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Resumen

Leishmaniasis es una enfermedad infecciosa transmitida por vectores y causada por los
parasitos del género Leishmania que afecta piel, mucosas y visceras. Su tratamiento
actual, particularmente el uso de compuestos de antimonio pentavalente ha demostrado
una alta eficacia, sin embargo, se asocian con efectos secundarios graves como dolor
abdominal, nauseas, pancreatitis y cambios electrocardiograficos. Este proyecto
pretende desarrollar a partir de una recoleccion de datos acerca de blancos claves en el
desarrollo del parasito y sustancias con potencial para inhibir dichas dianas apoyado del
posterior desarrollo de ensayos in silico, una alternativa terapéutica que reduzca la
toxicidad en el organismo. Los resultados sugieren que la quercetina unida al
Ribonucledtido reductasa de Leishmania (Viannia) braziliensis representa la opcion mas
prometedora como agente terapéutico potencial, respaldada por el mayor nimero y
calidad de interacciones moleculares observada. Ademas, luteolina unida la misma
proteina diana mostr6 un desempefio solido al enfrentarse con L. guyanensis 'y L.
panamensis.

Palabras clave: leishmaniasis, parasitos, efectos secundarios, toxicidad, quercetina,
ribonucleétido reductasa, agente terapéutico.

Abstract

Leishmaniasis is a vector-borne infectious disease caused by parasites of the genus

Leishmania that affects the skin, mucous membranes, and viscera. Current treatment,



particularly the use of pentavalent antimony compounds, has demonstrated high
efficacy; however, it is associated with serious side effects such as abdominal pain,
nausea, pancreatitis, and electrocardiographic changes. This project aims to develop,
based on data collection on key targets in the development of the parasite and
substances with the potential to inhibit these targets, supported by the subsequent
development of in silico assays, a therapeutic alternative that reduces toxicity in the
organism. The results suggest that quercetin bound to Leishmania (Viannia) braziliensis
ribonucleotide reductase represents the most promising option as a potential therapeutic
agent, supported by the greater number and quality of molecular interactions observed.
Furthermore, luteolin bound to the same target protein showed a solid performance
when challenged with L. guyanensis and L. panamensis.

Keywords: leishmaniasis, parasites, side effects, toxicity, quercetin, ribonucleotide

reductase, therapeutic agent.



Introduccion a la problematica

Se denomina leishmaniasis a la enfermedad infecciosa transmitida por vectores y
causada por los parasitos del género Leishmania. Si bien, su presencia es global (menos
en Australia y Antartida) es mucho més comiin en Latinoamérica (1). Segin la OMS la
incidencia de leishmaniasis es de aproximadamente de 600 000 a 1 millon de casos por
afio (2). La enfermedad, representa un problema importante para la salud publica en
Colombia a lo largo de todo pais con excepcion de las islas de San Andrés y Providencia
en donde el mar que rodea las islas actlia como barrera natural para la proliferacion de
mosquitos y otros insectos vectores de dicha enfermedad, tampoco se distribuye en
Bogota D.C. (2)

Hasta el afio 2023 segun lo expuesto en el boletin epidemioldgico del Instituto Nacional
de Salud (INS) la enfermedad se mantiene de forma endémica en aproximadamente 100
paises y Colombia es uno de ellos, se han identificado 11 de las 20 especies parasitarias
capaces de infectar inicamente a los humanos (3). En el Reporte Epidemiologico de las
Américas de junio del 2024 casi todos los casos reportados en Colombia corresponden a
la forma cutdnea de la leishmaniasis (98,2 %), mientras que un porcentaje mucho menor
afecta las mucosas (1,7 %) y solo una fraccion minima, el 0,1 %, corresponde a la forma
visceral, que es la més grave. (2). Por lo tanto, la vigilancia y control de este evento
sigue siendo fundamental (4).

A la hora de realizar el diagnostico de leishmaniasis este puede ser presuntivo o
definitivo. En un primer momento, el diagnostico presuntivo es respaldado por las
caracteristicas clinicas y aspectos epidemioldgicos importantes, entre ellos el lugar de
origen del paciente o viajes anteriores. La OMS enfatiza en que haya confirmacion
diagnostica frente a cualquier sospecha de leishmaniasis ya que la clinica del paciente

que presenta la enfermedad no es especifica y sumado a ello el tratamiento tiene una



alta toxicidad, complejidad y costo (5-7).

En el afo 2023, el Ministerio de Salud y Proteccion Social publico la cuarta version de
los “Lineamientos de atencion clinica integral para Leishmaniasis en Colombia” en
donde se describen las diferentes opciones terapéuticas que garanticen un tratamiento
oportuno el cual funcione de manera efectiva contra las tres manifestaciones de la
leishmaniasis: cutdnea, mucosa y visceral. En ese sentido, se indica que después de
establecer el diagnostico para leishmaniasis se inicia el manejo farmacologico (el
Ministerio de Salud indica que es importante tomar estudios de laboratorio previos
segun el tratamiento que vaya a ser administrado). En los pacientes que presentan casos
de leishmaniasis cutanea se describen las dosis y via de administracion de cuatro
medicamentos: antimoniales pentavalentes (antimoniato de meglumina) y miltefosina
como primera linea de tratamiento, ademas de isetionato de pentamidina, anfotericina B
liposomal y anfotericina B deoxicolato como segunda linea. La terapia para tratar los
casos de leishmaniasis mucosa incluye los medicamentos ya mencionados con una
variacion en la administracion de antimonios pentavalentes, en donde, basandose en una
recomendacion de la OMS se realiza la administracion de estos en conjunto con una
dosis oral de pentoxifilina. Por otra parte, el tratamiento para los casos de leishmaniasis
visceral se reduce a la administracion de anfotericina B liposomal como primera linea y
antimoniales pentavalentes o pentamidina como segunda linea de tratamiento (8).

Hasta el afio 1970 la dosis adecuada de antimoniales pentavalentes para el tratamiento
de leishmaniasis era 10 mg/kg por un tiempo estimado de 6 a 10 dias, no obstante, en
cuatro distritos de India (pais en donde la leishmaniasis ha representado un problema de
salud publica desde hace siglos) se evidencio un fracaso terapéutico del 30% por esa
razon un grupo de expertos de la OMS recomendd aumentar la dosis del medicamento y

extender el tiempo de uso a 20 mg/kg/dia por un tiempo estimado de 30 dias. Sin



embargo, en solo tres afios un grupo de investigadores de la India encontré que la
respuesta al tratamiento en zonas hiperendémicas como Bihar disminuy6 de un 97% a
un 64% lo que no dejé dudas de que el parasito es capaz de desarrollar una tolerancia
progresiva a este firmaco y a otros medicamentos antileishmania a medida que son
introducidos (9).

Desde su aplicacion, se ha demostrado que estos medicamentos tienden a presentar una
alta toxicidad a nivel renal, cardiaco, hepatico y auditivo. Pese a que las dosis y
duraciones del tratamiento establecidas pretenden favorecer al paciente al erradicar la
enfermedad, no se considera en conjunto con dicho fin la importancia de generar la
menor cantidad de efectos adversos, disminuir los casos en donde se presente falla
terapéutica previniendo asi la resistencia a los medicamentos, mejorando a su vez el
cumplimiento y el costo de la terapia (9). Por lo anterior, se recalca la importancia de
redireccionar los esfuerzos al estudio de nuevas dianas involucradas en procesos clave
del parasito y el desarrollo de nuevos farmacos que resulten mas inofensivos para el
cuerpo humano. Es asi, que el presente proyecto pretende desarrollar a partir de una
recoleccion de datos exhaustiva y el posterior desarrollo de ensayos in silico, una
alternativa terapéutica que reduzca la toxicidad en el organismo, los costos y los casos
en donde se evidencie una falla terapéutica en el tratamiento de la leishmaniasis a

expensas de las especies de Leishmania pertenecientes al subgénero Viannia.

Justificacion

En la actualidad se comprende las disparidades que aluden a las manifestaciones
clinicas, la respuesta terapéutica y la sensibilidad de la Leishmaniasis a los
medicamentos para diversas especies y paises, es gracias a este problema de salud
publica que se deberian estudiar y evaluar las nuevas opciones terapéuticas para las

especies circulantes en cada pais (10)



Esta enfermedad es endémica de areas tropicales y subtropicales (11) ubicada
comi@inmente en continentes de Asia, Africa y América (12) Las lesiones
correspondientes pueden variar en tamafio, nimero y ubicacién como la piel, tejido
subcutaneo, mucosa oronasal o generalizada en el sistema mononuclear fagocitico (13)
Los tratamientos actuales para la leishmaniasis, particularmente el uso de compuestos
de antimonio pentavalente, han demostrado una alta eficacia, sin embargo, se asocian
con efectos secundarios graves como dolor abdominal, nduseas, pancreatitis y cambios
electrocardiograficos. Ademads, requiere administracion parenteral, lo que aumenta el
sufrimiento del paciente. Aunque se han intentado estrategias como la alteracion para
reducir la toxicidad, la resistencia a estos farmacos esta aumentando, especialmente en
zonas endémicas (13,14)

Por otro lado, medicamentos como la pentamidina y la anfotericina B también presentan
serios inconvenientes. Aunque la pentamidina se administra cada dos dias, provoca
efectos secundarios importantes como taquicardia, hipotension y disfuncion renal en el
50% de los casos. La anfotericina B es eficaz, es cara y tiene efectos toxicos
importantes, como dafio renal y desequilibrio electrolitico. Es de gran importancia
encontrar tratamientos mas accesibles, menos toxicos y mas faciles de administrar,
especialmente para las poblaciones vulnerables y los paises en desarrollo. La alta
toxicidad y el costo de los tratamientos actuales los hacen inasequibles, lo que crea una
necesidad urgente de desarrollar opciones de tratamiento mas seguras, efectivas y
accesibles que puedan beneficiar a las comunidades mas necesitadas sin causar efectos
secundarios graves ni desarrollar resistencia a los medicamentos (13)

Conforme esta emergencia avanza se hace mas evidente la importancia de encontrar
innovaciones terapéuticas para leishmaniasis y este es un hecho perceptible frente al

gremio de la salud puesto que se han investigado diferentes farmacos como la



miltefosina un antineoplésico, la paromomicina un antibiotico que altera la sintesis de
proteinas y membrana mitocondrial siendo eficaces contra la Leishmaniasis, sin
embargo, al cabo de unos afios se ha encontrado una creciente resistencia a los mismo.
Por otro lado, se encuentra la investigacion dirigida a compuestos vegetales secundarios
en donde se ha encontrado que su extraccion y uso en forma pura o cruda es eficaz, es
debido a sus propiedades farmacoldgicas que se han vuelto fuente importante de
investigacion (15)

Mejorar la calidad de vida de pacientes con Leishmaniasis es de crucial importancia, en
especial cuando hablamos de poblaciones vulnerables, siendo estas las mas afectadas
por esta enfermedad. Tarea que no resulta sencilla debido a los tratamientos actuales que
generan un gran coste y toxicidad, esto sumado a la falta de inversion dirigida al
desarrollo de avances terapéuticos ha limitado el progreso y resolucion para dicho
problema. Es entonces fundamental aumentar la inversion en investigacion de
medicamentos mas efectivos, menos toxicos y con mayor accesibilidad, asi como
reducir cargas econémicas y sociales asociadas leishmaniasis (15).

Objetivo general

Evaluar, mediante estudios in silico, el potencial de ciertas sustancias de origen vegetal
para inhibir la funcién de proteinas clave en el metabolismo del parasito protozoario
Leishmania, especificamente en tres especies del subgénero Viannia (L. braziliensis, L.
panamensis y L. guyanensis). Esto, con el proposito de identificar una alternativa
farmacologica mas segura, eficaz y accesible que los tratamientos convencionales.

Objetivos especificos

e Identificar proteinas diana clave en el desarrollo del parésito Leishmania,
enfocandose en tres especies del subgénero Viannia: L. braziliensis, L.

panamensis y L. guyanensis.



e Seleccionar compuestos de origen vegetal con actividad leishmanicida reportada
en la literatura cientifica.

e Evaluar la interaccion entre los compuestos seleccionados y las proteinas diana
utilizando herramientas de acoplamiento molecular (docking).

e Analizar la calidad de las interacciones ligando-proteina considerando tres
aspectos clave: energia de afinidad, nimero de enlaces y tipo de interaccion, con
el fin de identificar los compuestos con mejor desempefio.

e Comparar los resultados obtenidos con estudios previos para determinar cual de
las sustancias evaluadas muestra mayor potencial como futura alternativa

terapéutica contra la leishmaniasis.

