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Develando la Disrupcion de la Homeostasis del Ca2*
en Tripanosomatidios como Blanco Terapéutico
contra la Enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis.
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Unveiling the disruption of the intracellular Ca?* Homeostasis in
Trypanosomatids as a Therapeutic Target against Chagas Disease and
Leishmaniasis. Repurposing and Drug Combinations
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Resumen

Los parasitos Trypanosoma cruziy Leishmania spp. generan enfermedades conocidas como enfermedad de
Chagas y Leishmaniasis, respectivamente, que representan un grave problema de salud publica a nivel mundial.
Los tratamientos para ambas enfermedades presentan problemas de toxicidad e ineficacia importantes, por lo
que es necesario desarrollar tratamientos mas eficaces. En nuestro laboratorio hemos venido trabajando en
los ultimos anos en la busqueda de nuevas drogas con potencial terapéutico contra la enfermedad de Chagas
y la Leishmaniasis, concentrandonos en la reutilizacién de drogas aprobadas y utilizadas en combinacién
con otras. Entre las drogas con las que hemos trabajado se encuentran la miltefosina, la amiodarona y
sus derivados, la pentamidina, el posaconazol y otros azoles, y el SQ 109. Este ultimo, en Fase III para el
tratamiento de la tuberculosis resistente, ha tomado mucha importancia recientemente, ya que es capaz de
tener un efecto letal en varios otros organismos parasitarios, incluyendo al Trypanosoma cruziy Leishmania
spp. Un denominador comiin que hemos encontrado en todas estas drogas es que actian perturbando la
homeostasis intracelular del Ca?* en estos parasitos. Este hecho es relevante, ya que hemos demostrado que
la regulacion intracelular de este catién en tripanosomatidios parasitos difiere de manera importante respecto
de la de los humanos, lo cual tiene potencial importancia desde el punto de vista terapéutico. En este trabajo
revisaremos el efecto de las diferentes drogas mencionadas en cuanto a su accion tripanocida y/o leishmanicida,
asi como su mecanismo de acciéon, senalando su efecto sobre la homeostasis intracelular del Ca?".
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Abstract

The parasites Trypanosoma cruzi and Leishmania spp. cause diseases known as Chagas disease and
leishmaniasis, respectively, which represent a serious public health problem worldwide. Treatments
for both diseases generate significant problems of toxicity and ineffectiveness, making it necessary to
develop more efficient treatments. In our laboratory, we have been working in recent years on the search
for new drugs with therapeutic potential against Chagas disease and leishmaniasis, focusing on the
repurposing of approved drugs used in combination with others. Among the drugs we have worked with
are miltefosine, amiodarone and its derivatives, pentamidine, posaconazole and other azoles, and SQ
109. The latter, in Phase III for the treatment of drug-resistant tuberculosis, has recently gained significant
importance, as it is capable of having a lethal effect on several other parasitic organisms, including
Trypanosoma cruzi and Leishmania spp. A common denominator we have found in all these drugs is
that they act by disrupting intracellular Ca?>* homeostasis in these parasites. This fact is relevant since
we have demonstrated that the intracellular regulation of this cation in parasitic trypanosomatids differs
significantly from that in humans, which implies potential therapeutic importance. In this work, we will
review the effects of the different drugs mentioned in terms of their trypanocidal and/or leishmanicidal
properties and their mechanisms of action, highlighting their impact on intracellular Ca** homeostasis.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas, causada
por el protozoo Trypanosoma cruzi,
es una zoonosis endémica de América
Latina, aunque en las ultimas décadas ha
emergido en otras regiones debido a la
migracion. Se estima que entre 16 y 18
millones de personas estan infectadas en
todo el mundo, con una carga importante
en paises como Bolivia, Argentina, Brasil,
México y Venezuela. Actualmente, las
drogas disponibles son el nifurtimox y el
benznidazol, que presentan un porcentaje
de cura estimado del 80% en la fase aguda
de la enfermedad, siendo practicamente
inefectivas en la fase cronica. Por otra
parte, la leishmaniasis es reconocida por
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como una de las enfermedades tropicales
mas importantes que afectan al hombre,
encontrandose difundida en mas de 88
paises en 4 continentes, con 350 millones
de personas en riesgo, 12 millones de casos
reportados con un indice aproximado de 2
millones de nuevos casos anuales, asi como
57.000 muertes reportadas al ano (Alvar y
col., 2012; Costa-da-Silvay col., 2022). En el
caso particular de la leishmaniasis visceral,
se trata de una de las enfermedades
tropicales mas desatendidas del mundo
y afecta principalmente a los paises mas
pobres. Asi, con una tasa de mortalidad del
90 % si no se trata, la leishmaniasis visceral
es responsable de mas de 50.000 muertes
y de aproximadamente entre 200.000 y
500.000 nuevos casos de infeccion cada
ano, lo que la convierte en la segunda
causa de muerte por parasitos en el mundo
después de la malaria (Al-Salem y col.,
2016).

