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RESUMEN

La Tripanosomiasis Americana es una enfermedad de importancia clinica y veterinaria
también Ilamada enfermedad de Chagas. Se encuentra dentro de las enfermedades
consideradas como desatendidas por la Organizacién Mundial de la Salud, debido a los
escasos avances en el desarrollo de farmacos. Actualmente, solo existen el benznidazol y
el nifurtimox usado para el tratamiento en humanos. Estos farmacos, tienen efectos
severos Yy limitados por lo que, se han considerado diferentes blancos farmacol6gicos para
la busqueda de nuevos inhibidores, entre ellos se ha considerado la enzima a-anhidrasa
carbonica, debido a que cataliza una reaccion considerada como vital en el parasito. Las
sulfonamidas son la clase principal de inhibidores de anhidrasa carbonica por su capacidad
de coordinar el ion metalico (Zn*) ubicado en el sitio activo de la enzima, lo que perjudica

la reaccion de hidratacion del CO; a bicarbonato.

En este proyecto, se propuso el uso de herramientas bioinforméticas para el disefio de
modelos proteicos, asi como el cribado virtual y acoplamiento molecular de compuestos
derivados de sulfonamidas, los cuales fueron evaluados en un modelo in vitro contra
epimastigotes de las cepas mexicanas Al y NINOA, y la citotoxicidad de los compuestos
seleccionados en macrofagos de raton J774.2, como una potencial opcion para el

tratamiento de la tripanosomiasis en animales.



1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis Americana) es una enfermedad zoonotica
causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Se estimada como una de las
parasitosis mas graves en el Territorio de las Américas y debido al escaso y limitado
tratamiento, esta en la lista de las 14 enfermedades rezagadas o desatendidas segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Ademas del hospedero y el vector (insecto
triatoma), este parasito se ha encontrado en méas de 100 especies de reservorios mamiferos,
principalmente en animales con cercania y participacion en el ciclo doméstico y peri-
doméstico como lo son: el perro, el gato, las aves de corral, entre otros. Los farmacos
usados en humanos son el benznidazol y nifurtimox (1966-1970), sin embargo, hasta
ahora no hay medicamentos aprobados en la medicina veterinaria. Se han documentado
los diversos inconvenientes de estos farmacos en cuanto a costo, eficacia limitada y
toxicidad, lo que ha trazado la exploracion de alternativas terapéuticas. A lo largo del
tiempo se han estudiado una gama de blancos terapéuticos para la basqueda de nuevos
farmacos tripanocidas, entre ellas se encuentran la via del ergosterol, la triosa fosfato
isomerasa, la trans-sialidasa, la cruzaina, la dihidrofolato reductasa-timidilato sintetasa,
la tripanotion reductasa y recientemente la anhidrasa carbodnica. Las anhidrasas
carbdnicas (ACs) son metaloenzimas presentes en todos los organismos vivos y son las
encargadas de catalizar una sencilla pero primordial reaccion CO; + H;0 <> H2CO3 «»
HCOz  + H*. En T. cruzi, se ha caracterizado recientemente una isoforma Unica
perteneciente a la familia a con parametros cinéticos de actividad catalitica similar (kcat de
1.21 x10° (s1), Km de 8.1 x 103 (M), Keat/Km de 1.49 x 108 (M! x -s1)) a la mas importante
isoforma Il humana, debido a esto, se ha considerado que esta enzima juega un papel
crucial en el ciclo del parasito. Por otra parte, las sulfonamidas por su parte han sido
ampliamente estudiadas por su interaccion en el sitio activo de la enzima, por lo que, han
sido usadas en la clinica como inhibidoras de ACs de humanos. En este trabajo se propuso
la busqueda de nuevos compuestos con potencial inhibitorio selectivo sobre la a-ACTc a

través de la propuesta de un modelo proteico, un cribado virtual basado en acoplamiento



molecular y la evaluacion en un modelo in vitro, con la finalidad de encontrar candidatos

con potencial actividad tripanocida.

2. ANTECEDENTES

2.1 La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana

La enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis Americana) fue nombrada en honor al médico
e investigador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas de origen brasilefio, quien identifico en
1909 al parasito haciendo una descripcion preliminar de algunos sintomas de esta
enfermedad. Inicialmente, este parasito fue nombrado como Schizotrypanum cruzi sin
embargo, después se reconocié como Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (Rojo-Medina et al.,
2018) en honor al bacteriélogo y médico Oswaldo Cruz (Pefia-Callejas et al., 2022).
Chagas y su grupo de colaboradores lograron aislar este parasito del intestino medio de
insectos hematdfagos (chinches), que picaban frecuentemente a la gente, logré
posteriormente infectar a algunos animales de laboratorio detectando los tripanosomas

dias después de ser picados (Pefia-Callejas et al., 2022).

La enfermedad de Chagas ha sido considerada como zoon6tica, debido a que es trasmitida
tanto a animales como a personas principalmente por un insecto vector (Centers for
Disease Control and Prevention, 2022). En el continente Americano se ha encontrado en
al menos 100 especies de reservorios mamiferos domésticos y de vida silvestre (The
Center of Food Security and Public Health, 2009). Principalmente animales como el gato
(Felis silvestris catus) y el perro (Canis lupus familiaris) son considerados como un factor
en la infeccién en humanos por su relacion cercana en el ciclo doméstico y peri doméstico
(Enriquez et al., 2013). La via de infeccion mas comun es a través del contacto directo
con las heces del vector en la zona de picadura, sin embargo, existen otras vias de
infeccion como; la congénita (madre a hijo), transfusiones sanguineas (Rojo-Medina et
al., 2018), agua o alimento contaminado (Toso et al., 2011), accidentes de laboratorio,

trasplante de 6rganos (Rojo-Medina et al., 2018) y via sexual (Gomes et al., 2019).



2.2 Epidemiologia

De acuerdo con la OMS, esta enfermedad es endémica en 21 paises de las Américas
(Figura 1) con 30,000 casos nuevos por afio a nivel mundial, en promedio hay 14,000

muertes y 8,000 recien nacidos son afectados en la gestacion (WHO, 2021).

Country Dengue Chiku.. Zika Malaria [${ETt

M Leish.. Yellow.. Oncho.. Plague Lymp.. Schist..
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Nicaragua
Mexico
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Guatemala
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Ecuador
Costa Rica
Colombia

Chile

Brazil

Number of VBD presence
=]
'
i " i :
© 2023 Mapbox © OpenStreetMap Argentina

i Bolivia
. ondiseases

names.. Belize

.........Q..Q.....Q..E

Figura 1. Distribucion geogréfica de la enfermedad de Chagas en los 21 paises de las américas, ordenada

por frecuencia y prevalencia (Paho, 2023).

Aunque la enfermedad es endémica de América Latina, se ha encontrado en regiones no
endémicas como son: Norte América, Europa (Alemania, Austria, Suecia, Bélgica,
Francia, Holanda, Italia, Portugal, Reino Unido, y Espafia), Japon y Australia, debido a
la migracion internacional, transfusion de sangre, infeccion congénita, trasplante de

organos o bien por la transmision oral a través de la comida (Mansoldo et al., 2020).

Se estima que en México aproximadamente 1.1 millones de personas estan infectadas. En
2017, los Estados con el nimero mayor nimero de casos fueron; Veracruz, Yucatan,
Oaxaca, Morelos, Chiapas, Jalisco y Estado de México con 17.8, 10.3, 10.5, 9.2, 8.1,5.9
y 5.2 % respectivamente, siendo la tasa anual por cada 100,000 habitantes de 0.7 (Rojo-

4



Medina et al., 2018; Secretaria de Salud, 2023). En 2018, la tasa de incidencia estuvo
encabezada por los estados de Yucatan, Quintana Roo y Nayarit con 0.8, 0.8 'y 0.7 %

respectivamente (Rojo-Medina et al., 2018).

La infeccion es transmitida principalmente por triatominos del género Reduviidae, orden
Hemiptera y subfamilia Triatominae. En 2015, el Sistema Nacional de Salud identifico 8
géneros y 31 especies de triatomas en México destacando Triatoma longipenmis,
Triatoma pallidipennis y Triatoma dimidiata en un 34, 23 y 29% respectivamente. En este
estudio se pudo concluir que en dos terceras partes de nuestro pais se encuentran las
condiciones Optimas para la transmision vectorial (Rojo-Medina et al., 2018).

Este dato es alarmante debido a que estos insectos se alimentan tanto de sangre de personas
como de reservorios domesticos (perros, gatos y aves de corral), lo que indica que se
reproducen prolificamente mientras cohabitan cerca de los seres humanos, algunos
reportes indican que el perro puede estar involucrado activamente en la transmision del

ciclo doméstico y peri doméstico (Barr, 2009).

Durante el periodo del 2006 al 2017 se llevaron a cabo estudios en perros en diferentes
estados de la republica, en el estado de México se encontré una seroprevalencia del 17.5%
(Estrada-Franco et al., 2006), Yucatan de 9.8 a 34% (Jimenez-Coello et al., 2008), Chiapas
de 4.5 — 42.8% (Jimenez-coello et al., 2010), Campeche 7.6%, Jalisco 8.1% (L6pez et al.,
2014) y Sonora 4.4% (Arce-Fonseca et al., 2017). Es importante destacar que tanto
Yucatdn como Chiapas, son estados considerados con el mayor nimero de casos en
humanos, por lo que la presencia de este agente patdégeno en la poblacion de perros
callejeros y domésticos demuestra que es un reservorio importante y una fuente potencial

de la infeccién.
2.3 Manifestaciones clinicas
2.3.1 Tripanosomiasis americana

En los seres humanos la enfermedad puede presentar tres fases (aguda, latente o
indeterminada y crénica), aunque no necesariamente en cada caso se presentan todas
(Singh et al., 2019; Rodrigues et al., 2014; Guarner, 2019).



La fase aguda es sintomatica y su duracion puede ser de dos a ocho semanas (Rojo-
Medinaet al., 2018), el paciente puede presentar; fiebre, inflamacion de ganglios linfaticos
e higado, malestar general, e incluso una erupcion cutanea en el portal de entrada, si este
fue cerca del parpado se llama signo de Romafa. Los sintomas de infeccion por via oral
se caracterizan por manifestaciones méas graves que la vectorial presentando sintomas
como: fiebre prolongada, miocarditis aguda acompafiada de insuficiencia cardiaca y

meningoencefalitis en algunos casos (Filigheddu et al., 2017).

En la fase latente o indeterminada, el paciente puede pasar por afios o décadas
asintomatico, sin embargo, hay evidencia seroldgica de la infeccion por T. cruzi. Los
pacientes en esta fase son un riesgo significativo para la transmision tanto transfusional

como vectorial (Rojo-Medina et al., 2018).

La fase cronica, se presenta después de 10 hasta 30 afios aproximadamente y se considera
que solo el 10% de los individuos contagiados llegan a esta fase. De esta proporcion mas
del 90% desarrollaran enfermedades cardiacas (arritmias, cardiomegalia, aneurismas
apicales, insuficiencia cardiaca, trombosis y muerte) y solo el 5% desarrolla
complicaciones gastrointestinales (megaesofago o megacolon con complicaciones como

obstruccion, ruptura, peritonitis y muerte).
2.3.2 Trypanosomiasis canina

Al igual que en los seres humanos, en la Tripanosomiasis canina se pueden presentar las

tres etapas antes mencionadas.

Se ha reportado que el periodo de incubacion en la fase aguda puede ser de 5 a 42 dias,
la signologia reportada incluye; fiebre, anorexia, hepatomegalia, esplenomegalia,
linfadenopatia, diarrea y por consiguiente ascitis o pérdida de peso. En los casos mas
graves, en esta etapa se produce disfuncién cardiaca, miocarditis aguda, arritmias y muerte
repentina (The Center of Food Security and Public Health, 2009).

Los animales que logran superar esta fase entran a la fase latente o indeterminada, donde
no hay sintomas aparentes y es dificil encontrar los parasitos. En animales experimentales,

esta etapa se ha reportado en un periodo de 27 dias, sin embargo, se cree que en infecciones
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naturales esta fase puede durar afios (The Center of Food Security and Public Health,
2009).

Por su parte, durante la fase crénica el signo mas frecuente es la insuficiencia cardiaca
(principalmente del ventriculo derecho). En esta fase puede surgir la muerte subita, debido
a las complicaciones que conllevan la miocarditis cronica, dilatacion cardiaca y arritmias
(The Center of Food Security and Public Health, 2009).

2.4 Tratamiento actual
2.4.1 Quimioterapia en humanos

La gama quimioterapéutica es bastante limitada, los nitroazoles: N-benzil-2-nitroimidazol
acetamida (beznidazol) y 3-metil-4-[5 9-nitrofurfurildeneamina] (nifurtimox) son los
farmacos comercializados y usados desde hace ya varias décadas (1971 y 1977
respectivamente) (Glzel-Akdemir et al., 2013). Sin embargo, estos farmacos tienen
efectos limitados y adversos que llevan a que la mayoria de los pacientes abandonen el
tratamiento, ademas, de que en los Gltimos afios se ha detectado desarrollo de resistencia
en el parasito (Campos et al., 2014; Wilkinson et al., 2008; Mejia et al., 2012) (Figura 2).
Principalmente, nifurtimox es el que presenta una alta toxicidad y efectos adversos, razén
por la cual ha sido descontinuado en paises de Sur y Centro América (Mansoldo et al.,
2020).
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Figura 2. Estructuras quimicas de los farmacos aprobados para el tratamiento de la tripanosomiasis.



Nifurtimox (Nfx) es manufacturado por Lampit® y esta disponible en tabletas de 120 mg,
prescrito en dosis de 8 a 10 mg/kg/dia en un periodo de 90 a 120 dias. Beznidazol (Bzn)
por su parte, es manufacturado por Rochagan® (Brazil) o Radanil® (Argentina), en
presentacion de tabletas de 100 mg y prescrito en dosis usuales de 5 a 7 mg/kg/dia en
periodos de 30 a 60 dias.