Antecedentes
La leishmaniasis representa un problema de salud publica concentrada en regiones
tropicales que impacta principalmente a comunidades vulnerables. Patologia originada
por parasitos del género Leishmania, la cual se manifiesta en diferentes formas clinicas,
siendo la leishmaniasis visceral una de las mas graves. A pesar de los esfuerzos por
controlar la enfermedad, los tratamientos existentes no son completamente eficaces, y
algunos de ellos presentan efectos secundarios importantes. Por esta razon, la busqueda
de nuevas alternativas terapéuticas sigue siendo un area de interés fundamental en la
investigacion biomédica (16)
En los tltimos afios, se ha explorado el potencial de compuestos sintéticos como los
derivados de la espiroacridina, especialmente el compuesto

11, el cual ha mostrado una actividad leishmanicida destacada in vitro contra
Leishmania infantum, parasito que comunmente tiene una forma clinica de tipo visceral.

Los estudios han revelado que AMTAC 11 presenta una baja toxicidad en células



humanas, lo que lo hace una opcion atractiva como tratamiento para la leishmaniasis,
especialmente en contextos de recursos limitados (17)

AMTAC 11 muestra una concentracion inhibitoria 50% de 1,109 pg/mL en formas
promastigotes y una concentracion efectiva 50% de 0,974 pg/mL en formas
amastigotas, lo que indica una alta eficacia contra ambas formas del parasito. Estos
valores sugieren que AMTAC 11 podria ser altamente efectivo para tratar la
leishmaniasis, inhibiendo tanto la forma flagelada como la intracelular del parasito (17)
Los estudios de acoplamiento molecular han demostrado que AMTAC 11 interactua con
enzimas clave de Leishmania infantum, como la tripanotiona reductasa y la ADN
topoisomerasa I. Estas interacciones pueden interferir con los procesos metabolicos del
parasito, dificultando su supervivencia y replicacion. La identificacion de estos
mecanismos de accion refuerza el potencial de AMTAC 11 como un agente terapéutico
prometedor para la leishmaniasis (17).

Una de las ventajas mas destacadas de AMTAC 11 es su baja toxicidad en células
humanas. Este compuesto no mostré toxicidad significativa hasta la dosis mas elevada
que se ensayo, en este caso fue de 100 ug/mL, lo que sugiere que tiene una alta
selectividad por el parasito, sin causar efectos secundarios perjudiciales en los tejidos
humanos. Esta caracteristica es de gran importancia para garantizar tratamientos seguros
a largo plazo (17).

Ademas de los compuestos sintéticos como AMTAC 11, los compuestos esenciales
derivados de origen vegetal también han evidenciado un potencial significativo como
tratamientos alternativos para la leishmaniasis. Un ejemplo de ello es el aceite esencial
de Moringa oleifera, cuyas propiedades medicinales han sido ampliamente reconocidas.

En estudios in silico, varios compuestos de Moringa oleifera han mostrado afinidades



favorables con el sitio catalitico de la tripanotiona reductasa, enzima indispensable en
cuanto a la viabilidad de Leishmania (18).

Compuestos como la apigenina, quercetina e isorhamnetina, extraidos de Moringa
oleifera, han demostrado interacciones favorables con la tripanotiona reductasa de
Leishmania infantum. Estas moléculas podrian servir como punto de partida para el
desarrollo de nuevos tratamientos basados en derivados naturales, lo que representa una
alternativa a los tratamientos sintéticos convencionales (18).

Dentro de este marco, los estudios de acoplamiento molecular y las simulaciones in
silico juegan un papel crucial al identificar posibles dianas terapéuticas en el parasito.
Los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que los compuestos de Moringa oleifera
tienen el potencial de inhibir la actividad de la tripanotiona reductasa, lo que podria
interferir con los mecanismos antioxidantes del parasito, cruciales para su supervivencia
en el hospedador (18).

Otras plantas como Peperomia inaequalifolia también han sido evaluadas por sus
propiedades antimicrobianas. En un estudio reciente, el aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia fue analizado por su efecto supresor en el desarrollo libre de Leishmania
spp., demostrando una actividad leishmanicida significativa en pruebas in vitro. Estos
aceites esenciales son particularmente atractivos debido a su origen natural y su menor
impacto en la salud humana (19).

El aceite esencial de Peperomia inaequalifolia fue evaluado mediante herramientas
computacionales y técnicas de inteligencia artificial, lo que permitio6 identificar sus
compuestos bioactivos mas relevantes. El uso de estas tecnologias avanzadas ofrece una
ventaja al permitir un analisis mas rapido y preciso de la actividad antimicrobiana y la
citotoxicidad de estos compuestos, lo que acelera el proceso de identificacion de

posibles tratamientos (19).



Otro ejemplo de plantas con propiedades leishmanicidas es el género Solanum, que
incluye especies como Solanum americanum y Solanum guaraniticum. En estudios
recientes, se ha demostrado que ciertos fitoconstituyentes de estas plantas tienen
afinidades con la tripanotiona reductasa, sugiriendo que podrian actuar como
inhibidores de esta enzima clave para el parasito (20).

Dentro de las moléculas estudiadas, la solasodina, la solamargina y la manghaslina han
mostrado interacciones con la tripanotiona reductasa. Sin embargo, solo la solasodina ha
mostrado una interaccion estable y favorable con la enzima, lo que la establece como un
candidato con gran potencial para futuros estudios in vitro (20) Ademas, la solasodina
no presenta infracciones a la regla de Lipinski, la cual implica que la biodisponibilidad
oral depende del equilibrio entre la capacidad de solubilizacion en agua del compuesto
activo y su capacidad para atravesar pasivamente diversas membranas bioldgicas
sugiriendo buenas propiedades farmacoldgicas y alta absorcion gastrointestinal (21).
Por otro lado, la solamargina y la manghaslina han mostrado interacciones inestables y
desfavorables con la tripanotiona reductasa, lo que limita su potencial como
tratamientos para la leishmaniasis. Estos hallazgos destacan la importancia de la
estabilidad de las interacciones moleculares al evaluar la viabilidad de nuevos
tratamientos (21).

El uso de técnicas computacionales en la investigacion de la leishmaniasis ha permitido
identificar dianas moleculares clave y rutas metabolicas que podrian ser moduladas por
nuevos compuestos. En particular, se ha identificado que los aceites esenciales de
Schinus molle y Myrcianthes hallii pueden inducir la apoptosis en los parasitos, lo que
interrumpe su ciclo de vida y reduce su capacidad de infectar a los hospedadores (21).
Los aceites esenciales de estas plantas endémicas han demostrado inhibir el desarrollo

de promastigotes para algunas especies de Leishmania, con efectos citotoxicos



observados a concentraciones relativamente bajas. Los estudios in silico también han
sugerido que estos aceites esenciales interactiian con varias dianas moleculares
involucradas en la apoptosis, como las vias de sefializacion de calcio y AMPc (21).

La induccion de apoptosis en los parasitos es un mecanismo de accion particularmente
eficaz, ya que detiene su proliferacion y elimina las células infectadas. La activacion de
caspasas y la fragmentacion del ADN en los parasitos son algunos de los eventos
bioquimicos que caracterizan este proceso, lo que lo convierte en un enfoque
terapéutico prometedor (21).

Los aceites esenciales también pueden actuar a nivel de las rutas metabdlicas del acido
araquidonico y en regulacion de respuesta inflamatoria, lo que refuerza su potencial
terapéutico. Estos mecanismos pueden ayudar a reducir la carga parasitaria y mejorar la
actividad inmunologica por el hospedador contra el agente (21).

El estudio de aceites esenciales mediante herramientas computacionales también ha
permitido predecir sus interacciones con diversas dianas moleculares en el parasito, lo
que ha sido fundamental para comprender su mecanismo de accion y guiar el disefio de
nuevos farmacos. Estos avances destacan la importancia de la investigacion
multidisciplinaria en la busqueda de tratamientos innovadores para la leishmaniasis
((22)

Estado del Arte

La leishmaniasis es considerada una enfermedad tropical desatendida, la cual es
provocada por parasitos del género Leishmania y transmitida por los insectos
flebotomos pertenecientes principalmente a dos géneros: Lutzomyia y Phlebotomus,
dependiendo de la zona. En el continente americano, conocido como el Nuevo Mundo
los insectos que transmiten la enfermedad incluyen varias especies que antes se

clasificaban dentro de Lutzomyia pero que en la actualidad se clasifican en géneros



como Nyssomyia, Psychodopygus y otros (2)Colombia es el segundo pais con mas casos
de leishmaniasis en Latinoamérica, de hecho, la leishmaniasis es endémica en todo el
pais, excepto en las islas de San Andrés y Providencia (2). A pesar de los esfuerzos por
controlar la enfermedad, los tratamientos actuales presentan limitaciones en eficacia y
seguridad, con efectos secundarios significativos y desarrollo de resistencia parasitaria
(23). Esto resalta la urgente necesidad de investigar y desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas que sean mas seguras, efectivas y accesibles, especialmente para las
poblaciones vulnerables (24).

Los tratamientos convencionales para la leishmaniasis incluyen compuestos de
antimonio pentavalente, como el antimoniato de meglumina, asi como anfotericina B,
miltefosina y pentamidina (25). Si bien estos farmacos pueden ser eficaces, presentan
inconvenientes como alta toxicidad (dolor abdominal, nduseas, pancreatitis y cambios
electrocardiograficos), necesidad de administracion parenteral, costos elevados y
creciente resistencia parasitaria (25).

El uso indiscriminado de antimoniales pentavalentes ha llevado a que el parasito
desarrolle de resistencia. La resistencia a los antimoniales, por ejemplo, se ha asociado
con la sobreproduccion de tripanotiona y alteraciones en los transportadores de
membrana del parasito (26). La resistencia a la miltefosina se debe a una baja en la
adherencia del farmaco por parte del parasito (27). Las alteraciones en los
transportadores especificos imposibilitan la absorcion de pentamidina en las
mitocondrias del parasito (9). La resistencia a la anfotericina B puede involucrar
alteraciones en los lipidos de la membrana celular del parasito (9).

Ante estos desafios, la investigacion se ha enfocado en identificar nuevas dianas
terapéuticas y evaluar el potencial de compuestos sintéticos y naturales. En los ultimos

afios, se han explorado derivados de la espiroacridina, como el AMTAC 11, que ha



mostrado actividad leishmanicida in vitro y baja toxicidad en células humanas (23).
Ademas, se ha investigado el potencial de aceites esenciales de plantas como Moringa
oleifera y Peperomia inaequalifolia, asi como fitoconstituyentes de especies del género
Solanum. Estos compuestos han mostrado actividad contra el parasito y, en algunos
casos, mecanismos de accién novedosos, como la induccion de apoptosis (23,28).

Por lo anterior, las investigaciones se han dirigido a la identificacion y validacion de
nuevas dianas moleculares en el parasito, como la tripanotiona reductasa, la ADN
topoisomerasa I1, la leishmanolisina, la fumarato reductasa, la ribonucle6tido reductasa
y las fosfatasas de especificidad dual (DUSPs). Puesto que, modular la actividad de
estas proteinas podria interferir con procesos esenciales para la supervivencia y
replicacion del parasito (29-32) .

Marco referencial

Descripcion de la enfermedad

Se denomina “Leishmaniasis™ al grupo de enfermedades de caracter cronico producidas
por los parasitos protozoarios pertenecientes a la familia Trypanosomatide, orden
Kinetoplastida y género Leishmania. Su transmision se da por medio de los vectores del
género Lutzomyia en el Nuevo mundo y Phlebotomus en el Viejo mundo (33).

Agente etiologico

El agente etioldgico causal de estas afecciones es un parasito el cual posee dos formas
principales en su ciclo de vida: amastigote y promastigote. El primero, se caracteriza
por presentar una morfologia ovalada cuyo tamafio va de 2 a 5 micras de longitud, no
presenta flagelo y posee una estructura llamada kinetoplasto. El kinetoplasto es una
mitocondria la cual contiene DNA extracelular en forma de circulo, este se ubica al
interior de los macrofagos de los hospederos. Por otra parte, los promastigotes poseen

una estructura alargada, su tamafio comprende entre 10 a 15 micras de longitud, poseen



nucleo y kinetoplasto el cual esta ubicado en el extremo subterminal o terminal del
parasito de Leishmania. En esta forma el parasito si posee flagelo lo que le permite
moverse hasta la proboscide del mosquito y ser capaz de infectar al ser humano y los
demas hospederos (34).

