actividad peroxidasa. La ns-GPX citosdlica promete ser una buena
diana gracias a su esencialidad, diferencia estructural con las glutation-peroxidasas de los
mamiferos y a sus buenas caracteristicas para el desarrollo de farmacos al presentar sitios
potenciales de inhibicion, segin se ha visto en algunas especies de tripanosoma. En ambos
casos queda mucho por investigar sobre ellas todavia.

Enzimas del metabolismo de los folatos

Los folatos son cofactores esenciales en las reacciones que precisan de una metilacion. Esto es
importante para la biosintesis de ADN y ARN, asi como de algunos aminoacidos. Los
kinetoplastidos son autétrofos para los folatos como para las pteridinas no conjugadas.
Aunque no son siempre esenciales, la inhibiciébn de varias enzimas del metabolismo de los
folatos produce una disminucién de la virulencia en modelos animales

Entre las enzimas que participan en el metabolismo de los folatos tenemos a la dihidrofolato
reductasa (DHFR) que cataliza la reduccion del dihidrofolato a tetrahidrofolato; y la timidilato
sintasa (TS), que convierte el dUMP en dTMP . Juntas conforman una enzima
bifuncional, un homodimero, situandose la DHFR en dos dominios en el extremo amino
terminal, separadas por la TS en el carboxiterminal en la zona central . Se ha visto una
extension de 22 aminoacidos en el extremo N-terminal, la cual se sitia cerca del sitio activo
de la TS. Se llevaron a cabo estudios mutacionales, suprimiendo esta extension para ver si
tenia efecto sobre la actividad catalitica de la DHFR. El resultado fue un aumento de 3 veces
la capacidad catalitica de la DHFR, por lo que esta extension en el domino N-terminal tiene
un papel autoinhibitorio. Asimismo, al igual que en otros pardsitos que cuentan con una
DHFR-TS bifuncional, se identifico la posible presencia en L. major de un canal entre la TS y
la DHFR que permitiese el paso de dihidrofolato para que sea reducido por la DHFR

En un estudio realizado para detectar posibles inhibidores no dirigidos al centro activo de la
DHFR-TS en L. major, se observé que la eosina b se unia al canal que enlaza los dominios de
ambas enzimas (Ilustraciéon 5). Es probable que el inhibidor produzca un cambio en la
conformacion de proteinas que lleve a la una disminucion en la actividad de un centro activo
o que se altere la comunicacién dominio-dominio. La interaccion se produciria en la Arg-283
del dominio de la TS, pues se ha visto que su supresion disminuye la capacidad inhibitoria de
la eosina b, y de Glu-151 del dominio de la DHFR. También se ha comprobado que la
inhibicidén no es dependiente de la concentracion de enzima y que afecta mas a la TS. La
eosina b tiene una ICsy de 100uM, sin embargo, su capacidad inhibitoria en cultivos celulares
es bastante baja, debido posiblemente a la estabilidad o a la absorcion

El estudio evalud la capacidad inhibitoria de analogos de la eosina b como son la fenoftaleina
y la fluoresceina. La fluoresceina no cuenta con los grupo nitro ni haldégenos y su potencia de
inhibicién es 8 veces menor. En un principio se penso que el grupo hidroxilo de la eosina b
constituian los puntos de interaccion mas importantes, pero al compararlos con la
fluoresceina, se ha planteado que, aunque influyen, los bromos de las posiciones 4 y 5 y los
grupos nitro de las posiciones 2 y 7 deben tener un papel importante al aumentar la
hidrofobicidad de la eosina. El bromo en la posicion 5, al estar cerca de un bolsillo
hidrofébico, es candidato a sufrir modificaciones. En proximos estudios se podrian llevar a
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cabo distintas modificaciones sobre esta molécula con el fin de encontrar inhibidores mas
potentes y especificos.

8 B
TS-DHFR interface
Lm TS-DHFR

<o,

Ilustracion 5: Estructura 3D de la DHFR-TS, estructura de la eosina b y su interaccion

Muchos de los antifolatos clasicos contienen la terminacion de acido folico o modificaciones
que facilitan la interaccion con la enzima. Entre los farmacos mas conocidos tenemos el
metotrexato, que es inhibidor de la DHFR . Ademas, los kinetopléastidos también cuentan
con la pteridina reductasa (PTR-1) que reduce tanto las pteridinas no conjugadas como los
folatos. Al ser menos sensible a los antifolatos clasicos que la DHFR-TS vy al proveer de una
ruta alternativa para la reduccion de estos compuestos, favorece la aparicion de resistencias.