Ambos agentes antiparasitarios tienen un radio de curacion del 80% aproximadamente en
la fase aguda, desafortunadamente han sido considerados menos efectivos en la fase
cronica (Vermelho et al., 2020). A pesar de este infortunio, el mayor de los problemas
como ya se ha mencionado son los efectos adversos que estos farmacos tienen en el
paciente.

En pacientes tratados con Nfx, se han presentado serios de desdrdenes digestivos, mientras
que los pacientes tratados con Bzn, presentan polineuritis, dermatitis con erupciones
cuténeas, mialgias, polineuropatia e incluso trastornos de la medula ésea. A pesar de esto,
Bzn es considerado como la primera eleccion de tratamiento por ser el mas tolerado
(Salomon, 2012). Entre los sectores mas afectados esta la poblacién infantil, debido a que
estos dos farmacos estan disponibles solamente en presentacion en tabletas, lo que ha
llevado a que se dosifique el tratamiento en fracciones de solidos equivalentes al peso y
tamano del infante, lo que puede aumentar ain mas los efectos indeseables debido a una

dosificacion erronea e imprecisa (Vermelho et al., 2020).

2.4.2 Quimioterapia en perros

En la medicina veterinaria no existe un farmaco aprobado para el tratamiento de la
Tripanosomiasis en animales, sin embargo, los perros han sido considerados como un
modelo experimental para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas desde 1909,
cuando por primera vez se realizaron estudios de infecciones experimentales. Esto es,
debido al conocimiento avanzado y similitud de la morfologia cardiaca canina, asi como
la similitud de la fisiologia del sistema de conduccion cardiaca con la de los seres
humanos. Gracias a esto, los estudios electrocardiograficos y ecocardiograficos pueden

ser evaluados y comparados con casos clinicos humanos. Otra de las ventajas, es la vida
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relativamente larga del animal (11 a 16 afos), por lo que es posible monitorear
detalladamente las fases de la enfermedad (de Lana & Giunchetti, 2020).

Las investigaciones experimentales de tratamiento en perros inicio en la década de los
80’s, cuando por primera vez se utilizé un esquema de quimioterapia basado en Nfx (60
mg/Kg/24h) en un periodo de 5 a 10 dias en combinacion con dexametasona y
betametasona en perros contagiados con la cepa 12SF o colombiana. La descripcion de
los resultados fue bastante global, no distinguiendo entre el tratamiento utilizado en cada
grupo de perros, sin embargo, los autores mencionan una reduccion del parasitismo
(parecido a la fase indeterminada presentada en humanos), una completa eliminacién de
la inflamacion y cambios positivos en el electrocardiograma (Andrade & Andrade, 1980;
de Lana & Giunchetti, 2020).

Después de este primer estudio, pasaron un poco mas de dos décadas sin avances en el
tema, hasta que en el 2002 da Matta Guedes y cols., realizaron estudios con perros con
enfermedad en la fase aguda y crénica, contagiados con las cepas colombianas Y/Be-78
con dosis de Bzn de 7mg/Kg/12 h por 45 dias. Los autores destacaron que la tasa de
curacion y el comportamiento en todas las pruebas posteriores al tratamiento, fueron
similares a los obtenidos en los humanos principalmente en la reduccion parasitaria en la
fase aguda (da Matta Guedes et al., 2002). Después del 2012 se realizaron otros estudios
con Bzn (Santos et al., 2012; Caldas et al., 2013; Daliry et al., 2014; Santos et al., 2016;
Caldas et al., 2019; Carvalho et al., 2019; Cunha, Torchelsen, et al., 2019) e incluso en
combinacidn con otros farmacos como el Itraconazol (Cunha, da Silva Torchelsen, et al.,
2019; Zao et al., 2019). En estas investigaciones, la curacion clinica no se demostrd
eficazmente debido a la ausencia de un biomarcador seguro y confiable, sin embargo, en
algunos estudios se utilizaron electrocardiografia y ecodopplercardiografia en las
evaluaciones posteriores gque, aungque en estos se demostro cierta mejoria clinica, no hay

datos suficientes para demostrar la curacion clinica (de Lana & Giunchetti, 2020).

Uno de los estudios mas completos fue el realizado por Santos y cols., en el 2016, donde
utilizaron dos grupos de estudio infectados con T. cruzi en la etapa crénica de la
enfermedad. Uno fue tratado con Bzn durante 60 dias, mientras que el otro no recibio

tratamiento. La carga parasitaria se monitored mediante PCR (sangre), PCR tiempo real
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(tejido cardiaco) en cultivos antes y después del tratamiento, asi como a través de analisis
histopatologicos para evaluar la inflamacion y la fibrosis. Los resultaros mostraron que el
tratamiento redujo la carga parasitaria en la sangre y tejido cardiaco, asi como la
inflamacion y fibrosis en el musculo cardiaco, sin embargo, con el tiempo hubo un
aumento progresivo en la carga parasitaria e incluso se mostraron lesiones miocérdicas y

disfuncion diastolica a largo plazo (Santos et al., 2016).

2.5 Agente etioldgico
2.5.1 Taxonomia y morfologia

T. cruzi es un protozoario flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida, suborden
Trypanosomatina y familia Trypanosomatidae (Secretaria de Salud. Manual Enfermedad
de Chagas., 2019). Se caracteriza por una sola mitocondria donde se encuentra su genoma

en una compleja y compacta region (cinetoplasto) (Ruiz Aguilar, 2013).
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Figura 3. Representacién esquematica de la morfologia y organelos de los estadios amastigote (A),
epimastigote (B) y tripomastigote (C). Modificado de Teixeira et al., 2012.

A. Amastigote. En este estadio, el parasito se multiplica por fision binaria y se
localiza en los tejidos del huésped. Una de las caracteristicas especiales es que

carece del tipico flagelo exterior (epimastigote) y del flagelo ondulante
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(tripomastigote), su morfologia es redonda con un diametro de 2 a 6.5 pm y cerca
del ndcleo se encuentra el cinetoplasto.

B. Epimastigote. La morfologia es alargada a diferencia del amastigote y presenta
un flagelo semi ondulante, su didmetro esta entre 20 a 40 um y en posicion anterior
al ndcleo se encuentra su cinetoplasto. La forma de replicacion es por fision binaria
y se puede encontrar en el intestino medio del triatomino (vector).

C. Tripomastigote. Son de localizacion extracelular, poseen un flagelo con una
membrana ondulante y se aislan en los hospederos triatominos (invertebrados), asi
como en los animales y humanos (vertebrados). Se le llama tripomastigote
metaciclicos cuando se ubican en el recto y heces del vector, mide 17 pm
aproximadamente, tiene un nacleo grande y el cinetoplasto se ubica en la posicion
terminal posterior. Por otro lado, se le llama tripomastigote sanguineo cuando se
encuentra en fluidos y sangre de los huéspedes vertebrados, su caracteristica
principal es un flagelo largo que puede ampliar su longitud a 20 pm. El nucleo y
cinetoplasto se ubican en la misma posicion que en el metaciclico (Pefia-Callejas
et al., 2022; Teixeira et al., 2012; Secretaria de Salud. Manual Enfermedad de
Chagas., 2019).

2.5.2 Ciclo Biologico

El ciclo biol6gico de este paréasito involucra un insecto vector y huéspedes mamiferos
(perro, gato, entre otros), incluyendo el ser humano (Figura 4). Este ciclo inicia cuando
el insecto vector (macho o hembra) pica al hospedero mamifero e ingiere los
tripomastigotes sanguineos (1) dentro del insecto vector (2), estos se transforman en
epimastigotes y algunos esferomastigotes (3) y pasan al tramo medio del intestino del
insecto donde se multiplican (4) y se transforman en tripomastigotes metaciclicos (5).
Cuando el vector pica y se alimenta del huésped defeca en el sitio, dando entrada (6) a la
forma de tripomastigote metaciclico al huésped (7). Estos, infectan a macréfagos que son
la primera linea de defensa del huésped (8) donde se convierte en amastigote (9 y 10) los
cuales inician con la replicacion en el citoplasma (11) y a su vez inician la transformacién
a tripomastigotes (12), los cuales posteriormente son liberados a circulacion sanguinea

(Pefia-Callejas et al., 2022; Teixeira et al., 2012).
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Figura 4. Ciclo de vida de T. cruzi y los principales huéspedes en el ciclo doméstico y peri doméstico
(Teixeira et al., 2012).

2.6 Blancos farmacologicos emergentes

Un amplio rango de blancos terapéuticos han sido estudiados para el desarrollo de nuevos
farmacos contra T. cruzi (Adasme et al., 2020). Dentro de ellos se pueden mencionar
enzimas de la ruta del ergosterol, la triosa fosfato isomerasa (Vazquez-Jiménez et al.,
2021;Vazquez-Jiménez et al., 2022), trans-sialidasa (Lara-Ramirez et al., 2017;'Vazquez-

Jiménez et al., 2020), cruzaina (Palos et al., 2017; Herrera-Mayorga et al., 2019),
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dihidrofolato reductasa-timidilato sintetasa (Juarez-Saldivar et al., 2020), Tripanotion
reductasa (Vazquez et al., 2017) y recientemente la anhidrasa carbdnica (Mansoldo et
al., 2020).

2.6.1 Anhidrasas carbonicas

Las anhidrasas carbonicas (ACs) son metaloenzimas presentes en todos los organismos
vivos (Pan, Vermelho, Scozzafava, et al.,, 2013?% 'Reungprapavut et al., 2004). Se
descubrieron en 1920, cuando se establecieron un par de teorias referentes al transporte
del CO; en la sangre (Ozensoy Guler et al., 2016). La teoria mas comun afirmaba que el
CO; era transportado a los pulmones en forma de HCOs3" éste, a su vez era convertido a
acido carbdnico por proteinas en la sangre que deshidrataban para liberar CO2. Se propuso
que el radio de produccion de CO> era incrementado por un catalizador (aislado en 1932)
presente en los globulos rojos, el cual se determiné que era distinto a la hemoglobina y se
le dio el nombre de anhidrasa carbonica (AC), enzima responsable de catalizar la
hidratacién reversible de CO, para producir HCOs y un proton (Capasso & Supuran,
2015;Lomelino et al., 2018).

Desde el descubrimiento de las ACs en mamiferos a la fecha, se han identificado 8 familias
de metaloenzimas genéticamente Unicas y muy diferentes en su estado de oligomerizacién
(Figura5).
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Figura 5. Clasificacion de las diferentes familias de anhidrasas carbdnicas, los organismos donde estan
presentes, asi como el cofactor metalico (Lomelino et al., 2018).

En la actualidad existen méas de 900 estructuras de ACs en el Protein Data Bank (PDB)
(Protein Data Bank, 2022).

La forma activa de la enzima inicia con el hidréxido unido al cofactor, al sufrir un ataque
nucleofilico de una molécula de CO; unido a un bolso hidrofébico, permitiendo la
formacion de HCOs coordinado por el Zn?*. El HCOj3 es posteriormente desplazado por
moléculas de agua y liberado en la solucién, permitiendo la forma &cida de la enzima con
una molécula de H2O coordinada por el cofactor, quedando en forma cataliticamente
inactiva (Krungkrai & Supuran, 2008) (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo catalitico propuesto para la a-AC (Supuran, 2010).

2.6.2 Anhidrasa carbénica de T. cruzi

La primera investigacion sobre la anhidrasa carbonica de T. cruzi (ACTc) fue hecha por
el equipo de trabajo de Pan et al., 2013, donde analizaron el genoma de T. cruzi y de esta
manera se dieron cuenta que solo se codifica una AC perteneciente a la familia de las a-
anhidrasa carbénica (a-ACs) (Figura 6). Una parte truncada de esta enzima fue clonada
en un sistema de expresion de baculovirus Bac-to-Bac permitiendo asi, que fuera
purificada para posteriores analisis. En el analisis de la secuencia, se encontrd que la triada
catalitica encargada de coordinar al Zn(l1) estaba compuesta por tres residuos de His (94,
96 y 119 de acuerdo con el sistema de enumeracion para la isoforma | humana). Ademas,
también se pudo establecer la presencia de otros dos aminoacidos importantes para la
catalisis en la familia de las a-ACs, los residuos porteros Glu106 y Thr199, responsables
de orientar el substrato a la catélisis. Sorprendentemente, His64 uno de los residuos
conservados en las ACs pertenecientes a esta familia no se encontro, siendo reemplazado
por un residuo de Asn (Pan, Vermelho, Capaci Rodrigues, et al., 2013). Los parametros
cinéticos de actividad catalitica (Kcat de 1.21 X 10° s, K de 8.1 x 102 M y un Keat/Km de
1.49 x 102 M x s1) (Pan, Vermelho, Scozzafava, et al., 2013a;Nocentini et al.,

2018;'Supuran, 2016b), resultaron ser altamente similares a los de la isoforma Il humana,
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una de las mejores catalistas conocidas en la naturaleza. Debido a esto, se hipotetiza que
la enzima juega un rol decisivo en el ciclo de vida de este parésito (Pan, Vermelho, Capaci
Rodrigues, et al., 2013;'Supuran, 2016d).

2.6.3 Inhibidores de la anhidrasa carbénica de T. cruzi

Hasta el afio 2013, la presencia y drogabilidad de las ACs solo habia sido investigado en
Plasmodium spp. La a-AC perteneciente a T. cruzi (ACTc) presentd una alta actividad
catalitica y se estim6 que es sensible a la inhibicion por sulfonamidas
aromaticas/heterociclicas, N-sulfonamidas, sulfamatos, hidroxamatos (Winum &
Supuran, 2015), aniones, ditiocarbamatos, benzoxaboroles y tioles (Supuran, 2016b), las
dos ultimas familias de inhibidores demostraron actividad tripanocida inhibiendo in vivo
las tres fases de ciclo de vida del patégeno. Los aniones inorgénicos y otras pequefias
moléculas también han sido reportados como inhibidores de la ACTc (Nocentini et al.,
2018).