En Venezuela, la leishmaniasis es
endémica y difundida en todos los estados

del pais. Aunque la epidemiologia no esta
actualizada en nuestro pais, entre 1955 y
2002 el Ministerio de Salud registr6 cerca
de 50.000 casos de leishmaniasis cutanea
y mas de 2.000 de leishmaniasis visceral.
El tratamiento actual en Venezuela se
realiza mediante el uso de un antimonial
pentavalente (Glucantime), de alta toxicidad,
que provoca graves efectos secundarios en
los 6rganos renales, cardiacos y hepaticos.

Los parasitos Trypanosoma cruzi'y
Leishmania spp. generan la enfermedad de
Chagas y Leishmaniasis, respectivamente.
Los tratamientos quimioterapéuticos
actuales aprobados para ambas
enfermedades presentan importantes
problemas de toxicidad en los pacientes
tratados, por lo que es necesario desarrollar
tratamientos mas eficaces. En nuestro
laboratorio, en los ultimos anos, hemos
venido trabajando en la busqueda de
nuevas drogas con potencial terapéutico
contra la enfermedad de Chagas y la
leishmaniasis. Nos hemos enfocado, como
estrategia, en lo que se ha denominado
reposicionamiento o reutilizacion de drogas,
que consiste en intentar redescubrir viejas
drogas desarrolladas para el tratamiento
de distintas enfermedades, con efecto
sobre otros parasitos, en particular sobre
tripanosomatidios (Sbaraglini y col.,
2016). Este enfoque tiene la ventaja de
permitir avanzar mas rapidamente en su
puesta en el mercado farmacéutico, ya
que se evitarian todos los estudios clinicos
previos en humanos, considerando que la
farmacocinética y la farmacodinamica ya han
sido establecidas. Hay muy poca inversion
por parte de la industria farmacéutica
en estas enfermedades desatendidas,
por razones estrictamente econémicas.
En este sentido, parece racional intentar
utilizar drogas, por ejemplo, contra hongos

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 88 - Y° 2 - 2025

139



HOMEOSTASIS DEL CA2* COMO BLANCO TERAPEUTICO CONTRA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS Y LA LEISHMANIASIS

patdgenos, cuya inversion en su desarrollo
es mucho mayor, ya que cuentan con
un mercado excelente en Europa y en
Estados Unidos. Entre las drogas incluidas
en la presente revision se encuentran la
miltefosina, laamiodaronay sus derivados, la
pentamidina, el posaconazol, el itraconazol
y el SQ 109 (Figura 1). Este ultimo, un
novedoso compuesto en Fase IIl para el
tratamiento de la tuberculosis resistente, ha
tomado mucha importancia recientemente,
ya que es capaz de tener un efecto letal
en varios otros organismos parasitarios,
incluyendo a Trypanosoma cruzi (Veigas-
Santosy col., 2015), Leishmania mexicana
(Garcia-Garcia y col., 2016), L. donovani
(Gil y col., 2020) y Trichomonas vaginalis
(Guinancio de Souza y col., 2023).