. Es por esto que se ha precisado el desarrollo de compuestos (Ilustracion 6) como
los miméticos de triazina (a) y la identificacioén de otros compuestos con actividad inhibitoria
como los tiodiazoles (b) y benzotiazoles (c) (riluzol, usado en la esclerosis lateral
amiotréfica), que la inhiben competitivamente. Estos ultimos al no tener una estructura
similar a los folatos consigue que se inhiba a la PTR-1 de L. major, pero no la DHFR humana.
La asociacion de compuestos con actividad inhibitoria de la PTR-1 con piremetamina
(inhibidor de la DHFR) ha resultado satisfactoria, observandose un efecto sinérgico. Otros
compuestos que se han desarrollado son las tiadiazolinadionas (d), que actian reemplazando
al anillo de pteridina o de purina, y los derivados de dihidropirimidina (e)
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lustracion 6:Inhibidores de la PRT-1
Asimismo, la witaferina A (WA) (f) inhibe varias enzimas de la ruta de biosintesis de los

folatos, entre las que se encuentra la DHFR-TS y la PTR-1 de L. donovani, actuando como
inhibidor no competitivo en ambos casos. WA en la DHFR-TS no se une a ninguno de los
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sitios activos, sino a la zona entre ambos, bloqueando el canal electrostatico del enzima.
Aunque se une preferentemente a la DHFR-TS del parasito, también se ha visto que
interacciona con el centro activo de la DHFR y TS humanas debido a las diferencias en su
secuencia

Otras enzimas del metabolismo de los folatos

El 5,10-metilentetrahidrofolato es el producto de la reaccion llevada a cabo tanto por la serina
hidroximetil transferasa (SHMT) como por el complejo de fragmentacion de glicina (glycine
cleavage complex, GCC) a partir del tetrahidrofolato. Es un metabolito importante porque
acttia como cofactor de la TS para la sintesis de timidilato a partir de dUMP. Ademads también
es el sustrato de la metilentrtahidrofolato reductasa (MTHFR), cuyo producto actuard como
cofactor en la sintesis de metionina, y de la formiltetrahidrofolato ligasa (FTL) o de la
metilentetrahidrofolato deshidrogenasa-metilentetrahidrofolato ciclasa (DHCH), que produce
10-CHO-tetrahidrofolato, cofactor de la reaccion de metilacion del Met-tRNAMET para la
sintesis de proteinas. Estos procesos son importantes para el crecimiento, por lo que una
inhibicion a nivel de alguna de estas 5 enzimas alteraria la homeostasis del parasito

Existe una gran familia de transportadores, los transportadores de folatos-biopterina (FBT)
cuyos genes estan repartidos en varios cromosomas. Los FT permiten el paso de folatos y
metotrexato, pero los BT, solo permiten el paso de biopterina del medio. Segin varios
estudios, estos parasitos no pueden sintetizar estos compuestos de novo por lo que su
captacion del medio es crucial. Asimismo, aunque esta familia se haya denominada FBT, no
solo transportan pteridinas, pues se ha visto que el transportador de la S-adenosilmetionina
pertenece a la misma

Finalmente, se ha descubierto una proteina mitocondrial conocida como YGFZ, la cual, si se
suprime, produce la disminucion en la expresion de un pequefio grupo de proteinas de hierro-
azufre. La disminucion en la expresion de estas proteinas conlleva un aumento en la
sensibilidad al estrés oxidativo. No se sabe qué relacion tienen los folatos con estos grupos de
proteinas de hierro-azufre, lo que demuestra que todavia queda mucho por conocer sobre
como funciona el metabolismo de estos kinetoplastidos y que con el tiempo se iran
descubriendo nuevas proteinas y funciones que éstas desempefian en estos organismos,
abriendo nuevas rutas para el disefio de nuevos fAirmacos

