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enfermedad de Chagas*

Resumen

Aunque la relevancia del tratamiento antiparasitario en el manejo de la enfermedad de
Chagas en la fase aguda es plenamente aceptada, su relevancia en la fase crénica ha
sido motivo de controversia. Sin embargo, recientes estudios sobre la patogénesis de
esta dolencia han llevado a un consenso creciente en el sentido de que la eliminacion

del agente etioldgico, Trypanosoma cruzi, de los pacientes infectados seria un requisito
necesario y suficiente para frenar la evolucion de la enfermedad en todas sus fases y
evitar sus serias consecuencias a largo plazo. Desafortunadamente, los tratamientos
especificos actualmente disponibles para esta parasitosis (nifurtimox y benznidazol)
poseen una eficacia limitada en la fase crénica y frecuentes efectos colaterales indesea-
bles, que pueden llevar a la interrupcion del tratamiento. Actualmente se adelantan varios
nuevos enfogues para el tratamiento especifico de la dolencia, basados en el notable
avance de nuestro conocimiento de la bioquimica vy fisiologia del 7. cruzi en los ultimos
25 afios, que prometen ser mucho mas eficaces contra el parésito y tolerables para el
paciente. Entre los agentes mas prometedores se encuentran inhibidores especificos de
la biosintesis de ergosterol, especificamente nuevos derivados triazdlicos que bloguean
la C14a demetilasa de esteroles. Entre los agentes mas avanzados de este tipo estan el
posaconazol (Schering-Plough), recientemente registrado en EUA y la UE como antimi-
cotico sistémico y el ravuconazol (Eisai Chemical Company). Tales compuestos pueden
entrar en pruebas clinicas en pacientes con enfermedad de Chagas a corto plazo (5
afios). Otros compuestos que podrian entrar en desarrollo clinico en la proxima década,
incluyen inhibidores de proteasas especificas del parasito (cruzipaina) y bisfosfonatos,
inhibidores de la enzima farnesildifosfato sintetasa y/o hexoquinasa del parasito. Final-
mente, enfoques quimioterapéuticos mas recientes incluyen inhibidores de la tripanotion
reductasa, hipoxantina-guanina fosforibosil-transferasa, prenil-transferasa de proteinas,
biosintesis de fosfolipidos e inhibidores de la biosintesis de ergosterol que actian a nivel de
escualeno sintetasa y oxidoescualeno ciclasa. Tales compuestos también han iniciado desa-
rrollo preclinico, pero su desarrollo clinico se estima en el medio o largo plazo (10 a 15 afos).

Palabras clave: Chagas. Posaconazol. Ravuconazol. Cruzipaina. Bifosfonatos. Ergosterol.

Summary

Although the importance of antiparasitic treatment for the management of acute phase
Chagas disease is widely accepted, its relevance in the chronic phases remains controversial.
Recent studies about the pathogenesis of this disease have brought certain consensus in the
sense that the elimination of the etiological agent, Trypanosoma cruzi, in infected patients is
required and sufficient to stop the evolution of the disease in all its phases and to avoid serious,
long-term consequences. Unfortunately, the specific treatments actually available against this
parasite (nifurtimox and benznidazol) have limited efficacy in the chronic phase, and frequently

*Este articulo es una version actualizada y ampliada de un documento presentado en la reunion del Grupo Cientifico de Trabajo
sobre Enfermedad de Chagas del programa TDR de la Organizacion Mundial de la Salud, que tomo lugar en Buenos Aires, Argentina,

del 17 al 20 de Abril, 2005.
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have undesirable side effects that can interrupt or limit their use for
treatment.

Over the last 25 years, notable advances in our knowledge about
the biochemistry and physiology of 7. cruzihave led to several

new perspectives for treating Chagas disease that promise to be
both more effective against the parasite and more tolerable for
patients. Among the most promising new treatments are agents
that specifically inhibit the biosynthesis of ergosterol and new
derivatives called triazolic that block the C14 sterol ademethylase.
Among these more advanced agents, is posaconazole (Sche-
ring-Plough), that has been recently registered in Europe and the
United States as systemic antimycotic and also ravuconazole (Eisai
Chemical Company). These compounds will enter into clinical
trials with Chagas patients in the near future (about 5 years). Other
drugs that could enter the clinical development process within the
next decade include protease inhibitors specific to the parasite
(cruzipain) and biphosphonate, inhibitors of the farnesyl-diphospha-
te synthetase enzyme and/or hexoquinase of the parasite. Finally,
novel chemotherapeutic approaches include inhibitors of: tripano-
tion reductase, hypoxanthine guanine phosphorybosil-transferase,
prenyl-transferase proteins, biosynthesis of phosphoalipids and of
ergosterol biosynthesis that act at the level of squalene synthetase
and oxidosqualene cyclase enzymes. These products are also in
the preclinical development phase, but their timeline is expected to
be medium or long term (10 to 15 years).

Key words: Chagas. Posaconazole. Ravuconazole. Cruzipain.
Biphosphonates. Ergosterol.

Relevancia del tratamiento
etiolégico en el manejo de la
enfermedad de Chagas

De acuerdo con la OMS, la enfermedad de Chagas
continua provocando la mayor carga de morbi-mortalidad
de origen parasitario en el continente Americano, a pesar
de importantes avances en el control de la transmision
vectorial y transfusional de su agente etiolégico, el Trypa-
nosoma cruzi*2. La emigracion de grandes contingentes
de latinoamericanos a los Estados Unidos de América y
Europa ha trasladado esta dolencia a zonas no endémicas,
donde empieza a ser percibido como un potencial proble-
ma de salud publica®®. No hay vacunas disponibles para la
prevencion de esta infeccidn y la perspectiva actual sobre
el eventual desarrollo de las mismas es incierta’®.