Cabe destacar entre estas drogas a los
azoles como Itraconazol y posaconazol,
inhibidores de la sintesis de ergosterol
(Figura 1), que afectan de una manera
similar a diferentes hongosy a los parasitos
Trypanosoma cruzi y Leishmania spp.,
ya que estos patdgenos poseen la misma
diferencia con respecto a las células
de humanos, que es la sustituciéon del

colesterol en sus membranas por ergosterol
(Figura 2), indispensable en el desarrollo
del ciclo de vida de estos organismos
(Urbina y col., 1998; Benaim y col., 2006).

Algunas de las drogas mencionadas
ya han perdido la patente, por lo que
resultan muy econémicas. Es el caso de la
amiodarona (Figuras 1y 2), un antiarritmico
de amplio uso, el cual tiene un efecto
muy potente tanto In vitro como in vivo,
sobre Trypanosoma cruzi presentando
un marcado efecto sinergistico cuando
se combina con el posaconazol (Benaim
y col., 2006), y en el caso de Leishmania
mexicana, cuando se suministra con
miltefosina (Serrano y col., 2009b).

ReaGuLACION DEL CA2* EN TRIPANOSOMATIDIOS

El Ca?* desempena un papel destacado
como senal en la regulacién de numerosos
procesos relacionados con la viabilidad de
diferentes tripanosomatidios (Benaimy col.,
2020). Por ejemplo, es fundamental en el
proceso de invasion de la célula huésped
por el parasito (Docampo y Moreno,
1996), asi como en la multiplicaciéon y la
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Figura 1. Estructura de los distintos compuestos discutidos.

Tomado de Benaim y col., 2020, con autorizacién
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Figura 2. Esquema de las vias de sintesis del ergosterol, que
muestra los sitios de accién de los principales inhibidores. Tomado

de Benaim y col., 2020

diferenciacion de estos parasitos (Lammel
y col., 1996) y en el establecimiento de la
muerte celular programada o apoptosis
(Irigoin y col., 2009). También se ha
demostrado su participacion directa en la
regulacion del volumen celular del parasito
mediante la osmorregulacion (Rohloff y
col., 2003), entre otras funciones esenciales
para la vida de estos parasitos.

En cuanto a su regulacion intracelular
(Figura 3) se destacan los acidocalcisomas,
los cuales han sido descritos como
organelos acidicos capaces de acumular
grandes cantidades de Ca?" (Docampo
y col.,, 1995; Docampo y Moreno, 2011;
Benaim y Garcia, 2011). También, el
mitocondrién unico gigante presente en
tripanosomatidios, que ocupa el 12% del

dd-Dimethylzymosterol

sl

volumen celular (Figura 3) y utiliza la
diferencia electroquimica de protones
(AW ) existente entre su membrana
interna y el interior mitocondrial para
acumular Ca?* con alta capacidad
(Benaim y col., 1990; Docampo y col.,
2021). Presenta tanto semejanzas como
diferencias respecto a las mitocondrias
humanas (Benaim y Garcia, 2011;
Docampo y col., 2021). EI ADN
mitocondrial es tan grande que puede
verse con un microscopio simple. Se
denomina Kinetoplasto y se le atribuye
el nombre a toda la familia de los
tripanomomatidos.

Como mecanismo de transporte
hacia el exterior celular, estos parasitos
presentan una bomba de Ca?* en su
membrana plasmatica (Figuras 3 y 4),
que presenta muchas semejanzas con la
PMCA (por sus siglas en inglés, Plasma
Membrane Calcium Pump) de humanos,
como la estimulacién por calmodulina,
proteina esencial en el papel del Ca?*
como senalizador universal (Figuras 3
y 4), pero también presenta diferencias
fundamentales respecto a la enzima
homologa de humanos (Benaim y Romero,
1990; Benaim y col., 1991; 1993a; 1993b;
Perez-Gordonez y col., 2017).

