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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad endémica que abarca zonas aridas,
tropicales y subtropicales. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), indica
que alrededor de 12 millones de personas estan infectadas de leishmaniasis en
el mundo, con una mortalidad anual de 50, 000 casos. Esta enfermedad es
producida por protozoarios del género Leishmania, parasitos pertenecientes a
la familia de los tripanosomatidos, y transmitidos por mosquitos del género
Lutzomya y Phlebotomus, (pequefios dipteros llamados papalotillas). El
tratamiento de la Leishmaniasis ha sido problemético debido a que los
medicamentos disponibles exigen administracion parenteral repetida, no son
eficaces en todas las etapas de la infeccion ademas depende de la especie del
parasito y del estado inmunitario del paciente; De igual forma la mayoria se
relaciona con reacciones adversas graves, costo elevado y surgimiento de
cepas del parasito resistentes al medicamento. Por tal motivo es necesaria la
generacion de nuevos farmacos. Una opcion para la basqueda de inhibidores
de una enzima clave en el metabolismo del parasito, los cuales potencialmente
puedan servir como guias para el disefio de un nuevo farmaco. En este
sentido, una caracteristica importante del metabolismo de los tripanosomatidos
es su enorme dependencia de la glucdlisis para la produccion de ATP, lo
anterior hace de las enzimas de esta ruta, blancos atractivos para el disefio de
farmacos. Dentro de las enzimas glucoliticas se ha propuesto a la triosafosfato
isomerasa (TIM) como blanco para el disefio de farmacos contra los
tripanosomatidos. La TIM es una enzima homodimérica que cataliza la
interconversion entre gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato. Dentro
de las diversas metodologias utilizadas para el descubrimiento de inhibidores
de enzimas se encuentran la técnica computacional de simulacién del
reconocimiento o “DOCKING”. En el presente trabajo, se utilizé esta
metodologia, teniendo como blanco la TIM de L. mexicana (LmTIM). Debido a
gue la enzima solo es activa en su forma dimérica se tomo la interfase entre los
dimeros de la misma, como sitio para simular la unién de una base de datos de
moléculas pequefias que consta de alrededor de 50,000 compuestos. Se
seleccionaron las 200 moléculas con mayor afinidad por la enzima de acuerdo

al docking y se determiné su capacidad de inhibicion in vitro en la LmTIM a una

1



concentraciéon de 200 pM. De las moléculas ensayadas dos inactivaron a la
enzima en un 35% (compuestos 9 y 10). Después de un andlisis estructural se
concluy6 que el nucleo de los tres anillos unidos mas el heterociclo de seis
atomos de carbono y el anillo bencénico que forman parte de la estructura de
estas moléculas, son la base para la busqueda o sintesis de nuevas moléculas
con diferentes sustituyentes que puedan tener mayor capacidad de inactivacion
y puedan servir como lideres en la obtencion de un nuevo farmaco para el

tratamiento de la leishmaniasis.



1. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad de amplia distribucion geogréfica en el
mundo, que abarca zonas aridas, tropicales y subtropicales. Su incidencia ha
aumentado en los Ultimos afios, hasta en un 500%. Cifras reportadas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), indican que alrededor de 12 millones
de personas estan infectadas de leishmaniasis en el mundo, con una
mortalidad anual de 50, 000 casos. Un ejemplo muy singular es el nimero de
casos reportados en Afganistan por afio, mayor a 100 000.(2)

Esta enfermedad es producida por protozoarios del género Leishmania y
transmitida por mosquitos del género Lutzomya y Phlebotomus, (pequefios
dipteros llamados papalotillas). Existen 20 especies diversas de Leishmania, de
las cuales cuatro parasitan al hombre: L. donovani, L. braziliensis, L. mexicana
y L. tropica.@®

Las infecciones por Leishmania suelen presentarse en tres sindromes
principales que dependen de la especie en juego y de la respuesta inmunitaria
del huésped: (1) Leishmaniasis Cuténea (LC), que segun algunos estudios, es
la forma mas comun a nivel mundial (50-75%), (2) Leishmaniasis Mucocutanea
(LM); y (3) Leishmaniasis Visceral (LV), que constituye la forma de afectacion
sistémica de la infeccion.(@4)

En México, la principal manifestacion clinica es la Leishmaniasis cutanea, cuyo
agente etiolégico es Leishmania mexicana y varias subespecies. Su
distribucion abarca desde el sureste de México, Veracruz, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Nuevo Ledn, Coahuila, Michoacan, Jalisco, Nayarit, Tabasco,
Campeche y Quintana Roo. Datos estadisticos realizados de 1995 al 2000,
muestran por ejemplo que en Tabasco en 1995 no se presentd ningun caso,
mientras que en el 2000, se presentaron 103 casos; en Quintana Roo, 114
casos en 1995 y para el 2000 el nimero de casos se incrementaron a 356.(*)
No obstante tras la creciente infeccidn, la legislaciébn no la considera como
trastorno de Notificacion Obligatoria, por lo cual el registro nacional es

subestimado, pero se estima que anualmente se presentan 400 nuevos casos.



El tratamiento de la Leishmaniasis es problemético debido a que los
medicamentos disponibles exigen administracién parenteral repetida, no son
efectivos en todas las etapas de la infeccion, ademas de que la eficacia del
medicamento depende de la especie del parasito y del estado del sistema
inmunitario. De igual forma la mayoria se relaciona con reacciones adversas
graves, con un costo elevado y el surgimiento de cepas resistentes al
medicamento ha llevado a una busqueda constante de nuevos agentes

terapéuticos.®



2. ANTECEDENTES

Leishmania es un protozoario hemoflagelado intracelular obligado,
perteneciente a la familia de los Tripanosomatidos que infecta macrofagos de
piel (mediante diversos mecanismos la leishmania inhibe aproximadamente el
40 % de los genes del macréfago, y el efecto es una limitacion acentuada de
éste en sus funciones como célula efectora; asi como su capacidad de
presentacion de antigenos) y visceras del hombre y diversos animales

mamiferos.®)

Este parasito tiene un ciclo de vida que incluye dos etapas morfologicas;
promastigote y amastigote. Los promastigotes son depositados en la piel del
huésped a través de la secrecion salival, cuando una mosca de arena( del
género Lutzomia 0 Phlebotomus), llamado papalotilla, chupa sangre de un
huésped infectado, los promastigotes metaciclicos son rapidamente
fagocitados por los macrofagos o las células de Langerhans en la piel; los
promastigotes fagocitados son envueltos en un fagolisosoma en la célula
huésped y se transforman en amastigotes, los cuales ajustan las bajas
temperaturas y el bajo pH ambiental, dentro del fagolisosoma. La replicacion
por fisibn binaria comienza, hasta que se rompen las células infectadas y se
liberan los amastigotes que son fagocitados por otros macrofagos en la piel u

otros 6rganos viscerales donde contintan dividiéndose.