En la Tabla 1 y 2 se hace una recopilacion de los compuestos y farmacos FDA con
potencial inhibitorio, explorados en la ultima década donde se puede apreciar que los

compuestos lideres desde la caracterizacion de la isoforma son las sulfonamidas.
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Tabla 1. Lista de los compuestos lideres inhibidores de la a-ACTc reportados en la literatura
en el periodo del 2013 - 2023.

Grupo Compuestos / Datos reportados

(!

: 0 N-N

’ /: N 1 H

Y SO,NH, o s7 TSO:NH;
ACTc Ki(nM) = 88.5
ACTc Ki(nM) (Pan, Vermelho, Capaci Rodrigues, et al.,
X, Y, n 2013)

a=(4-Cl,F,0)=1.2
b=(2-Br,F,0)=1.6
(Guzel-Akdemir et al., 2013)

o SO,NH,
T
L SO,NH N
E A S
S KH/NH
g
£ OH e o
% ACTc Ki (nM)
@ ACTc Ki(uM) =0.08
g R=6-CH3=6.6
E (Alafeefy et al., 2015)
L SO,NH,
(m)
OH HN
0=S=00
ACTc Ki(uM) =0.16 H_\‘J\)J\O/
SO,NH, \©
ACTc K (nM) = 261.4
0N OH oH Docking score: -9.13 kcal/mol
(Llanos et al., 2020)
ACTc Ki(uM) =0.11
(Nocentini et al., 2016)
S o
LY
/\N)J\S_ 0‘? |
&

g N
2 Nat O
é ACTc Ki(uM) =5.0

ACTc Ki(nM) = 348.1
(Llanos et al., 2020)

(Pan, Vermelho, Scozzafava, et al., 2013b)
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Tidiazoles

H

=N
RQ)\ Hl\\:go S
~ ™
N-N
ACTc K (nM)
a),R=H,=21.2

b), R=4-Cl,=64.3
(Pan, Vermelho, Capaci Rodrigues, et al., 2013)

Acido Hidroxamico

R = 4-phenylmethoxy
ACTc K; (nM) = 39.8
I1Cs0 (in vivo) = 7.0 uM
SI=6.7
(Rodrigues et al., 2014)

Benzoxaboroles

H;CO S
H OH
il
H 0

ACTc K; (UM) = 12.6
(Nocentini et al., 2018)

Fenoles

HOOC™ X OH HOOC OH

ACTc K (uM) =1.8 ACTc K; (uM) =24

OH /\/©/OH
©: HOOC™ X

COOH
ACTc K; (UM) = 4.5 ACTc Ki (UM) = 4.8

(Bonardi et al., 2022)
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Tabla 2. Lista de los compuestos FDA reportados en la literatura como inhibidores de la a-

ACTc.
Grupo Farmacos FDA / Datos reportados
o NN o NN
N
)J\INI/“\S%SOZNHZ )J\NJ\S%SOZNHZ
ACTc Ki (nM) ACTE Ki (nM)

Acetazolamida (AAZ) =61.6

Metazolamida (MZA) = 74.9

(0}
~_0 s 0 S g
\©E N/>—502NH2 owsozwﬂz
ACTc K (nM) NH
Etoxolamida (EZA) = 88.2 r
ACTc K (nM)

\ 7/

_S
\0/\/\N S
| ) —SO.NH,

NH

[

ACTc Ki (nM)
Brinzolamida (BRZ) = 87.3

pH Oﬂg
0=
7< 0-~50,NH,
00
H
ACTc K (nM)
Topiramato (TPM) = 85.5
(Pan, Vermelho, Capaci
Rodrigues, et al., 2013)

Derivados Sulfonamidas

Dorzolamida (DZA) = 92.9

0 H N-N
u 1\
O3

ACTc Ki (nM)
Benzolamida BZA =93.6

(Pan, Vermelho, Capaci Rodrigues, et al., 2013)

2.6.4 Derivados de sulfonamidas como potenciales inhibidores

Las sulfonamidas son el grupo mas importante de inhibidores de ACs en humanos, existen

al menos 20 farmacos aprobados en el area clinica utilizados como diuréticos, agentes
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anti-glaucoma, antiepilépticos, etc. El mecanismo de accion de estos compuestos radica
en que el grupo sulfonamida se une a esta enzima justo en el sitio activo en su forma
desprotonada cargada negativamente, con el NH™ remplazando a la molécula H2O y
coordinando al ion metélico con una geometria tetraédrica. EI NH™ ademas participa en
enlazar al &tomo de hidrégeno de T199, que a su vez participa también en otro enlace de

hidrégeno con el carboxilato de E106 (Supuran, 2016a).
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Figura 7. Mecanismo de accion de los derivados de sulfonamidas (Supuran, 2016a).

Considerando las caracteristicas antes mencionadas, en este proyecto se realizo el cribado
virtual de derivados de sulfonamidas y el acoplamiento molecular en la busqueda de

potenciales inhibidores de dos cepas mexicanas (NINOA y Al) de T. cruzi.
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que se han hecho algunos esfuerzos por desarrollar nuevos tratamientos para
las infecciones por T. cruzi, en la actualidad no se ha podido concretar un nuevo farmaco
efectivo y seguro, lo que ha llevado a seguir recurriendo a los antiguos farmacos y los

efectos indeseables que estos conllevan.

La enzima a-ACTc esta asociada a factores y mecanismos vitales del parasito, por lo que
ha sido recientemente caracterizada y emerge como un nuevo blanco farmacoldgico

prometedor para el desarrollo de un farmaco efectivo contra T. cruzi.

Las sulfonamidas han sido ampliamente reportadas como el principal grupo de inhibidores
de ACs, capaces de interactuar con el ion zinc mediante el &tomo de nitrogeno, debido a
esto, en este trabajo se propone el cribado virtual y acoplamiento molecular de compuestos
derivados de sulfonamidas con potenciales efectos inhibitorios sobre la ACTc, y su accion

tripanocida en un modelo in vitro de T. cruzi.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos obtenidos por cribado virtual y acoplamiento molecular sobre la enzima
a-ACTc, mostrardn actividad tripanocida superior al compuesto control, produciendo un
bajo efecto citotdxico en macrofagos.

5. OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

5.1 Objetivo general

Obtener compuestos nuevos como inhibidores potenciales de la enzima o-anhidrasa

carbdnica de T. cruzi (a-ACTc).
5.1.1 Objetivos especificos

1. Construir y analizar la estructura tridimensional de la enzima o-ACTc

mediante modelado por homologia.

2. Obtener inhibidores potenciales de a-ACTc a través de cribado virtual basado

en ligando de las quimiotecas ZINC20, MolPort y DrugBank.

3. Analizar la interaccion ligando-receptor por acoplamiento y dinamica
molecular sobre el sitio activo de la a-ACTc.

4. Determinar los efectos tripanocidas de los compuestos seleccionados en un

modelo in vitro contra epimastigotes de las cepas NINOA y Al de T. cruzi.

6. Determinar la citotoxicidad de los compuestos seleccionados en la linea
celular tipo macrofago (J774.2).
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Lugar de procesamiento de muestras

Este proyecto de investigacion se realizé en el Laboratorio de Parasitologia perteneciente
la Facultad de Medicina Veterinaria'y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn (UANL), en colaboracion con el Laboratorio de Biotecnologia Farmacéutica
en el Centro de Biotecnologia Genémica (CBG) del Instituto Politécnico Nacional (IPN).

6.2 Area y tiempo de muestreo
Para este proyecto no fue necesario muestreo de campo.
6.3 Metodologia
6.3.1 Modelado de la proteina anhidrasa carboénica de T. cruzi

La proteina ACTc fue modelada en los siguientes servidores: SWISS-MODEL
(Waterhouse et al., 2018), Rosseta (Kim et al., 2004), Modeller (Eswar et al., 2008) y
RaptorX (Raptor X: Protein Structure and Function Prediction, 2021), utilizando la
secuencia aminoacidica en formato FASTA, posteriormente se hizo una busqueda de
plantillas pertenecientes a proteinas relacionadas. La plantilla de Neisseria Gonhorreae
(PDB ID: 1KOP) fue la que tuvo el porcentaje de similitud mas alto 33.7%, por lo que se
utiliz6 para realizar el plegamiento de la proteina y generar los modelos. Los modelos
generados fueron evaluados en el servidor de SWISS-MODEL structure assessment, los
cuales fueron alineados para la verificacion de regiones en la proteina objetivo. Se genero
un modelo tridimensional automéaticamente para cada plantilla, transfiriendo las
coordenadas de atomos conservados y definidos por la plantilla objetivo con PDB ID:
1KOP. Posteriormente, mediante la estimacion de la calidad del modelo (QMEAN, por
sus siglas en inglés) se cuantificaron los errores y la precision del modelo (Waterhouse et
al., 2018).
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La seleccion de las proteinas control o no blanco se llevaron a cabo en el Protein Data
Bank (PDB) en el caso de la ACII humana (3B4F) (http://www.pdb.org) (Berman et al.,
2013) y en Uniprot en el caso de la ACVI de perro (Q865C0), debido a que esta ultima

aun no esta cristalizada mediante métodos experimentales.
6.3.2 Cribado virtual

En Google Scholary en el NCBI se realizé una busqueda de inhibidores de AC reportados
en T. cruzi (Llanos et al., 2020; Supuran, 2016c), de los cuales, se seleccionaron 87
compuestos (principalmente sulfonamidas, sulfamatos, tioles, aniones e hidroxamatos).
Para el cribado virtual por similitud, de los compuestos antes mencionados, se
seleccionaron Unicamente los que en su estructura contuvieran la sulfonamida mediante
el programa DataWarrior. La clasificacion por similitud se realiz6 con un coeficiente de
Tanimoto > 80% Yy se us6 RDKit (RDKit, 2022), para realizar la agrupacion y calcular la
Maéaxima Subestructura Comun (MSC), que fue posteriormente usada para realizar el
cribado virtual en ZINC20 (Irwin et al., 2020) y MolPort (MolPort, 2022) por similitud y
subestructura. En el primer filtro, se eliminaron los duplicados y se aplicé la regla de
Lipinski (PM <500; nimero de donadores de enlace = o <5 suma de OH y NH en la
molécula; nimero de aceptores de enlace = 0 <10 suma de O y N en la molécula; LogP

<5).

Para los farmacos de DrugBank, se tomaron los compuestos de acceso libre en la pagina.
Dichos farmacos se filtraron en DataWarrior para seleccionar solamente los que fueran

derivados de sulfonamidas.
6.3.3 Acoplamiento molecular de los ligandos candidatos

Se llevé a cabo en PyMol (DelLano, 2002), la preparacion de los receptores y en
OpenBabel la de los ligandos (O’Boyle et al., 2011), el acoplamiento molecular se llevo
a cabo en gnina 1.0 (McNutt et al., 2021) sobre las tres proteinas de interés: la ACTc
Q4CVY4 (AlphaFold Protein Structure Database, 2022), ACVI de perro (Uniprot:
Q865C0) y ACII de humano (PDB: 3B4F). Los archivos de acoplamiento se obtuvieron

en formato .sdf, seleccionando el mejor punto de corte que superara al farmaco control
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Acetazolamida (Aaz), la pose con el mejor puntaje se obtuvo al separar y enumerar las
conformaciones. Una vez obtenidos los archivos unicos, los complejos proteina-ligando
se generaron para el andlisis de interacciones en PLIP (pos sus siglas en ingles Protein-
Ligand Interaction Profile)(Adasme et al., 2021; Salentin et al., 2015). Se utiliz6 un
entorno interactivo (Google COLAB) (Adasme et al., 2021) para ejecutar los codigos con
comandos Phyton. Se analizo la accesibilidad comercial de los mejores compuestos y la
evaluacion de las propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion
(ADME) se llevd a cabo en la plataforma de Swiss-ADME (Adasme et al., 2021; Daina
etal., 2017).

6.3.4 Evaluacidn biolégica en epimastigotes de T. cruzi

Para la evaluacion in vitro se utiliz6 la metodologia propuesta por Dominguez-Diaz y
cols., en el 2021, donde se utilizé el estadio epimastigote de las cepas NINOAy Al de T.
cruzi para la evaluacién de los diferentes compuestos. Ambas cepas se mantuvieron en
medio de triptosa de infusion hepatica (LI1T), suplementado con FBS (suero fetal bovino)
al 10% y estreptomicina—penicilina al 0.1%. Estas cepas se preservaron transmitiendo 1 x
108 parasitos/mL a un medio nuevo una vez por semana. Se evaluaron los compuestos
candidatos, asi como los farmacos control (Nfx, Bzn y Aaz). Los compuestos candidatos
fueron resuspendidos a una concentracion de 10 mg/mL utilizando DMSO
(dimetilsulféxido) como diluyente. Las diluciones seriadas se realizaron con medio LIT
en un rango de 100 a 0.46 pg/mL. Se cultivaron 1 x 10° epimastigotes de T. cruzi en cada
pocillo y se incubaron durante 48 h / 28°C para un volumen total de 200 pL. EI DMSO al
0.1% (concentracion méxima usada) se usé como control negativo y los farmacos Bzn,
Nfx y Aaz como controles positivos. Pasado el periodo de incubacion, se agregaron 20 pL
de solucion de resazurina 2.5 mM a cada pozo y se incubaron durante 3 h. Los ensayos se
realizaron por triplicado y el 1Csose determiné mediante analisis Probit (Dominguez-Diaz
etal., 2021).