Metabolismo de las purinas

Las pirimidinas, de las que hemos hablado en la ruta de sintesis del timidilato, y las purinas
son vitales para la correcta realizacion de las funciones vitales: sintesis de ADN/ARN, ATP,
de cAMP/cGMP, de precursores de las formas activadas de lipidos y carbohidratos y de
cofactores de reacciones metabolicas (los derivados de vitaminas)(”” ). Los kinetoplastidos no
poseen una ruta de sintesis de purinas de novo, por lo que deben obtenerlas del hospedador.
Esto lo hacen a través de varios transportadores, que podrian ser una diana hacia las que
dirigir firmacos, aunque esta estrategia plantearia dificultades debido a su gran variedad

En un estudio se investigd como afecta la supresion de la GMPR, la IMPDH o ambas en la
supervivencia de cepas de Leishmania en distintos medios deficientes en purinas o con solo
xantina o hipoxantina. Se observo que la ruta de sintesis del AMP es la mas importante. En
general se ve un aumento en la expresion de enzimas como la HGPRT y XPRT, el
transportador LANT2 y algunas oxidoreductasas, al inducirse cambios a nivel del mRNA.
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Durante el periodo de deficiencia de purinas se produjo una interrupcion de la division
celular, quedandose latente en la fase G1/GO, lo que les permitié sobrevivir durante 3 meses.
Esto se dio de esta manera en todos los casos, a excepcion de las cepas incubada con
hipoxantina, en las que se ve que hay una distribucion entre las otras fases como la S y la G2/
M, por lo que se estaria dando la sintesis de ADN. Se cree que la incapacidad de mantenerse
en la fase GO/G1 podria dificultar la supervivencia de esta cepa. También, se comprobo que se
producia un acumulo de L-prolina, un metabolito relacionado con la respuesta a estrés, en el
caso en la produccion de adenilato estd comprometida

Debido a que la Leishmania no posee o no se conocen mecanismos como los receptores de
tirosin-quinasa ni de proteina G, asi como la ruta de senalizacion clasica, se cree que la
regulacion metabdlica viene dada por la concentracion de purinas intracelular, no por las
concentraciones extracelulares. En concreto, es la alteracion en los niveles de adenilato los
que desencadenarian la respuesta adaptativa, siendo la protein-quinasa activada por AMP
(AMPK) la posible responsable del control de la regulacion. Todavia se deben hacer mas
estudios para determinar con mas exactitud como funciona y se regula el metabolismo de las
purinas, los cuales nos ayudaran a identificar las mejores dianas para el disefio de farmacos.

. En la actualidad se utiliza el alopurinol, un andlogo estructural de la xantina, que es
fosforilado por la HGPRT e incorporado luego al ADN/ARN, lo que lleva a la muerte del
parasito

Quinasas

Las quinasas son un tipo de enzima que catalizan la transformacién de moléculas mediante la
adicion de un grupo fosfato. Cumplen funciones reguladoras en distintos procesos como el
ciclo celular y la diferenciacion, la transcripcion y la sefalizacion, entre otras . En
Leishmania existen dos serina-treonina-quinasas que pertenecen a la familia de las quinasas
dependientes de ciclinas (CDK): la CRKI1 y la CRK3. La CRKI solo es activa en
promastigotes. Por otro lado, hay evidencia de que la CRK3 es un homoélogo funcional de la
CDK1 . Actua formando un enlace con la pl2cksl de la histona H1 tanto en
promastigotes como en amastigotes en L. mexicana y, ademads, interacciona con la ciclina
mitdtica CYC6 y la ciclina CYC2, relacionada con el avance a través de la fase G1. Por lo
tanto, este enzima controla el paso a la mitosis (fases G2/M) e interviene en la regulacion de
la G1