Ciclo de vida

El ciclo de vida de Leishmania se compone de dos partes importantes: Una en el vector
y la otra en el hospedero, a esto se le conoce como ciclo digenético. En un primer
momento la hembra del género Lutzomyia o Phlebotomus ingiere los amastigotes de un
hospedero infectado y pasan al tracto digestivo del vector en donde se desarrollan y se
convierten en promastigotes y por division binaria empiezan a reproducirse. Después de
4 o 5 dias estos migran a la proboscide del mosquito, de esa manera el vector al picar al
hospedero va a desprender estas formas e ingresaran al torrente sanguineo en donde los
promastigotes seran fagocitados por los macrofagos y encerrados en los fagolisosomas
para finalmente diferenciarse en su forma aflagelar, es decir, en amastigote. El parasito
se divide en dicha forma hasta causar la lisis del macréfago infectado para asi ir por su
siguiente blanco celular (34).

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania
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Fuente: Adaptado de AMF Actualizacion de medicina. Ciclo de vida de Leishmania [Internet]. Tomado

en: https://amf-semfyc.com/es/web/articulo/leishmaniasis

Epidemiologia

La leishmaniasis es una enfermedad de presencia global, no obstante, se ha encontrado
un mayor niamero de casos en Sudamérica, la cuenca mediterranea y ciertas zonas de
Asia y Africa. Existen tres formas clinicas en las que se presenta la enfermedad:
leishmaniasis visceral (LV), leishmaniasis cutanea (LC) y leishmaniasis mucocutanea
(LMC), sin embargo, segiin datos proporcionados por la OMS en el afio 2018
aproximadamente el 85% de los casos de leishmaniasis cutanea se registraron en 10
paises siendo Colombia parte de la lista (35).

Si bien la distribucion geografica de la leishmaniasis es global son las especies
pertenecientes al complejo Viannia las mas comunes y de mayor importancia en el
territorio nacional. Uno de los agentes etiologicos de mayor relevancia es L. braziliensis
cuyo reservorio son los roedores y los perros. Es el agente causal de dos formas clinicas
de la enfermedad: leishmaniasis cutanea y leishmaniasis mucocutanea, en la primera se
presentan lesiones ulceradas y en la segunda se evidencian lesiones ulceradas en la
mucosa oral y nasal las cuales pueden extenderse a la orofaringe y a la laringe. Se
distribuye principalmente por América Central y del Sur, segun la literatura solo un 6%
de los casos se resuelven de manera espontanea mientras que el porcentaje restante
produce lesiones graves (36).

Continuando, L. panamensis ocupa también un lugar importante como patdogeno
responsable de los casos de leishmaniasis en su presentacion cutdnea y mucocutanea en
Panama, Costa Rica y Colombia. Su reservorio es el 0so perezoso y a diferencia de L.
braziliensis la enfermedad causada por esta especie no se cura de manera espontanea,
por el contrario, se extiende por medio de los vasos linfaticos de modo que lo que inici6

como una ulcera superficial se convierte en una afeccion mucocutanea (36).



Por ultimo, en América del Sur también se encuentra una tercera especie, L. guyanensis,
el reservorio de este son las zarigiieyas, 0sos perezosos y hormigueros. La forma
cutanea se caracteriza por producir multiples tlceras de manera superficial que se
distribuyen a lo largo del vaso linfatico (distribucion esporotricoide) de modo que una
afeccion cutanea puede dar a lugar una afeccion mucocutanea posteriormente. Aunque
normalmente requiere de tratamiento en ocasiones se puede resolver de manera
espontanea en aproximadamente 6 meses (36).

Tratamientos farmacologicos

Desde mediados del siglo XX el tratamiento estandar para el control de los casos de
leishmaniasis consiste en la administracion de antimonios pentavalentes como el
antimoniato de meglumina y estibogluconato de sodio. No obstante, su eficacia, segun
diferentes estudios, esta entre un 36% a 96% puesto que el éxito depende en gran
medida de la farmacocinética del medicamento, la respuesta del individuo y de la
susceptibilidad intrinseca del parasito ((37). Como se muestra en la tabla 1, en
Colombia, segtin los lineamientos establecidos por el Ministerio de Salud y Proteccion
Social para el tratamiento de los casos confirmados de las tres formas clinicas de
leishmaniasis se hace uso de antimoniales pentavalentes, miltefosina, isetionato de
pentamidina, anfotericina B liposomal y anfotericina B deoxicolato (8).

Desafios en el tratamiento de leishmaniasis

Problematica social

En un primer momento, se expuso el dificil acceso puesto que la mayor parte de los
casos se concentran en areas rurales dispersas en donde los centros médicos mas
cercanos son de primer nivel por lo cual no poseen la capacidad de resolucion lo que
genera a su vez un seguimiento al tratamiento deficiente por parte de la comunidad. En

segunda instancia, se encuentra la calidad de la atencion la cual esta directamente



impactada por los recursos econdémicos que se adjudiquen y la continuacion de estos.
Por tltimo, la oportunidad conformada por tres factores claves: tiempo del diagnoéstico,
disponibilidad del tratamiento y tiempo en que se inicie el tratamiento (38).

Resistencia clinica a farmacos

Antimoniales pentavalentes

El mecanismo de accion de los amonios pentavalentes (SbV) aun no se comprende por
completo sin embargo se dice que su accion inicia en la conversion de estos en
antimonio trivalente (SbIII) dentro del amastigote de modo que el medicamento penetra
al parasito. Una vez ingresa afecta la via del metabolismo del tiol al actuar sobre la
enzima reductasa dependiente del tiol (TDR1) la cual es fundamental en la sintesis de
desoxirribonucleotidos y funciones que al ser perjudicadas dejan al parasito dentro de la
célula expuesto a la accion de las especies reactivas de oxigeno lo que finalmente
produce su muerte (25). Entre las ventajas que se describen de este medicamento se
encuentra su facil disponibilidad y bajo costo, en especial en zonas endémicas las cuales
se caracterizan por ser zonas de dificil acceso y de extrema pobreza. No obstante, este
farmaco se ha asociado al desarrollo de cardiotoxicidad, cirrosis, cancer pancreatico y
resistencia por parte del parasito (37).

Hasta hace 34 afios, por mas de seis décadas a nivel mundial se hizo uso de farmacos
antimoniales pentavalentes para el tratamiento de los casos de leishmaniasis cutdnea y
visceral sin rastro alguno de desarrollo de resistencia a este y otros farmacos
antileishmania. En India, un pais con zonas hiperendémicas de casos de leishmaniasis
producto de las condiciones ambientales, socioecondmicas y climaticas, el medicamento
es gratuito y de facil acceso. Lo anterior, generd que personal no cualificado
administrara el medicamento en dosis no indicadas con el fin de, segln se cree,

disminuir la toxicidad en el organismo. El uso indiscriminado del medicamento en



zonas de intensa transmision contribuyd directamente al desarrollo de mecanismos de
resistencia adquirida a los farmacos por parte del parasito de Leishmania (9).

En cuanto a la resistencia a metales pesados como el antimonio (Sb) tanto en su forma
pentavalente (Sb V) como trivalente (Sb III) se han descrito diferentes mecanismos, uno
de ellos es la sobreproduccion de tripanotiona. La tripanotiona, es una molécula que
posee una potente accion antioxidante de modo que protege al parasito del dafio
oxidativo generado por el antimonio. Ademas, al unirse al Sb (antimonio) forma un
complejo que dificulta la interaccion con otras moléculas importantes. Por tltimo,
mantiene el equilibrio redox de la célula que es esencial a la hora de llevar a cabo
funciones celulares. Entonces, en casos en que el parasito adquiere resistencia al
medicamento se describe un aumento en la produccion de tripanotiona al aumentar la
sintesis de precursores como el glutation y las poliaminas. Ademas, se elevan los niveles
de las enzimas necesarias para la catalizacion de las primeras etapas de la sintesis de
dichos precursores: y-glutamilcisteina sintetasa y ornitina descarboxilasa (9).Se ha
descrito un segundo mecanismo enfocado en el transportador de membrana llamado
PgpA y en la formacion de complejos Sb-tiol (antimonio y moléculas de tiol como el
glutation o la tripanotiona). En un primer momento, se consideraba que el transportador
PgpA expulsaba el complejo Sb-tiol fuera de la célula, sin embargo, mas tarde se
demostrd que este secuestra el complejo en un compartimento vacuolar dentro de la
célula lo que reduce la concentracion del medicamento en el citoplasma y a su vez la
toxicidad. No obstante, diferentes estudios han confirmado que la resistencia a los
antimoniales en el parasito de Leishmania es un proceso multifactorial y complejo que
involucra mas de un mecanismo (9).

Miltefosina

Como tratamiento de segunda eleccion frente a Leishmania spp. se encuentra la



miltefosina, su forma de accion no esta descrito por completo, sin embargo, se sugiere
que al ser un analogo de fosfocolina (hexadecilfosfocolina) tiene un efecto directo sobre
rutas metabolicas que se asocian a los fosfolipidos de la membrana celular del parasito
causando asi la muerte de este. Este medicamento representé una mejoria a nivel de
eficacia y duracion del tratamiento, no obstante, es descrito como de baja calidad puesto
que diferentes especies de Leishmania han mostrado ser resistentes, ademas, se ha
encontrado que puede ser causante de teratogenicidad, toxicidad renal y hepatica (27).
La resistencia a este medicamento se debe a una baja en la adherencia de éste por parte
del parasito. Existe un transportador de membrana conocido como LDMT el cual posee
un papel indispensable en la captacion del farmaco, es asi que la mutacion de dos alelos
puntuales en el transportador genera una disminucion de la absorcion de la miltefosina
9).

Isetionato de Pentamidina

El primer registro del uso del isetionato de pentamidina para el tratamiento de la
leishmaniasis fue utilizado en el afio de 1940 por Kirt y McDonald. Este farmaco
interfiere con el transporte de aminoacidos, de ese modo compite con las poliaminas por
acidos nucleicos, ademas, también tiene la capacidad de unirse al DNA del kinetoplasto.
Para su uso es necesario realizar un curso corto, pese a eso, se ha demostrado que es
causante de hiperglucemia, hipotension, taquicardia y cambio electrocardiograficos
(39)Este medicamento es ampliamente utilizado como tratamiento de segunda linea, no
obstante, desde su uso inicial en la década de los 80 's la eficacia en el tratamiento
disminuy6 de un 95% a un 70% en solo diez afios. Las alteraciones en transportadores
especificos imposibilitan la absorcion del medicamento en las mitocondrias del parasito
lo que contribuye a la supervivencia de éste (9).

Anfotericina B Liposomal



La anfotericina B en su forma encapsulada en liposomas resulta ser menos nefrotoxica,
no obstante, se ha encontrado que es causante de escaloftrios y rigidez durante la
aplicacion de la inyeccion. Entre las ventajas se encuentra que es eficaz y su toxicidad
es baja, pero es uno de los medicamentos mas costosos lo que limita su distribucion en
zonas altamente afectadas por la enfermedad. Presenta una afinidad fuerte por el
ergosterol lo que le da preferencia a la membrana de hongos y en este caso, el parasito
de Leishmania. El ergosterol posee un rol clave en la estructura y funcion de la
membrana plasmatica del parasito, por ello al unirse el firmaco a este esterol se forman
poros en la membrana lo que promueve la salida de iones y moléculas que son
fundamentales para la supervivencia del parasito (28).

Pese a ser un farmaco ampliamente utilizado en los casos de fracaso en el tratamiento
antimonial, un estudio demostrd en un clon de Leishmania donovani el desarrollo de un
mecanismo de resistencia al estar expuesto de manera prolongada a la anfotericina B.
Los parasitos demostraron un cambio significativo en la composicion de los lipidos de
su membrana celular, en especifico en los niveles de ergosterol los cuales al disminuir
impactan de manera directa la funcién del medicamento. La disminucion en los niveles
de ergosterol se debe a una deficiencia de la enzima S-adenosil-L-metionina-C24-sterol-
metiltransferada (SCMT) la cual es fundamental en la produccion de ergosterol. Lo
anterior, es producto de una alteracion en la expresion de los genes que codifican para la
SCMT, ya que al estar un gen ausente el otro se sobreexpresa impidiendo la produccion
de una proteina funcional (9).