La calmodulina (CaM) de los
trypanosomatidios merece especial
atencion, ya que presenta un 11%
de diferencia en su composiciéon de
aminoacidos con respecto a la CaM de
vertebrados (idéntica en todas las especies
de este extenso Phylum), a pesar de que
las dos poseen 148 aminoacidos. Esto
la hace particularmente interesante, por
tratarse de una proteina extremadamente
bien conservada en términos evolutivos
(Garcia-Marchan y col., 2009). Sin embargo,
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Figura 3. Representacion esquemdtica de los mecanismos implicados en la
regulacion intracelular del Ca?* en los tripanosomatidios. (1) Canal de Ca** activado
por esfingosina, responsable de la entrada de Ca* en el parasito. (2) Bomba de Ca**
de la membrana plasmatica (PMCA) regulada por calmodulina, responsable de la
extrusion de Ca?", (3) Uniporte de Ca?* mitocondrial (MCU) e intercambiador Na*/ Ca2*
en el mitocondrién tinico del parésito. (4) Bomba de Ca?* tipo “SERCA” en el reticulo
endoplasmatico. (5) Canal de Ca** para la liberacién del catién. (6) ATPasa de Ca**
de tipo PMCA, responsable de la acumulacién de Ca** en los acidocalcisomas, y (7)
el receptor de IP3, responsable de la liberacion de Ca** desde los acidocalcisomas al
citoplasma. Tomado de: Benaim y col., 2020, con autorizacién
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Figura 4. Modelo expandido de los mecanismos de regulacién de Ca** en la
membrana plasmadtica de los tripanosomatidios. Izquierda: El canal de Ca?
estimulado por esfingosina, donde se representa la activacion por la mitelfosina
y el clasico agonista Bay K 8644, y la inhibicion por nifedipina (dihidropiridina) y
verapamilo (fenilalquilamina). Derecha: La PMCA estimulada por la CaM, donde se
muestra su inhibicién por pentamidina y por el cristal violeta. Tomado de Benaim
y col., 2020, con autorizacién
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las razones de estas notables diferencias
no estan del todo claras y merecen ser
estudiadas (Benaim y Garcia, 2011). Uno
de los blancos de la CaM, bastante bien
caracterizados en estos parasitos, es la
Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica
(PMCA) (Figuras 3 y 4). La modulaciéon
de la PMCA ha sido consistentemente
observada en todos los tripanosomatidios
estudiados hasta la fecha (Benaim y Garcia,
2011), lo que sugiere un mecanismo de
regulacion conservado del Ca?* intracelular
en estos parasitos. Notablemente, esta
ATPasa también puede ser activada
indistintamente por la calmodulina (CaM) de
vertebrados, 1o que genera una respuesta
bioquimica comparable a la inducida por
la CaM autdloga, tanto cualitativa como
cuantitativamente. De manera que las
grandes diferencias entre estas CaMs no se
explican por su accion sobre esta enzima
blanco. Por lo tanto, funcionalmente este
hecho parece implicar que otra proteina
estimulada por CaM aun no identificada
en estos parasitos, deberia estar presente,
explicando asi las significativas diferencias
evolutivas entre ambas CaMs. Desde una
perspectiva terapéutica, este fendmeno
representa un punto de interés estratégico,
ya que la identificacion y caracterizacion de
esta enzima blanco podria permitir el disefio
de inhibidores especificos que alteren la
homeostasis del Ca?* en el parasito sin afectar
las células del hospedador. Con respecto a
este punto, el canal de Ca** que se menciona
a continuacion podria ser este blanco
diferencial, ya que el ortélogo de humanos
es regulado por la CaM.