6.3.5 Evaluacién de Citotoxicidad en Macrofagos

Los ensayos se realizaron mediante la metodologia propuesta por Dominguez-Diaz y

cols., en el 2021 sobre macréfagos de ratdn (J774.2). Las células se cultivaron en medio
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LIT con SFB al 10 % y de penicilina (100 U pg/mL) - estreptomicina (100 U pg/mL), a
37°Cy CO2 al 5 %. El medio de cultivo se reemplazé cada 2 a 3 dias. Para la evaluacion
de citotoxicidad se colocé 50, 000 células/pocillo en una placa (96 pocillos) y se dejaron
adherir por 24h a 37 °C. Posteriormente, se agregaron los compuestos en concentraciones
de 0.8 a 100 pg/mL en un volumen final de 200 pL, incubandose por 48 h a 37 °C con
CO; al 5%. Se incluy6 DMSO al 0.1% (concentracion maxima usada) como control
negativo y los farmacos como controles positivos. Se utilizé el método de resazurina para
medir la actividad metabdlica celular, calculando la viabilidad celular (%) y la
concentracion letal medio (CLso) que fue calculada mediante un anélisis Probit (Adasme
et al., 2020).

26



7. RESULTADOS

7.1 Modelado y seleccion de las proteinas

Los modelos proteicos generados de a-ACTc en los diferentes servidores, asi como el

grafico de Ramachandran con las regiones favorecidas se muestran en la Figura 8.
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Figura 8. Modelos generados de a-ACTc en las diferentes plataformas; a) Rosetta, b.) Modeller, ¢) Swiss

Model y d) Raptor X. Los graficos de Ramachandran representan los angulos diedros phi (V) y psi (@) de

las lamina B y hélice a en las regiones favorecidas (area verde intenso).

Los resultados de Molprobity, el porcentaje de regiones favorecidas, obtenidas por medio

de los graficos de Ramachandran, el puntaje QMEAN vy la longitud de la secuencia

obtenidas en SWISS-MODEL Structure Assessment, se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Valores de MolProbity (]), Ramachandran (>98%) y QMEANDisCo (0.6 = 0.05).
Resultados obtenidos en Swiss Model Structure Asessment.

Modelos
a. Rosetta b. c. Swiss- d. Raptor X | e. AlphaFold
Modeller Model

Puntaje 2.74 3.51 2.99 2.52 1.66
Molprobity
% Regiones 87.11 88.26 92.37 89.11 92.92
favorecidas

QMEAN Global = 0.052+0.05  0.44 +0.05 0.061 +0.05 0.61 +0.05 0.052 +0.05
Tamarfio 638 638 264 259 638

Debido a que el modelo proteico propuesto por AlphaFold (ID: Q4CVY4) presento los
mejores parametros de calidad la secuencia de aminoacidos, fue alineada con algunas
proteinas miembros de la familia a: isoformas humanas I (PDB ID: 3LXE), 1l (3B4F), IX
(5F14), XII (5MSA), Neisseria gonorrheae (LKOP) y Shistosoma mansoni (6QQM),
usando PDBe Fold (https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/) (Krissinel & Henrick, 2005),
SeaView (https://doua.prabi.fr/software/seaview) (Gouy et al., 2010) and PyMol para
visualizar los residuos conservados, la identidad de la secuencia y las coordenadas del

sitio activo.

Considerando como referencia los residuos del sitio activo de la isoforma Il humana 3B4F
(H94, H96, H119, E106 y T199), los residuos para Q4CVY4 fueron H158, H160, H177,
E164 y T256. Estos residuos ademas se encontraron conservados en el resto de las

proteinas pertenecientes a la familia o (Figura 9).
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Figura 9. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de los modelos generados para la ubicacion del sitio
activo. Residuos del sitio activo conservado de la a-ACTc (Q4CVY4) comparada con otras pertenecientes

a la familia a (*).
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Para el acoplamiento molecular, se seleccion6 el modelo proteico correspondiente a la
ACII humana, mediante un andlisis de las estructuras y datos publicados en la base de
datos PDB con ID PDB: 3B4F obtenida mediante estudios cristalograficos de rayos X, la
cual muestra una resolucion de 1.89 A, una longitud de secuencia de 260 aa, sin
mutaciones y con un ligando cristalizado en el sitio activo con ID: TUO /

2-(hydrazinocarbonyl)-3-phenyl-1H-indole-5-sulfonamide.

Las anhidrasas carbonicas de Canis lupus familiares no han sido resueltas mediante
métodos experimentales y la informacion es escaza, por lo que se seleccioné el modelo de
la ACVI (Q865C0) encontrada en la base de datos de Uniprot.

Tanto la proteina blanco (Q4CVY4) como las no blanco (3B4F y Q865C0) se alinearon
en Clustal W2 para conocer la posicion de los aminoacidos en el sitio activo, asi como las

coordenadas para el acoplamiento molecular dirigido (Figura 10).

H96
Ho94 E106 »’\

\
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PyMol
9
Percent Identity Matrix - crested by Clustal2.l

1: Alphafold 106.68 38.76 30.808
2: Perro Q86500 30.78 188.88  36.67
3: Humana 30.80 36.87 100.00

Coordenadas

3B4F Q865C0 Q4CvY4

His 94 111 158

His 96 113 160

His 119 138 177

Glu 106 125 164
Thr 199 220 126

Figura 10. Alineamiento de secuencias de las proteinas, asi como la ubicacion de las coordenadas de los
sitios activos de cada una.
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7.2 Cribado virtual

7.2.1 Méxima Subestructura Comun (MSC)

Se analizaron inhibidores reportados en la literatura (tioles, hidroxamatos, aniones,

sulfonamidas, entre otros) de los cuales se tomaron treinta y dos derivados de

sulfonamidas con datos de energia de union (in silico) asi como de actividad inhibitoria

(in vitro). Los compuestos fueron agrupados por similitud tomando como referencia un

coeficiente de Tanimoto > 0.8. Posteriormente un mapa de calor y un dendograma fue

generado para ubicar los grupos por similitud, resultando cinco grupos distintos, los cuales

fueron visualizados y confirmados en un dendograma utilizando distancias euclidianas.

En el mapa de calor, los colores guindos indican los grupos mas similares (Figura 11a),

mientras que en el dendograma se pueden apreciar las identificaciones por grupo (Figura

11b).
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Figura 11. Treinta y dos derivados de sulfonamidas inhibidores de a-ACTc agrupados por similitud

estructural
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Adicionalmente, se muestran los rangos de inhibicion (pKi) y puntaje de acoplamiento

molecular (kcal/mol) reportados en la literatura para cada grupo (Tabla 4).

Tabla 4. Agrupamiento de derivados de sulfonamidas con actividad inhibitoria sobre la o-

Grupo

O = W N

ACTc con datos de pKi y energia de union.

Compuestos ID
60, 61, 64, 78, 81, 85, 86
37,41, 42, 48, 55, 70, 76, 80
25,08, 21,23
03, 44, 45, 54, 56, 72, 73, 79
34, 39, 46, 47, 67

pKi
4.13-6.72
459-7.14
8.04 - 8.43
5.03 -9.02
6.27 -7.21

(kcal / mol)
-8.01 a-11.65
-8.0a-11.22
-9.35a-10.36
-8.52a-13.41
-7.8a-10.47

Basado en el analisis estructural de los ligandos control (Anexo, Tabla Al), la MSC

representativa de cada grupo fue seleccionado (Tabla 5). Estas estructuras representativas

fueron posteriormente utilizadas para el cribado de compuestos en las bases de datos

ZINC20 y Molport.

4-

metilbenzenosulfonamid

a
-8.14 kcal/mol
pKi: 4.35

aminobenzenosulfonam
ida
-8.22 kcal/mol
pKi: 4.59

MCS

sulfamoylfenil)
formamida

Tabla 5. MSC’s utilizadas para el cribado virtual en las quimiotecas.

benzeno-1,3-
disulfonamida

5-amino-1,3,4-
tiadiazol-2-
sulfonamida
-8.77 kcal/mol
pKi: 6.27

32



7.2.2 Cribado virtual en Zinc20 y Molport

La identificacion de los nuevos derivados de sulfonamidas con potencial inhibitorio de la
a-ACTc, se realizo por similitud y subestructura en ZINC20 y Molport utilizando los 5
andamios (Tabla 5). Inicialmente, un total de 1,255 compuestos fueron seleccionados por
similitud de ambas quimiotecas, al aplicar la regla de Lipinski, este nimero se redujo a
232 compuestos. Por otro lado, 1,000 compuestos se obtuvieron a través de la busqueda
por subestructura, resultando en 938 compuestos después de aplicar la regla de Lipinski.
Los duplicados fueron eliminados de ambas listas, resultando en un total de 956

compuestos para el analisis de acoplamiento molecular.

De la base de datos del DrugBank, se obtuvieron 11,585 compuestos de acceso libre de
los cuales se filtraron en DataWarrior 642 farmacos derivados de sulfonamidas para llevar

a acoplamiento molecular.

En total, se evaluaron 1,830 compuestos de las tres bases de datos cribadas por

acoplamiento molecular.
7.2.3 Acoplamiento molecular y analisis de interacciones
7.2.3.1 Validacion del acoplamiento

La validacion del acoplamiento molecular fue realizada mediante un re-docking
obteniendo 9 poses. La mejor de las poses exhibié una energia de unién de -9.65 kcal/mol
y una desviacion cuadratica media (RMSD) de 1.00224. La proteina cristalizada con el
ligando TUO, asi como la mejor de las poses obtenidas en el acoplamiento molecular
fueron visualizados en PyMol (Figura 12). El valor de RMSD fue usado para comparar
las diferencuas entre las distancias de los atomos del compuesto acoplado y la pose del
ligando co-cristalizado, un umbral de 2.0 A es ampliamente aceptado como un parametro
de acoplamiento aceptable, tal y como lo menciona Coimbra et al., 2020 (Coimbra et al.,
2020).
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1 -9.65 1.00224
2 -8.87 1.39298
3 -9.58 5.78643
4 -6.17 3.24912
5 -7.02 5.68035
6 -6.34 4.53707
7 -4.07 5.55617
8 -6.00 5.7596
9 -4.98 6.50309

Figura 12. Validacion del acoplamiento molecular usando la proteina 3B4F y el ligando cristalizado TUO

(rojo), en comparacion con la mejor pose generada en Gnina (amarillo).

El anélisis de las interacciones se realizé con el software PLIP. Sélo tres interacciones

diferian entre las obtenidas en el re-docking y las descritas para el ligando cristalizado

(N62, H119, y T200). La comparacion de las interacciones antes y después del re-docking

se realizaron en PLIP (Figura 13).
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T200 T199
M e

N62

Crystallized
TUO

W5
200

Re-docking
TUO (gnina)
EU: -9.65 kcal/mol
RMSD: 1.00224

HI. T5, H64, A65, V121, L198, T200.

HB. N62, N67, Q92, T199.
m-s. H94.

HI. T5, H64, A65, V121, L198, T200.

HB. N67, Q92, H119, T199, T200.
m-s. H94.
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Adicionalmente, los treinta y dos controles derivados de sulfonamidas usados para obtener
las MSC’s fueron acopladas sobre el sitio activo de la proteina Q4CVY4 (a-ACTc). El
propdsito fue evaluar y obtener el patron de interaccion de los controles en términos de
energia de union e interacciones con residuos de aminoacidos en el sitio activo (Figura
14). Los compuestos control interactuaron con dos de las histidinas de la triada catalitica,
100% con H158 mediante puentes de hidrogeno (PH), enlaces =-cation (n-c) y =-
apilamiento (n-a), 50% con H160 con PH y 44% directamente con el cofactor Zn. Ademas,
mas del 80% interactuaron con T256 con PH, interacciones hidrofobicas (IH) y puentes
de halégeno (PHal). Otros residuos también estuvieron involucrados, entre ellos T257
(75% - PH), L255 (63% - IH), V179 (59% - IH), S156 (>20% - PH / PHal), R124 (22% -
PH) y V155 (9% - IH).
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Figura 14. Perfil de interacciones de los treinta y dos controles derivados de sulfonamidas

sobre el sitio activo de la a-ACTc.

WZOGOOSBOBO0B0S0B0SS08E808800080000
YEETIEAOO @800 80000000000080000080000000
V6.IIEA® 00000008 00000000000000000000000
YGEIIBA OO 0000008 00800800000000000000000
v.5di #00®0000000000000000000000000000
V/GZIULO®ee00e0e08000000000000000000000
VIGZIUL® 000000800000 0000000000000000000
Y9571yl 000000000000 00800000000000000000
V957JyL 00000008 008000000000000000000000
VA5Z)UL 08000000 000000000000000000000000
V0ZTJULO0000000000000000000080008000000
V0ZTIUL 000000000000 @0000000000000000000
YF5219500000000000000000000000000000000
V57195 0000800000000 0000000000000000000
Y95T495 00000000000 080000080000000000000
V951195 0000000008 0000000000000000000000
YZZI19S 0000000000000 8000000000000000000
¥85Z0ld00000000000000000000000000080000
V¥85Z0ld00000000000000000008000000000000
YSSZNS1 000000000000 00000000000000000000
YI6IN3100000000000000000080000000000000
VLLISHOO 0000000000000 80000800000800000
YOOISIHO® OO0 ®®0000800080888808000S880808
V85ISIHO0 00000080808 0000080080008008080
VYESISIHO® 00888000000 000008000000000080800
VESISH® 088 08080000008 00800008080800008
Y.IIND 000000000008 00000000008000000000
Y.IIND 0®000000000000000000000000000000
Y.IINO ®00 8808080000088 0000000000000080
yrz16ly 0000000000088 8 0000800080 00000000

® EHal: Enlace Halégeno @@ m-a: 7i- apilamiento @ m-c; -cation

@ Enlace metalico

@ I[H: Interacciones Hidrofébicas

PS: Puente Salino

@ EH: Enlaces de Hidrégeno

**Analisis de interacciones en PLIP.

7.2.3.2 Acoplamiento molecular de los compuestos candidatos de ZINC20

y Molport

956 derivados de sulfonamidas provenientes de las bases de datos ZINC20 y MolPort

fueron analizados a través de acoplamiento molecular sobre el sitio activo de la a-ACTCc,

solo treinta y un compuestos de ellos mostraron un valor de afinidad mas bajo que el

compuesto control Aaz (-6.94 kcal/mol). Posteriormente, la ecuacion de energia de unién

(EU) fue aplicada para comparar las afinidades de estos compuestos con respecto a la

isoforma Il humana y calcular el delta-delta (AA). Veintidos compuestos mostraron un

valor de AA >0, indicando una selectividad hacia la a-ACTc (Anexo, Figura Al). El rango
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de AA es de 0.41 a 1.97. Estos veintidos compuestos fueron seleccionados para realizar el

analisis de interacciones (Tabla 6).