Nuevas alternativas terapéuticas

En respuesta a la creciente problematica en el tratamiento de los casos de leishmaniasis
a causa de la toxicidad y dificil acceso a los medicamentos combinado con el gradual

desarrollo de mecanismos de resistencia a estos fAirmacos por parte del parasito, se hace



cada vez mas necesario el estudio de nuevos blancos y nuevas sustancias que
demuestren una alta efectividad a la hora de eliminar al parasito de Leishmania (30).
Blancos terapéuticos estudiados

Leishmanolisina

Antes nombrada como GP63 o proteinasa ubicada en la superficie del promastigote
(PSP) la leishmanolisina, es una glicoproteina de superficie abundante expresada por
todas las especies del parasito de Leishmania. Esta glicoproteina se encuentra anclada al
glicofosfatidilinositol (GPI) y actia como una metaloproteinasa neutra la cual posee
actividad en rangos de pH que van de 6 a 9 (40).

Como se menciond es una glicoproteina abundante en los promastigotes, se estima que
hay aproximadamente 5 x 10"5 moléculas de la proteina por célula. Por otro lado, esta
funciona como una enzima al catalizar reacciones quimicas, ejemplo de ello es su
actividad contra los sustratos polipeptidicos. Lo anterior, sugiere que la leishmanolisina
es una proteasa, es decir, una enzima capaz de degradar otras proteinas. Esta actividad
resulta clave para la sobrevivencia del parasito puesto que inactiva componentes como
el C3 el cual pertenece al sistema de complemento, ademas facilita la invasion y la
supervivencia en los macrofagos al modificar la superficie de estos. Por ultimo, degrada
los componentes de la matriz extracelular lo que promueve la diseminacion del parasito.
La leishmanolisina, también tiene la capacidad de actuar como ligando al interactuar
con receptores en la superficie de los macrofagos lo cual favorece la supervivencia del
parasito. Es una proteina multifuncional la cual estd regulada durante el ciclo de vida
del parasito lo que permite que el parasito adapte su superficie a los ambientes que
encuentra en el vector y el huésped (40).

Fumarato Reductasa

La fumarato reductasa es una isoenzima dependiente de NADH que se localiza tanto en



el glicosoma como en la matriz mitocondrial. Las especies de NAD+/NADH son
fundamentales en la generacion de energia en la mitocondria por ello resulta clave la
interaccion de diversas proteinas del parasito de Leishmania con el transporte de
NAD+/NADH. El balance redox en los glicosomas de Leishmania se mantiene por la
malato deshidrogenasa y la fumarato reductasa dependiente de NADH. La regeneracion
de NAD+ permite que contintie la actividad de la 1,3-dihidroxiacetona fosfato,
produciendo glicerol-3-fosfato, que se transporta a la mitocondria (31).

La fumarato reductasa es clave en el metabolismo de Leishmania, catalizando la
reduccion de fumarato a succinato en condiciones anaerdbicas o microaerofilas, usando
NADH como donador de electrones. Este proceso reemplaza la cadena respiratoria en
condiciones de oxigeno limitado (Fumarato + NADH + H+ — Succinato + NAD+.)
3.

En el glicosoma, un organulo especializado en el metabolismo de Leishmania, la
fumarato reductasa convierte fumarato en succinato, facilitando la generacion de
energia anaerobica. El succinato generado ingresa a un ciclo alternativo del acido
tricarboxilico para producir ATP y NADH, adaptandose a las condiciones anaerobicas
del parasito (31).

Ribonucledtido reductasa

El ribonucleodtido reductasa cumple una funcion crucial en la sintesis de DNA en
Leishmania al convertir los ribonucleo6tidos a desoxirribonucleétidos, que son esenciales
para la formacion de cadenas de ADN. Sin esta enzima, el parasito no podria replicar su
ADN ni reparar el dafio genético, lo que impediria su proliferacion y supervivencia.

La actividad de esta enzima esta estrechamente vinculada al control de las especies
reactivas de oxigeno en el parasito, ya que su funcion esta relacionada con el

metabolismo del NADPH, coenzima fundamental para la tripanotiona reductasa, que



ayuda a mantener la tripanotiona en su forma funcional. Esta interaccion resalta el
ribonucleétido reductasa como un componente clave para la viabilidad del parasito,
convirtiéndo se en un objetivo potencial para el desarrollo de terapias contra la
leishmaniasis.

Fosfatasas de especificidad dual (DUSPs)

Esta familia de enzimas son fundamentales en el control de las rutas de sefializacion de
las MAPKs de especificidad dual (MAP quinasas). Su papel resulta fundamental en el
crecimiento, la diferenciacion y la respuesta al estrés, de esta manera el parasito de
Leishmania necesita una regulacion precisa en la busqueda por adaptarse a diferentes
entornos como el vector (insecto fleb6tomo) y el huésped (mamifero). Las fosfatasas de
especificidad dual (DUSPs) tienen una accion sobre los residuos de tirosina y
serina/treonina al provocar una desfosforilacion en sus sustratos proteicos. Lo anterior,
les permite regular las MAPKSs las cuales participan en la transduccion de sefiales en
respuesta a distintos estimulos. La intervencion de las DUSPs no solo se reducen a las
MAP quinasas también pueden regular proteinas involucradas en la progresion del ciclo
celular lo que influye en la transicion del promastigote a amastigote asi como su
diferenciacion. Un estudio realizado en el Centro de Investigaciones Biologicas
Margarita Salas (CSIC) en el afio 2018 indic6 que existe una conén evolutiva lo que
indica que a lo largo del tiempo las enzimas fosfatasas en Leishmania han permanecido
sin cambios lo que indica que cumplen un rol clave en la biologia del parasito de
Leishmania (32).

Topoisomerasa I1

La topoisomerasa Il cataliza la ruptura transitoria de ambas cadenas de la doble hélice
de ADN. Esto facilita el paso de una segunda doble hélice por medio de la ruptura,

aliviando la tension torsional acumulada durante la replicacion y la transcripeion.



Finalmente, la enzima religa las cadenas de ADN, restaurando la integridad de la
molécula. La topoisomerasa II es crucial para desenredar las moléculas de ADN hijas
entrelazadas que se forman durante la replicacion. Esto asegura que haya una
segregacion de los cromosomas de manera correcta durante la division celular (41).
Los anteriores son solo algunos de los enfoques que resultan ser en extremo
prometedores. En los tltimos afios, se concluy6 que dada las problematicas que han
surgido alrededor de los tratamientos actuales y el desarrollo de mecanismos de
resistencia hacia estos es necesario cambiar el rumbo hacia el fortalecimiento de nuevas
alternativas terapéuticas que afecten funciones claves en el parasito lo que no favorezca
el desarrollo de este en el huésped (41).

Productos sintéticos y naturales prometedores

Al identificar el enfoque mas favorable para el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas, se ha conseguido un avance valioso en el desarrollo de nuevos
medicamentos que logren controlar la infeccion, ejerciendo un dafio minimo en el
hospedero. En busca de ese objetivo, en los tltimos afios se han investigado diferentes
extractos de plantas y compuestos derivados de las mismas. Estas sustancias poseen
actividad leishmanicida sin generar, a diferencia de los medicamentos tradicionales, una
serie de efectos secundarios que resultan toxicos para el organismo a largo plazo.
Ademas, se reduce el costo del tratamiento, lo que aumenta la disponibilidad y el
acceso, sobre todo en paises en desarrollo como Colombia.

Un ejemplo de ello es la quercetina es un flavonoide que se encuentra en frutas y
verduras. Un estudio realizado en el afio 2001 busc6 el contenido de flavonoides
(miricetina, quercetina, kaempferol, Iuteolina y apigenina) en 62 plantas tropicales
comestibles (42).

Los flavonoides son polifenoles, es decir una familia de compuestos quimicos



caracterizados por tener multiples grupos fenol. Su estructura quimica basica esta
conformada por un esqueleto de difenilpropano (C6C3C6). Los flavonoides son una
familia conformada por mas de 4000 compuestos diferentes lo que la hace muy extensa.
Existen cuatro clases de flavonoides: 4-oxoflavonoides (flavonas, flavonoles, etc.),
antocianinas, isoflavonas, derivados del flavan-3-ol. En el estudio se encontr6 que el
flavonoide el cual se encontré en mayores concentraciones fue la quercetina. En las
hojas de cebolla se encontr6 el mayor contenido total de flavonoides siendo el de mayor
concentracion la quercetina 1497.5 mg/kg, seguido de la luteolina con 391.0 mg/kg.
También se encontraron concentraciones considerables en las hojas de semambu, chile
ave, t€ negro, brotes de papaya y guayaba (42).

Segun un estudio del afio 2019 demostro actividad leishmanicida en diferentes blancos
como el Factor Nuclear Eritroide 2-Relacionado con 2 (Nrf2) en la especie Leishmania
braziliensis. El mecanismo de accion consiste en una activacion del Nrf2, el cual luego
influye en la expresion de genes relacionados con la defensa antioxidante y el
metabolismo del hierro, como la heme oxigenasa-1 (HO-1). Esta regulacion ayuda a
agotar la reserva de hierro 1abil disponible para el parasito. Otro target mencionado fue
la enzima ribonucleotido reductasa en Leishmania donovani ya que la quercetina inhibe
esta enzima, la cual es crucial para la sintesis de ADN en el parésito. Esta inhibicion
conduce a una reduccion de la proliferacion y promueve la muerte celular a través de
mecanismos similares a la apoptosis (muerte celular programada). Por otro lado,
también se ha demostrado actividad en la enzima topoisomerasa Il ya que al ser
inhibida se interrumpe la replicacion y transcripcion del ADN, lo que lleva a la
promocion de la apoptosis en los parasitos. La quercetina también produce accion en la
arginasa de Leishmania amazonensis, al ser inhibida conduce a una reduccion en la

sintesis de poliaminas necesarias para el crecimiento y la supervivencia del parasito. La



interaccion de la quercetina con la arginina y el cofactor de manganeso (Mn?*) resulta
en la interrupcion de la actividad de la arginasa. (Las poliaminas son importantes para el
parasito, y la quercetina interfiere con su produccion). Por ultimo, se ha demostrado que
induce ROS (Especies reactivas de oxigeno) de ese modo la quercetina causa estrés
oxidativo dentro del parasito, lo que lleva a dafio celular y muerte. Este es un
mecanismo crucial, ya que los ROS pueden dafiar los acidos nucleicos y las proteinas
esenciales para la supervivencia del parasito (42) .

Por otro lado, la luteolina también es un flavonoide que se encuentra en plantas
incluidas el apio, tomillo, romero y orégano. Sin embargo, pese a presentar similitudes
estructurales que la quercetina atin no se ha estudiado su actividad en la mayoria de los
blancos presentados anteriormente. Entre los pocos estudios realizados se destaca uno
de la Universidad de Baluchistan en donde se vincul6 la luteolina y la quercetina en la
inhibicion de la actividad catalitica de la topoisomerasa I mostrando una eficacia
similar en el tratamiento de leishmaniasis cutanea. Este estudio sugiere que las
similitudes de sus estructuras quimicas se traducen a una actividad biologica y
mecanismo de accion similar, asi como su eficacia. Ademas, la luteolina y la quercetina
han sido estudiadas simultaneamente para el tratamiento de otras areas de investigacion
como el cancer y el alzheimer mostrando una accion similar en cada diana molecular
(43).

Otra sustancia prometedora descrita en el afio 2016 es la 5-metoxi, 6,7- metilendioxi-
flavona (Flavonoide 3) la cual pertenece a la misma familia de flavonoides que la
quercetina y la luteolina. Sin embargo, pese a compartir un esqueleto comun de flavona
presenta diferencias a nivel estructural. Por su parte 5-metoxi, 6,7- metilendioxi-flavona
tiene un grupo metoxi y un grupo metilendioxilo los cuales hacen que esta sustancia

difiera de la quercetina y la luteolina las cuales poseen un patron de hidroxilacion en sus



anillos diferente. Este compuesto, en el mismo estudio fue aislado de Iresina diffusa
(una variedad de Valeriana) con el fin de determinar su actividad leishmanicida sobre L.
mexicana. Se encontr6 que el mecanismo por el cual el compuesto detuvo el
crecimiento del parasito fue la homeostasis intracelular del Ca2+, ya que hay una
liberacion de Ca2+ desde la mitocondria y los acidocalcisomas lo que provoca su
aumento y asi ejerce un efecto inhibitorio. Este efecto inhibitorio es dosis-dependiente
lo que implica que mientras aumenta la dosis de la sustancia aumenta la inhibicion del
crecimiento de Leishmania mexicana (44)

Docking Molecular

El acoplamiento molecular, en la traduccion al espafol, es un método que permite el
calculo y la prediccion y el calculo de la posicidn mas conveniente entre la interaccion
de un ligando y un blanco (generalmente proteico) en base a un modelo tridimensional.
Se describid por primera vez en la década de los ochenta (afio 1982) por Kuntz et. al.
dando origen a una de las herramientas de mayor utilidad en la busqueda y seleccion
virtual a partir de la estructura de ligandos con actividad bioldgica y blancos
terapéuticos prometedores (45).