Como mecanismo de entrada del Ca** al
interior del citoplasma, se ha determinado que
en estos parasitos existe un canal analogo al
canal de Ca?" sensible al potencial (VGCC
tipo L, por sus siglas en inglés) presente en
mamiferos (Figuras 3 y 4), pero con notables

diferencias. Entre otras, su sensibilidad al
esfingolipido esfingosina y su independencia
de voltaje (al menos en T. cruzi). Este canal fue
identificado primero en L. mexicana (Benaim
y col., 2013) y, mas recientemente, en T.
cruzi, donde se ha aislado y caracterizado
electrofisioldgicamente mediante la técnica
de Patch Clamp (Rodriguez-Duran y col.,
2019). También mas recientemente ha sido
identificado en T. brucei (Huangy col., 2025),
y en T. equiperdum (Perez-Gordones y col.,
2024). Este mismo ano se realiz6 un estudio
comparativo con el ortélogo de humanos, en
el que se explican las dificultades inherentes
al descubrimiento de este canal tan elusivo
y la posible razén de su activacion por
miltefosina (Benaimy col., 2025), basandose
en la similitud estructural con el principal
activador del mismo identificado hasta el
presente, la esfingosina.

Se ha demostrado que todas las
drogas descritas en este trabajo ejercen
su efecto parasitocida, al menos en parte,
mediante la perturbacion de la homeostasis
intracelular del Ca?* en estos organismos.
Esta caracteristica ha permitido postular
que los mecanismos involucrados en la
regulacion del Ca?* intracelular constituyen
un blanco terapéutico muy prometedor
para el desarrollo de farmacos contra estas
enfermedades parasitarias (Benaimy Garcia,
2011; Benaimy col., 2020). A continuacion,
presentaremos una descripcion de los
hechos mas destacados de estas drogas en
distintos tripanosomatidios.

Posaconazol

El posaconazol se ha mostrado como un
farmaco muy prometedor. Es un derivado
cuya sintesis esta basada en la estructura
del Itraconazol, inhibidor de la sintesis de
ergosterol (Urbinay col., 1998), resultando
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ser 2 O6rdenes de magnitud mas potente
que su precursor (Molina y col., 2000). De
hecho, ha sido exitoso como tratamiento
compasivo al menos en un caso en
humanos. Se trat6 de una paciente argentina
en Espana que presentaba un cuadro
critico de lupus eritematoso sistémico
(enfermedad autoinmune). Cuando la
paciente fue inmunosuprimida para atenuar
los sintomas, desarroll6 un Chagas agudo
escondido que se exacerbé al inhibirse
la respuesta inmune, y el posaconazol
permitié la cura del paciente (Pinazo y
col., 2010). Existe otro caso de tratamiento
exitoso con posaconazol, también en un
paciente bajo tratamiento compasivo, pero
en este caso, por leishmaniasis cutanea
(Paniz-Mondolfi y col., 2011).

A pesar de las grandes expectativas
generadas sobre la posibilidad de utilizar
este farmaco (aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA) como
antimicotico de amplio espectro) en
la enfermedad de Chagas, los primeros
estudios no fueron alentadores. Asi, en
un ensayo clinico disenado para evaluar la
seguridad y eficacia del posaconazol, del
benznidazol y de su combinacion para el
tratamiento etiologico de la enfermedad
de Chagas crénica, denominado “STOP-
Chagas”, los resultados obtenidos no fueron
nada prometedores (Morillo y col., 2017).
Aunque el estudio fue muy relevante, varios
aspectos del diseno experimental y de la
interpretacion de los resultados merecen
un analisis mas detallado. Una explicacion
muy factible para la falta de actividad
antiparasitaria del posaconazol en este
ensayo en contraste con la actividad curativa
demostrada anteriormente en varios
modelos murinos, es que el farmaco se
administro en la dosis 6ptima para humanos
en su formulacién de suspension liquida

(400 mg, dos veces al dia); las exposiciones
sistémicas en humanos a esa dosis son del
10 % al 20 % de las medidas en ratones a la
dosis curativa contra 7. cruzi de 20 mg/kg
al dia (Urbina, 2017). Esto indica que los
pacientes recibieron una dosis insuficiente
de posaconazol como tratamiento contra
T. cruzi (Urbina, 2017). Como reconocieron
los investigadores (Morillo y col., 2017), el
breve periodo de seguimiento de un ano no
permitié evaluar el efecto de los diferentes
tratamientos en la evolucion clinica a largo
plazo de los pacientes, ni sus efectos a
corto plazo sobre la carga parasitaria de
los pacientes tratados.