Aunqgue la participaciéon del T.cruzien la patogénesis
de la fase aguda de la enfermedad de Chagas es am-
pliamente aceptada’?®, el papel del parasito en el origen
de las caracteristicas manifestaciones patoldgicas de la
fase crénica ha sido muy controvertido®1°-'3, Desde los
anos 70 del siglo pasado numerosos estudios habian
concluido que las manifestaciones patoldgicas presentes
en la fase crénica de la dolencia, incluyendo la miocar-
diopatia chagasica, son de origen principalmente auto-
inmune’'2, Dicha hipodtesis se basd principalmente en
la aparente ausencia de parasitos en las caracteristicas
lesiones inflamatorias presentes en el miocardio y tracto
gastro-intestinal de pacientes crénicos de enfermedad
de Chagas. Se postula que tales procesos inflamatorios
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resultarian del “mimetismo molecular” entre antigenos
parasitarios y ciertos componentes de los tejidos del
huésped'''2, asi como por liberacion de autoantigenos
resultante de la citolisis inducida por el parasito intrace-
lular'®4. De acuerdo a dicha hipétesis, luego de que los
procesos autoinmunes se establecen en el hospedero,
la persistencia del parasito no jugaria un papel determi-
nante en la patogénesis de la enfermedad y aunque el
tratamiento anti-parasitico fuera exitoso, este no conlle-
varia a un mejoramiento clinico de los pacientes. Esta
conceptualizacion de hecho desestimulé el desarrollo de
nuevos agentes tripanocidas por décadas, al considerarte
estos irrelevantes’s e,

Sin embargo, la hipdtesis del origen autoinmune de la
enfermedad de Chagas ha sido seriamente cuestionada
por los resultados de estudios mas recientes, resumidos en
diversos articulos®'®, que han concluido que la persistencia
del parasito, combinada con un desbalance del sistema
inmune que puede incluir procesos autoinmunes, es una
condicidn necesaria y suficiente para generar y mantener
los procesos inflamatorios que subyacen en las lesiones
presentes en la etapa crénica de la enfermedad? -8, Tales
hallazgos indicarian que la eliminacién del T.cruzi de los
pacientes infectados seria un prerrequisito para detener
la evolucion de la enfermedad y evitar sus consecuencias
terminales. Asi pues, el consenso que prevalece actual-
mente es que esta dolencia debe ser tratada como una
enfermedad parasitaria, no autoinmune?® 161920,

Tratamientos etiologicos
disponibles para la enfermedad
de Chagas y sus limitaciones

Las drogas actualmente usadas para el tratamiento
etioldgico de la enfermedad de Chagas son el nitrofurano
nifurtimox (Lampit®, Bayer) y el nitroimidazol benznida-
zol (Rochagan®, Radanil®, Roche), cuya actividad anti-T.
cruzi fue descubierta empiricamente hace mas de tres
décadas. El nifurtimox actua por via de la reduccién del
grupo nitro a radicales nitroaniénicos, que a su vez reac-
cionan con el oxigeno molecular para generar metabo-
litos reducidos del mismo, altamente tdxicos (radicales
superoxido, perdxido e hidréoxilo). Docampo, et al. han
demostrado que el T.cruzies deficiente en algunos de los
mecanismos de detoxificacion de metabolitos de oxige-
no, particularmente del peroxido de hidrogeno, y es por
ello mas susceptible al estrés oxidativo que las células
de vertebrados?'. El benznidazol parece actuar por una
via diferente, resultante de la reaccién de sus derivados
nitroreducidos con macromoléculas como DNA, RNA,
proteinas y posiblemente lipidos insaturados?'. Todo ello
indica que la actividad antiparasitica de estos compues-
tos esta indisolublemente asociada a su toxicidad hacia
el hospedero vertebrado.



Ambas drogas son activas en la fase aguda (hasta un
80% de éxitos terapéuticos, definidos como cura parasi-
tolégica radical indicada por negativizaciéon de todos las
pruebas parasitoldgicas y seroldgicas®, asi como en la fase
créonica temprana de la enfermedad (tipicamente nifos
y adolescentes, hasta 60% de curaciones)?®22-24  aunque
hay datos recientes que discrepan de tales resultados?25,
Mas aun, la eficacia antiparasitica de los compuestos
varia seguin la region geografica, probablemente como
resultado de la diferente susceptibilidad intrinseca a las
drogas de las cepas del T. cruzique circulan en diferentes
zonas endémicas®?’.

Asimismo, estos compuestos presentan frecuen-
temente efectos colaterales deletéreos, que incluyen
anorexia, vomitos, polineuropatia periférica y dermopatia
alérgica, que pueden obligar a la interrupcion del tratamien-
to®. Sin embargo, la mayor limitacién de los tratamientos
actualmente disponibles en su baja eficacia (= 80% de
fracasos terapéuticos) en la fase cronica establecida de la
enfermedad, que es la presentacion clinica mas frecuente
actualmente en Latino América®. Esta conclusion, inicial-
mente basada en la persistencia de la serologia anti-T. cruzi
y la evolucion clinica de los pacientes tratados, ha sido
recientemente confirmada usando métodos de PCR28-31,