Los inhibidores de protein-quinasas suelen ser inhibidores competitivos de ATP, inhibidores
especificos del sustrato, inhibidores irreversibles o inhibidores de la activacion. La mayoria de
estos son inhibidores competitivos de ATP, aunque los mejores son los que previenen la
actividad al producir cambios en la conformacion . Un inhibidor de la CRK-3 es el
flavopiridol, una flavona semisintética (Ilustracion 7). Actiia de forma reversible a través de
una inhibicién competitiva de ATP. Se ha visto inhibe el crecimiento de promastigotes in
vitro, pero resulta bastante toxico
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llustracion 7: Inhibidores de protein-quinasa.
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Por otro lado tenemos a las MAP quinasas (quinasas activadas por mitégenos ) son enzimas
que regulan la diferenciacion y la proliferacion celular al transmitir sefiales producidas por
estimulos externos, que conllevan un cambio a nivel de la transcripcion. Se han caracterizado
tres de ellas en L. mexicana: LmMPK, LmMPK9 y LmxMKK (ésta ultima es una quinasa
activadora de MAPK), pero solo LmMPK tiene potencial como diana. Se ha visto que impide
la proliferacion de los amastigotes en la vacuola parasitéfora e impide el establecimiento de la
infeccion. Por otro lado, tenemos la TbECK1 (7. brucei ERK-like, CDK-like kinase), una
quinasa que es similar tanto a una MAPK como a una CDK y puede que tenga un papel en el
ciclo celular. Posee una extension C-terminal inusual que actia como un regulador negativo
del enzima, cuya delecion conlleva una disminucién en el crecimiento y aberraciones en el
kinetoplasto. Asimismo, otra quinasa que tiene un interés potencial es la CK1 (quinasa de
caseina 1). Se ha visto que difiere estructuralmente con las de los mamiferos gracias a
estudios llevados a cabo con el purvalanol, un inhibidor de CDK1 que también interacciona
con la CK1 del parasito, pero no la del mamifero

Otra familia de quinasas es la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), implicada en la respuesta
celular ante el estrés. Dentro de ella tenemos las serin-treonina quinasas TOR (Target of
rapamycin) relacionada con el metabolismo, crecimiento celular y proliferacion. En
Leishmania major se identificaron dos que son esenciales para la supervivencia de los
promastigotes: la TOR1 y la TOR2, las cuales comparten una identidad de secuencia con la
TOR de los mamiferos de entorno a un 40%, pero una alta similitud estructural. En un estudio
llevado a cabo se ha visto que tres compuestos que actian como inhibidores de mTOR-PI3K:
NVP-BGT226, Torin-2 y dactolisib, tienen una buena potencia leishmanicida (Ilustracion 8).
El primero fue el que mostr6 mayor actividad, tanto in vitro (contra promastigostes y
amastigotes intracelulares) como in vivo (en ratones BALB y hamsters) contra L. donovani.
Aunque en un principio se vio que era mas potente que la miltefosina, en el estudio in vivo los
resultados concluyeron que ésta ultima tenia mayor capacidad leishmanicida (54% de
inhibicion frente a 87%). Esto se puede deber a que cuando se hizo el estudio de toxicidad, el
cual concluy6 que no eran toxicos en los 5 dias de tratamiento, se basaron en la bibliografia
para determinar las dosis y, en base a eso, se hizo el ensayo in vivo. La dosis utilizada del
NVP-BGT226 era de 5 mg/kg frente a los 30 mg/kg de la miltefosina. Por lo que se deben
hacer mas estudios, tanto de toxicidad como de eficacia y desarrollar compuestos mas
selectivos de la TOR del parésito

Torin2 Dactolisib NVP-BGT226
(NVP-BEZ235)

[lustracion 8: Inhibidores de TOR-PI3K.