Amiodarona y sus derivados

La amiodarona es un antiarritmico
de clase IIl (Figura 1). Es un farmaco
ampliamente utilizado para la restauracion
y el mantenimiento del ritmo sinusal en
pacientes con fibrilacion auricular. Actua
bloqueando los canales de potasio (K*),
sodio (Na*) y calcio (Ca?*), ademas de
ejercer un efecto antagonista sobre los
receptores adrenérgicos ay 3 (O’'Donovan
2006; Nattel y col., 2008). La amiodarona
también se ha utilizado como antiarritmico
en el tratamiento de ciertas miocardiopatias
chagasicas.

Se ha demostrado que la amiodarona
puede inducir la disrupcion de la regulacion
del Ca?* en T. cruzi, alterando el potencial
electroquimico mitocondrial (Benaim y
col., 2006). Este mismo efecto ha sido
observado en L. mexicana (Serrano-Martin
y col., 2013a).

La amiodarona también tiene un
marcado efecto sobre Leishmania
mexicana (Serrano-Martin y col., 2009a),
agente causal de la leishmaniasis cutanea
y mucocutanea, y se ha demostrado
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que produce alcalinizacion de los
acidocalcisomas de dichos parasitos. Esta
perturbacion de la homeostasis del Ca?*
induce su muerte. La amiodarona también
puede inhibir la sintesis de ergosterol en
estos parasitos. Se ha demostrado que
la amiodarona y sus derivados también
tienen un marcado efecto sobre otro
parasito humano, Trichomonas vaginalis
(de Souzay col., 2022).

Los resultados con la amiodarona
han sido bastante prometedores, no
solo en experimentos in vitro sobre
los parasitos o in vivo en ratones, sino
también en experimentos realizados
con perros infectados naturalmente con
la enfermedad de Chagas, un modelo
experimental ideal que simula con
excelencia, incluyendo el nivel cardiaco, el
desarrollo de la enfermedad en humanos
(Madigan y col., 2018). En un estudio
realizado en Texas y Louisiana, EE. En UU.,
sobre 121 perros infectados naturalmente
con la enfermedad de Chagas, se demostro
que la combinacion de amiodarona con
itraconazol (denominada “amiozol”) fue
altamente eficaz, produciendo la cura
parasitologica en la gran mayoria de los
casos tratados (Madigan y col., 2018).
En este trabajo se utilizo itraconazol y
no posaconazol, a pesar de que, como
se mencionoO, es mas potente que su
precursor. Esta decision se dispuso
considerando que el primero ya ha
perdido la patente y, por lo tanto, es
un farmaco muy econdémico, al igual
que la amiodarona. Estos estudios con
perros infectados pavimentan el camino
para estudios clinicos en pacientes con
enfermedad de Chagas que empleen la
misma combinacion de farmacos. De
hecho, la combinacion de amiodarona
con itraconazol también ha sido utilizada

en humanos (aunque excepcionalmente
como “tratamiento compasivo”), tanto
en un caso de enfermedad de Chagas
(Paniz-Mondolfi y col., 2009) como en
la leishmaniasis (Paniz-Mondolfi y col.,
2008), lo cual respalda ampliamente su
potencial uso en ensayos clinicos contra

estas infecciones.