Cuando la mosca de arena hembra, se alimenta de sangre de un huésped ya
infectado, ingiere amastigotes, los cuales son liberados dentro del intestino
medio del insecto. Durante los siguientes dias, el amastigote se convierte en
promastigote y se replica por fisidén binaria, sigue transformandose sin dividirse;
el amastigote se encuentra en la etapa metaciclica altamente infecciosa, en la
cual se mueve a la faringe y a la probdscide del insecto vector, donde los

transmite durante su siguiente ingesta de sangre (Figura 1).(2



Figura 1. Ciclo de vida de la Leishmania. Tomado de la pagina de Organizacion

Mundial de la Salud (www.who.org).

Existen mas de 20 especies diferentes del genero Leishmania que infectan al
hombre; éstas pueden generar tres patrones clinicos que se clasifican como
Leishmaniasis cutanea, mucocutanea o visceral, segln sea la especie lesiva. )
La Leishmaniasis cutanea es producida por la L. mexicana, la cual se
caracteriza por presentar Ulceras eritematosas con bordes indurados, fondo
plano e indoloras y por lo regular se presentan lesiones fuera del pabellon
auricular con curacion espontdnea en 6 meses, de forma cronica y con
destruccion de cartilago y deformacion del pabellon. Mientras que la
Leishmaniasis mucocutédnea es provocada por L. brasiliensis, se presenta con
Ulceras en contorno redondeado, Ulcera exudativa, dolor, engrosamiento de la
mucosa, necrosis y cuando la infeccion esta avanzada, su ultima alternativa es
la cirugia y la Leishmaniasis visceral o Kala-azar es causada por la L.
donovani, se caracteriza por esplenomegalia y linfadenopatia, en ocasiones
con dimensiones impresionantes.

De acuerdo a los datos brindados por la OMS, la leishmaniasis es un
padecimiento endémico que afecta a 88 paises de los 4 continentes (ocupa el
2do. lugar a nivel mundial de las enfermedades tropicales), destacando que
més del 90 % de los casos de LC reportados ocurren en Irdn, Afganistan,
Siria, Arabia Saudita y Perd. Y mas del 90% de casos de LV reportados,

pertenecen a Brasil, Sudan e India. %



Ademas en el afio 2000 se reconocié una epidemia de leishmaniasis cutanea
en Kabul, Afganistan, en la cual se estima que mas de 200 000 personas
fueron infectadas.®

En México, se presenta un tipo particular de LC llamada “Ulcera de los
chicleros” que es provocada por la Leishmania mexicana, ya que
tradicionalmente afecta a hombres que laboran en regiones selvaticas en las
cosechas de chicle. El estado de Tabasco es uno de los mas afectados del
pais, las regiones mas endémicas muestran una relacion con el cultivo del
cacao. El desecho de cascaras de cacao, ricas en nutrientes organicos,

favorecen el desarrollo de larvas de Lutzomya.® 5.6)

2.1 Tratamiento de la leishmaniasis.

En el tratamiento de la leishmaniasis se han desarrollado pocos
medicamentos, los farmacos existentes para el tratamiento son los siguientes:
antimoniales, pentamidina, amfotericina B, azitromicina, miltefosina, alopurinol,

aminosidina / paramomicina, azoles, itraconazol.

Antimoniales. Los antimoniales pentavalentes, Estibogluconato de
sodio (pentosam R) y el Antimoniato de meglumina (glucantime R), son
considerados la primera generacion de farmacos antileishmania; los cuales
actuan inhibiendo selectivamente a la Fosfofructocinasa con subsecuente
bloqueo de la produccién de ATP (Figura 2). Estos han sido utilizados para el
tratamiento de todas las formas de leishmaniasis, excepto para la leishmaniasis
cutdnea difusa (LCD), por los ultimos 40 afos. La dosis de estibogluconato
sodico es de 20 mg/kg/dia por via Intramuscular o Intravenosa, con una dosis
maxima de 850mg durante 20 dias o hasta 2 semanas después de la
eliminacion del parasito. Ademéas de que ambos necesitan hospitalizacion por
todo el tiempo que dure el tratamiento debido a su toxicidad. Las reacciones
adversas de los medicamentos (RAM) incluyen: mialgia, anorexia, vomito,
letargia, dafio hepatico, cardiaco y renal. Se han observado fallas en el
tratamiento con los antimoniales pentavalentes durante la farmacoterapia de la
leishmaniasis. Los motivos por los cuales se considera que fallé el tratamiento
incluyen, desarrollo de resistencia, pobre penetracion del farmaco en los sitios

de infeccién, pobre inmunidad del huésped, falta del entendimiento de la
7



farmacocinética y quizas lo mas importante, diferencia en la sensibilidad a los

farmacos dependiendo de la especie y cepas de Leishmania. 7
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Figura 2 . Estructura Quimica de (a) Estibogluconato de Sodio y (b) Antimoniato

de Meglumina.

Pentamidina. Interfiere con el RNA y DNA, por inhibicién de fosforilacion
oxidativa y/o interfiere con la incorporacion de nucleotidos y acidos nucleicos
dentro del RNA y DNA del protozoario; se utiliza para el tratamiento de la LCD
y para casos de LV que no responden a los antimoniales (Figura 3).