Por otro lado, tenemos a la GSK3 (quinasa de la glucogeno sintasa). Se trata de una serina-
treonina quinasa, una familia de proteinas bastante conservada con homdélogos en mamiferos.
Los tripanosomatidos tienen 2 ort6logos, uno largo y otro corto. El ortélogo corto de GSK3
posee una secuencia similar a la GKS-3p corta humana (hsGSK3). Desempena funciones
como la regulacion del metabolismo del glucogen y energético, y se la ha relacionado con la
transcripcion, la proliferacion celular, la senalizacion, el desarrollo embrionario, la regulacion
del ciclo celular y la muerte . El enzima tiene dos dominios conectados por una
region bisagra, donde se encuentran el sitio de union de ATP y los residuos del bucle de
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activacion. En la parte superior del centro activo se encuentra una zona rica en glicinas. Los
inhibidores de la GSK3 en tripanosomatidos compiten con el ATP para unirse a ésta, por lo
que vamos a describir mejor el sitio de unién al ATP. Posee una zona extensa para la union de
la ribosa y otra para el trifosfato y el magnesio (II). Ademas, junto a la zona bisagra se
encuentra el sitio de union de la adenina y, junto a los nitrogenos N6 y N3, hay un bolsillo
hidrofobico cuyo tamafio estd controlado por un residuo “gatekeeper”. Se ha visto que existen
3 diferencias en aminoacidos entre los sitios de unién de ATP de la GSK3 corta de L. major
(LmajGSK corta) y la hsGSK3. En la zona rica en glicinas sobre el centro activo en LmGSK3
corta hay una alanina, mientras que en hsGSK3 es una leucina. Luego, en la zona del
“gatekeeper” en L. major hay una metionina y en humanos 4cido glutdmico. Finalmente, hay
un &cido aspartico en la posicion 105 en la LmGSK3 corta mientras que en la hsGSK3 se trata
de un acido glutdmico en la 137. Esto hace que en la ésta ultima pueda crear un puente salino
con una arginina cercana, pero el Asp de la LmGSK3 corta no puede llegar y forma un enlace
de hidrogeno con el carboxilo de una prolina, lo que reduce el tamafio del bolsillo

Varios estudios muestran que la inhibicion de la HsGK3p esta relacionada con una actividad
antiinflamatoria, por lo que, sumado a su capacidad antiparasitaria, los inhibidores de este
enzima podrian resultar beneficiosos para el tratamiento de esta patologia . Algunos
compuestos que han demostrado cierta capacidad inhibitoria de la LmGSK3 son el inhibidor
CDK1/2 III y el GW8510, actuando como inhibidores competitivos del ATP. Estos
compuestos interaccionarian con el sitio de union del ATP y mediante enlace de hidrogeno
con residuos conservados en la zona bisagra. Sin embargo la selectividad de estos compuestos
es baja ya que interaccionan con otras protein-quinasas

En otro estudio se han disefiado y sintetizado una serie de compuestos inhibidores de la GSK3
humana, que luego se probaron en la GSK3 de L. donovani. Dentro de estos se encuentran
tiazolinadionas (TZD), halometilcetonas (HMK), quinolinas, 5-imino-1,2,4-tiadiazoles
(ITDZs) y derivados de maleimida. Las TZDs actGan como inhibidores que se unen
covalentemente a través de un puente disulfuro a la Cys-169, residuo conservado que se
encuentra a la entrada del sitio de unién del sustrato. Las HMKs también inhiben a la
LdGSK3 por unioén covalente a la Cys-169. Tanto las TZDs como las HMKs mostraron
mayor actividad contra los amastigotes que contra los promastigotes. Las ITDs se unen al
bolsillo del sustrato de la LdAGSK3, pero no alcanza concentraciones dentro del parasito que
permitan su inhibicion. Los derivados de maleimida no son capaces de inhibir al enzima, al no
poder interaccionar correctamente con el sitio de union del ATP pero, uno de ellos, al tener
una cola con una halometilcetona, si la inhibe. La quinolina no es capaz de ejercer su
actividad como inhibidor alostérico debido a la mutacion de arginina a prolina que
comentamos anteriormente, la cual modifica la carga eléctrica del bolsillo y la conformacion,
al ser la prolina un aminodcido neutro y rigido

Otro grupo de compuestos que se discuten en este estudio son los benzoimidazoles, las N-
fenilpirimidina-2-aminas y un oxadiazol. Se ha visto que para que sean activas las N-
fenilpririmidinas-2-aminas deben tener las posiciones 5 y 6 y el grupo amino sin sustituyentes
y un sustituyente aromatico en posicion 3. En cuanto a los benzoimidazoles, el sustituyente 5-
fenilpiridin-2-amino esta relacionado con la actividad inhibitoria de la GSK3. Todos estos
compuestos son poco selectivos, por lo que la mejora de ésta serd una tarea en el desarrollo de
nuevos compuestos
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Metabolismo energético