Tabla 6. Energia de unién de compuestos candidatos sobre la enzima a-ACTc con respecto a

la isoforma Il humana.

ID o-ACTc ACh *AA ID o-ACTc ACh *AA
EU (kcal/mol) (>0) EU (kcal/mol) (>0)
C14 -8.31 -7.19 1.12 C22 -1.27 -6.05 1.22
C24 -8 -6.66 1.34 C25 -7.23 -5.83 1.4
C20 -7.83 -6.56 1.27 C28 -7.19 -5.7 1.49
C3 -71.77 -7 0.77 C19 -71.17 -6.61 0.56
cz21 -7.74 -6.42 1.32 C1 -7.14 -5.59 1.55
c7 -1.7 -6.14 1.56 C5 -7.08 -6.31 0.77
Cé6 -7.61 -6.65 0.96 C9 -7.08 -6.66 0.42
C16 -7.56 -6.05 151 C4 -7.03 -5.88 1.15
C18 -7.52 -6.31 121 Cc2 -7.01 -6.05 0.96
C30 -7.48 -6.05 1.43 Cc8 -7.01 -5.04 1.97
C23 -7.46 -6.36 1.1 C29 -6.97 -6.56 0.41
Punto de corte Aaz -6.94 - -

*AA > 0: Energia de union con mas afinidad hacia T. cruzi.

7.2.3.2 Acoplamiento molecular de los compuestos candidatos del

DrugBank

Al hacer el andlisis de los 642 farmacos llevados a acoplamiento, un total de 206

compuestos pasaron el punto, los cuales fueron depurados de aquellos que se encontraban

en fase experimental o de investigacion, quedando un total de 46 farmacos candidatos

(Tabla 7). El criterio de aceptacion para ligandos candidatos se baso en tres caracteristicas

principales: la energia de union (kcal/mol) igual o superior al farmaco control (AAZ -

6.94), interacciones con al menos un residuo de interés en el sitio activo o con el cofactor

(Anexo, Tabla A2) y la disponibilidad comercial del mismo (no en fase experimental y/o

investigacion).
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Tabla 7. Farmacos probados que tuvieron EU (kcal/mol) superior al farmaco control y que

interactuaron con al menos un residuo de interés.

# ID Nombre / Uso actual EU
DrugBank (Kcal/mol)

1 DB00222 Glimepirida / control glicémico -8.89059
2 DB11395 Deracoxib / antiinflamatorio no esteroideo -8.78784
3 DB00214 Torasemida / diurético -8.3576
4  DBO05015 Belinostat / inhibidor de la histona deacetilasa (HDAC) -8.06812
5 DB00774 Hidroflumetiazida / diurético -7.99744
6 DB06268 Sitaxentan / hipertension arterial pulmonar (HAP) -7.95306
7 DBO00310 Clortalidon / diurético -7.89634
8 DB08881 Vemurafenib / inhibidor de quinasa -7.80617
9 DB00414 Acetohexamida / agente hipoglucémico -7.75513
10 DB14033 Acetil sulfisoxazol / antibacterial -7.73766
11 DB08942 Isoxicam / antiinflamatorio no esteroideo -7.68557
12 DB00278 Argatroban / inhibidor directo de trombina -7.678

13 DB00482 Celecoxib / antiinflamatorio no esteroideo -7.65757
14 DB11461 Sulfaclorpiridazina / antimicrobiano usado para infecciones en el -7.59793

tracto urinario y en la medicina veterinaria

15 DB00263 Sulfisoxazol / antibiotico -7.50449
16 DB00999 Hidroclorotiazida / diurético -7.44746
17  DBO00695 Furosemida / diurético -7.43053
18 DB13532 Ciclopentiazida / diurético -7.41642
19 DB06729 Sulfafenazol / antibacterial -7.41281
20 DB09289 Tianeptina / antidepresivo -7.41022
21 DB14973 Abracitinib / inhibidor de quinasa -7.40931
22 DB13284 Meticran / diurético -7.39256
23 DB00808 Indapemida / diurético -7.36577
24 DB00580 Valdecoxib / inhibidor de COX-2 -7.36238
25 DB13773 Sulfametoxipyridazina / antibiotico -7.31968
26  DB00436 Bendroflumetiazida / diurético -7.3034
27 DB15861 Butiazida / diurético -7.30084
28 DBO01120 Gliclazida / antihiperglicémico oral -7.26964
29 DB11739 Vonoprazan / antidcido -7.25423
30 DBO01015 Sulfametoxazol / antibiotico -7.22332
31 DB00554 Piroxicam / antiinflamatorio no esteroide -7.19356

38



32 DB11462 Sulfametoxipiridazina / antimicrobiano bacteriostatico en -7.155

medicina veterinaria

33 DB11464 Sulfaquinoxalina / aprobado en medicina veterinaria para el -7.15374
tratamiento de la coccidiosis
34 DB00880 Clorotiazida / diurético -7.13221
35 DB06150 Sulfadimetoxina / antibiético -7.12105
36 DB01298 Sulfacitina / antibidtico -7.08479
37 DBO08439 Parecoxib / inhibidor COX-2 -7.07132
38 DB01325 Quinetazona / diurético -7.0671
39 DB00814 Meloxicam / antiinflamatorio no esteroideo -7.05906
40 DBO08912 Dabrafenib / inhibidor de quinasa -7.03978
41 DB00606 Ciclotiazida / diurético -7.03976
42 DB01021 Triclormetiazida / diurético -7.03239
43 DB13165 Ripasudil / inhibidor de quinasa -6.99768
44  DB09215 Droxicam / antiinflamatorio no esteroideo -6.94451
45 DBO00819 Acetazolamida /Epilepsia y glaucoma -6.94269
46 DBO01124 Tolbutamida / antihiperglicémico -6.91087

Entre los 46 farmacos candidatos, surgieron principalmente diuréticos, antibacteriales,
antiinflamatorios, antihiperglucémicos, etc., incluso dos farmacos utilizados en la
medicina veterinaria: sulfacloropiridazina, antimicrobiano utilizado en infecciones de vias
urinarias; y sulfaquinoxalina, utilizado para el tratamiento de coccidiosis en ganado
vacuno y ovino. La EU oscil6 en un rango de -6.9 a -8.8 Kcal/mol siendo Glimepirida el

farmaco con el valor mas bajo.

Para la evaluacion in vitro, se seleccionaron cuatro farmacos antihiperglucémicos por su
disponibilidad comercial (Figura 15), sin embargo, no se descartan el resto de los

farmacos para evaluaciones posteriores.
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Figura 15. Farmacos candidatos de la base de datos del DrugBank.

7.2.3.3 Andlisis de interacciones de los compuestos candidatos

Después del acoplamiento molecular, se realizé el andlisis de interacciones de los 27
compuestos candidatos de las tres bases de datos. Todos los ligandos interactuaron con al
menos uno de los residuos de la triada catalitica, particularmente H158 e H160 mediante
enlaces de puentes de hidrogeno (PH) e interacciones n-cation, ademas de interacciones
con el residuo T256 responsable de orientar al substrato hacia la catélisis. Notablemente,
se pudo observar que no hubo interacciones con el residuo H177, un componente crucial

de la triada catalitica, o con E164 residuo clave en el proceso de transporte (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de interacciones de los compuestos candidatos de las tres bases de datos.

EH: enlaces hidrofobicos; PH: puentes de hidrogeno; n-c: enlace n-cation; Met: metélico.

ID Analisis de Interacciones

Cl4 HI. V179; HB. H158, H160, T256, T257; Met. Zn; n-c. H158.

C24 HI. V155, V179, V193, L255, F266; HB. E117, , , , 1257; m-C.
C20 HI. V155, V179, V193, L255, F266; HB. E117, , , , 1257; m-C.
C3 HI. V179, V193, L255, F266; HB. H160, , T257; SB. E117.
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C21 HI. V155, V179, V193, L255, F266; HB. E117, H158, H160, T256, T257; Met. Zn; =n-C.

H158.
C7 HI. V193, L255, F266; HB. H158, H160, T256, T257; SB. E117; n-s. H158; Met. Zn.
C6 HI. V179, V193, L255; HB. S156, H158, H160, T256, T257; SB. E117; n-c. H158.
C16 HI. V179, V193, L255; HB. H158, H160, T256, T257; SB. E117; n-c. H158.
C18 HI. V179, V193; HB. H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
C30 HI. V179, V193; HB. E117, H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
C23 HI. V155, V179, V193, L255, T256, F266; HB. H158, H160, T256, T257; SB. E117; n-C.
H158.
C22 HI. V155, V179, V193; HB. E117, H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
C25 HI. V179, V193, L255, F266; HB. H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
C28 HI. V179, V193; HB. E117, H158, H160, T256; n-c. H158.
C19 HI. V193, L255, F266; HB. R124, S156, H158, H160, T256, T257; Met. Zn; n-c. H158.
C1 HI. V179, V193; HB. E117, H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
C5 HI. V179, V193; HB. H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
C9 HB. H158, H160, S254, T256, T257; Met. Zn.
C4 HI. V193, L255, F266; HB. R124, S156, H158, H160, T256, T257; n-s. H158.
Cc2 HI. V179, V193; HB. H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
C8 HI. V193; HB. H158, H160, T256, T257; SB. E117; n-c. H158.
C29 HI. V193; HB. T120, H158, H160, T256, T257; n-c. H158.
Glim HI. W57, E117, V179, V227, L255, T256, T257, F266; HB. T257; n-c. H158.
Aceto HI. PS5, W57, E117, V193, L255, F266; HB. T256, P258; Met. Zn.
Glic HI. V155, V179, V193, L255; HB. S122, T256.
Tol HI. V155, V179, V193, L255, T256, F266; HB. T257; Met. Zn.
Aaz HI. V193; HB. H158, H160, T256, T257; n-c. H158.

Es importante mencionar que un patron de interacciones no reportadas se pudo observar
en la mayoria de los compuestos, principalmente con residuos de V(155, 179, 193), L255,
T257 y F266 predominantemente mediante interacciones hidrofobicas. Ademas, se
encontraron interacciones con E117 mediante puentes salinos. Este patron de residuos es
consistente con los mostrados en los compuestos controles utilizados en este estudio
(Figura 14).

Por otro lado, cinco compuestos de ZINC y MolPort (C7, C9, C14, C19y C21), asi como

dos del DrugBank (Aceto, y Tol) exhibieron interacciones ademas de los residuos de
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interés, con el cofactor en el sitio activo Zn* (Figura 16 y 17), caracteristica por la cual
estos compuestos fueron seleccionados para su evaluacion hacia epimastigotes de las

cepas mexicanas A1y NINOA de T. cruzi.

i &H‘m p H160

H158

H158

H160

Cc7 C9

S156 o 160
H160 R124

Cl4 C19 C21

Figura 16. Analisis de interacciones de los compuestos de ZINC y MolPort (amarillo) con los diferentes
residuos aminoacidicos (azules) sobre el sitio activo de la a-ACTc. El circulo rosa representa al cofactor
Zn*.
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Figura 17. Andlisis de interacciones de los compuestos (naranja) del DrugBank con los diferentes
residuos aminoacidicos (azules) sobre el sitio activo de la a-ACTc. El circulo rosa representa al cofactor

Zn*. a) Acetohexamida; b) Tolbutamida; c) Gliclazida; d) Glimepirida; e) Acetazolamida.

7.2.3.4 Andlisis de las propiedades biofarmacéuticas y farmacocinéticas

Debido a que los compuestos C7, C9, C14, C19 y C21 no son considerados farmacos
aprobados para el uso en humanos y/o animales, se realiz6 un analisis in silico de las
propiedades lipofilicas, solubilidad, nivel de absorcion, permeabilidad a través de la
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barrera hematoencefalica (BBB), sustrato de la glicoproteina P (P-gp), inhibidores del
citocromo P-450 y accesibilidad sintética a través de Swiss-ADME en comparacion con

los resultados arrojados por la plataforma AdmetLab (Tabla 9).

En general, de acuerdo a lo obtenido en ambas plataformas, las propiedades fisicoquimicas
(log P o/w, solubilidad en agua), la absorcion (absorcion Gl), la distribucion (unién a
proteinas plasmaticas o PPB, permeabilidad BBB, sustrato gP-p) y el metabolismo
(inhibidor P450) estan dentro de los parametros aceptables establecidos por ambos
servidores. SOlo hubo algunas discrepancias en la comparacion de los resultados de

absorcion Gl y permeabilidad hacia la barrera hematoencefélica (BH).

Tabla 9. Prediccion in silico de las propiedades biofarmacéuticas y farmacocinéticas de los

compuestos candidatos.