Ademas de que se a demostrado a través de la microscopia que el tratamiento
para Leishmania spp. con este farmaco, desintegra y colapsa la membrana
mitocondrial, siendo este, la primera manifestacion del tratamiento contra los
pardsitos. La dosis recomendaba es de 2 a 4 mg/kg/dia via Intramuscular cada
3 a 4 dias por 15 dosis. El largo periodo de tratamiento, la baja velocidad de
secrecion y las RAM’s son inconvenientes para el uso de este

medicamento.@7)

HH, HH,

HH”;J\@\ mH
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Figura 3. Estructura de la Pentamidina.




Amfotericina B. Es un polieno toxico, que se une al ergosterol alterando
la permeabilidad de la membrana; se utiliza para el tratamiento de casos de LV
y de LMC avanzada que no responden a los antimoniales. La dosis
recomendaba es de 2 a 4 mg/kg/dia via Intramuscular cada 3 a 4 dias por 15
dosis. Esta se administra por via intravenosa y se elimina lentamente; su uso
es limitado debido a sus reacciones adversas tales como: trombocitopenia,

convulsiones, anorexia y dafio renal (Figura 4).

0
HOw "y

HH aH

Figura 4. Estructura de la Amfotericina B.

Recientemente se ha utilizado la azitromicina para el tratamiento de la
leishmaniasis en mucosa, la cual actia inhibiendo del RNAm directo al
polipéptido y a la sintesis proteinas. 28 Por otro lado, la miltefosina , que es un
anélogo de fosfocolina originalmente desarrollado para el cancer, el cual inhibe
a los sistemas enziméticos en la membrana celular y la inhibicion de la
biosintesis fosfatidilcolina. Se ha ocupado para el tratamiento de leishmaniasis
cutanea® y visceral@; sin embargo, causa severos problemas

gastrointestinales (Figura 5). 11
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Figura 5. Estructura Quimica de la (a) Azitromicina y (b) Miltefosina.



Con el paso del tiempo se han realizado nuevos avances en la terapéutica de
esta enfermedad y ahora se han descubierto nuevas aplicaciones a otros
medicamentos como el alopurinol , que es un compuesto de pirazolpirimidina,
el cual esta siendo estudiado en el tratamiento de la leishmaniasis, ademas de
que su administracion es por via oral; su mecanismo de accion, consiste en
afectar la sintesis proteica e inhibir la funcion del RNA por medio del
metabolismo de las purinas. Existe la aminosidina / paramomicina , esta
combinacion es empleada con el cloruro de metilbenzetonio o urea, en el
tratamiento de la leishmaniasis cutanea; la cual ha presentado prometedores
resultados inhibiendo la sintesis proteica y ribosomal.

Los Azoles, como ya se menciono anteriormente son empleados para tratar la
leishmaniasis cutdnea. En estudios recientes el itraconazol , presenta
excelente resultados, por su mecanismo de accion (inhibicién del citocromo P-

450 dependiente de lanosterol C14 desmetilasa).

Dado que no existe una amplia gama farmacoldgica para el tratamiento
terapéutico de la leishmaniasis, y que hay medicamentos y combinaciones de
estos en prueba, es necesaria la biusqueda de nuevos farmacos. Un enfoque
en la busqueda de dichos compuestos involucra la obtencion de inhibidores en
contra de una enzima del parasito, que puedan servir como guias para el
disefio de moléculas que potencialmente logren utilizarse como agentes
terapéuticos. En este sentido, una caracteristica interesante en el metabolismo
de los tripanosomatidos es que son altamente dependientes de la glucdlisis
como fuente para la produccion de ATP. Esta gran dependencia de la glucdlisis
como fuente de energia hace de las enzimas de esta ruta metabdlica, blancos
atractivos para el disefio de farmacos. Ademas, es importante recordar que en
los tripanosomas las 7 primeras enzimas de la ruta se encuentran localizadas
en un organelo, aparentemente Unico en los tripanosomatidos, que se ha

llamado glicosoma (Figura 6). 12)
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Figura 6. Organizacion de las enzimas glucoliticas en el tripanosoma.

1. Hexocinasa, 2. Hexosa fosfato isomerasa, 3. Fosfofructocinasa, 4. aldolasa
5. Triosafosfato isomerasa, 6. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, 7.
Fosfoglicerato cinasa, 8. Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, 9. Glicerol cinasa,
10. Adenilato cinasa, 11. Glicerol-3-fosfato cinasa, 12. Fosfoglicerato mutasa,
13. Enolasa, 14. Piruvato cinasa, SHAM &cido salicilhidroxamico, ADP
adenosin difosfato, AMP adenosin monofosfato, ATP adenosin trifosfato, NAD*
nicotinamin adenin dinucleétido oxidado, NADH nicotinamin adenin dinucle6tido
reducido. Tomado de Opperdoes et al., 2001.
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2.2 La triosafosfato isomerasa (TIM) como el blanc o para el disefio de

farmacos antiparasitarios.

En términos generales varios grupos de investigadores consideran a las
enzimas de la glucdlisis anaerdbica como buenos blancos para el disefio de
farmacos en contra de parasitos tripanosomatidos. Esto es particularmente
cierto para Trypanosoma brucei, ya que en su etapa infectiva, estos
organismos carecen de mitocondrias funcionales. Respecto a la glicélisis
anaerobica, es importante recordar que en los tripanosomas las 7 primeras
enzimas de la ruta se encuentran localizadas en un organelo, aparentemente
Gnico en los tripanosométidos, que se ha llamado glicosoma. La Figura 1
muestra la localizacion de las enzimas de la glicélisis anaerdbica en T. brucei.,
en L. mexicana la distribucion de las enzimas es similar. Ademas, varios de los
mecanismos de regulacion no son operantes en las enzimas de los
tripanosomas debido a que las enzimas de este organismo tienen
caracteristicas estructurales y/o cinéticas distintas a las de los mamiferos.