Las razones de la marcada diferencia en la eficacia de
estas drogas en las dos fases de la enfermedad no estan
claras aun, pero posiblemente resulten de la inadecuada
farmacocinética de estos compuestos frente a la ubicacion
de los parasitos en tejidos profundos en la fase créonica de la
infecciéon®233. Aun asi, algunos estudios han demostrado que
el tratamiento antiparasitico con benznidazol en pacientes
crénicos, aunque incapaz de inducir cura parasitoldgica en
la mayoria de los pacientes, frend el desarrollo de cambios
electrocardiograficos y el deterioro del cuadro clinico de los
pacientes?®+-36, Tales resultados son compatibles con la hipo-
tesis de la persistencia parasitolégica como factor primario
desencadenante de las lesiones caracteristicas de esta
fase de la dolencia, pues al reducirse (sin necesariamente
eliminarse) la carga parasitaria de los tejidos deberia bajar
la severidad de los procesos inflamatorios®343, Esta inter-
pretacion ha recibido un apoyo experimental directo en un
estudio en un modelo murino de la enfermedad?®. En base a
esos hallazgos un grupo de expertos reunidos en 1998 en Rio
de Janeiro, Brasil, produjo un conjunto de recomendaciones
para el tratamiento especifico de pacientes seropositivos
para T. cruzi(Oficina Panamericana de la Salud/ Organizacion
Mundial de la Salud, documento OPS/HCP/HCT140/99). Sin
embargo, aunque existe un amplio consenso en el sentido
de que todos los pacientes seropositivos deben recibir
tratamiento especifico para eliminar o reducir su carga pa-
rasitaria, muchos méedicos mantienen serias reservas con
relacion al uso de nifurtimox o benznidazol en pacientes
cronicos, debido a la desfavorable relacion riesgo /beneficio
de esas drogas.

Nuevos enfoques para el
tratamientos etiologico de la
enfermedad de Chagas

Inhibidores de biosintesis de ergosterol

Estudios recientes han demostrado de forma con-
sistente que el T.cruzi, como la mayoria de los hongos y
levaduras patégenas, requiere de esteroles especificos
para mantener su viabilidad y capacidad de proliferacion a
lo largo de todo su ciclo vital y que inhibidores especificos
de la biosintesis de ergosterol (IBE) son potentes agentes
antiproliferativos contra este parasito, tanto in vitro como
in vivo'®33, Sin embargo, otros estudios han mostrado que
IBE comercialmente disponibles, como el ketoconazol,
itraconazol o terbinafina, son incapaces de erradicar el
T.cruzi de humanos o animales con infecciones crénicas
o detener el progreso de la dolencia, indicando que su
actividad in vivo es tripanostatica, no tripanocida'®®. Una
excepcion son los estudios de Apt y colaboradores en Chile,
quienes reportan que el itraconazol, aunque incapaz de
curar parasitolégicamente a los pacientes, puede retardar
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o detener la progresion del compromiso cardiaco de los
mismos®*°. La discrepancia con los resultados obtenidos
en otras partes del continente puede ser probablemente
explicada por la mayor susceptibilidad a la droga de la
cepas de T.cruzique circulan en el area endémica chilena,
también observada con el alopurinol®3°,

Por otro lado, estudios en la ultima década han de-
mostrado que nuevos derivados triazdlicos, inhibidores
de la C14a demetilasa de esteroles (un citocromo P-450,
CYP51) en hongos y levaduras (Figura 1), como D0870
(Zeneca Pharmaceuticals, Macclesfield, Reino Unido) y
posaconazol (SCH 56592, Schering-Plough Research
Institute, Kenilworth, N.J., EUA), son capaces de inducir
cura parasitolégica radical en modelos murinos de enfer-
medad de Chagas, tanto aguda como crénica’®334°, siendo
los primeros compuestos capaces de curar infecciones
cronicas de este parasito en animales. Mas aun, los com-
puestos demostraron ser activos contra cepas de T. cruzi
naturalmente resistentes a nifurtimox y/o benznidazol,
incluso si el hospedero estaba inmunosuprimido:3341.:42,
Un estudio mas reciente demostrd que la actividad anti-T.
cruzi del posaconazol en un modelo murino de enferme-
dad de Chagas aguda es mucho menos dependiente del
interferon-y que la del benznidazol*.

La actividad tripanocida in vivo de estos compues-
tos ha sido atribuida a su potente y selectiva actividad
intrinseca contra el parasito (las concentraciones mini-
mas inhibitorias contra la forma amastigote intracelular,
cultivada en células de mamifero in vitro, esta en el rango
nanomolar a sub-nanomolar**4%), asi como a propieda-
des farmacocinéticas apropiadas para esta aplicacion
(grandes volumenes de distribuciéon y largos tiempos de
eliminacioén)516:3346 E| posaconazol (Figura 1), un analo-
go estructural del itraconazol, tiene un amplio espectro
antimicdtico*®, una notable eficacia como antimicdtico
sistémico en animales experimentales y humanos?*6-52 y
un excelente perfil de seguridad, aun en tratamientos
prolongados?*”5953, En base a esos estudios, el compuesto
fue aprobado en el 2005 por la Unidén Europea y Australia
para el tratamiento de micosis sistémicas invasivas re-
fractarias y en el 2006 por la Federal Drug Administration
de los EUA para la profilaxis de aspergilosis y candidiasis
invasivas y para el tratamiento de candidiasis orofaringeas
resistentes al fluconazol y/o itraconazol, por lo que es un
candidato obvio a corto plazo para estudios clinicos en
pacientes con enfermedad de Chagas.