Los principios activos de los medicamentos cumplen la funcion de ligandos que se unen
a un blanco en especifico lo que produce una actividad bioldgica al inhibir o activar
dicho blanco. El amplio grupo denominado ligandos esta conformado por distintas
moléculas que incluyen hormonas, neurotransmisores, farmacos o compuestos naturales
aislados de plantas en el caso de los alcaloides. Por otra parte, los blancos terapéuticos
son moléculas grandes como 4cidos nucleicos o proteinas

Por medio del acoplamiento molecular computacional se permite la observacion de
todas las posibles posiciones en las que una molécula puede unirse a la proteina blanco,

a lo anterior se le conoce como algoritmo de muestreo. Un segundo algoritmo, el



algoritmo con una funcién de puntuacion, calcula una puntuacion de energia para cada
una de estas posiciones puesto que entre menor sea la energia mayor es la estabilidad
entre las dos moléculas. Todas estas posiciones son ordenadas de mayor a menor
estabilidad, siendo estas ultimas las de mayor proyeccion. Realizar un acoplamiento
molecular previo permite identificar las moléculas que podrian unirse a proteinas
implicadas en diferentes enfermedades como la leishmaniasis sin gastar en costosos
experimentos en el laboratorio. Sin embargo, las proteinas no son estaticas entonces
pueden existir casos en donde el acoplamiento molecular de resultados falsos indicando
que dos moléculas encajan bien cuando en realidad no es asi. Se recalca que, cada
blanco proteico es distinto y la capacidad para replicar los resultados experimentales
depende en gran medida de los programas y criterios que se tengan en cuenta.

Un estudio realizado en el afio 2019 describe diferentes aspectos a tener en cuenta antes
de realizar un estudio de acoplamiento molecular. En un primer momento se describe el
estado de protonacion, la correcta asignacion de los atomos de hidrogeno en los
residuos de aminoacidos es crucial para la precision del acoplamiento. Un estado de
protonacion incorrecto puede resultar en la exclusion de ligandos bioactivos o en la
inclusion de falsos positivos. Continuando, se describen las moléculas de agua en el
sitio activo, estas moléculas pueden influir significativamente en la union entre el
ligando y el receptor, mediante enlaces de hidrégeno y afectando la entropia y entalpia
del sistema. La inclusion adecuada de moléculas de agua en los estudios de
acoplamiento es fundamental para mejorar la precision de las predicciones. También, se
enfatiza la importancia de validar los programas de acoplamiento molecular para
asegurar que puedan distinguir entre ligandos activos y compuestos que no se unen al
blanco. La flexibilidad de las proteinas es un factor critico que a menudo se pasa por

alto. Se discuten enfoques como el acoplamiento flexible del receptor y el acoplamiento



conjunto, que permiten considerar multiples conformaciones de la proteina durante el
acoplamiento. Se propone un enfoque que combina multiples algoritmos de puntuacion
para afinar la precision en la identificacion de la configuracion correcta de union entre
el ligando y el blanco.

En conclusion, el acoplamiento molecular, a pesar de sus limitaciones, ha resultado ser
un elemento valioso en el descubrimiento de nuevos farmacos. El articulo concluye que
el éxito del acoplamiento molecular depende mayormente de la calidad de los datos
disponibles, la correcta caracterizacion del sitio de union, y la consideracion de factores
como el estado de protonacion y la flexibilidad de las proteinas.

Energia de Afinidad

Este parametro, expresado en kilocalorias por mol (kcal/mol), representa la energia
estimada que se libera cuando un ligando se une a una proteina; es decir, es una medida
de la fuerza de union entre ambos. De ese modo, los valores mas negativos indican
interacciones mucho mas favorables y estables (46).

Existe un parametro en el campo de la termodinamica denominado energia libre de
Gibbs (AG) el cual resulta importante a la hora de entender la afinidad que existe entre
un ligando y una proteina blanco. En herramientas computacionales usadas a la hora de
analizar las interacciones entre un medicamento y su diana molecular como Autodock
Vina se estima dicha energia rapidamente. Sin embargo, la prediccion de esta energia no
es exacta en su totalidad ya que no se considera ni la presencia del agua ni lo flexible
que resulte ser una proteina. Aun asi, este software y los resultados arrojados por este
(como la binding affinity) siguen siendo claves a la hora de evaluar la interaccion de un
ligando y una proteina diana (47).

Root Mean Square Deviation (RMSD)

El Root Mean Square Deviation o RMSD, por sus siglas en inglés, es una medida (en



angstroms) utilizada para calcular el promedio de la distancia entre los a&tomos de la
estructura principal de dos o mas moléculas sobrepuestas. En 2014 en un estudio
publicado por la revista ”Journal Of Physical Chemistry” se expone que el RMSD
ademas de usarse a la hora de confrontar estructuras estaticas también resulta til si se
emplea como una coordenada de reaccion para analizar la manera en que las estructuras
cambian a lo largo de una simulacién ademas de identificar grupos de conformaciones
similares. Es importante reconocer que, al tratarse de moléculas que no son enteramente
rigidas naturalmente los 4&tomos pueden moverse lo que hace que aun en una estructura
estable el valor del RMSD se posicione en nimeros diferentes a 0. En este sentido, un
RMSD cercano o igual a 0 indica que se seleccion6 el mejor docking por defecto al
compararlo con una estructura experimental. Sin embargo, es importante tener cuidado
de no interpretar cualquier variacion de esta medida de forma incorrecta ya que este
también puede mostrar cambios pequenos (48,49).

Fuerzas de Van der Waals

Las fuerzas de Van der Waals también constituyen un criterio clave. Estas son
interacciones débiles y no covalentes que ocurren entre 4tomos o moléculas muy
cercanos entre si. Aunque de forma individual son débiles, en este contexto poseen gran
relevancia, ya que al acumularse contribuyen a mantener estabilidad en union del
ligando y la proteina durante mas tiempo, lo que a su vez incrementa la afinidad. Por
otro lado, dichas interacciones favorecen la insercion del ligando en cavidades
hidrofobicas o apolares de la proteina, las cuales resultan fundamentales en la inhibicion
de su funcionamiento. Ademas, las fuerzas de Van der Waals indican que existe una
acomodacion Optima en una zona conservada de la macromolécula diana, lo que permite
una correlacion con un buen perfil multi-especie (50).

Puentes de Hidrogeno



Los puentes de hidrogeno son interacciones especificas, aunque débiles de forma
individual, que se generan cuando un atomo de hidrégeno es compartido entre dos
atomos electronegativos (como oxigeno o nitrégeno). En la técnica de acoplamiento
molecular, los puentes de hidrégeno resultan fundamentales, ya que contribuyen
significativamente a la estabilidad de la union entre el ligando y la proteina. Por
ejemplo, si un ligando forma tres puentes de hidrogeno con una enzima, esto representa

una buena posicion en su sitio activo, y por lo tanto, una alta afinidad (51)
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Figura 2. Flujograma en donde se describe paso a paso la metodologia seguida en el presente trabajo.

Busqueda de proteinas blanco de Leishmania y moléculas organicas como



candidatos terapéuticos

Las proteinas y las moléculas organicas seleccionadas en este estudio se identificaron a
través de una revision literaria en donde se utilizo la ecuacion de busqueda
("Leishmania" OR "leishmaniasis") AND ("protein target" OR "drug target") AND ("in
silico” OR "molecular docking”) la cual fue aplicada a tres bases de datos principales:
ScienceDirect, National Library of Medicine y Scielo la cual permitié recuperar
articulos en donde se evaluaron proteinas basales de Leishmania como posibles blancos
terapéuticos para el disefio y evaluacion de nuevos farmacos. Dentro de los criterios de
inclusion de las macromoléculas (proteinas de Leishmania) se definié que fueran
proteinas basales asociadas a procesos basicos vitales dentro del parasito. Por su parte,
para los ligandos (moléculas organicas) se definié que estos fueran moléculas orgénicas
que actian como compuestos activos de plantas que previamente hayan sido usadas para
el tratamiento de la leishmaniasis.

Busqueda de estructuras tridimensionales de las proteinas de Leishmania

Una vez se identificaron las proteinas blanco de Leishmania se obtuvo la estructura
tridimensional de estas realizando una busqueda en la base de datos de proteinas —

UniProt (https://www.uniprot.org/). La bisqueda se realiz6 utilizando la ecuacion de

busqueda “Nombre de la proteina” AND “‘Leishmania braziliensis, Leishmania
panamensis, Leishmania guyanensis ~ 1o que permitié recuperar los registros de las
macromoléculas por cada especie de Leishmania del subgénero Viannia teniendo en
cuenta que estas son las especies de importancia en salud publica para Colombia y que
pueden existir algunas diferencias entre las proteinas basales asociadas al proceso de
especiacion. Dentro del registro se identifico la seccion “Structure” y en esta se ubico el

codigo de acceso a la base de datos de Alphafold

(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q29537) a partir de la cual se descargaron los archivos



de estructuras tridimensionales de las proteinas en formato .pdb.

Analisis de homologia

Con el fin de evaluar la homologia de las proteinas seleccionadas entre las tres especies
de Leishmania definidas. Se realiz6 un andlisis de homologia con el software Geneious
Prime usando la herramienta MUSCLE el cual permitio identificar las regiones variables
y conservadas de las moléculas. Esto con el fin de evaluar si las moléculas organicas
seleccionadas pueden tener actividad cruzada entre las especies actuando sobre las
regiones conservadas de las proteinas de Leishmania.

Busqueda de estructuras quimicas de los principios activos

Para la obtencion de las estructuras quimicas de los compuestos organicos con potencial
terapéutico para la leishmaniasis se utiliz6 la base de datos PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). La busqueda de estas moléculas se realizd a través

del nombre del compuesto y por el codigo smiles de estos. Una vez identificadas las
moléculas estas se descargaron en formato .SDF.

Preparacion de los ligandos

La preparacion de los ligandos para el acoplamiento molecular se realiz6 a través del

software Avogadro (https://avogadro.cc/) el cual permite optimizar la geometria

molecular de los compuestos. Primero, se importaron las estructuras de los ligandos en
formato 2D, asegurando que todas las configuraciones estéricas fueran correctas. A
continuacion, se aplico la minimizacion de energia utilizando el método de optimizacion
de geometria MMFF94 debido a su precision en la prediccion de energias y su amplia
aplicabilidad a compuestos organicos, lo que permitié reducir la energia potencial de los
ligandos y alcanzar una conformacion mas estable. Este paso es crucial, debido a que
una estructura optimizada mejora la precision de las simulaciones del acoplamiento

facilitando la interaccion entre los ligandos y el sitio activo de la proteina objetivo.



Acoplamiento molecular — Multi screening

Se llevo a cabo un analisis de multi screening utilizando la herramienta PyRx

(https://pyrx.sourceforge.io/), a partir del cual se evaluaron 5 proteinas basales de
Leishmania con 12 compuestos organicos con potencial terapéutico obtenidos de
diferentes vegetales y frutas enunciados en la tabla 3. Este enfoque permitio explorar de
manera exhaustiva las posibles interacciones y afinidades entre los ligandos y sus
respectivas dianas. A través de simulaciones de docking, se generaron diversas
configuraciones que facilitaron la identificacion de los compuestos mas prometedores
para cada proteina. La metodologia empleada no solo optimiz6 el proceso de seleccion,
sino que también proporciono6 informacion valiosa sobre las caracteristicas estructurales
que influyen en la union. Finalmente se seleccionaron los compuestos vegetales con
mejores energias de afinidad y fueron usados para el analisis de acoplamiento molecular
dirigido sobre las proteinas previamente descritas.