Dentro de las enzimas glucoliticas se ha propuesto a la TIM como blanco
para el disefio de farmacos contra los tripanosomatidos.(3.14.15 En relacion a la
TIM, los estudios de flujo metabdlico de la glucdlisis en el tripanosoma y en
glicosomas muestran que la TIM no es un punto de control en el flujo de la
ruta,(®) y por tanto no seria un buen blanco. En contraste con la conclusion de
estos autores, se observo que la TIM es esencial para la supervivencia de la
forma sanguinea del tripanosoma.”) También Helfert y colaboradores (2001)
encontraron que con menos del 15% de la actividad de los controles, los
tripanosomas no sobreviven. Los autores ofrecen dos posibles explicaciones
de por qué la TIM es esencial para el parasito. Mediante un modelo
computacional del flujo metabdlico se predice que en ausencia de la TIM, los
tripanosomas en su fase infectiva no producen suficiente ATP. Esto podria ser
mortal para el tripanosoma. Por otra parte, a concentraciones bajas de TIM se
acumula dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en el glicosoma, que inhibe la
aldolasa (Figura 6). Ademas, la DHAP se puede convertir espontaneamente a

metilglioxal, que es toxico para el parasito.
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2.3 Estructura de la triosafosfato isomerasa (TIM).

La TIM es una enzima homodimérica, cada mondmero esta formado por unos
250 residuos de aminoacidos. La TIM cataliza la interconversion entre el
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). La
interfase entre los dos mondémeros de la TIM es relativamente grande,
aproximadamente 1400 A2 (Figura 7). Esta formada principalmente por el asa 3
de una subunidad que se internaliza en la otra y rodea la cadena lateral del
residuo en la posicién 14 de esta. Ademas, en la TIM de Leishmania mexicana
(LmTIM) el residuo 14 es una cisteina (Cysl14), mientras que en la TIM del
humano este residuo es una metionina (Met14).

Hasta ahora se conoce la secuencia de aminoacidos de la TIM de
aproximadamente 180 especies y la estructura tridimensional de la TIM de
pollo,(8 levadura,®® Tripanosoma brucei,(?9 Escherichia coli,?) humano,@?
Bacillus stearothermophilus,® Plasmodium falciparum,® Vidrio marinus,@%
Trypanosoma cruzi,(?® Leishmania mexicana,?® Thermotoga maritima,@”)
Pyrococcus woesei,(?8) Entamoeba histolytica,(?® Caenorhabditis elegans,©9)

Thermoproteus tenax® y Methanocaldococcus jannaschii.(32)

Figura 7. Estructura tridimensional de la triosafosfato isomerasa de Leishmania
mexicana. Los mondmeros A y B se muestran en color morado y azul claro

respectivamente. En el rectangulo se muestra la interfase de la enzima.
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2.4 La interfase de enzimas oligoméricas como blanc o para el disefio

de farmacos.

Si se acepta que la TIM puede ser un buen blanco para el desarrollo de
moléculas que interfieran con su funcion, es necesario entonces determinar el
sitio sobre el cual se va a disefiar una molécula inhibitoria 0 desestabilizante de
su estructura. Muchos de los intentos por inhibir la funcion biologica de las
proteinas por agentes quimicos se han enfocado al desarrollo de moléculas
gue actuen a nivel del sitio catalitico de las enzimas, o en los alostéricos (sitios
de unién para los agonistas o0 antagonistas en los receptores). Ambos criterios
se han utilizado cuando el interés es encontrar agentes con potencial uso
terapéutico contra parasitos. Sin embargo, se sabe que los sitios cataliticos son
ampliamente conservados. Por lo tanto, puede ser que las diferencias entre los
sitios activos de enzimas homodlogas sean pequefias o irrelevantes. Estas
observaciones indican que no todas las enzimas de los parasitos pueden ser
buenos candidatos para disefiar moléculas dirigidas al sitio catalitico.(®3)

Es entonces necesario buscar si otros sitios de las enzimas se pueden utilizar
en la busqueda de moléculas que perturben su funcién. En este punto es
importante mencionar que la TIM so6lo es activa en su forma dimérica.®4 Por lo
tanto, la perturbacién de la asociacion entre sus monémeros por una molécula

pequefa debe acabar con su funcion catalitica.

En vista de las numerosas interacciones proteina-proteina que existen en los
organismos vivos @9, varios grupos han contemplado la opcién de utilizar como
blanco las interfases proteina-proteina para la inhibicion de las enzimas y por
consiguiente de las funciones celulares. Bajo este enfoque se ha tratado de
encontrar agentes que prevengan o induzcan la asociacion de proteinas que
inicien o estén involucradas en las vias de transduccion de sefiales. De igual
forma se han tratado de encontrar moléculas que perturben la asociacién de
monomeros en enzimas que soélo son activas en estado oligomérico.

En algunos estudios se buscaron moléculas pequefas (péptidos imitadores o
miméticos) que reproduzcan las interacciones de una proteina con otra. Se ha
tenido éxito con la proteasa del VIH®9, la ribonucleétido reductasa del virus

Herpes simplex®”) y la DNA polimerasa HSV.(8 También se ha interferido
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exitosamente con los contactos proteina-proteina por medio de moléculas no
peptidicas. Dos de estos ejemplos son la sintetasa del 6xido nitrico ©9 y la
transtirretina.*® Todos estos datos apoyan la idea de que es posible interferir

en la asociacion entre los monémeros de proteinas oligoméricas.

La importancia de la interfase en la estabilidad y catalisis de la TIM, se ha
estudiado en la enzimas de T. brucei, humano y en la TIM de T. cruzi. Los
resultados mostraron que la substitucion del residuo en la posicién 14 por otros
residuos, causa cambios estructurales muy drasticos y pérdida total de la
actividad catalitica.) Ademas, se ha descrito que la modificacion de los
residuos del asa 3 genera enzimas con constantes de asociacion bajas.(*?

Este mismo fendmeno se observa cuando Ila Cysl4 se modifica
guimicamente. (2943) También es de interés que un péptido con la secuencia de
aminoacidos del asa 3 en la TIM de Plasmodium falciparum causa la
inactivacion de la enzima®4 y que algunos derivados de benzotiazol inactivan
la TIM de T. cruzi actuando a nivel de la interfase de la enzima.“>46) Por otro
lado, existen datos que indican que esta porcion de la interfase juega un papel
dinamico en la catalisis enzimatica.(4748) Ademas, cabe mencionar que la TIM

solo es activa en su forma dimerica.(34

Los datos anteriores sugieren que esta region en la TIM es fundamental para
mantener la integridad del dimero, y que ésta puede ser un blanco para
perturbar su funcion.