Posteriormente, otros triazoles (Figura 1) como TAK-
187 (Takeda Chemical Industries, Osaka, Japon)5455,
UR-9825 (albaconazol, Uriach y Compania, Barcelona,
Espana)®®%” y ravuconazol (ER-30346; BMS 207,147, Ei-
sai Chemical Company, Tsukuba, Japdn)%, también han
demostrado ser tripanocidas, tanto in vitro como in vivo.
TAK-187 es un triazol con largos tiempos de vida media en

Emf Emerg 2008;10(Supl 1):19-31

varios mamiferos y una actividad antimicética de amplio
espectro, que tiene una potente actividad anti-T. cruzi
in vitro e, igual que el posaconazol, es capaz de curar
infecciones agudas y cronicas en ratones, aun cuando la
cepa infectante es refractaria al tratamiento con nifurtimox
o benznidazol®*; en un trabajo mas reciente se demostrd
que este compuesto es significativamente superior al
benznidazol en la prevencion de dafio cardiaco en un mo-
delo murino de enfermedad de Chagas®®. UR-9825 es otro
potente inhibidor de la C14a demetilasa de esteroles en
hongos y protozoarios y tiene una notable actividad anti-
T. cruzi in vitro®¢. Aungue su corto tiempo de vida media
(<0.5 h) en ratones no permitié evaluar su actividad en
modelos murinos de la enfermedad, un estudio reciente
en un modelo canino demostrd que el compuesto puede
curar infecciones establecidas de la virulenta cepa Y,
sin aparente toxicidad a las dosis terapéuticas, aunque
también se encontro resistencia natural a la droga con la
cepa Berenice-78%.

Finalmente, el ravuconazol es un triazol desarrolla-
do originalmente por Eisai Company en Japén y luego
por Bristol-Myers Squibb en los EUA como antimicdtico
sistémico con una potente actividad anti-T. cruzi in vitro,
aunque su actividad in vivo en modelos murinos fue limi-
tada debido a inadecuadas propiedades farmacocinéticas
de la droga en ratones®®. Sin embargo, tales resultados
no niegan su potencial utilidad para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas humana pues la concentracion
minima inhibitoria del crecimiento de los amastigotes in-
tracelulares por este compuesto (1 nM) es 1.000 a 5.000
veces mas baja que los niveles obtenidos en plasma a do-
sis terapéuticas contra hongos en humanos y el tiempo de
vida media es =120 h®°¢', E|l desarrollo como antimicdtico
sistémico del compuesto ha sido ahora retomado por Eisai
Company y se adelantan estudios en modelos caninos de
enfermedad de Chagas, como un preludio para posibles
pruebas clinicas en humanos (Bahia, M.T. y Urbina, J.A., en
progreso). La mayoria de estos compuestos han comple-
tado sus estudios preclinicos como agentes anti-T. cruziy
la totalidad han completado estudios de farmacocinéticay
seguridad en humanos, como paso previo a su desarrollo
clinico como antimicéticos. Asi pues, dependiendo de la
conclusion de acuerdos econémicos y legales con las em-
presas que originalmente desarrollaron estos compuestos
como antimicdticos, los nuevos triazoles podrian entrar en
desarrollo clinico para el tratamiento de enfermedad de
Chagas humana a corto plazo (5 arios).

Asociado a esta linea es el descubrimiento reciente
de que el anti-arritmico amiodarona, la droga mas fre-
cuentemente usada para el tratamiento sintomatico de
pacientes crénicos de enfermedad de Chagas con com-
promiso cardiaco, tiene también accion directa contra
el T. cruzP?. Algunos estudios habian demostrado que la
amiodarona tiene accidn antimicoética selectiva®®®4. En



los trabajos sobre la accion antiparasitica de la amioda-
rona se pudo demostrar que ésta inhibe totalmente la
proliferacion tanto de la forma epimastigote extracelular
como la de los amastigotes intracelulares cultivados in
vitro, a concentraciones menores que la que se alcanzan
en los tejidos a dosis terapéuticas de la droga y que el
compuesto potencia la accidn del posaconazol sobre el
parasito®2. Estudios in vivo demostraron una acciéon direc-
ta de la amiodarona sobre el T. cruzi en varios modelos
murinos de enfermedad de Chagas aguda y la inducciéon
de cura parasitolégica radical cuando se combina con el
posaconazol. Estudios sobre el mecanismo de accién de la
droga indicaron que la amiodarona afecta la homeostasis
de calcio del parasito, pero también inhibe la sintesis de
ergosterol a nivel de la lanosterol sintetasa (oxidescuale-
no ciclasa), asi como que el posaconazol también afecta
la homeostasis de calcio del parasitos. Esos hallazgos
sugieren la potenciacion mutua de las drogas e indican
que el tratamiento con amiodarona en pacientes con
enfermedad de Chagas crénica y compromiso cardiaco
podria tener el beneficio insospechado de reducir la carga
parasitaria e incrementar la eficacia de los tratamientos
antiparasiticos especificos®2.

Otro prometedor grupo de IBE son los inhibidores de
la escualeno sintetasa (SQS). SQS cataliza el primer paso
especifico para la sintesis de esteroles y ha sido el objeto
de un gran numero de estudios, tanto en el sector aca-
démico como en el industrial, como un potencial blanco
de nuevos agentes hipocolesterolémicos, que tendrian
significativas ventajas sobre las estatinas actualmente
disponibles®®%%, Esta enzima ha sido recientemente valida-
da quimicamente con un blanco quimioterapéutico en T.
cruziy Leishmania mexicana, usando el inhibidor prototipo
3-(bifenil-4-il)-3-hidroxi-quinuclidina (BPQ-OH)®”. Ulteriores
estudios demostraron que los compuestos E5700 and ER-
119884 (Figura 2), dos nuevos derivados quinuclidinicos
inhibidores de SQS que estan siendo desarrollados como
agentes reductores de colesterol y triglicéridos en huma-
nos por Eisai Company (Figura 2), tienen una potente y se-
lectiva actividad anti-T. cruziin vitro y uno de ellos (E5700),
fue capaz de suprimir completamente la parasitemia y
conferir proteccién total contra la muerte en un modelo
murino de enfermedad de Chagas fulminante®®; este es
el primer reporte de la actividad como anti-infectivo de un
inhibidor de SQS suministrado oralmente. Aunque estos
compuestos y otras aril-quinuclidinas son también inhibi-
dores de la SQS de mamiferos®”-7°, su selectiva actividad
antiparasitica in vitro e in vivo se explica por la capacidad
de las células hospedadoras de compensar la reduccion
de la sintesis enddgena de colesterol incrementando la
expresion de los receptores de LDL de la membrana
plasmatica y tomar este esterol del plasma sanguineo o
del medio de cultivo”'. En contraste, el parasito no puede
compensar de manera analoga la inhibicion de la sinte-
sis de sus esteroles enddgenos (ergosterol y analogos),