D c7 c9 C14 C19 c21 AAZ
Servidor SA AL 2.0 SA AL2.0 SA AL2.0 54 AL2.0 54 AL2.0 54 AL2.0
Consenso 0.73 1.465 0.23 0.993 0.10 0.046 0.028 0727 0.045 0915 -0.62 0.017
Log Fowr 47 iy 47 iy iy 47 iy iy iy ] A s
Consenso Soluble -2.465 Soluble 274 Soluble -2.919 Soluble -1.851 Soluble -212 Soluble -2.138

solubilidad [.':'-‘ [___ [.':'-‘ [___ [___ [.':'-‘ [___ [._' [._' [.':'-‘ [.':'-‘ T __
en agua
Unién a - 85.85% - 78.47% - 52.51% - 20.55% - 31.95% - 38.45%
Proteinas iy Yy i iy i iy
plasmatica
Absorcién GI Alto Excelente Baja Excelente Baja Excelente Alto Excelente Baja Excelente Baja Excelente
] 1) A ] A ] &) 1) A i A 5
Permeacién No Baja No Excelente No Excelente No Baja No Baja No Baja
BH & &) ] A &7 A &7 &7 &7 1) 1) Yy
Sustrato No No No No No No No No No No No No
(P-gp) s oy s iy oy s oy oy oy s s oy
Inhibidor No No No No No No No No No No No No
P450 (1A2, &) i) i) i) i) i) i) i) i) i) i) i)
2C9,2C19,
2D6, 3A4y
3A5)
Accesibilidad 327 - 333 - 2.36 - 335 -- 382 - 3.0
sintética r r iy iy iy r

*SA: Swiss-ADME.
*AL: ADMETLab 2.0.

7.3 Evaluacion in vitro de los compuestos candidatos

Los compuestos candidatos se llevaron a una evaluacion bioldgica in vitro sobre la cepa
Aly NINOA (epimastigotes), asi como en células de macréfagos (J774.2) de raton como
(Tabla 10y 11).

En los resultados obtenidos para la cepa NINOA, Ace y Tol mostraron el mejor 1Csg con
valores de 6.5 £ 2.1y 8.5 + 1.4 uM, respectivamente, valores similares al de Nfx (7.1 £
0.1 uM) y superiores al de Bzn (30.3 £ 0.03 uM), mostrando valores de IS de superior
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(30.7 y 23.5) a los farmacos control. C7 mostr6 un valor de ICso de 26.1 uM, similar al
del Bzny un IS superior a 7.7 (Tabla 10).

Tabla 10. Evaluacién tripanocida in vitro de los compuestos candidatos (concentracién 0.46 a 100 uM) en

epimastigotes de la cepa NINOA.

ID | Trypanosoma cruzi J774.2 ¢SI
*ICso (uM £ DS)
NINOA > CCso (uM = SD) | NINOA
C7 26.1+£1.4 >200 >17.7
Cc9 61.6+2.0 119.6 £ 6.8 1.9
C14 > 200 > 200 —
C19 *E
C21 489+3.0 89.0 £ 5.96 1.8
Glic > 200 > 200 —
Glim 70.2+3.2 142+23 0.2
Ace 6.5+2.1 >200 >30.7
Tol 85+14 >200 >23.5
Farmacos de referencia
Aaz 55+1.7 12.6 £4.7 23
Nfx 7.1£0.1 164.2+0.3 23.2
Bzn 30.3+0.03 133.9+£0.06 4.4
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En cuanto a la evaluacion bioldgica in vitro sobre epimastigotes de la cepa Al, Glic y

Glim fueron los compuestos con mejor de I1Cso, mostrando valores de 10.7 y 37.6 uM

superando a la Aaz (15.2) y Nfx (39.1). Ademas, Glic mostré un valor superior de IS

(>18.7) a los tres farmacos control (Tabla 11).

Tabla 11. Evaluacién tripanocida in vitro de los compuestos candidatos (concentracion 0.46 a

100 uM) en epimastigotes de la cepa Al.

ID Trypanosoma cruzi J774.2 ‘IS
*ICso (M £ DS) | PCCso (UM £ DS) Al
Al
C7 > 200 > 200 --
Cc9 78.9+£0.5 119.6 £ 6.8 1.51
C14 > 200 > 200 --
C19 *E
C21 >200 89.0 +5.96 >(.445
Glic 10.7 £ 1.5 >200 >18.7
Glim 37.6 1.5 142+23 0.38
Ace 529+2.7 >200 >3.8
Tol > 200 > 200 _
Farmacos de referencia
Aaz 15.2+2.8 12.6 £4.7 2.3
Nfx 39.1+£0.07 1642+ 0.3 23.2
Bzn 19.3+0.08 133.9+£0.06 4.4

aClso: Concentracién media méaxima inhibitoria. ® CCso: Concentracion media maxima de citotoxicidad. ©

IS: indice de selectividad (CCso/ICsp). **Comercialmente no disponible.
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8. DISCUSION

Inicialmente, cinco MSC's fueron obtenidas de inhibidores de la a-ACTc para llevar a
cabo el cribado virtual basado en ligando. La caracteristica mas predominante entre las
MSC’s fue un anillo benceno o tiazol unido a un grupo sulfonamida, clave caracteristica
de los inhibidores clasicos de AC. Posteriormente, la estructura tridimensional de la a-
ACTc fue generada debido a que no existe una estructura mediante métodos
experimentales, sin embargo, todos los modelos mostraron un puntaje de MolProbity entre
2.52 'y 3.51, con excepcién del modelo de AlphaFold que obtuvo un bajo puntaje de 1.66.
Este parametro es importante debido a que refiere al puntaje de calidad asignado que
refleja la resolucién cristalogréfica, asi como la calidad con la que se esperaria. El puntaje

ideal es lo mas bajo posible.

Por otro lado, el grafico de Ramachandran es la representacién que muestra las posibles
conformaciones de aminodcidos en términos de angulos de torsion phi (@) and psi (¥). Es
usado para entender la estructura proteica, asi como ilustrar las regiones permitidas
(favorables) y no permitidas (desfavorables) de la conformacion de los aminoacidos. El
parametro aceptable es > 98%. Ninguno de los modelos tuvo pardmetros aceptables en el
grafico de Ramachandran, sin embargo, el modelo obtenido de AlphaFold obtuvo el

mayor porcentaje con un 92.92%.

Por su parte, los resultados del Global QMEANDIsSCo muestran que solo la proteina
generada en Raptor X tuvo un criterio aceptable con un valor de 0.6 + 0.05. Este pardmetro
evalUa la calidad de la estructura proteica, es calculado considerando varios parametros
incluyendo; la similitud estructural de otras proteinas conocidas, la calidad de los datos
experimentales y la coherencia interna de la estructura (Studer et al., 2020). Generalmente,
una estructura con un valor superior a 0.7 es considerada con alta calidad, mientras que

un valor menor a 0.5 indica baja calidad.

De acuerdo con Llanos et al., es importante resaltar que a pesar de la existencia de
numerosas estructuras cristalizadas mediante métodos experimentales de ACs en el PDB,

no hay una secuencia base con una similitud superior al 40% para la a-ACTc. Por
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consecuencia, generar un modelo tridimensional por homologia que cumpla los
parametros de calidad ha resultado ser todo un reto (Llanos et al., 2020). A pesar de esta
limitacidn, los modelos generados fueron evaluados con la finalidad de identificar el mas
adecuado. Entre estos modelos, el obtenido de la plataforma AlphaFold mostré las mejores
caracteristicas, el cual cumple con dos de los parametros considerados y posee una
secuencia adecuada de 638 aminoacidos. Cabe sefialar que AlphaFold emplea técnicas de
redes neuronales convolucionales (aprendizaje profundo) para predecir con precision la
estructura tridimensional de las proteinas a partir de secuencias primarias de aminoacidos
(Jumper et al., 2021).

En los alineamientos reportados por otros autores, se ha observado una alta conservacion
en los residuos del sitio activo de las isoformas de la familia a, particularmente en la triada
catalitica (His) y en los residuos que orientan los ligandos hacia el sitio activo (Gluy Thr).
Sin embargo, en el analisis de la secuencia de la a-ACTc el residuo lanzador de protones
comunmente encontrado en la mayoria de las isoformas de esta familia (His64, de acuerdo
con la nomenclatura de la isoforma Il humana) no fue encontrado, en su lugar, es
reemplazado por Asn (N). Este aminoacido es responsable de transferir un protén de la
molécula de agua coordinada al medio ambiente, formando una especie nucledfila de
hidréxido de zinc de la enzima (Glizel-Akdemir et al., 2013)(Supuran et al., 2020)(Pan,
Vermelho, Scozzafava, et al., 2013b). Se hipotetiza que otros residuos de histidina en la
region amino terminal de a-ACTc pueden participar en estos procesos (Llanos et al.,
2020).

En los estudios de acoplamiento molecular es muy importante validar el procedimiento,
por lo tanto, se replicO un analisis del ligando co-cristalizado (TUO: 2-
(hidrazinocarbonil)-3-fenyl-1H-indol-5-sulfonamida) co-cristalizado en la isoforma I
humana utilizando el software gnina. Un valor de RMSD inferior a 2 A se considera
generalmente fiable para una pose conocida (McNutt et al., 2021). En este estudio se
obtuvo un valor de RMSD de 1 A, por lo tanto, se confirmo la validacion del acoplamiento
molecular con este software. Otro factor clave para encontrar nuevos ligandos potenciales
mediante acoplamiento molecular es conocer el perfil de interacciones de los inhibidores

en el sitio activo. En este sentido, el analisis de los inhibidores derivados de sulfonamidas
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(controles) mostro que interactuaban con multiples residuos de aminoacidos en el sitio
activo, principalmente H158, H160 y T256, a través de enlaces de hidrégeno e
interacciones m-cation. Se predijo que el 40% de los controles interactuaba con el cofactor
(Zn*), una interaccién clave en el proceso de inhibicién. Con el patron de interacciones
obtenido se pudo determinar los inhibidores potenciales candidatos en el cribado virtual.
Es importante también mencionar que se observo un esquema de interaccion significativo
con residuos de aminoacidos reportados por Guzel-Akdemir y cols., en el 2013, en
particular V179, L255, V193, T257 y E117 en este estudio, se analizaron una serie de
sulfonamidas heterociclicas y aromaéticas utilizando un modelo proteico tridimensional
modelado por homologia. Ellos concluyeron que los mejores compuestos interactuaron
con estos residuos mediante puentes de hidrogeno y enlaces hidrofébicos respectivamente.
Ademas, en este trabajo también se encontrdé una interaccién marcada con V155, lo que
los autores marcan como algo favorable ya que esta ausente en las isoformas | y Il
humanas (Glzel-Akdemir et al., 2013). Estos datos, asi como la energia de union del
farmaco de referencia (Aaz), fueron utilizados para seleccionar los compuestos: C21, C19,
Cl14,C9y C7.

Los compuestos antes mencionados contienen un anillo 1,3,4-tidiazol que ha sido
reportado por algunos autores como una estructura presente en agentes antiparasitarios
incluyendo; leishmanicidas, antimaléricos y tripanocidas (Vazquez-Jiménez et al.,
2022)(Palos et al., 2017)(Tahghighi & Babalouei, 2017). Ademaés, C7, C19 y C21 tienen
una similitud con la estructura del farmaco control Aaz, excepto que en el grupo
sulfonamida tienen una sustituciéon alifatica. Reportes previos sugieren que estas
extensiones estructurales pueden favorecer la actividad inhibitoria de los compuestos
(Vullo et al., 2016). Desafortunadamente, en la basqueda de disponibilidad comercial, el
compuesto C19 no esta disponible. Por su parte, los compuestos C7, C9, C21y C19 se
investigaron en el NCBI, Google Scholar y Binding DB (Binding DB, 2020) para la
busqueda de reportes previos de actividad inhibitoria sobre la anhidrasa carbénica de
algin organismo. EIl analisis no mostré datos de inhibicion in silico o in vitro excepto

para los compuestos C9 y C14.
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El compuesto C9 es un farmaco autorizado (Benzolamida) perteneciente a un grupo de
inhibidores de la anhidrasa carb6nica denominados sulfonamidas. Al ser mas hidrofilo y
menos lipofilico que la acetazolamida, este farmaco se ha considerado una opcién viable
en enfermedades en las que conviene limitar su absorcién en el sistema nervioso tanto
central como periférico y otros érganos como los rifiones, evitando al mismo tiempo los
efectos secundarios de la acetazolamida, en particular cefalea, somnolencia, nauseas y
vomitos (Collier et al., 2016). Este farmaco ha sido objeto de estudios enzimaticos en
diferentes anhidrasas carbdnicas ademas de la humana, ejemplo de ello son los trabajos
de Vullo et al., 2014, donde realizaron ensayos con las isoformas hACl y hACI|I, asi como
a-ACTc, AC de L. donovani chagasi (ACLdc) y Plasmodium falciparum (ACPT),
obteniendo valores de K; de 15, 9, 93, 236 y 1330 nM, respectivamente (Vullo et al.,
2015). Los autores consideraron el C9 como un inhibidor de a-ACTc por su valor de K; <
100 nM, lo que se vio respaldado por los efectos bioldgicos in vitro mostrados en este
trabajo sobre epimastigotes de la cepa NINOA con valores de ICso de 61.6 pM.