Dentro de las diversas metodologias utilizadas para el descubrimiento de
nuevos farmacos, se encuentran la simulacion del reconocimiento por

computadora o “DOCKING” de la cual se hace una descripcion a continuacion.
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2.5 Simulacién del reconocimiento “DOCKING”.

El docking es una técnica computacional que consiste en simular el
acoplamiento entre una proteina o receptor y un ligando. En general este ultimo
es un compuesto organico pequefio aunque también puede simularse el
reconocimiento entre dos macromoléculas. Cuando se trata de encontrar un
inhibidor, se utiliza una quimioteca o base de datos con moléculas que cumplan
las caracteristicas que se conocen para farmacos potenciales. Estas bibliotecas
de compuestos estan disponibles a través de compafias particulares que
también suministran los compuestos seleccionados por docking para realizar
ensayos in vitro. ES necesario contar con la estructura tridimensional del
receptor, ademas de conocer la region sobre la superficie de esa molécula en
la que se realizara la simulacion.

La base de datos de ligandos debe ser preparada con la asignacion de cargas
eléctricas parciales a cada atomo, y la conversion de la férmula estructural de
los diferentes compuestos a una estructura tridimensional en un minimo de
energia. De igual forma se asignan cargas parciales a los dtomos del receptor,
y definir una regién alrededor del sitio de union propuesto, en donde se
construye una malla. A continuacion se precalcula la afinidad por la proteina
gue tendrian los diferentes tipos de &tomos que constituyen a los ligandos
cuando se encontraran en cada uno de los sitios de la malla. Los resultados
obtenidos se almacenan en la memoria de la computadora para sSu uso
posterior.

Una vez cumplidos los prerrequisitos, la simulacion inicia con la colocacién del
primer ligando de la quimioteca en varios miles de orientaciones dentro del sitio
de unién. Las afinidades precalculadas para cada atomo se suman para
estimar un puntaje o interaccion en cada orientacion probada. Finalmente, se
almacena la mejor orientacion de ese ligando y se repite la operacion para las
demas moléculas de la base de datos. La seleccion de compuestos se realiza
por comparacion de las interacciones estimadas. Cada programa puede usar
uno o mas criterios basados en diferentes consideraciones, por ejemplo, en la
evaluacion de la complementariedad geométrica entre el sitio de union y del

ligando (criterio de contactos), en el conteo del nimero de interacciones
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intermoleculares, por reglas empiricas (criterio quimico) o bien utilizando un
potencial similar a los campos de fuerza empleados en las simulaciones de

mecanica molecular (criterio de campos de fuerza).“9

La idea que subyace en esta metodologia es que entre los compuestos que
muestren las afinidades mas altas por el receptor se encontraran aquellos que
logren la mayor inhibicién en la enzima en los ensayos in vitro.

Este enfoque ya ha sido utilizado con éxito en la busqueda de nuevos farmacos
para el tratamiento del Sindrome Agudo Respiratorio Severo (SARS) teniendo
como blanco la proteasa del coronavirus®?, asi como en el disefio de
inhibidores de las enzimas del citocromo P45061, inhibidores de RNAG2), e

inhibidores de la Desacetilasa de histonas.®3)

De igual forma el docking se ha utilizado para evaluar tedricamente algunos
compuestos, por ejemplo tres nuevos hibridos moleculares de los farmacos
tacrina y donepezil, usados en la enfermedad de Alzheimer, para su

investigacion y validacion experimental.4)
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3. JUSTIFICACION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que se presenta en
regiones tropicales Yy subtropicales, causada por protozoarios flagelados del
género Leishmania, cuyas manifestaciones clinicas pueden ser cutdneas,

mucocutaneas y/o viscerales, segun sea la especie.

La incidencia de esta infeccion parasitaria ha aumentado en los dltimos
afos, segun la OMS se estima que aproximadamente 12 millones de personas
estan infectadas de leishmaniasis en todo el mundo, con una mortalidad anual
de cerca de 50 000 y la poblacion en riesgo es de 350 millones de personas, de
los cuales alrededor de 1,5 a 2 millones de nuevos casos se presentan
anualmente.

En México, la principal manifestacion clinica es la Leishmaniasis
cutanea, cuyo agente etioldgico es Leishmania mexicana y varias subespecies.
Su distribucién abarca desde el sureste de México, Veracruz, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Nuevo Leo6n, Coahuila, Michoacan, Jalisco, Nayarit, Tabasco,
Campeche y Quintana Roo.

Ademas, el impacto en el aspecto social, es un punto importante ya que las
personas infectadas llegan a ser objeto de discriminacion en distintos niveles,
entre ellos el laboral, lo cual repercute negativamente en la economia de los

paises.

Para esta enfermedad, los medicamentos de eleccion clasicamente han
sido los antimoniales pentavalentes, su administracion es parenteral y entre sus
reacciones adversas destacan dafio renal y hepatico. Por tal motivo surgen
nuevas alternativas como la pentamidina (esta indicada para el tratamiento de
la LMC) y la amfotericina B (indicada para la LV y LMC), ambos medicamentos
estan indicados en caso de resistencia a los antimoniales pentavalentes, sin
embargo la pentamidina causa graves reacciones adversas como disrritmias
cardiacas, dafio hepatico y renal; mientras que la amfotericina B que provoca
reacciones anafilacticas, destacando “el sindrome del nifio rojo”, y por lo cual
se ha restringido su utilizacion. Recientemente surgieron alternativas como la

miltefosina, la azitromicina y el ketoconazol. Los cuales presentan reacciones
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adversas graves que abarcan desde la presencia de disrritmias cardiacas,
dafio renal y hepatico, convulsiones y dermatitis por contacto. Por lo tanto,
debido a la pérdida de eficacia, dificultades en la administracion de algunos
medicamentos y la aparicién de cepas resistentes a los mismos, asi como el
incremento en la frecuencia y la severidad de las reacciones adversas del
tratamiento han forzado la busqueda de moléculas que puedan servir como
guia en la obtencion de nuevos medicamentos para el tratamiento de esta

enfermedad.
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4. HIPOTESIS

Al ser una enzima activa solamente en su forma dimérica, la union de
moléculas pequefias en la interfase entre los dos mondémeros de la LmTIM
puede generar cambios conformacionales que provoquen la inactivacion de la

enzima.
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5. OBJETIVO GENERAL
Buscar mediante docking, moléculas pequefias que se unan en la interfase

de la triosafosfato isomerasa de la Leishmania mexicana, las cuales sean

capaces de inactivarla.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Generar una biblioteca de las moléculas de la base datos de Tripos en su

conformacion de minima energia.