HQ,
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Figura 2.

pues no hay cantidades apreciables de los mismos en las
células hospederas o el medio extracelular. Sin embargo,
el requerimiento de algunos érganos esenciales como las
gonadas (en particular los testiculos) de sintesis endégena
de colesterol para sostener la produccion de hormonas
sexuales e inducir la gametogenesis’ 72 plantea una limita-
cion fundamental para el uso prolongado de inhibidores de
SQS que actuen sobre la enzima del hospedero y sugiere
que el uso de los mismos como anti-infectivos probable-
mente requerira el desarrollo de compuestos selectivos
para la enzima del parasito.

Nuevos estudios han avanzado en esta area, deli-
neando algunas relaciones estructura-actividad para la
inhibicion de la SQS de parasitos por derivados quinucli-
dinicos™. Mas recientemente se clond el gen codificante
parala SQS de T. cruziy se obtuvo una efectiva expresion
heterdéloga del mismo en E. coli’s. La enzima recombinan-
te, truncada en los extremos C- y N-terminal, es soluble y
completamente activa, apropiada para la evaluacion de
gran numero de inhibidores: de una primera coleccion de
compuestos se pudieron identificar varios con actividad
selectiva contra la SQS y la forma amastigote intracelular
del parasito’. En base a esas consideraciones, el desarro-
llo clinico de inhibidores de SQS para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas sdlo puede esperarse a mediano
plazo (10 afios).

Emf Emerg 2008;10(Supl 1):19-31

23




24

Figura 3.

Otro desarrollo reciente de interés en esta area
es la validacion de la oxidoescualeno ciclasa (OSC o
lanosterol sintetasa) como un nuevo blanco terapéu-
tico en T.cruzi y parasitos relacionados’-78. Buckner y
asociados’ han demostrado que ciertos inhibidores de
la OSC son potentes y selectivos agentes anti-T.cruzi in
vitro. Aunque no se han publicado resultados in vivo en la
literatura cientifica, una patente reciente de los mismos
autores describe una serie de inhibidores de SQS como
eficaces agentes para el tratamiento de enfermedades
parasitarias, incluyendo la enfermedad de Chagas en
varios modelos animales (U.S Patent WO00763167°).
Dado este limitado desarrollo pre-clinico, el desarrollo
clinico de inhibidores de OSC para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas sdlo puede esperarse a largo
plazo (10 a 15 anos).

Un desarrollo muy reciente en este campo (Gerpe,
et al, en prensa) es la sintesis y caracterizacion biolégica
de derivados heteroalilicos del 5-nitrofurano, que tienen
un mecanismo de accioén dual contra el T.cruzi: induccion
de stress oxidativo por via del grupo nitrofurano (similar
al producido por nifurtimox) e inhibicion de la sintesis
de ergosterol por acciéon del grupo heteroalil sobre la
enzima escualeno epoxidasa (similar a la accién de
la terbinafina). Los compuestos tienen potente accién
contra ambas formas proliferativas del T.cruzi (epimas-
tigotes extracelulares y amastigotes intracelulares), con
valores de IC,; en el rango sub-micromolar y elevada
selectividad, sugiriendo una novedosa estrategia qui-
mioterapéutica contra el parasito.
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Inhibidores de cisteina-proteasas
(cruzipaina)

T.cruzi contiene elevadas cantidades de una cistei-
na-proteasa analoga a la catepsina L, que ha sido deno-
minada cruzipaina (también conocida como gp51/57 o
cruzaina, en su forma recombinante) y es responsable de
la mayor parte de la actividad proteolitica de este parasito
en todos los estadios de su ciclo de vida®®#'. Inhibidores
selectivos de esta proteasa son capaces de bloquear la
proliferacion tanto de la forma extracelular (epimastigo-
tes) como de los amastigotes intracelulares, asi como de
impedir la metaciclogénesis (transformacion de epimas-
tigotes a tripomastigotes metaciclicos), lo que indica que
la proteina tiene funciones esenciales en el ciclo de vida
del parasito®®®'. El gen codificante para esta proteina (Que
presenta un elevado niumero de copias en el genoma del
parasito) ha sido clonado, secuenciado y expresado he-
terologamente. La estructura tridimensional de la proteina
recombinante, en ausenciay presencia de inhibidores, ha
sido determinada usando cristalografia de rayos-x (Figura
3) y a partir de la misma y de consideraciones sobre el
mecanismo de la enzima se han disefado inhibidores
especificos, como la N-metil-piperazina-urea-F-hF-vinyl-
sulfona-fenil, también conocido como CRA-3316 o K-777
(Figura 4a).