Leishmania, al igual que los mamiferos, necesita de glucosa y otros aziicares como fuente de
energia a través de la produccion de ATP derivado de su degradacion, ya sea de forma
aerébica o anaerdbica, acidos grasos y aminoacidos. La captacion de estos compuestos no
solo tienen un fin energético, sino estructural y de biosintesis. Asimismo, se relaciona el paso
de promastigote a amastigote con una disminucion del metabolismo, en el que desciende la
absorcion de glucosa y aminodcidos y aumenta la B-oxidacion de acidos grasos. Una via
importante es la de las pentosas fosfato, ya que producen el NADPH necesario en el
metabolismo redox del parasito y ribulosa 5-fosfato. Ademas, se ha visto que estos parasitos
producen UDP-galactofuranosa, que resulta inmunogénico

Entre las enzimas que son potencialmente buenas dianas tenemos la fructosa-bisfosfatasa, la
piruvato quinasa y la fosfoglicerato mutasa independiente de cofactor, una variante de esta
enzima presente en el parasito. Todas estas proteinas difieren estructuralmene de las enzimas
correspondientes en los mamiferos, por lo que se podrian disenar inhibidores mas selectivos.
Estas no son las inicas enzimas para las que se han desarrollado inhibidores o se han tenido
en cuenta para ello. Entre otras tenemos la hexosa quinasa, la aldolasa y la gliceraldehido-3-
fosfato, glucosa-6-fosfato y 6-fosfogluconato deshidrogenasas

Leishmania, al contrario que los mamiferos, almacena su fuente de hidratos de carbono en
forma de manogeno, formado por cadenas de oligosacaridicas de [B-1,2-manosas y que
constituye el 80-90% de los hidratos de carbonos celulares. Se ha visto que el mandgeno esté
implicado tanto en la virulencia como en el establecimiento de la infeccidon y supervivencia en
el fagolisosoma. En su formacion y degradacion estan implicadas las MTP (1-7) que son
manosil-tranferasas y fosforilasas, que no existen en los mamiferos, por lo que también son
una diana prometedora . Un estudio en el que se llevo a cabo el cribado de varios
GMP-triazoles dio como resultado que el compuesto T47 inhibia a la  B-1,2-
manosiltransferasa. Aunque no es probable que sea util como agente terapéutico, podria ser un
punto de comienzo para la optimizacion estructural de estos compuestos

Proteasas

Las proteasas son enzimas que se encargan catalizar la hidrolisis enlaces peptidicos. Podemos
distinguir distintos tipos de proteasas. En primer lugar, tenemos las cisteina-proteasas (CPs).
Las mejor caracterizadas son la CPA, CPB (ambas L-catepsinas) y CPC (B-catepsina), las
cuales poseen estructuras distintas, por lo que difieren en su mecanismo de accidon y en como
se une el sustrato a ellas. Mientras que en la L-catepsina el sustrato se une al sitio de union y
se lleva a cabo la actividad endopeptidasa, la B-catepsina se ve condicionada por el pH. Si el
pH es bajo, el canal del sitio de unidn se cierra parcialmente y se da actividad
carboxipeptidasa; si es alto, el bucle que bloqueaba el canal se desplaza y se produce la
actividad endopeptidasa

Las CPs son responsables de la interaccion con el hospedador y estan relacionadas con la
capacidad de infectividad y la virulencia. Ademads, la CPB regula negativamente la respuesta
Thl. Ademads, se sabe que estas enzimas son esenciales para la supervivencia del parasito.
Pese a ello, no existen farmacos aprobados que inhiban esta diana
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Un compuesto que ha dado muy buenos

resultados en 7. cruzi es la vinil-sulfona " J:;@ i

K11777 (Ilustracion 9), la cual es un aceptor OJ\” T “\(\/S’\©

de Michael para la Cys-25 del centro activo, - EE

produciéndose una inhibicion irreversible.