2.- Efectuar el docking de las moléculas en la interfase de la LmTIM.

3.- Seleccionar las 200 moléculas con mayor afinidad por la interfase de la

LmTIM de acuerdo a los resultados del docking.

4.- Probar la capacidad de inactivacion de la LmTIM de las moléculas

seleccionadas por docking.
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7. METODOLOGIA

7.1 Moléculas Ensayadas. Todas las moléculas ensayadas fueron de
origen sintético con diversa estructura quimica, adquiridas de la compafiia
Tripos. Ademas, las moléculas que componen esta base de datos, cumplen
con las reglas de Lipinski,? las cuales indican que para ser consideradas
como farmacoforos, deben tener un peso molecular <500 Da, ser hidrofébicas,

no tener mas de 5 donadores de H* y no mas de 10 aceptores de H*.

7.2 Reactivos . Todo el stock de reactivos utilizados fueron comprados

de la compafiia Sigma-Aldrich, con un grado de pureza mayor de 95%.

7.3  Generacion de la biblioteca de moléculas en su  conformacion
de minima energia. La biblioteca de moléculas para realizar la simulacién se
obtuvo de la compafiia Tripos (leadquest.tripos.com), la cual se encontraba en
dos dimensiones. La razon de utilizar esta, es porque la compafia aseguro la
disponibilidad comercial de las moléculas seleccionadas con una pureza
promedio cercana al 90%. Esta libreria (base de datos) contiene actualmente
alrededor de 50,000 moléculas y fue preparada con la asignacion de cargas
eléctricas parciales y optimizacion de geometrias por el paguete computacional

MOE (Molecular Oriented Enviroment, www.chemcomp.com).

7.4 Realizacion del Docking. El sitio de union del ligando en la
interfase de la LmTIM se defini6 computacionalmente con la herramienta de
sitios alfa implementada en MOE. Con este mismo paquete se modelaron los
atomos de hidrégeno de la proteina y se asignaron sus cargas parciales. En el
docking se probaron 5000 orientaciones aleatorias para cada ligando, con una
variacion minima en posicion y rotacion moleculares de 1.0 A y 1°,

respectivamente.
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7.5 Seleccion de las moléculas. Con base en los resultados obtenidos
en el docking, se seleccionaron las 200 moléculas con mayor afinidad por la
interfase de la enzima, las cuales fueron ensayadas para determinar su
capacidad de inactivacion de la LmTIM. Lo anterior nos permitié eliminar los
falsos positivos y seleccionar las moléculas con mayor capacidad de

inactivacion.

7.6 Enzimas. La TIM de L. mexicana fue recombinante. Esta enzima ya
purificada fue proporcionada por el laboratorio de Bioquimica del Dr. Armando

Gbmez Puyou del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

7.7 Preparacion del sustrato. La presentacion utlizada del
Gliceraldehido-3-fosfato (G3P) fue como sal de bario, por lo que se le dio un
tratamiento para eliminarla, para ello se utiliz6 una resina dowex de malla
200X. Se peso6 1.5g de resina en un tubo de ensayo, y se lavo 5 veces con un
volumen de 5 ml agua destilada por vez agitando por 1 min., posteriormente se
quito el sobrenadante; una vez limpia la resina se le agregaron 100mg de G3P
y 5mL de agua destilada hirviendo, enseguida se puso a bafio maria por 3.15
min. con agitacion constante, una vez cumplido el tiempo se coloco
inmediatamente en el hielo para dejarlo enfriar, posteriormente el sustrato se

filtr6 y se ajustd a pH 5 agregando pizcas de bicarbonato de sodio.

7.8 Actividad. La actividad de la LmTIM se midi6 en un
espectrofotometro de arreglo de diodos, marca Agilent modelo 8453, mediante
un sistema acoplado utilizando a-glicerol fosfato deshidrogenasa (aGDH), en la
direccion de GAP a DHAP a 25 °C en 1 ml de medio a pH 7.4, que contiene
100 mM de trietanolamina, 10 mM de acido etilendiaminotetracético (EDTA),
0.2 mM de dinucleétido de nicotinamina adenina reducido (NADH), 0.9
unidades de aGDH, y 1 mM de GAP. La reacciéon se inici6 con la TIM,
generalmente a 5 ng. La aGDH reduce la DHAP producida por la TIM a glicerol-
3-fosfato utilizando NADH que se oxida a NAD*. EI NADH absorbe a 340 nm, el
decremento en esta absorbancia respecto al tiempo se va a utilizar para

calcular la actividad de la TIM.
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Actividad de la Enzima (umol/min)=_(AOD)(V)
ENADH

Donde:
AOD= Cambio de absorbancia por minuto
V= Volumen de la celda en mililitros
ENADH= Coeficiente de extincibn molar del NADH a 340 nm, que es
6.22

El porcentaje de actividad en presencia de la molécula, se calculé de la

siguiente forma:

% Act. = Act. de la enzima en presencia de la molécula X 100

Act. de la enzima en ausencia de la molécula

7.9 Ensayos de inactivacion. La enzima se incub6 a una
concentraciéon de 5 pg/ml en trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.4; en
ausencia o en presencia de la molécula pequefia a una concentracion de
200uM. La incubacioén se llevo a cabo a 36 °C por 2 horas. Al término, se tomé

una alicuota de 1 pL para medir su actividad.

El porcentaje de inactivacién se calcul6é, mediante la siguiente férmula,

tomando como 100% la actividad de la enzima en ausencia de la molécula:

% Inactivacion = 100 % - % Act. de la enzima en presencia de la

molécula
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8. RESULTADOS

En la blsqueda de nuevas moléculas guia para el desarrollo de un
nuevo farmaco para el tratamiento de la leishmaniasis, en el presente trabajo
se utilizd un enfoque computacional mediante una metodologia de simulacién
del acoplamiento conocida como docking. Teniendo como blanco la
triosafosfato isomerasa de L. mexicana (LmTIM) y de manera particular la

interfase de la misma (Figura 8).