Este compuesto y analogos son capaces de reducir
drasticamente la parasitemia e incrementar la sobrevida
en modelos murinos de enfermedad de Chagas, con
baja toxicidad®?. Estudios mas recientes han indicado
que K-777 puede prevenir dafno cardiaco en un modelo
canino de enfermedad de Chagas (aunque no erradica
la infeccidn)®® y es capaz de inducir cura parasitolégica
en ratones genéticamente inmunosuprimidos (deficien-
tes en recombinasa, Rag(-/-)) con infecciones agudas
y croénicas por T.cruzf*. En el 2002, Celera Genomics
anuncié que el instituto One World Health (IOWH) y los
National Institutes of Health habian iniciado el desarrollo
del K-777 como un nuevo tratamiento potencial para la
enfermedad de Chagas, pero en el 2005 este desarrollo
se pard por problemas de hepatotoxicidad y dificultades
en la sintesis del compuesto (http://www.oneworldhealth.
org/diseases/chagas.php).

Se han descrito otras moléculas que inhiben la
cruzipaina, con potente y selectiva actividad anti-T.cruzi
in vitro®88, Entre ellas se encuentran inhibidores no pep-
tidicos de la enzima, basados en la estructura de la tio-
semicarbazona (Figura 4b), para los cuales se ha hecho
un estudio detallado de correlacion estructura-actividad,
racionalizada en términos de la estructura y mecanismo
de la enzima?®®. Estos compuestos son activos contra la
forma amastigote intracelular del T.cruzi a concentracio-
nes nanomolares in vitro® y su simplicidad y bajo costo de
sintesis los hacen ideales como punto de partida para el
desarrollo de nuevos agentes tripanocidas. En conclusion,



este conjunto de resultados indica que la cruzipaina es un
atractivo blanco quimioterapéutico rigurosamente validado
en el T.cruziy esta percepcion es consistente con el reciente
registro, por grupos independientes, de una serie de patentes
de inhibidores de cruzipaina como potenciales agentes para
el tratamiento de la enfermedad de Chagas’™. En base a la
informacion disponible en este momento en la literatura cien-
tifica y de patentes sobre el grado de avance del desarrollo
preclinico de estos compuestos, su desarrollo clinico para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas puede esperarse
a medio plazo (10 afos).

Inhibidores del metabolismo del pirofosfato

Los parasitos del orden Kinetoplastida (que incluyen a
los Trypanosomatidae), asi como aquellos pertenecientes
al orden Apicomplexa (Toxoplasma, Plasmodium) contienen
organelas especializadas en el almacenamiento de calcioy
polifosfatos, denominados acidocalcisomas, no presentes
en la mayoria de las células de vertebrados®” . La tomay
descarga de Ca?* hacia y desde la matriz del acidocalcisoma
es controlada por una serie de mecanismos que incluyen
una Ca?* ATPasa, un intercambiador Na*/H*, bombas de
protones energizadas por ATP y pirofosfato inorganico (PPi),
asi como por pirofosfatasas especificas®”#8. Polifosfatos de
cadena corta (principalmente el PPi y trifosfato inorganico),
estan involucrados en la respuesta de este organismo al
estrés osmotico, asi como en el mantenimiento del estatus
energético del parasito®”-#8, Los bisfosfonatos, analogos me-
tabodlicamente inertes del PPi, se acumulan selectivamente
en T.cruziy otros Tripanosomatideos (probablemente por su
afinidad por los acidocalcisomas) y pueden inhibir enzimas
esenciales del parasito involucradas en el metabolismo de
pirofosfato inorganico y organico, como la farnesil-difosfato
sintetasa (FPPS)%%%°, SQS°' o bombas de protones depen-
dientes de PPi.

Entre esos compuestos, los N-alquil-bisfosfonatos
(Figura 5), inhibidores especificos de la FPPS que son am-
pliamente usados actualmente en humanos para el manejo
de problemas de resorcion ésea como la osteoporosis y la
enfermedad de Paget®?, tienen también una potente y selec-
tiva accién contra el T. cruzi, tanto in vitro como in vivo®3-5,
Sin embargo, aunque se ha reportado que el pamidronato
(Aredia®, Novartis) puede inducir cura parasitoldgica radical
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debido al caracter diseminado de la infeccidn, las propieda-
des farmacocinéticas del compuesto y el corto periodo de
tratamiento (7 dias) utilizado. IBANDRONATE

Un desarrollo mas reciente en este campo se basa en
el descubrimiento que en T. cruzila hexoquinasa, la primera
enzima especifica de la ruta glicolitica, no esta sometida a

Figura 5.
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la regulacién por su producto D-glucosa-6-fosfato como
ocurre en vertebrados, bacterias y levaduras pero es fuer-
temente inhibida por el PPi°’-%°, Esto llevo a la identificacion
de una nueva familia de bisfosfonatos, diferentes a los
ya conocidos inhibidores de la FPPS, que son potentes y
especificos inhibidores de la hexoquinasa, el metabolismo
energético y la proliferacion del parasito°©101,

Aunque los bisfosfonatos ya aprobados para uso
en humanos (osteoporosis) y los nuevos inhibidores de
hexoquinasa del parasito son compuestos-guia prome-
tedores para el desarrollo de antiparasiticos de amplio
espectro, su eventual desarrollo para esta nueva aplica-
cion probablemente requiera nuevas formulaciones de
los compuestos existentes (incluyendo pro-drogas), con
propiedades farmacocinéticas mas apropiadas. En base
a esas consideraciones, el desarrollo clinico de los bisfos-
fonatos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas
solo puede esperarse a medio plazo (10 afos).