Por otra parte, C14 mostr6 la mejor afinidad hacia la a- ACTc en este estudio. En los
ultimos afios, C14 ha sido el enfoque de extensa investigacion, incluso forma parte de los
compuestos que se utilizaron como controles (C72, Tabla Al). Interesantemente Pan y
cols., reportaron a C14 con una actividad inhibitoria media contra la a-ACTc (K| = 842
nM), comparado con otros derivados de sulfonamidas heterociclicos (Pan, Vermelho,
Capaci Rodrigues, et al., 2013). Llanos y cols. por su parte, reportaron datos in silico de
C14 mostrando una energia de union de - 8.52 Kcal/mol, una energia de unién parecida a
la obtenida en este trabajo (- 8.31 Kcal/mol) y un valor de K, de 6.07 nM. Existen otros
reportes acerca de los efectos bioldgicos de C14 contra otras ACs, por ejemplo: Nishimori
y cols., reportd a C14 con valores de K, de 24, 45 y 680 nM contra las isoformas 1X, XII
y XIV de la a-ACh respectivamente, con una alta selectividad hacia las isoformas IX y
XII expresada en procesos carcinogénicos (Nishimori et al., 2005)(Angeli et al., 2020).
En otro estudio, Del Prete y cols., evaluaron a C14 contra dos a-ACs (hACI y hACII), asi
como una y-AC (Porphyromonas gingivalis) y dos B-ACs (H. pylori y P. gingivalis). Sus
resultados mostraron una preferencia significante hacia la isoforma ACIlh, con un valor

de 63 nM. Sin embargo la actividad inhibitoria de las B-isoformas fueron menos
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pronunciadas (973 y 4,765 nM, respectivamente) y en la isoforma y-AC mostr6 un valor
de K de 711 nM (Prete et al., 2014). En otro estudio encontrado contra la B-AC del
mosquito Anopheles gambiae (ACAga), C14 tuvo un valor elevado de K de 4,360 nM en
comparacion con el valor de 63 nM mostrado hacia la isoforma hACII (Syrjanen et al.,
2015). Adicionalmente Vullo y cols., obtuvieron valores de 5800, 63 y 67.2 contra las
isoformas hACI, hACII y a-AC de la gamma proteobacteria Thiomicrospira crunogena
XCL-2 (ACTtruc) comparada contra la isoforma hCAI (Vullo et al., 2016). Toda esta
informacidn muestra que C14 exhibe una notable afinidad hacia las isoformas a, 10s cuales
soportan los resultados in silico obtenidos en este trabajo. A pesar de los amplios
antecedentes sobre la inhibicion enzimética del C14, como se menciond anteriormente
Pan et al., mencionan una moderada — alta inhibicion enzimatica sobre la a-ACTc (K, =
842 nM), este dato pudo ser corroborado en los resultados obtenidos en este estudio sobre
las cepas NINOA y Al, ya que la evaluacion en epimastigotes revel6 valores superiores a

200 uM en ambas cepas.

C7 y C21 por su parte, tuvieron actividad frente a NINOA con ICso de 26 y 49 uM,
respectivamente, e indices de selectividad (IS) que oscilaron entre 1.8 y méas de 7.7. Cabe

destacar que C7 super6 a Bzn, con un 1Cso de 30.3 uM (IS = 4.4).

Con respecto a la cepa Al solo C9 dio una actividad moderada con ICsg de 78.86 uM y
un IS de 1.51, el resto (C7 y C21) tuvieron valores > 200 uM. C7 y C21 tienen una
similitud con la estructura de la Aaz, con excepcion a la sustitucién alifatica orientada
hacia el grupo sulfonamida. Reportes anteriores han indicado que dichas ampliaciones
pueden influir positivamente en la actividad inhibidora de los compuestos (Vullo et al.,
2016), por lo tanto, la actividad inhibitoria que distingue a dichos compuestos de otros del

grupo puede atribuirse a esta caracteristica (en el caso de la cepa NINOA).

Debido a que los compuestos C7, C9, C21 y C19 no son farmacos aprobados para el uso
en humanos y/o animales, se realizo el andlisis de propiedades biofarmacéuticas y
farmacocinéticas, las cuales juegan un rol crucial en la prediccion de la eficacia y
seguridad de los potenciales farmacos. Durante las etapas iniciales del descubrimiento de

farmacos, la prediccidn de estas propiedades puede ayudar a minimizar el riesgo de falla
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de la molécula en las fases clinicas posteriores. El coeficiente de particion de n-octanol a
agua Log P o/w es un parametro bien establecido que se utiliza para evaluar la lipofilicidad
de un compuesto. En Swiss ADME, multiples modelos predictivos son empleados para
asegurar una estimacion precisa generando valores consenso. El software incorpora cinco
modelos predictivos (XLOGP3, WLOGP, MLOGP, SILICOS-IT, y iLOGP), para obtener
la media aritmética de los valores predichos por los modelos. Tipicamente, los compuestos
con valores de Log P entre 0 a 5 son considerados como compuestos con propiedades
lipofilicas favorables (Daina et al., 2017). Notablemente, los compuestos C7, C9, C14,
C19 y C21 obtuvieron un valor consenso Log P entre 0.10 a 0.73, indicando excelentes
propiedades lipofilicas superando al compuesto control.

Ademas, se observo que todos los compuestos exhibieron solubilidad en agua, un
parametro crucial en el manejo y formulacién de un farmaco efectivo, particularmente en
proyectos con enfoque en la administracion oral, debido a que puede tener un impacto
significativo en la absorcion. Para la prediccion de solubilidad en agua, Swiss ADME
emplea un consenso de métodos tipoldgicos nombrados ESOL, ALI, y SILICOS-IT. Estos
resultados son expresados en Log S (logaritmo decimal de la solubilidad molar en agua).
Adicionalmente, ninguno mostré permeabilidad a través de la barrera hematoencefélica
(BBB), esto es altamente favorable considerando que T. cruzi y su ciclo de vida gira
principalmente en el torrente sanguineo y el tejido muscular como musculo esquelético,
intestino, corazdn, esofago, entre otros, mas que al sistema nervioso (De Fuentes-Vicente
etal., 2019).

Por el contrario la P-gp (glicoproteina P) que es un transportador transmembrana inducido
por ATP puede eliminar activamente una gama amplia de compuestos diversos
estructuralmente y no relacionados, secuestrando y expulsando eficazmente sustancias del
entorno celular (Ambudkar et al., 2003). Es importante sefialar que ninguno de los
candidatos esta asociado con esta glicoproteina, lo que indica la ausencia de mecanismos
potenciales de resistencia hacia ellos. De acuerdo con Orr y cols., el mecanismo de los
farmacos esta mediado por reacciones de fase 1y Il en las que los complejos enzimaticos
son los responsables de la biotransformacién de las moléculas (Ambudkar et al., 2003).

Una de las enzimas bien conocidas en este proceso es el Citocromo P450 (CYP450), que
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pertenece a una superfamilia que cataliza el metabolismo oxidativo de moléculas
estructuralmente diversas, incluyendo farmacos y &cidos grasos. Dentro de esta familia,
las isoformas CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4/3A5 juegan un rol significante en el
metabolismo de aproximadamente el 80% de los farmacos del mercado. Ademas, mas de
la mitad de estos agentes son metabolizados por la subfamilia CYP3A (Ambudkar et al.,
2003). Usando Swiss-ADME, fue posible predecir la inhibicion de los compuestos
candidatos hacia las principales subfamilias de CYP450 mencionadas anteriormente. Los
resultados fueron negativos lo que es bastante positivo debido a que cuando estas enzimas
son inhibidas, se puede impedir el metabolismo de otros farmacos o sustancias,
permitiendo potencialmente la interaccion farmaco-farmaco. En términos de accesibilidad
sintética, los ligandos candidatos obtuvieron una puntuacién inferior a cuatro en una
escala del uno al diez, lo que indica su alto potencial para una sintesis sencilla. Los
resultados obtenidos en Swiss-ADME fueron comparados con los datos arrojados en el
servidor AdmetLab, siendo la mayor parte de ellos similares con excepcion de algunas

discrepancias en los parametros de absorcidn gastrointestinal.

Del cribado virtual del DrugBank, los farmacos candidatos (Tol, Glic, Glim y Aceto) estan
catalogados como sulfonilureas de primeray segunda generacion, que actualmente se usan
para el tratamiento de la Diabetes mellitus, estimulando las células  pancreaticas (Farwa
& Raza, 2022; Drugbank, 2023). En los datos publicados en el DrugBank, estos farmacos
estdn autorizados también para el uso en el area veterinaria. Los resultados de
acoplamiento molecular sobre el sitio activo de la enzima (a-ACTc) arrojaron resultados
de EU (energia de union) superiores a la Aaz (-6.94 Kcal/mol). Ademas, se predijo que
Tol y Aceto interactuaron con el cofactor (Zn) y otros residuos de interés como la T256
encargada de orientar al sustrato hacia la catalisis. Por su parte, Glic mostro interacciones
con T256 (puentes de hidrogeno) al igual que Glim que interactué también con H158
(enlaces m-c). Parecido al resto de los compuestos provenientes de ZINC20 y MolPort,
estos farmacos mostraron un patron de interacciones con residuos aminoacidicos descritos
por Giizel-Akdemir et al., 2013, particularmente V179, V193, V155, E117, T257 y L255
(Glzel-Akdemir et al., 2013).
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Los farmacos candidatos (Glim, Glic, Tol y Ace) del DrugBank se llevaron a evaluacion
en epimastigotes de dos cepas mexicanas NINOA y Al, asi como a evaluacion de
citotoxicidad sobre macréfago de raton, linea J774.2. Glic y Glim mostraron datos de
inhibicidn sobresalientes hacia la cepa Al, con valores de 1Cso de 10.7 y 37.6 uM con
respecto a Nfx y Bzn, que mostraron valores de 19.3 y 39.0 uM respectivamente, e incluso
Glic obtuvo un mejor I1Cso que la Aaz (15.1 uM). Es importante recalcar que los farmacos
que se predijeron con afinidad hacia el cofactor Zinc en la evaluacion in silico (Tol y
Aceto), tuvieron los valores de ICso mas favorables hacia NINOA con valores de 8.5y 6.5
uM respectivamente, valores ligeramente por encima de Nfx (7.1 uM), Aaz (5.5 uM).
Mientras que en los ensayos de citotoxicidad tanto la Tol, Glic y Aceto mostraron valores
de IS > 23.5, 18.7 y 30.7 respectivamente, superando a los farmacos de referencia. Como
se pudo concluir con los resultados in vitro, Glim y Glic resultaron con mayor selectividad
hacia Al, mientras que Tol y Aceto hacia NINOA. Con respecto a esto, algunos reportes
mencionan que la posible selectividad de los compuestos hacia una cepa por encima de
otra puede deberse a que cada cepa muestra propiedades distintas de infectividad
(heterogeneidad de las caracteristicas bioldgicas), actividad metabdlica, expresion
enzimatica, susceptibilidad a farmacos y la resistencia natural. También, se ha reportado
que la diversidad genética del parésito influye en la evolucion de la enfermedad, la

presentacion de sintomas clinicos y respuesta a los tratamientos (Vela et al., 2021).

En el analisis bibliografico, no se encontraron reportes de reposicionamiento de estos
farmacos como inhibidores de la anhidrasa carbdnica de ningun organismo, lo cual es un
dato positivo para la innovacion de este trabajo, sin embargo, hay estudios de farmacos
hipoglucémicos propuestos como inhibidores del dihidrofolato reductasa - timidilato
sintasa (DHFR-TS, por sus siglas en inglés) de T. cruzi, una proteina que cataliza la
reduccion de folato a tetrahidrofolato y la subsecuente sintesis de timidilato, un precursor
esencial en la sintesis de ADN. En ese trabajo, Juarez-Saldivar et al., 2020, propusieron
10 farmacos candidatos (antihipertensivos, inhibidores de tirosina quinasa, incontinencia
urinaria, enfermedad de Parkinson, trombocitopenia y anti-diabetes) que mostraron una
afinidad superior al farmaco control trimetrexato (-8.5 Kcal/mol) en la evaluacién in

silico. Tres farmacos antidiabéticos (glipizida, gliburida and gliquidona), fueron
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seleccionados para evaluacién en un modelo in vitro de epimastigote. Los autores
concluyeron que la glipizida y gliquidona tuvieron los mejores valores de Clso de 13.4 £
6y 12 £ 5 uM respectivamente, superando al benznidazol con 12 + 2 uM, mientras la
gliburida tuvo un Clso de 66 £ 12 uM. Es importante notar que el andamio presente en la
Estructura quimica de estos farmacos N-(ciclohexilcarbamoil)benzenosulfonamida esta
ademaés presente en gliburida and acetohexamida, que mostraron la actividad inhibitoria

en ambas cepas probadas en este trabajo.

Existen otros estudios similares utilizando herramientas bioinformaticas para evaluar
farmacos aprobados en otros blancos farmacoldgicos de T. cruzi, un ejemplo de ello es el
realizado por Lara-Ramirez y cols., en el 2017, en este trabajo, los autores propusieron la
evaluacion in silico de cuatro farmacos con propiedades antihistaminicas,
antihipertensivas, antiinflamatorias y antibioticas como inhibidores de la trans-sialidasa,
confirmando este analisis con evaluaciones en tripomastigotes y mostrando valores de
CLso en un rango de 4.5 a 25.8 pg/ml, con respecto a los farmacos de referencia Nfx y
Bzn (CLso de 36.1 a 46.8 pug/ml). Los autores concluyeron que de los farmacos evaluados,
la Sulfasalazina (antiinflamatorio) mostré los mejores efectos tripanocidas a corto plazo
en el andlisis in vivo sobre la cepa NINOA con un CLspde 19.3 £ 1.2 pg/mL (Lara-
Ramirez et al., 2017). En otro estudio realizado el mismo afio, Palos y cols., propusieron
mediante herramientas bioinformaticas un farmaco antilipémico (clofibrato de etofilina)
y tres antibidticos de la familia de las P-lactamas (piperacilina, cefoperazona y
flucloxacilina) como inhibidores de la cruzaina, los cuales al ser evaluados mostraron
efectos tripanocidas con valores de CLsp en un rango de 15.8 a 26.1 pg/mL en
comparacion con los farmacos control Bzn y Nfx (CLsp 33.1 — 46.7 ug/mL
respectivamente) (Palos et al., 2017). Por otro lado, Adasme y cols., propusieron el
reposicionamiento del ciprofloxacin (antibidtico), acido félico (vitamina) y naproxeno
(analgésico) como inhibidores de tres blancos diferentes en T. cruzi (trans-sialidasa, FPPS
y TcDHFR respectivamente). Estos farmacos tuvieron una actividad inhibitoria sobre las
cepas de NINOA e INC5 en rango micromolar (ICso 21.3 — 38.3 uM), debido a esto, se
Ilevd a cabo el ensayo de parasitemia in vivo, mostrando un % de inhibicién del 57.2, 66.7

y 85.8 para el acido folico, ciprofloxacin y naproxeno respectivamente, en comparacion
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con el Nfx (77.8%) en la cepa NINOA. Por otro lado, sobre la cepa INC5 mostraron una
inhibicion del 66.7, 43.8 y 42.9% respectivamente ocho horas después de la
administracion en comparacion con Nfx (72.3%) (Adasme et al., 2020). Estos datos,
indican que el reposicionamiento de farmacos es una via potencial para encontrar

candidatos potenciales antitrypanosomas.