A)

b

f
= —
\'L

Figura 8. Interfase de la LmTIM, A) Vista lateral y B) Vista superior de la

interfase de la LmTIM. La region estd enmarcada en un rectangulo.

El docking se realiz6 utilizando una base de datos de moléculas pequefas de
aproximadamente 50,000 compuestos. De estos, se compraron los 200 que
tuvieron la mejor energia de union en la interfase de la LmTIM de acuerdo al
docking. Las 200 moléculas se ensayaron a una concentracion de 200 uM, bajo
las condiciones descritas en la metodologia. En la tabla 1 se muestran las
estructuras de 10 de estas moléculas, incluyendo las dos que inactivaron a la

LmTIM (compuestos 9y 10 ).
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Tabla 1. Moléculas seleccionadas por docking para la inactivacion de la LmTIM.

Compuesto Estructura % Inactivacion
1 . N 0%
-0y
2 Q WQI& 0%
3 0%
4 0%
5 Q( N 0%
Dl
6 o <O 0%

YV:YQ .
7 H:A)LO " 0%
\ /'
BYess
8 yU L 0%
*‘f”
9 @i@ Ni \/5 35%
N\
%‘ 35%
10 Qﬁ\ NOA\ A
. \\)\(
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De estos dos compuestos (9 y 10) se realizé un andlisis detallado de su
interaccion con la enzima. En la Figura 9 se muestra una imagen de la unién de
cada uno de estos compuestos en la interfase de la LmTIM. Los datos
obtenidos indicaron que el compuesto interactia con aminoacidos de ambos

mondmeros (Tabla 2).

A) B)

Figura 9. Acoplamiento de las moléculas 9 (A) y 10 (B), sobre la interfase. La

enzima se muestra con su superficie de Conolly y los compuestos en CPK.

Tabla 2. Residuos del Monémero A y Monémero B de la LmTIM a menos de 5A

de los compuestos 9y 10.

Compuesto Monomero A Monomero B

Tyr 101, Tyr 102, Gly 103, Tyr 101, Tyr 102, GIn 111,
Arg 98, Glu 77, Glu 104, ILE Gly 103, Arg 98, Glu 77,

9 68, ILE 108, Lys 112, Ala Glu 104, ILE 68, ILE 108,
69, Phe 74, Ala 67, Asn 66  Lys 70, Ala 69, Phe 74, Asn
66, Lys 112
Tyr 101, Tyr 102, Gly 103, ILE 68, ILE 108, Glu 77,
10 Arg 98, Lys 112, ILE 68, Ala Glu 104, Phe 74, Tyr 101,
67, Glu 77, Phe 74, Asn 66  Tyr 102, Arg 98, Gly 103,
Lys 112
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8.1 Puentes de hidrogeno entre las moléculas 9y 1 0 con respecto a los

residuos de ambos monémeros.

El compuesto 9 forma puentes de hidrogeno entre su oxigeno (O3) y el N de la
Arg98 del monémero A. Mientras que la molécula 10 presenta de igual forma
un puente de hidrégeno pero en este caso es entre el oxigeno (O3) de este y el
N de la Arg98 del mondémero B (Figura 10).

A)

Arg98_B

B)

Figura 10. Puentes de hidrogeno formados entre el compuesto 9 (A) y el
compuesto 10 (B) conla LmTIM.
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8.2 Moléculas con una estructura similar, pero que no i

LmTIM.

nactivaron a la

Por otro lado, con la finalidad de determinar que parte de las moléculas que

inactivaron a la LmTIM era la importante para este efecto, se llevé a cabo una

busqueda dentro de las moléculas que se ensayaron,

de aquellas con una

estructura similar a la 9 y 10 pero que no inactivaron a la enzima (Tabla 3).

Tabla 3. Residuos a menos de 5 A° de la molécula 11 a la 16.

Compuesto

Estructura

Monémero A

Monémero B

11

Glu 77, ILE
68, Lys 112,
Glu 104, ILE
108, Arg 98,
Gly 103, Tyr
101y 102

Arg 98, Glu
77, ILE 68,
Phe 74, Lys
70, Ala 69,
glu 115, Gin
111, Lys 112,
ILE 108, Glu
104, Gly 103,
Tyr 101y 102

12

Glu 77, ILE
68 y 108, Ala
69, Lys 70,
Glu 104 vy
115, GIn 111,
Lys 112, Arg
98, Tyr 102 y
Gly 103

Glu 77 y 104,
ILE 68, Lys
112, Ala 67,
Asn 66, Arg
98, Gly 103,
Tyr 101y 102

13

Glu 77, ILE
68, Ala 67,
Lys 112,
ILE108, Asn
66, Glu 104,
Gly 103, Tyr
102, Tyr 101
y Arg 98

Lys 112, Asn
66, Glu 104 y
77, Phe 74,
ILE 68 y 108,
Gly 103, Arg
98, Tyr 101 y
102
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14

Glu 77 y 104,
Phe 74, Lys
112, ILE 68 y
108, Arg 98,
Tyr 101y 102

ILE 68 y 108,
Ala 67, Lys
112, Asp 66,
Glu 77 y 104,
Arg 98, Gly
103, Tyr 101
y 102

15

ILE 68 y 108,
Lys 112, Glu
77 y 104, Gly
103, Arg 98,
Tyr 101

y 102

Tyr 101 vy
102, Glu 77 y
104, ILE 68,
Ala 67 y 69,
Asp 66, Lys
112, Arg 98 y
Gly 103

16

Tyr 101 vy
102, Arg 98,
Asp 66, Glu
77 y 104, Gly
77 y 104, Gly
103, Lys 112,
ILE 108

Tyr 101 vy
102, Gly 103,
Glu 77, 104 y
115, Arg 98,
ILE 68 y 108,
Lys 70y 112,
Asp 66, Phe
74, Ala 69 y
Gln 111

Los compuestos 11 y 12 no presentaron ninguna interaccion a pesar de que

cuentan con el mismo nucleo de las moléculas 9 y 10 . Sin embargo, las

moléculas 13, 14, 15 y 16 si formaron puentes de hidrégeno. EI compuesto 13

lo formo6 entre su O(2) y el N de la Arg98 del monémero A y un segundo

puente entre su O(3) y el N de la Arg98 del monémero B. El compuesto 14

presentd un puente entre su O(3) y el N de la Arg98 del monémero B. Por su

parte el compuesto 15 lo hizo entre su O(2) y el N de la Arg98 del monémero A.