Inhibidores de la sintesis y metabolismo
del tripanotion

Trabajos independientes de varios grupos ha identifica-
do las enzimas involucradas en la sintesis y metabolismo
redox del tripanotion (N',Né-bis(glutationil)-espermidina,
(Figura 6) como potenciales blancos quimioterapéuticos
en Tripanosomatideos patdégenos'©?. Esta ruta bioquimica
es Unica de protozoarios del orden Kinetoplastida, en los
cuales cumple funciones analogas a las del glutation y la
glutatién reductasa de otras células, en el mantenimien-
to del estado redox de los grupos tiol'°21%3, | os genes
de todas las enzimas de esta ruta bioquimica han sido
clonados, expresados heterologamente y las estructuras
tridimensionales de todas las enzimas determinadas por
cristalografia de rayos-X (Figura 5). Asimismo, varias enzi-
mas de la ruta, incluyendo la tripanotién reductasa (TR) y
la tripanotidon sintetasa han sido validadas genéticamente
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como esenciales para estos parasitos'®?. El disefio y prueba
de inhibidores especificos de la TR esta en progreso y se
han identificado varias familias de compuestos que son
potentes inhibidores de la enzima pura y del crecimiento
del T.cruziin vitro'%31% pero hay pocos estudios sobre la
accioén de tales compuestos como agentes anti-parasiticos
in vivo. Entre los estudios publicados, se demostrd que la
tioridazina y analogos, conocidos inhibidores de la TR in
vitro son capaces de reducir la parasitemia, incrementar
la sobrevida y prevenir dafio cardiaco en modelos murinos
de enfermedad de Chagas aguda'®®'"° pero no se pudo
obtener cura parasitolégica de los animales y la selec-
tividad de la accién del compuesto sobre la TR no esta
demostrada. Dado este limitado desarrollo preclinico, el
desarrollo clinico de inhibidores de TR para el tratamiento
de la enfermedad de Chagas solo puede esperarse a largo
plazo (10 a 15 anios).

Inhibidores de la captura de purinas

Los parasitos tripanosomatideos son organismos
absolutamente deficientes en la sintesis de novo de las
purinas, por lo que deben obtener estos compuestos
esenciales del hospedero o medios de cultivo. Una enzima
esencial en este proceso es la hipoxantina-guanina fosfo-
ribosil transferasa (HGPRT), un blanco bioguimico validado
es estos organismos'''. El alopurinol (4-hidroxi-pyrazol-
(8,4d)-pirimidina) ha sido usado por décadas en humanos
para el tratamiento de la gota, pues es transformado en
vertebrados al oxipurinol, que es potente inhibidor de la xan-
tina oxidasa. En Tripanosomatideos, que no tienen xantina
oxidasa, el alopurinol actia como una analogo de purinas
y es incorporado, via HGPRT, a los acidos nucleicos, lo que
conlleva a un bloqueo secuencial en la sintesis de ADN,
ARN y proteinas’'. Se ha demostrado que este compuesto
es un potente inhibidor del crecimiento de T. cruzi in vitro,
pero in vivo se ha encontrado que hay fuertes diferencias
en la susceptibilidad de diferentes cepas del parasito a
la droga'''. La eficacia del alopurinol en el tratamiento
etiolégico de la enfermedad de Chagas en humanos ha
sido controvertida. Estudios pioneros en Brasil encontra-
ron que el compuesto era ineficaz aun en la fase aguda
de la infeccién'?, lo cual fue confirmado por un estudio
multicéntrico en pacientes crénicos llevado a cabo durante
1992 en Argentina, Brasil y Bolivia bajo los auspicios de la
Organizacion Mundial de la Salud, el cual fue interrumpido
por la patente ineficacia terapéutica del compuesto™314,
De nuevo, los estudios de Apt y colaboradores en Chile
reportan resultados discrepantes con los obtenidos en
otras partes del continente: de acuerdo con estos autores
el alopurinol, suministrado a 8.5 mg/kg/d durante 60 dias a
pacientes en fase crénica, aunque incapaz de inducir cura
parasitologica, pudo prevenir (75% de los casos) o revertir
(49% de los casos) el desarrollo de anomalias electrocar-
diograficas, en un seguimiento de 9 afos3°.



Freymann y colaboradores''®, usando la estructura
cristalografica de la HGPRT del T.cruzi en una conforma-
cion analoga a la del estado de transicidon de la reaccion
y un programa de reconocimiento molecular flexible,
identificaron 22 compuestos in silico, 16 de los cuales
demostraron ser potentes inhibidores de la HGPRT pura
y 8 de ellos efectivos agentes antiproliferativos contra la
forma amastigote intracelular del parasito, in vitro''s. No se
ha probado la actividad de esos compuestos in vivo. Dado
este limitado desarrollo preclinico, el desarrollo clinico
de nuevos inhibidores de HGPRT para el tratamiento de
la enfermedad de Chagas sdlo puede esperarse a largo
plazo (10 a 15 arios).

Inhibidores de la sintesis de fosfolipidos

Los analogos de lisofosfolipidos (ALP) incluyen una
amplia gama de compuestos metabdlicamente estables,
entre los cuales se encuentran alquil-fosfocolinas como
la hexadecil-fosfocolina (miltefosina) y alquil-glycero-
fosfocolinas como el ET-18-OCH, (edelfosina) y la ilmo-
fosina (Figura 7). Estos compuestos se han desarrollado
como agentes anticancerosos''®''° pero también han
demostrado ser potentes y especificos agentes antipara-
sitarios, particularmente contra Tripanosomatideos como
Leishmaniay T.cruzi, in vitro e in vivo''®. La indicacion de
estos compuestos para el tratamiento de varias formas
de cancer ha sido limitada por graves efectos adversos
a nivel gastrointestinal a las dosis requeridas para lograr
eficacia terapéutica®-11°,