Acoplamiento molecular entre macromoléculas y ligandos con mejores energias de
afinidad

Identificacion de sitios activos de las proteinas basales de Leishmania

Se realiz6 un analisis en el software COCAH (https://zhanggroup.org/ COACH/) para la

identificacion de sitios activos, con el objetivo de facilitar estudios de docking. En este
proceso, se cargaron las estructuras tridimensionales de las proteinas de interés,
permitiendo al software evaluar las caracteristicas electrostaticas y geométricas de las
superficies moleculares. A través de algoritmos avanzados, COCAH identifico posibles
sitios de union, destacando areas con alta afinidad para la interaccion con ligandos. Este
analisis permitid identificar los aminodcidos involucrados en el sitio activo de las
proteinas, lo cual permitié desarrollar el ensayo de docking dirigido con los compuestos

vegetales previamente seleccionados con el analisis con PyRx.



Acoplamiento molecular dirigido

Con el fin de evaluar la interaccion entre los ligandos seleccionados por el analisis de
Multiscreening y las 5 proteinas basales de Leishmania, se realiz6 un ensayo de
acoplamiento molecular dirigido a través del software AutoDock Vina dentro del

paquete de herramientas de MG Tools (https://vina.scripps.edu/). Este andlisis se realizo

con el fin de evaluar la interaccion de los ligandos con el sitio activo de las
macromoléculas lo que permitié identificar el potencial terapéutico de dichas moléculas.
Analisis de las interacciones entre macromoléculas y ligandos

Se llevo a cabo un analisis utilizando la herramienta LigPlot

(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) para evaluar las interacciones

entre las proteinas basales de Leishmania y los tres ligandos previamente seleccionados.
Este estudio permiti6 visualizar de manera clara las interacciones clave, como enlaces
de hidroégeno y contactos hidrofobicos, facilitando la identificacion de los sitios de
unidén mas relevantes para cada proteina. A través de las representaciones graficas
generadas por LigPlot, se pudo observar como cada ligando se posicionaba en el sitio
activo de las proteinas, lo que proporciono informacion valiosa sobre la afinidad de
unioén y las caracteristicas estructurales que influyen en estas interacciones. Este analisis
no solo destaco las similitudes y diferencias en los patrones de union entre los ligandos,
sino que también ofrecid perspectivas cruciales para el disefio racional de farmacos,
optimizando futuras investigaciones en el desarrollo de nuevos compuestos
terapéuticos.

Resultados

Busqueda de proteinas blanco de Leishmania y moléculas organicas como
candidatos terapéuticos

Tabla 1.



Nombre de | Cédigo Annotatio | Cédigo de Funcién de Ia proteina
la proteina | UniProt n Score Alphafold
Leishmanol AF- AFJ'E.l'la como una enzima} al
ysina L. AOA3TON 3/5 AOA3TON fqzlhta.r iieacmones ql_lrlmw?)s,
( V.) . K72 K72-F1 ecidenciado en su accion sobre
braziliensis sustratos polipeptidicos. Puede
Leishmanol descomponer otras proteinas,
ysina L. 000689 4/5 AF- lo cual‘es fupdgn;enta} pfra la
V) Q00689-F1 | supervivencia del parésito, ya
guyanensis que le permite neutralizar

, componentes del sistema de

Lelshmanol complemento como el C3,y
ysina L. 046312 3/5 AF- contribuye a la invasion y
V) _ 046312-F1 permanencia en los macrofagos
pandamensis al alterar su superficie. (45)
Fumarato En Leishmania, el equilibrio
reductasa AF- redox glicosomal es mantenido
A4HME1 1/5 A4HMEI- :
L. (V) por la malato deshidrogenasa y
g Fl1
braziliensis el fumarato reductasa
Fumarato dependiente de NADH. Esta
reductasa | AOA1E1J5 AF- ultima convierte fumarato en

L. (V) 16 1/5 AOALELJS succinato, regenerando NAD+

guyanensis 16-F1 y permitiendo la continuidad
del metabolismo energético
Fumarato AF anaerobico. El succinato
reductasa | AOA0S8SO 15 AGAOSSS0 generado alimenta rutas

L.(V) L7 L7-F1 alternas para lg produccwn.de
panamensis ATP en condiciones de bajo

oxigeno. (36)
Ribonucled
tido AF-
reductasa A4HGD3 2/5 A4HGD3-

L. (V) F1 Es esencial para que
braziliensis Leishmania sintetice ADN, al
Ribonucle6 transformar ribonucleo6tidos en

tido AF- desoxirribonucleotidos.
reductasa AOAlllE 10 2/5 AOA1E1JO | Ademas, participa en el manejo

L. (V) 11-F1 del estrés oxidativo al depender
guyanensis del NADPH, clave para la
Ribonucled funcion de la tripanotiona

tido AF- reductasa. (57)
reductasa Aoé‘gigR 2/5 | AOAOSSR

L (V) UQ3-F1
panamensis
fOI;er:Z;I;aL AF- Las fosfatasas de especificidad

V) " | A4HAI2 3/5 A4HAI2- dual son enzimas que pueden
' Fl1 des fosforilar residuos de

braziliensis




Proteina AF- tirosina y serina/treonina en sus
fosfatasa L. | AOA1E1IU sustratos proteicos.
V) G3 313 A0€31_1F;¥U Esto les permite regular la
guyanensis actividad de diversas quinasas,
incluidas las MAP quinasas
que desempefian un papel
crucial en la sefializacion
: celular.
fozrfz;[z;zaL. AO0AO88R AF- En Leishmqnia, se cree que
V) NP2 3/5 AOAO088R estas participan en procesos
s NP2-F1 como:
panamensts Respuesta al estrés
Diferenciacion del parasito
Interaccion con el hospedador
Resistencia a farmacos (37)
Topoisomer
asa 11 L. AF- Rompe temporalmente ambas
) A4HB62 3/5 A4HBG62- | hebras del ADN para permitir
braziliensis F1 el paso de otra doble hélice,
Topoisomer redupe 1?1 tension dur.ant_e la
asall L. AOAIEIIU AF- rephcac;én y transcripcion.
) Q5 3/5 AOAI1EIIU | Luego religa el ADN, lo que lo
v Q5-F1 hace clave para desenredar
L a'nenszs ADN replicado y asegurar la
Topoisomer AF- correcta separacion de
ase; Ig L. AOAQO?SRP 3/5 AOAOSSRP cromosomas en la division
panamensis Q1-F1 celular. (46)

Tabla 1. Lista de proteinas usadas con su informacion de origen en UniProt, AlphaFold, calificacion de

Sore y funcion correspondiente.

Tabla 2
Nombre
del Codigo de Codigo Planta de Funcién
compuesto | PubChem Smiles origen
organica
Hojas de El mecanismo de accion consiste
cebolla, las | en una activacion del Nrf2, el cual
hojas de luego influye en la expresion de
C1=CC(=C | semambu, | genes relacionados con la defensa
(C=C1C2= el chile antioxidante y el metabolismo del
. CC(=0)C3 | ave,elté | hierro, como la heme oxigenasa-1
Luteolina 5280445 =C(C=C(C | negro,los | (HO-1). ribonucleétido reductasa
=C302)0) | brotesde | en Leishmania donovani ya que la
0)0)0 papayay la | quercetina inhibe esta enzima, la
guayaba cual es crucial para la sintesis de
(47) ADN en el parasito. Por otro lado,
también se ha demostrado




Hojas de actividad en la enzima
cebolla topoisomerasa Il ya que al ser
s~ | mayorment inhibida se interrumpe la
?é;g f((j;S e (47), replicacion y transcripcion del
C(C(=0)C también ADN, lo que lleva a la promocioén
Quercetina | 5280343 3=C(C=C( ouede ser de la apoptosis en los parasitos
C=C302)0 ej‘(;raifio de (47,48)
oringa
)0)0)0)0 oleifera
(23)
C[C@@H] Genera especies reactivas de
1CC[C@H La oxigeno, dafiando mitocondrias y
R[C@H]( | Artemisia alterando el metabolismo redox
C(=0)OI[C | absinthium, | del parasito. Induce apoptosis y
Artemisina 68827 @H]3[C@ | cominment | afecta la proliferacion de formas
@]24[C@ | e conocida intracelulares, inhibiendo su
H]1CC[C como crecimiento y reduciendo la
@](03)(O | ajenjo. (57) viabilidad del parasito (52).
04)C)C
COC1=C2 Z;esblfz Altqra la Homeostasis del Ca2+
5-Metoxy- C(=CC3=C L(Una 1ntrace1u1arf Aumenta la
6.7 10C03)0 | variedad de | ., concentracion de Ca+
me til’en dio 189609 C(=CC2=0 la 1ntrac§lular ([Ca2+]i) al }1berar
<iflavona )CA=CC=C | valeriana) este cat%()n desde compartimentos
C=C4 (49) ’ intracelulares. (49)
C1=CC(=C Induccion de estrés oxidativo,
(C=C1C[C Romero generando es(fecies reactivas de
- oxigeno que dafian componentes
Acido %I){(])(CC((:_(?) Rrggrllzo’ celulares del parasito. Ademas,
Rosmarinic | 5281792 IC=C/C2= albahac’a altera la membrana plasmatica,
0 CC(=C(C= | tomillo y’ afecta su permeabilidad y puede
C2)0)0)0) | salvia. (58) inhibir enzimas antioxidantes
0 ' clave como la tripanotiona
reductasa. (53)

Inhibe a las MMPs mediante la
union a su sitio activo que
contiene un atomo de zinc

C1=CC(=C esgncigl para la activid:ad
C=C1C2= | Moringa en21mé‘.u’ca,d pulede reducir la
_ , expresion de los genes que
Apigenina 5280443 SCC((ESC)i?é ol(ezzf3)e)ra codifican para las MMPs,
~C302)0) dismipuyendo asi la canti@gd de
0)0 enzima presente en el tejido.

También puede interferir con los
mecanismos que activan las
MMPs, evitando que pasen de su
forma inactiva (pro-MMP) a su




forma activa. La apigenina puede
estimular la produccion de
inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPs). (23)

Lignina, un
component
e
estructural
de las
plantas, lo
produce
hongos de
o C_OCIiC( pudricion Genera estrés oxidativo y regula
Acido C=CC(=C1 blanca, .
. 445858 ~ a la respuesta inmune del
Ferulico )/C=C/C(= | como los hospedador (54)
0)0)0 del p '
género Pyc
noporus
Spp.
Naranjas,
manzanas,
tomates,
remolacha,
etc (54).
’ C1=CC(=C Annona Genera estrés oxidativo, alterando
Acido (C=Cl/C= ) el metabolismo redox del parasito
. 689043 -~ coriacea .
Cafeico C/C(=0)0) Mart (55) y modulando la respuesta inmune
0)0O ) del hospedador (55).
Uvas,
Acido cl=cc(=c | ciruela te o
, _ - negro y Genera estrés oxidativo, alterando
Protocatéq 72 (C=CI1C(= . L
. verde, el metabolismo energético (56).
uico 0)0)0)0 .
olivas, etc
(56).
Dysphania
ambrosioid El mecanismo de accion del
ceyetz | i | sardl ol oot
Ascaridole | 10545 | CCC(C=C1 pre ’
como lo que genera radicales centrados
)(002)C
epazote o en el carbono que desencadenan
paico. (59) | estrés oxidativo intracelular (57).
Semillas de
CC(=Ccc/ Bixa
Geranileera C(E=C/ce/ orellana. Interfiere la prenilacion de
niolg 5281365 C(E=C/ieC/ Zingiber proteinas y la integridad de
C(=C/CO)/ | officinale o membranas. (58).
C)/C)/IC)C también

llamado




jengibre,

curcuma y

citronela.
(60)

cccececece
ccccClc
@H]([C@
H]1CC[C
@@H)(01
N C@@H]( Annona
354398 CCCC[C@ | muricata
@H](CCC (61)
CCIC@H](
CC2=C[C
@@H](OC
2=0)C)0)
0)0)O0

Induce disfunciéon mitocondrial,
alteraciones en el potencial de
membrana y apoptosis del
parasito. (54)

Annonacin
a

Tabla 2. Lista de compuestos organicos usados como ligandos con su informacion de origen en PubChem,
c6digo Smiles e informacion de que planta se puede extraer y adicionalmente su forma de accion