Ademas, el resto del compuesto interacciona 5

con el sitio activo a través de enlaces de . i L i s
hidrégeno. El residuo de fenilalanina del R‘H?ﬁﬁfnu e b T o
compuesto es crucial para la selectividad. Este % - o

(b éys

interacciona con un Glu por medio de un

puente salino. Otro compuesto, el WRR-483’ Hlustracion 9: Estructura del K11777 y mecanismo de accion
analogo estructural del K11777, que varia en

que tiene un residuo de arginina en vez de uno de fenilalanina, también ha demostrado
actividad inibitoria

Otros compuestos que han mostrado actividad frente a CPs son algunas flavonas y derivados
modificados de éstas como la agatisflavona, la tetrahidro-robustaflavona o la morelloflavona
y analogos. Todos son activos frente a la CPB2.8 de L. mexicana (los tres primeros
compuestos) y de L. amazonensis (en el caso de los analogos de morelloflavona). La
agatisflavona y la tetrahidro-robustaflavona son inhibidores parciales no competitivos

. Por otro lado, tenemos las tiosemicarbazonas (a), las semicarbazonas (b) y los nitrilos
(c) (Iustracion 10). Estos compuestos tienen actividad inhibitoria de la CPB2.8 y han
demostrado cierta selectividad. Ademas, los peptidomiméticos derivados de aziridina-2,3-
dicarboxilato (d) (Ilustracién 10), también han demostrado actividad leishmanicida,
inhibiendo la CPB2 de L. major y la B-catepsina de L. mexicana, sin afectar a las catepsinas
de los mamiferos, por lo que optaria a estudios in vivo

NN
- N L Al
) NN
=~/ OMe .~
= i CP241026
NN S, ICso L. mexicana CPB2.BACTE = 1.1 yM
] H Ki L. mexicana CPB2.8ACTE = 0.57 uM

o “ cpami2s
ICgo L. mexicana CPB2.BACTE = 0.06 M

CP220988
K CPB2.8ACTE = 0.04 iM
ICso L. mexicana CPB2.BACTE =001 uM < L mexicana CPB2.8AC W

Ki L. mexicana CPB2.8ACTE = 0.005 uM

Ki L. mexicana CPB2.8 = 3.8 yM
Ki L. major CatB = 18.2 uM

ICsy L. major prom. = 37.4 uM
CCsyJ774.1 cells = 68 M

Ilustracion 10: Inhibidores de CPB

Otra familia son las proteasas de aspartico, las cuales se ha visto que son inhibidas por
antivirales utilizados contra el VIH como el saquinavir y el nelfinavir en todas las especies en
las que se ha probado, por lo que pueden ser interesantes en el caso de coinfeccion
Leishmania-VIH. También tenemos las serina-proteasas, que son inhibidas por los extractos
de Coccina grandis, en los promastigotes de L. donovani
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Unas peptidasas menos estudiadas pertenecientes a las cisteina-proteasas son la ATG4.1 y la
ATG4.2, siendo esta ultima més relevante. Solo comparten un 19% de identidad con las de los
mamiferos y estan implicadas en la diferenciacion de los promastigotes a amastigotes, por lo
que su inhibicion disminuye la capacidad infectiva del parasito. La ATG4 es esencial para que
la ATGS8 pueda formar los autofagosomas y que se puedan degradar los orgénulos y proteinas
defectuosas

6 Conclusiones

- La lesihmaniasis es una NTD, en la que se debe trabajar para conseguir un tratamiento eficaz
y seguro. Aunque se ha avanzado mucho en los ultimos afios en el descubrimiento de las
estructuras y funciones de enzimas esenciales para la supervivencia, la virulencia y la
infectividad en Leishmania como la TryS, la TryR, DHFR-TS y la CPB, entre otras, todavia
queda un largo camino por delante.

- La ATG4, las manosiltransferasas y fosforilasas, la deoxifusina sintasa, la AdoMetDC y la
proteina YGFZ son algunos ejemplos de enzimas o proteinas poco estudiadas, pero que
podrian ser dianas interesantes para el desarrollo de farmacos.

- Entre los compuestos que se han identificado como leishmanicidas y que prometen ser
buenos agentes terapéuticos tenemos el K11777 (inhibidor de CP), NVP-BGT226 (inhibidor
de mTOR-PI3K) y la Witaferina A (inhibidor de DHFR-TS y PTR-1). El purvalanol y el
flavopiridol, ambos inhibidores de quinasas utilizados en la terapia anticancerigena, podrian
ser interesantes; y la eosina b se ha visto que tiene capacidad inhibitoria de la DHFR-TS.
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