En contraste, la miltefosina usada por via oral en el
tratamiento de la leishmaniasis visceral humana tiene alta
eficacia y bajos efectos colaterales, incluso en infeccio-
nes causadas por cepas de L. donovani resistentes a los
antimoniales. Este hallazgo ha sido considerado como
uno de los mas importantes avances en la quimioterapia
antiparasitaria en las ultimas décadas'2°-'24, E| compuesto
ha sido registrado (Impavido®) para el tratamiento etiol6-
gico de esta dolencia en India y Alemania, asi como de
la leishmaniasis cutanea en Colombia’2%121,

El mecanismo de accién de estos compuestos es
complejo, pero estudios en T. cruziindican que un meca-
nismo primario es la inhibicion selectiva de la sintesis de
fosfatidil-colina (PC), que en estos organismos ocurre por
una via metabdlica (N-metilacion de la fosfatidil-etanola-
mina o ruta de Brenmer-Greenberg) diferente a la usada
en mamiferos, donde el precursor es CDP-colina (ruta de
Kennedy)'25127. Mas recientemente, el mismo mecanismo
ha sido confirmado contra Leishmania donovani'?®. Ulte-
riores estudios han demostrado que estos compuestos
inducen apoptosis en los parasitos'?®'3°, probablemente
secundaria a la inhibicion de la sintesis de la PC y esfin-
gomielina''®127, Adicionalmente, se ha demostrado que la
inhibicidn de la sintesis de PC inducida en estos parasitos

por los analogos de fosfolipidos esta acompanada por una
marcada alteracion en la sintesis de esteroles’?5126.128 y que
su combinacion con IBE tiene efectos sinérgicos sobre las
formas proliferativas de T.cruz'?5126,

Sin embargo, aunque la actividad anti-Leishmania
de la miltefosina es muy potente y selectiva in vivo, el
compuesto es menos eficaz en modelos murinos de
enfermedad de Chagas, probablemente por inadecua-
das propiedades farmacocinéticas''®'2%. En base a esas
consideraciones, el desarrollo clinico de analogos de mil-
tefosina para el tratamiento de la enfermedad de Chagas
solo puede esperarse a medio plazo (5-10 afios).

Conclusiones

En los ultimos 25 afos se ha avanzado de forma
importante en nuestro conocimiento de la bioquimica
y biologia celular del T.cruziy organismos relacionados
como el Trypanosoma brucei y varios miembros del
genero Leishmania, incluyendo el secuenciamiento del
genoma completo de esos organismos’3'-%4, Estos logros
son producto principalmente del esfuerzo del sector aca-
démico, con financiamiento publico. En principio pues,
todos los posibles blancos quimioterapéuticos en estos
parasitos son ahora accesibles, pero en el caso del T.cruzi
la situacion es aun mas avanzada pues se han validado
varios blancos quimicamente, genéticamente o de ambas
formas, siendo los mejor caracterizados la biosintesis de
ergosterol, cruzipaina, el metabolismo de pirofosfato y el
del tripanotion.
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Aun asi, las Unicas drogas disponibles actualmente
para los pacientes de enfermedad de Chagas siguen
siendo las mismas disponibles desde los afos 60 y 70
del siglo pasado, con sus bien conocidas limitaciones.
La razdén de este lento desarrollo de los conocimientos
basicos hacia productos farmacéuticos usables reside
fundamentalmente en la falta de estimulos econdmicos
para la industria farmacéutica dentro del modelo preva-
lente de desarrollo de drogas con fines de lucro y de la
ausencia, hasta fecha reciente, de modelos alternativos
para ese fin. El costo estimado actual para el desarrollo
de una droga que alcance el mercado de los paises
desarrollados es del orden de 800 millones de $ EUA'
y refleja el elevado numero de fracasos en el desarrollo
de compuestos candidatos a drogas (particularmente
en las pruebas clinicas), los elevados costos inherentes
a los sistemas de salud de los paises industrializados y
el continuo declive de la productividad de esta industria,
que ha bajado por mas de un orden de magnitud en el
ultimo cuarto de siglo'®.

Para las enfermedades tropicales, que afligen a pobla-
ciones humanas con muy bajos recursos econdémicos, los
resultados de este modelo han sido catastréficos: apenas
el 1% de los farmacos registrados en ese mismo periodo
fueron para el tratamiento de dolencias principalmente
prevalentes en zonas tropicales™'%° y el 90% de la inver-
sidn en investigacion y desarrollo en la industria se destina
a productos farmacéuticos y cosmeéticos demandados por
el 10% de la poblacién mundial con recursos adecuados o
abundantes, lo que es obviamente un fracaso, tanto de la
economia de mercado como de las politicas publicas en los
paises endémicos’37-139,

Sin embargo, el costo del desarrollo de medica-
mentos en paises en vias de desarrollo no tiene que
ser tan elevado como en los paises desarrollados y
en reconocimiento de este hecho han surgido en afos
recientes varias iniciativas para el desarrollo de dogas
sin fines de lucro, que reunen los esfuerzos del sector
publico y el privado y entre las que se encuentran la
Drug for Neglected Diseases initiative (DNDi, www.dndi.
org), Medicines for Malaria Venture (MMV, www.mmuv.
org) y el Institute for One World Health (IOWH, www.
oneworldheath.org), junto al programa de Investigacion
y Docencia en Enfermedades Tropicales (TDR) de la Or-
ganizacion Mundial de la Salud. Estas iniciativas estan
desarrollando nuevos modelos para el desarrollo de
medicamentos que se apoyan en el sector académico
internacional, en alianzas estratégicas con el sector in-
dustrial publico y privado y en los servicios de salud de
los paises endémicos, donde los costos de investigacion
y servicios son mucho mas bajos'?2140, Tales iniciativas
constituyen actualmente la opcidén mas realista para
atacar las enormes necesidades de medicamentos en
los paises en desarrollo.
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