Analisis de homologia
Las imagenes 3-7 muestran los resultados de homologia de las proteinas basales en las

especies L. (V) braziliensis, L. (V.) panamensis y L. (V.) guyanensis
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Figura 4. Analisis de homologia de la proteina Leishmanolysin de Leishmania
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Figura 7. Analisis de homologia de la proteina Fumarato reductasa de Leishmania

Acoplamiento molecular — Multi screening

Tabla 3



Ligandos

e
2
2 =2
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= N = |2 | 8 £
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S8 |E |5 |8 || @ |8 |a|=2 |2 ¢
s | 2|8 |8 |9 | || |5 |5 |3
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Proteina - O < | |< | < | @ | <@ |2 | <4 |0 |«
Leishmanolysin L.
(V) braziliensis -7.8 (-73|-71]-73|-65|-70|-6.1|-64|-52|-51|-5.6|-6.2
Leishmanolysin L.
(V) guyanensis 71 1-78-67|-841|-6.1|-74|-70|-57|-52|-56|-82|-4.5
Leishmanolysin L. 73 10-77-74|-711-70|-72 | -6.1 58 1-55]-58]-4.1 -5.0
(V) panamensis
Fumarato
reductasa L. (V) 751-751-76|-79|-72|-73|-55|-68|-63|-57|-65]|-58
braziliensis
Fumarato
reductasa L. (V) -95|-88|-88(-91|-77|-93|-69|-70|-6.8-6.5|-57|-6.7
guyanensis
Fumarato
reductasa L. (V) -89 |-83|-74|-80|-90|-75|-58|-6.1|-54|-62]|-561|-56
panamensis
Ribonucleotido
reductasa L. (V) -84 |-86|-88|-77|-73|-78|-63|-64|-59|-57]|-621.7.0
braziliensis
Ribonucleotido
reductasa L. (V) -81|-88|-86|-75|-75|-771]-64|-66|-59|-60]|-52|-54
guyanensis
Ribonucleotido
reductasa L. (V) -88|-84|-87|-78|-77|-86|-60|-66|-58|-58]-6.1|-5.8
panamensis
Proteina fosfatasa
L. (V) braziliensis -731-74|-80|-75|-67|-71|-54|-55|-52|-52|-55|-6.6
Proteina fosfatasa
L. (V) guyanenesis -80|-83|-74|-81|-84|-78-56|-59|-59|-57]-65|-5.0
Proteina fosfatasa
L. (V) panamensis -78|-74|-74|-78|-69|-77|-58|-58|-56|-59|-58|-53
Topoisomerasa I1
-93|-89|-83|-82|-81|-75|-68]|-6.6|-661|-6.1]|-5.6/-5.5

L.(V) braziliensis




Topoisomerasa I1
L.(V) guyanensis 89 |-89|-80/|-85|-93|-7.5|-67|-62|-58]-6.1]-521-5.4
Topoisomerasa I1
L.(V) panamensis -7.7-78|-76|-84|-6.6|-88|-65]|-60]|-60]|-63]-6.0]-57
Tabla 3. Resultado de acoplamiento molecular entre proteinas y ligandos seleccionados, subrayados los 3
casos en que se dio mejor afinidad.
Acoplamiento molecular entre macromoléculas y ligandos con mejores energias de
afinidad
Tabla 4. Acoplamiento molecular dirigido
Ligandos
Blancos - -
5 methoxy Luteolina Quercetina
Energia . Energia
de |RMSD E:t?;g(‘iz c‘lie RMSD| de |RMSD
afinidad m afinidad
L'.(V') . -7,1 0 -8 0 -7,1 0
braziliensis
Protein L.(V) ‘ 82 0 7.9 0 8.1
phosphatase | guyanensis 0
L.(V) . -7 0 -8,1 0 -8,1
panamensis 0
L(V)
braziliensis -8 0 7.9 0 -8 0
Topoisomerase L(V) . -7.9 0 -8,1 0 -8,2
guyanensis 0
L(V) . -8,2 0 -7,9 0 -7,9
panamensis 0
L(V)
braziliensis -8 0 753 0 74 0
Fumarato L.(V) . 9.1 0 9.4 0 92
Reductasa guyanensis 0
L(V) . -8,4 0 -8,9 0 -8,1
panamensis 0
L(V)
braziliensis 7.8 0 7,6 0 -8 0
Leishmanolysin| (") 1 g5 0 8 0 3
guyanensis 0
L(V) . -71,5 0 -8,1 0 -7,5
panamensis 0
L(V)
Ribonucleotido | braziliensis 81 0 -8,9 0 -8,6 0
Reductasa L(V) . 8.7 0 8.7 0 8.8
guyanensis 0




L(V.)
panamensis

Tabla 4. Resultados del doking con las proteinas modeladas en Swiss-Model para los casos prometedores.

Las figuras 8-10 muestran las interacciones entre las proteinas de Leishmania y los

compuestos organicos previamente definidos. Los resultados que se muestran

corresponden a la proteina Topoisomerasa I1.

Figura 8. Acoplamiento molecular entre la Topoisomerasa Il de L. (V)) braziliensis y el compuesto
quercetina. Los amino4cidos en amarillo generan interacciones polares de tipo — puente de hidréogeno

(linea negra punteada). Los aminoacidos representados con puntos verdes se acoplan por medio de
interacciones hidrofobicas de tipo van der Waals.

Figura 9. Acoplamiento molecular entre la Topoisomerasa Il de L. (V.) braziliensis y el compuesto 5-



Methoxy. Los aminoacidos en amarillo generan interacciones polares de tipo — puente de hidrégeno (linea
negra punteada). Los aminodcidos representados con puntos verdes se acoplan por medio de interacciones
hidrofobicas de tipo van der Waals.

Figura 10. Acoplamiento molecular entre la Topoisomerasa I de L. (¥V)) braziliensis y el compuesto
Luteolina. Los aminoacidos en amarillo generan interacciones polares de tipo — puente de hidrogeno
(linea negra punteada). Los aminoacidos representados con puntos verdes se acoplan por medio de
interacciones hidrofobicas de tipo van der Waals.

Analisis de las interacciones entre macromoléculas y ligandos

Topoisomerasa II - Quercitina. L.(V.) braziliensis

Glu323(4)
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Gly316(A) « y‘ul(/

Arg3l4(8)




Figura 11. Analisis de interacciones — LigPlot entre el compuesto vegetal Quercetina de y la proteina
Topoisomerasa Il de L. (V.) braziliensis. Se describen la totalidad de interacciones, los arcos rojos
demuestran interacciones hidrofobicas entre los atomos del Lupeol y los aminoacidos de la proteina.

Topoisomerasa II - 5-Methoxy. L.(V.) braziliensis

Trp238(A
M Val236(A)
n

Tyr252(a)
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Figura 12. Analisis de interacciones — LigPlot entre el compuesto vegetal 5-Metoxy y la proteina
Topoisomerasa Il de L. (V.) braziliensis. Se describen la totalidad de interacciones, los arcos rojos
demuestran interacciones hidrofobicas entre los atomos del Lupeol y los aminoacidos de la proteina.

Topoisomerasa II - Luteolina- L.(V.) braziliensis
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Figura 13. Analisis de interacciones — LigPlot entre el compuesto vegetal Luteolina y la proteina
Topoisomerasa Il de L. (V.) braziliensis. Se describen la totalidad de interacciones, los arcos rojos

demuestran interacciones hidrofobicas entre los atomos del Lupeol y los aminoacidos de la proteina.

En el caso especifico de la quercetina acoplada al Ribonucleétido reductasa de L.
braziliensis, se observaron ocho puentes de hidrogeno, una participacion significativa
de residuos altamente conservados en la region catalitica y cinco interacciones de Van
der Waals, esto sugiere una alta afinidad y especificidad para la enzima, confirmando su
potencial como inhibidor. De manera similar, la quercetina en L.guyanensis mostrd
también ocho puentes de hidrogeno y un perfil de residuos muy similar al observado en
L. braziliensis, aunque con menor diversidad en los residuos involucrados en los enlaces
de hidrogeno, lo que indica una buena interaccion, pero ligeramente menos diversa. Por
otro lado, la luteolina mostr6 un desempefio solido al enfrentarse con L. guyanensis 'y L.
panamensis con siete puentes de hidrogeno en ambos casos. En L. guyanensis, ademas,
se identificaron seis interacciones de Van der Waals frente a cinco en L. panamensis, lo
que le proporciona una ligera ventaja en estabilidad. Sin embargo, en comparacién con
la quercetina, ambas variantes de luteolina presentaron un numero total menor de
enlaces de hidrogeno, lo que indica que, si bien son opciones prometedoras, la
quercetina se mantiene como la molécula con mayor afinidad e interaccion especifica en
este estudio.

Discusion de Resultados

En el presente estudio se propuso analizar la interaccion entre 12 sustancias de origen
natural y cinco blancos clave en el desarrollo del parasito Leishmania spp.. Esta
iniciativa surge con el objetivo de ofrecer nuevas alternativas frente a las dificultades a
las que se ve sometido el sistema de salud en paises en vias de desarrollo, donde la
enfermedad es endémica. Los resultados obtenidos en el primer ensayo (multiscreen)

permitieron reducir el nimero de ligandos a tres: luteolina, quercetina y 5-metoxi-6,7-



metilendioxi-flavona. Este primer filtro se baso en la energia de afinidad entre la
macromolécula y el ligando, resultando estas tres sustancias como las mas estables y
con mayor potencial inhibitorio. Un segundo ensayo, pero con las macromoléculas
mapeadas debido a su pobre calificacion en la plataforma Uniprot di6 resultados
similares confirmando los primeros resultados obtenidos.

Ensayos posteriores incluyeron un docking mas especifico, realizado con el programa
AutoDock Vina, mediante el cual se determind que ciertas proteinas blanco presentaban
interacciones particularmente estables con los tres ligandos seleccionados. En estos
segundos estudios se evidenciaron afinidades al enfrentarse las tres sustancias con la
maromolécula fumarato reductasa de L. guyanensis que superaban incluso —9.0 kJ/mol
posicionando no solo a los tres ligandos como futuros farmacos prometedores sino
también al blanco como clave en la inhibicidn del desarrollo del parasito.

No obstante, las interacciones no se evaluaron unicamente en funcion de la energia de
afinidad, ya que se buscaba un analisis mas detallado del acoplamiento molecular. Asi,
mediante el programa LigPlot, se llevo a cabo un nuevo analisis enfocado en tres
parametros clave: RMSD, fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno. Se
encontr6 que todos los valores de RMSD fueron iguales a cero, lo cual respalda la
eleccion automatica de los mejores dockings por parte del software. Sin embargo, para
obtener un andlisis mas preciso, se recomienda complementar este estudio con analisis
de clustering, los cuales no fue posible implementar en esta etapa (48).

Las fuerzas de Van der Waals y los puentes de hidrogeno resultaron ser dos tipos de
interaccion determinantes para evaluar la estabilidad y especificidad de los complejos
formados. La quercetina demostr6 una notable capacidad de interaccion con diversos
blancos del parasito, inclinando su interaccion con regiones estructuralmente

conservadas. Lo anterior se evidencio en la repeticion de residuos como GIn622,



Asn626, Val649 y Phe633, comunes entre multiples proteinas blanco. Estas
interacciones no solo reflejan una alta especificidad y estabilidad (principalmente a
través de puentes de hidrogeno), sino también una adaptacion espacial efectiva del
ligando al sitio activo, atribuida a las fuerzas de Van der Waals. Asi, la quercetina podria
interferir con funciones esenciales como el metabolismo energético (fumarato
reductasa), la replicacion del ADN (topoisomerasa II) y la sintesis de nucle6tidos
(ribonucledtido reductasa), posiciondndose como un inhibidor multitarget prometedor
(59-61)EI ligando 5-metoxi-flavona mostré un patrén de interaccion mas flexible,
interactuando tanto con residuos cargados como con polares, entre ellos Glu75, Arg74,
Aspl133, ademas de residuos conservados como GIn622 y Asn626. La diversidad de
residuos repetidos sugiere una versatilidad estructural que permite al ligando adaptarse a
distintos blancos moleculares. Mientras que las fuerzas de Van der Waals fortalecen la
union en regiones hidrofobicas, los puentes de hidrogeno aportan especificidad en la
mayoria de los casos. Por lo tanto, este ligando podria afectar rutas celulares clave como
la sefializacion intracelular (proteina fosfatasa), el ensamblaje del ADN (ribonucleotido
reductasa) y los mecanismos de virulencia (leishmanolisina) (62,63) .