Ademas, formé un segundo puente entre su O(3) y el N de la Arg98 del

monomero B. Por ultimo, la molécula 16 lo form6 entre su O(2) y el NZ de la

Lisinal12 del monémero B (Figuras 11y 12).
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A)

G

Compuesto 11

o ]

Compuesto 12

B)

C)

.

Compuesto 13

Figura 11. Vista del acomodo en la interfase de los compuestos 11y 12 que no

presentan puentes de hidrogeno, mientras que el compuesto 13 si.
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Compuesto 14

E)

Compuesto 15

e

Compuesto 16

F)

Figura 12. Representacion de la interfase y formacion de puentes hidrogeno

de las moléculas 14, 15y 16 pero que no presentaron actividad.
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9. DISCUSION

Las enfermedades parasitarias como la Leishmaniasis, son causantes
de un incremento en las tasas de morbi-mortalidad en el mundo, aunado a
esto, se sabe que los farmacos disponibles actualmente para tratar infecciones
como la leishmaniasis presentan un gran nimero de desventajas, incluyendo
RAM’s, pobre eficacia clinica, y un incremento en los problemas de resistencia
a los farmacos, asi como su via de administracion, que para la mayoria es
parenteral. Por lo cual existe la necesidad urgente de nuevos farmacos que
actien en nuevas dianas terapéuticas para hacer frente a estas enfermedades.

En el presente trabajo se utiliz6 un enfoque computacional para la
busqueda de nuevos inactivadores de la triosafosfato isomerasa de L.
mexicana, teniendo como blanco la interfase de la enzima. Se utilizé una base
de datos de alrededor de 50,000 moléculas de las cuales se ensayaron in vitro,
las 200 que tenian la mejor energia de unién de acuerdo al docking. De estos
estudios se encontraron dos moléculas capaces de inactivar a la LmTIM,
denominadas compuestos 9 y 10. Los ensayos se realizaron a 200 yuM, que no
es una concentracién baja pero que para una primera etapa de seleccion es
aceptable. Los datos obtenidos indicaron que a esta concentracion, tanto el
compuesto 9 como el 10 inactivaron un 35% la LmTIM (Tabla 1).

Un analisis estructural mas detallado de la interaccibn de estas
moléculas con la enzima, mostré que residuos de ambos mondémeros de la
LmTIM se encuentran a menos de 5A del compuesto y que se ubican en un
parche hidrofébico de la enzima, es decir, la mayoria de los aminoacidos que
forman el sitio de union son aromaticos o de cadena lateral alifatica (Tabla 2).
No obstante, se encontr6 que también formaron puentes de hidrégeno, en el
caso del compuesto 9 fue con la Arg98 del monémero A y para el compuesto
10 fue con la Arg98 del monémero B (Fig. 10).

Estructuralmente ambos compuestos son casi idénticos, solo difieren en
que el compuesto 10 solo tiene un atomo de fluor mas como sustituyente, lo
cual quizas influy6é en la diferencia en la orientacion de ambas moléculas al

unirse a la enzima (Fig. 9).
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Por otro lado, en un andlisis de las moléculas con estructura similar que
se ensayaron in vitro, pero que no inactivaron a la LmTIM, se encontré que no
interactuaron con los mismo residuos del parche hidrofébico como lo hicieron
los compuestos 9 y 10. Ademas, para el caso de los compuestos 11y 12, estos
no formaron puentes de hidrogeno. Los compuesto 13 y 15 formaron los dos
puentes de hidrégeno que por separado tuvieron el 9 y el 10, el compuesto 14
formo el mismo puente de hidrégeno que el compuesto 10 (Tabla 3).

Una caracteristica importante en estas moléculas es que todas carecen
del anillo bencénico con el sustituyente trifluorocarbono, lo cual sugiere
entonces gque esta combinacion es importante para lograr la inactivacion de la
enzima.

Finalmente después de todos los andlisis efectuados podemos decir que
el ndcleo de los tres anillos unidos mas el heterociclo de seis atomos de
carbono y el anillo bencénico es la base para la busqueda o sintesis de nuevas
moléculas con diferentes sustituyentes que puedan tener mayor capacidad de
inactivacion y puedan servir como lideres en la obtencion de un nuevo farmaco

para el tratamiento de la leishmaniasis.



10. CONCLUSIONES

1.- La interfase de la LmTIM fue un buen sitio blanco para la busqueda de
inhibidores de la LmTIM.

2.- Se encontraron dos nuevos inactivadores de la LmTIM, los cuales tienen
estructuras completamente diferentes a los farmacos utilizados en la actualidad

para el tratamiento de los diversos tipos de leishmaniasis.

3.- El arreglo de los compuestos 9 y 10 con sus tres anillos unidos mas el
heterociclo de seis atomos de carbono y el anillo bencénico, pueden servir
como base para la sintesis de nuevas moléculas con mayor capacidad de

inactivacion.

35



11. PERSPECTIVAS

Una vez que se ha establecido el ndcleo base para el inactivador, una
posibilidad que se tiene es realizar una nueva busqueda en la base de datos de
moléculas pequefias, pero ahora ya con la condicidén de que estas tengan dicho
nacleo, pero con diferentes sustituyentes. Las cuales se adquirirdn para realizar

ensayos in vitro.

Una segunda opcidn es realizar la sintesis quimica de varios de estos,
tratando de cubrir una gama de sustituyentes con propiedades hidrofébicas

diferentes.
Ademas, se puede ensayar el efecto de los compuestos 9y 10 en la

TIM de otros parasitos y ver la posibilidad de que este ndcleo pueda servir para

la obtencién de un multiparasitario.
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