En los resultados encontrados en este trabajo, se concluye que la variabilidad de los
valores de ICso entre las dos cepas puede deberse a varios factores: i) La selectividad de
los compuestos hacia una cepa a diferencia de otra podria variar debido a la
heterogeneidad de las caracteristicas bioldgicas. (ii) Las cepas presentan propiedades
distintas relacionadas con la infectividad, la actividad metabdlica, la expresion enzimatica,
la susceptibilidad a los farmacos en las pruebas in vitro y la resistencia inherente (Vela et
al., 2021). (iii) En algunos reportes se ha mencionado que la polaridad del compuesto y
su incapacidad para atravesar las membranas bioldgicas, podrian dificultar su capacidad
para inhibir la enzima del parésito en entornos in vitro (Guzel-Akdemir et al., 2013).

Cabe destacar que este estudio representa la primera evaluacion de estos compuestos en
cepas autoctonas mexicanas y podria servir como guia para el desarrollo de inhibidores

de ACs mas eficaces para el tratamiento de la tripanosomiasis en animales.
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9. CONCLUSIONES

La técnica de modelado por homologia permitié obtener la estructura tridimensional de
cuatro proteinas de la a-ACTc en diferentes servidores, modelos que fueron funcionales
debido a que se pudo ubicar el sitio activo en todos ellos para realizar el acoplamiento
dirigido.

Las cinco mé&ximas subestructuras comunes (MSC), calculadas a partir de los compuestos
de sulfonamidas controles encontrados en la literatura, permitieron hacer un cribado por
similitud y subestructura en las quimiotecas propuestas (ZINC20 y MolPort). Del cribado
virtual basado en acoplamiento molecular, se pudieron obtener nueve compuestos con
caracteristicas de afinidad, interacciones importantes en la prediccion in silico y
propiedades biofarmacéuticas y farmacocinéticas, por lo cual fueron considerados para su
evaluacion in vitro (C7, C9, C14, C21, Glic, Glim, Ace y Tol) en epimastigotes de las
cepas NINOAy Al.

Tanto C7, Ace y Tol mostraron los mejores valores de 1Cso hacia la cepa NINOA (26.1,
6.5y 8.5 respectivamente), superando a los farmacos control Bzn (30.3 + 0.03 uM) y Nfx
(7.1 £ 0.1 uM), sin embargo, ninguno supero a la Aaz con ICso de 5.5 + 1.7. En cuanto al
IS, es importante resaltar que estos compuestos superaron a los farmacos controles con
valores superiores a 7.7, 30.7 y 23.5 respectivamente. Tanto Ace y Tol en la prediccién in
silico mostraron interaccion directa con el cofactor (Zn*), ademas de otros residuos del

sitio activo, atributo que podria justificar su destacada propiedad inhibitoria.

Glic y Glim por su parte, fueron los compuestos candidatos con mejores valores de 1Cso
hacia la cepa Al con valores de 10.7 y 37.6 £ 1.5 uM respectivamente, superando a los
farmacos control Bzn (19.3 + 0.08 uM) y Aaz (15.2 £ 2.8 uM). Solo Glic obtuvo un IS
superior a 18.7.

Este trabajo, da la pauta para proponer compuestos candidatos con potencial inhibitorio
hacia dos cepas endémicas de este pais, como una opcion de tratamiento para la

tripanosomiasis en animales.
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10. PERSPECTIVA

Bajo el marco trazado por esta investigacion, quedan las siguientes lineas para futuros

trabajos:

v" Andlisis de la inhibicion enzimatica de los compuestos candidatos.

v Analisis de los niveles de expresion del gen ACTc mediante PCR tiempo real en

epimastigotes al ser confrontados con los compuestos propuestos en este trabajo.

v" Dinamica molecular de los candidatos sobre el sitio activo de la enzima ACTc a
200 ns.

v Evaluacién en epimastigotes y tripomastigotes de los farmacos utilizados
actualmente en el area veterinaria (sulfacloropiridazina y sulfaquinoxalina), asi

como su evaluaciéon enzimatica.
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ANEXOS

Tabla Al. Categorizacion de los 32 compuestos documentados en la literatura basado en su
estructura quimica, asi como la identificacion de la M&xima Subestructura Comun (MSC)

seleccionadas para el cribado virtual.

Abreviaciones: EU — Energia de Unién (kcal/mol), Ki — Constante de Inhibicion (nM).
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Tabla A2. Farmacos probados que tuvieron EU (Kcal/mol) superior al farmaco control y que

interactuaron con al menos un residuo de interés.

# ID Nombre / Uso actual EU Interacciones a-TcCA
DrugBank (Kcal/mol)
1 DBO00222 Glimepirida / control -8.89059  HI. W57, E117, V179, V227, L255,
glicémico T256, T257, F266; HB. T257; I€-c.
H158
2 DB11395 Deracoxib / -8.78784  HI.T120, V179, L255; HB. E117, R124,
antiinflamatorio no S156, H158, T257, P258
esteroideo
3 DB00214 Torasemida / diurético -8.3576 HI. V179, L255, T256, F266; HB. E117,
T120, T257; I€-s. H158
4  DB05015 Belinostat / inhibidor de -8.06812  HI.T120, V179, L191, L255, T257; HB.
la histona deacetilasa E117, R124, S156, H158, T256, T257
(HDAC)
5 DBO00774 Hydroflumethiazide / -7.99744  HI. V179; HB. E117, H158, H160,
diurético T256, T257; Met. Zn; T€-c. H158
6 DB06268  Sitaxentan / hipertensién -7.95306  HI. L255; HB. R124, S156, T256; I€-s.
arterial pulmonar (HAP) H158
7 DB00310 Chlorthalidone / -7.89634 HI. Vv179; HB. E117, H158, H160,
diurético T256, T257; Met. Zn; T€-c. H158
8 DB08881 Vemurafenib / inhibidor -7.80617 HI. V179, V193, F266; HB. R124, S156,
de kinasa T256, T257
9 DBO00414 Acetohexamida / agente -7.75513  HI. P55, W57, E117, V193, L255, F266;
hipoglucémico HB. T256, P258; Met. Zn
10 DB14033 Acetil sulfisoxazol / -7.73766  HI. V179, V193, L255; HB. R124, S156,
antibacterial T256, T257; ie-c. H158
11 DB08942 Isoxicam / -7.68557  HI. V193, L255, F266; HB. T256, T257,
antiinflamatorio no P258
esteroideo
12 DB00278 Argatroban / inhibidor -7.678 HI. V155, V179, L191, L255; HB. N119,
directo de trombina T120, T257; SB. E117, H158
13 DB00482 Celecoxib / -7.65757 HI. T120, V155, V179, L255; HB. E117,
antiinflamatorio no T120, H158, T256; HalB. T256
esteroideo
14 DB11461 Sulfaclorpiridazina / -7.59793  HI. L255; HB. R124, S156, T256, T257;
antimicrobiano usado para fe-c. H158
infecciones en el tracto
urinario y en la medicina
veterinaria
15 DB00263  Sulfisoxazol / antibiético -7.50449  HI. V179, V193, L255; HB. S122, R124,
S156, T256, T257
16 DB00999 Hidroclorotiazida / -7.44746  HI. V179; HB. E117, H158, H160,
diurético T256, T257; Met. Zn; T€-c. H158
17 DB00695 Furosemida / diurético -7.43053  HI. V193, T257; HB. E117, T257; SB.
H158, H160
18 DB13532 Ciclopentiazida / -7.41642  HI. V179, V193, L255, T256, T257,
diurético F266; HB. W57, E117, H158, T257
19 DB06729 Sulfaphenazole / -7.41281  HI.V179, V193, L255, T257; HB. H158,

antibacterial

P258; f€-s. H158
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29
30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

DB09289

DB14973

DB13284

DB00808

DB00580

DB13773

DB00436

DB15861

DB01120

DB11739
DB01015

DB00554

DB11462

DB11464

DB00880

DB06150

DB01298

DB08439

DB01325

DB00814

DB08912

DB00606

DB01021

Tianeptina /
antidepresivo
Abrocitinib / inhibidor de
quinasa

Meticran / diurético
Indapemide / diurético

Valdecoxib / inhibidor de
COX-2
Sulfamethoxypyridazine
[ antibiotico
Bendroflumetiazida /
diurético
Butiazida / diurético

Gliclazida /
antihiperglicemico oral
Vonoprazan / antiacido
Sulfametoxazol /
antibidtico
Piroxicam /
antiinflamatorio no
esteroide
Sulfametoxipiridazina /
antimicrobiano
bacteriostatico en
medicina veterinaria
Sulfaquinoxalina /
aprobado en medicina
veterinaria para el
tratamiento de la
coccidiosis
Clorotiazida / diurético

Sulfadimetoxina /
antibidtico
Sulfacitina / antibio6tico

Parecoxib / inhibidor
COX-2
Quinetazona / diurético

Meloxicam /
antiinflamatorio no
esteroideo
Dabrafenib / inhibidor de
quinasa

Ciclotiazida / diurético

Triclormetiazida /
diurético

-7.41022

-7.40931

-7.39256

-7.36577

-7.36238

-7.31968

-7.3034

-7.30084

-7.26964

-7.25423
-7.22332

-7.19356

-7.155

-7.15374

-7.13221

-7.12105

-7.08479

-7.07132

-7.0671

-7.05906

-7.03978

-7.03976

-7.03239

HI. W57, T120, V179, V193, L255,
T257; HB. S254, T256, T257; SB. H177
HI. T120, V193, L255, F266; HB. E117,
R124, S156, H158, H160, T256, T257;
Met. Zn

HI. V179, V193, L255; HB. T120, T257;
Met. Zn; fe-c. H158

HI. V179, L191, V193, L255; HB. R124,
S156, T256, T257; i€-s. H158

HI. V155, V179, L255, T257; HB. E117;
fe-s. H158

HI. L255; HB. R124, S156, T256, T257

HB. H158, H160, T256, T257; Met. Zn;
fe-c. H158

HI. V179, T256, F266; HB. S122, R124,
S156, T257

HI. V155, V179, V193, L255; HB. S122,
T256

HI. V179; HB. H158, T257

HI. V193, L255; HB. R124, S156, T256,
T257

HI. V179, V193, L255; HB. T257; i€-c.
H158

HI. V193, V264, F266; HB. S122, R124,
S156, T256, T257

HI. V179, V193, L255; HB. R124, S156,
T257; i€-s. H158

HI. V179; HB. E117, H158, H160,
T256, T257; Met. Zn; i€-c. H158

HB. R124, S156, T256, T257; i€-c.
H158

HI. V193, F266; HB. R124, S156, H158,
T256, T257

HI. V155, V179, L255, T257; HB. E117;
f€e-c. H158

HI. V179; HB. E117, H158, H160,
T256, T257; Met. Zn; i€-c. H158

HI. V179, V193, L255; HB. T257; i€-c.
H158

HI. T120, H177, V179, V193, L255,
T256, V264, F266; HB. P258; SB. E117;
f€-c. H158.

HI. V179, V193, L255, T256, F266; HB.
E117, T256, T257

HI. V179; HB. E117, H158, H160,
T256, T257; Met. Zn; f€-c. H158
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43 DB13165 Ripasudil / inhibidor de -6.99768  HI. T120, V179, L255, T257; HB. H158,

quinasa T256; SB. E117; I€-c. H158
44 DB09215 Droxicam / -6.94451  HI. W57, T120, V179, V193, T257,
antiinflamatorio no F266; HB. H160, T256, T257
esteroideo
45 DB00819 Acetazolamida /Epilepsia  -6.94269  HI. V193; HB. H158, H160, T256,
y glaucoma T257; f€-c. H158
46 DBO01124 Tolbutamida / -6.91087  HI. V155, V179, V193, L255, T256,
antihiperglicemico F266; HB. T257; Met. Zn

HI: Enlaces hidrofobicos; HB: Puentes de hidrogeno; Met: enlace metélico; SB: Puentes salinos; n-c: enlace
pi-cation; ©-S; pi-apilamiento.
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Figura Al. Veintidés compuestos que muestran valores AA > 0. C14, ZINC000001676919 / Molport-
001-771-708; C24, ZINC000036182755; C20, ZINC000036182553; C3, MolPort-008-869-413; C21,
ZINCO000036182557 / Molport-021-779-039; C7, MolPort-021-779-681; C6, MolPort-021-779-442;
Cl6, ZINC000006817895, C18, ZINC000036182532; C30, ZINC000225234308;, (C23,
ZINC000036182740; C22, ZINC000225234308; C25, MolPort-008-869-448; C28,
ZINCO000000875177; C19, Molport-008-869-416; C1, MolPort-008-869-405; C5, ZINC000036182532;
C9, ZINC000036182755 / Molport-044-723-476; C4, ZINC000000397696; C2, ZINC000006817895;
C8, MolPort-030-084-025; C29, ZINC000036182553.
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