Por su parte, la luteolina replicé varios patrones observados con la quercetina, lo cual
era predecible debido a la similitud de la estructura quimica de ambas moléculas, como
se discutio previamente. Este ligando mostré afinidad por residuos conservados como
Asn626, GIn622, Val649 y Asn651. La repeticion de estos residuos refuerza la idea de
que la luteolina tiene la capacidad de afectar funciones similares a las de la quercetina,
incluyendo la replicacion del ADN, el metabolismo energético y la regulacion
enzimatica. Asimismo, su interaccion con residuos estructurales como Serd448 y Ala449
sugiere una posible interferencia con la estabilidad conformacional de las enzimas

blanco, lo que podria conducir a su mal funcionamiento o incluso a su inactivacion. En



este contexto, el perfil de luteolina la posiciona como un inhibidor tanto multi-especie
como multitarget (59-63).

Con base en los resultados obtenidos, se evidencia una capacidad significativa de
interaccion de los tres ligandos principales —quercetina, luteolina y 5-metoxi-flavona—
con cinco macromoléculas clave en tres especies del subgénero Viannia (L. braziliensis,
L. panamensis y L. guyanensis). Dichas proteinas blanco estan involucradas en procesos
fundamentales del parasito como se observa en la tabla 7.

Los ligandos evaluados demostraron un potencial mecanismo de acciéon multitarget,
respaldado por la repetida presencia de residuos conservados entre especies y proteinas
blanco, y por la estabilidad observada en las interacciones por puentes de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals. La presencia constante de estos residuos sugiere que se
localizan en sitios activos altamente conservados, esenciales para la funcidon enzimatica.
Ademas, la conservacion interespecie de estos residuos implica que mutaciones en estas
posiciones podrian comprometer la viabilidad del parésito, disminuyendo asi la
probabilidad de desarrollo de resistencia (40).

Tabla 5. Residuos clave involucrados en interacciones proteina-ligando, su localizacion

en proteinas diana y posibles funciones bloqueadas tras el acoplamiento molecular.

Residuo jl‘lp() de . Presente en Funcion potencial
interaccion bloqueada
Participacion en
H-bond, Van der Fumarato Red., sttio aCtl.VO;
GIn622 . metabolismo
Waals Topoisomerasa II ‘e
energetico y
replicacion
Reconocimiento de
Asn626 H-bond, Van der Fumarato Red., sustrato; inhibicion
Waals Topoisomerasa II de actividades
enzimaticas
H-bond, Van der Fumarato Red., Participacion en
GIn622 . . )
Waals Topoisomerasa I1 sitio activo;




metabolismo
energético y
replicacion

Reconocimiento de
H-bond, Van der Fumarato Red., sustrato; inhibicion
Waals Topoisomerasa II de actividades
enzimaticas

Asn626

Participacion en
sitio activo;
metabolismo
energético y
replicacion

H-bond, Van der Fumarato Red.,

GIn622 Waals Topoisomerasa II

Reconocimiento de
H-bond, Van der Fumarato Red., sustrato; inhibicion
Waals Topoisomerasa II de actividades
enzimaticas

Asn626

Estabilidad
estructural del sitio
activo

Leishmanolisina,

Ala449 Van der Waals Topo II

Modulacion de
Lys269 H-bond Fosfatasa dual cascadas de
sefalizacion

Estabilizacion
Serd448 H-bond Leishmanolisina conformacional del
dominio catalitico

Tabla 5. Resumen de los residuos involucrados en interacciones con los ligandos analizados, indicando el
tipo de interaccion, las proteinas en las que estan presentes y la funcion potencial que podria verse
bloqueada tras el acoplamiento molecular. Se destacan interacciones de tipo puente de hidrogeno (H-.
bond) y fuerzas de Van der Waals, con ampliaciones funcionales relacionadas con procesos esenciales

como el metabolismo energético, la replicacion, el procesamiento de proteinas y la sefializacion celular.

Comparacion con otros estudios computacionales

En el afio 2014, Ogungbe y colaboradores realizaron un analisis de docking molecular
con el fin de estimar el potencial de 352 polifenoles (presentes en plantas) contra 52
proteinas de Leishmania. Sin embargo, es importante resaltar que en dicho estudio se
empled un software (MOE) que utiliza como unidad de medida los kJ/mol, a diferencia
del presente trabajo en el que se emplearon kcal/mol mediante AutoDock Vina. Por lo

anterior, en este documento se realizo la conversion correspondiente con el fin de



comparar de manera 6ptima los resultados obtenidos en ambos estudios (64)

Al contrastar los datos de ambos analisis, se encontr6 que la energia minima de afinidad
del compuesto quercetina fue menor en el presente estudio (-8.6 kcal/mol), en
comparacion con la reportada por Ogungbe et al. (-127.6 kJ/mol ~ -30.5 kcal/mol)). Si
bien los valores en la energia de afinidad del estudio comparativo indican una
interaccion mas fuerte entre la quercetina y su blanco molecular (glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa de L. mexicana), los resultados de este trabajo muestran que la sustancia
interactia con tres blancos relevantes (las enzimas fumarato reductasa, ribonucleotido
reductasa y topoisomerasa II), lo que le confiere un perfil multitarget. Este aspecto a su
vez representa una ventaja, ya que sugiere un potencial farmacoldgico mas amplio.
Ademas, al afectar mas de una ruta metabolica, se reduce la probabilidad de que el
parasito desarrolle resistencia al tratamiento (64).

Continuando, en el presente trabajo se encontrd que la sustancia 5-methoxy, 6,7-
metilendioxi-flavona mostré una capacidad de union estable, al arrojar energias de
afinidad con valores entre -8.4 y -9.6 kcal/mol frente a los cinco blancos elegidos. Al
comparar estos resultados con los obtenidos en un estudio realizado por la Universidad
Central de Venezuela (2016), se evidencié que esta sustancia present6 un efecto
citotoxico y dosis-dependiente sobre el parasito, con un valor de IC50 de 12.62 uM a las
48 horas de tratamiento. Ademas, se demostro que el compuesto afecta la homeostasis
del calcio intracelular, altera el potencial electroquimico mitocondrial y alcaliniza los
acidocalcisomas, impactando diversos procesos metabolicos clave en el parasito.

Al contrastar ambos estudios, se destaca que los acoplamientos realizados en este
trabajo revelan un perfil multitarget, ya que la molécula interactiia con enzimas que
cumplen funciones vitales en Leishmania, como la topoisomerasa II (implicada en la

replicacion), la fumarato reductasa (relacionada con el metabolismo energético) y la



ribonucledtido reductasa (asociada a la sintesis de nucleo6tidos). En conjunto, ambos
estudios demuestran la capacidad del compuesto para interferir en distintos procesos del
metabolismo del parasito, lo que refuerza su potencial como un posible firmaco con una
capacidad inhibitoria eficaz sobre multiples estructuras celulares de Leishmania.

Por ultimo, un estudio titulado “Luteolin, an Abundant Dietary Component is a Potent
Anti-leishmanial Agent that Acts by Inducing Topoisomerase [I-mediated Kinetoplast
DNA Cleavage Leading to Apoptosis” demostro la actividad inhibitoria de la luteolina
sobre los promastigotes y amastigotes de L. donovani. El estudio in vitro arrojé que la
concentracion inhibitoria media (ICso) era de 12.5 uM, lo que mostrd que este
componente induce la escision del ADN del cinetoplasto del parasito al inhibir la
topoisomerasa I1, lo que provoca la apoptosis de Leishmania donovani sin afectar las
células T humanas. Por otro lado, los resultados del acoplamiento molecular realizados
en el presente trabajo demostraron una afinidad fuerte entre la luteolina y la enzima
topoisomerasa I (implicada en procesos de replicacion y transcripcion del parasito), al
evidenciarse rangos de afinidad entre -8.4 y -8.9 kcal/mol. Ambos estudios coinciden en
la afinidad de la sustancia con la enzima, sin afectar células humanas, lo que a su vez
refuerza el valor predictivo del docking molecular (65).

Conclusiones

Al finalizar este trabajo, se concluye que fue posible identificar proteinas clave en el
desarrollo del protozoo Leishmania, especificamente en las tres especies mas relevantes
del subgénero Viannia. Esto permitié enfocar el analisis en dianas moleculares con
importancia clinica.

Asimismo, gracias a la busqueda realizada en tres bases de datos cientificas
reconocidas, se seleccionaron sustancias de origen vegetal con actividad reportada

contra blancos relevantes del parasito. A partir de esto, se llevaron a cabo analisis de



acoplamiento molecular mediante herramientas computacionales, los cuales
evidenciaron que tres de los doce compuestos inicialmente seleccionados presentaron
interacciones fuertes con mas de una proteina blanco, lo que sugiere un posible efecto
inhibidor con un perfil multitarget.

Entre ellos, la quercetina destaco por su interaccion con el ribonucledtido reductasa de
Leishmania (Viannia) braziliensis, evidenciando el mayor niimero y calidad de
interacciones moleculares, asi como su union con residuos funcionales criticos de la
enzima. Ademas, luteolina unida la misma proteina diana mostr6é un desempefio s6lido
al enfrentarse con L. guyanensis y L. panamensis. Dado el papel esencial de esta
proteina en la supervivencia del parasito, este hallazgo posiciona a la quercetina como el
compuesto mas prometedor del estudio.

En conjunto, los resultados refuerzan el potencial terapéutico de los flavonoides como
inhibidores selectivos de blancos esenciales en Leishmania, y sugieren que la quercetina

podria servir como molécula lider para futuras investigaciones preclinicas.
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ANEXOS

Glosario

e Leishmaniasis: enfermedad infecciosa transmitida por vectores y causada por
los parasitos del género Leishmania (66).

¢ Promastigote: es la forma del parasito que vive dentro del vector bioldgico.
Posee un flagelo que le permite moverse. Esta es la forma que se transmite al
humano cuando el vector (hembra) se alimenta de sangre. (66)

e Amastigote: es la forma intracelular del parasito, durante elciclo de vida del
parasito se ubica dentro de los macréfagos. Esta forma tiene forma ovalada y no
posee flagelo.

e Flebotomo: insecto el cual comprendido en el orden Dipteria, cuya familia es
Psychodidae y subfamilia Phlebotominae. Las hembras actiian como vectores de
la enfermedad leishmaniasis.

o Tripanotiona reductasa: enzima clave en la defensa del parasito contra el estrés
oxidativo. Muchas investigaciones la estudian como blanco para nuevos
tratamientos (67)

e Acoplamiento molecular (docking): técnica computacional que simula como se
une una molécula (como un medicamento) a una proteina del parasito. Ayuda a
predecir qué tan efectivo puede ser un tratamiento (68)

e Ligando: Nombre que se le da, en el campo de la biologia computacional, a la
molécula que se une a una proteina en los estudios de docking. Puede ser un
medicamento, un compuesto vegetal, entre otras sustancias (68).

e Binding pocket (sitio de union): es una zona determinada de una proteina o

acidos nucleicos en donde se otra molécula a través de un enlace quimico (68).



Antimoniales pentavalentes: medicamentos de primera linea para el
tratamiento de leishmaniasis. Pese a su efectividad generan alta toxicidad en el
paciente (69).

Lipinski’s Rule of Five: Conjunto de reglas que ayudan a saber si una molécula
podria funcionar bien como medicamento por via oral. Si cumple las reglas, es
buena candidata (68).

Fuerzas de Van der Waals: Interacciones muy débiles pero importantes entre
atomos que ayudan a que las moléculas se mantengan unidas.

Puentes de hidrégeno: Son enlaces entre moléculas que, aunque no son muy
fuertes por si solos, ayudan mucho a que un ligando se quede pegado a una
proteina (68).

Alphafold: Herramienta de inteligencia artificial que predice como se ven las
proteinas en 3D. Es como una "radiografia virtual" de la proteina (68)
AutoDock Vina: Programa de computadora que permite hacer los estudios de
acoplamiento molecular. Es muy usado porque es gratuito y confiable (68)
RMSD (Root Mean Square Deviation): Indicador que dice qué tan bien encaja
una molécula en la proteina en los estudios de docking. Mientras mas bajo,
mejor ajuste (68)

Apoptosis: Es un tipo de muerte celular programada. Algunos tratamientos
buscan provocar este proceso en el parasito para eliminarlo sin dafiar células
humanas (70).

Acidocalcisoma: Compartimento dentro del parasito que regula calcio y otras

sustancias. También es un blanco interesante para investigar nuevas terapias (70)