En la busqueda de nuevas drogas

basadas en la estructura de la amiodarona,
la dronedarona, un nuevo compuesto
derivado de la amiodarona producida
por Sanofi-Aventis, fue aprobada por la
FDA como antiarritmico en el 2009. Este
compuesto posee la misma estructura
que la amiodarona, con la diferencia de
que no presenta los dos atomos de yodo
y presenta un caracter menos hidrofobico,
lo que le confiere un perfil de seguridad
mejorado y menor toxicidad. Se ha
reportado la actividad anti-T. cruzi de éste
derivado del benzofurano (Benaim y col.,
2012; Benaim y Paniz-Mondolfi, 2012),
demostrando que presenta un efecto
antiproliferativo sobre epimastigotes (IC_
de 4,9 pM) y amastigotes en el interior de
células de mamifero (células Vero) con
un IC, = 0,75 pM), y que la accion sobre
epimastigotes esta mediada en parte por
la alteracion de la homeostasis del Ca**
intracelular, a través de la disipacion del
potencial electroquimico mitocondrial y
de la alcalinizacion de los acidocalcisomas
(Figura 5). También se reporto la actividad
inhibitoria de la dronedarona sobre L.
mexicana con una IC_ de 115 nM sobre
promastigotes y un valor correspondiente
de 0,65 nM sobre amastigotes (Benaim
y col., 2014). Este valor es 1000 veces
menor que el observado en amastigotes
de T. cruzi. Al igual que en este ultimo
parasito, la actividad antiparasitaria
sobre promastigotes de L. mexicana
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Figura 5. Efectos de la Amiodarona (AMIO) en la homeostasis del Ca** en
amastigotes de T. cruzi. Células Vero-infectadas fueron doblemente marcadas
con Rhod-2 (rojo) y Rhodamina 123 (verde) para visualizar la concentracion de Ca?*
mitocondrial y el potencial eléctrico transmembrana (Agm), respectivamente. (A)
Células de control, (B) células tratadas con 12,5 uM de AMIO por 20 min. Se observa
la dréstica reduccién del potencial de membrana mitocondrial inducida por AMIO y
el correspondiente incremento de la concentracion de Ca?* citoplasmatico libre en
los parésitos. A la derecha se observa la yuxtaposicion en la que las mitocondrias
de los amastigotes en anaranjado (rojo y verde). Estos efectos no se observaron
en las células del hospedador. Tomado de: Benaim y col., 2006, con autorizacién

esta mediada por la alteracion del nivel
de Ca?** citoplasmatico, liberado desde
compartimientos intracelulares. Esto se
atribuyo a los dos organelos que sirven
como almacenes de Ca?*: la mitocondria
(que resultaba desenergizada) y los
acidocalcisomas (en los que se producia
su alcalinizacion) tras la exposicion
de los promastigotes a 115 nM de
dronedarona. Es importante recordar que
estos dos organelos estan directamente
relacionados, ademas, con la bioenergética
de estos parasitos, conjuntamente con
su participacion directa en la regulacion
de la concentracion del Ca?* intracelular
((Ca**)). Por otra parte, se demostro que la

i

dronedarona, al igual que su predecesor,
es capaz de inhibir la biosintesis de
ergosterol en L. mexicana, también a nivel
de la oxidoescualeno ciclasa (Benaim y
col., 2014), lo que explica su potente
efecto sobre esos parasitos.

Se ha demostrado que derivados de
benzofuranos basados en la estructura
de la amiodarona, especificamente
un compuesto denominado Amioder,
presentan excelentes resultados
potenciales frente a estos parasitos
(Pinto-Martinez y col., 2018; Martinez-
Sotilloy col., 2019; Benaim y col., 2022).
Asimismo, se demostro el efecto de la
amiodarona, la dronedaronay del Amioder

146



BENAIM

sobre otro parasito humano, Trichomonas
vaginalis (de Souzay col., 2022).

También ha sido demostrado que el
efecto combinado de la amiodarona con
el posaconazol produce un profundo
efecto sinérgico, tanto in vitro, utilizando
macrofagos infectados con amastigotes
de T. cruzi, como in vivo sobre ratones
infectados con estos parasitos (Benaim y
col., 2006), lo cual apoya fuertemente la
mencionada combinacion de farmacos,
como posible estrategia terapéutica,
apoyando ademas la idea de combinar
amiodarona con azoles inhibidores de la
sintesis de ergosterol, como es el caso
del Amiozol.

Pentamidina

La pentamidina (4-(5-4-
carbamimidoilfenoxi) pentoxi benceno
carboximidamida), es una diamidina
aromatica (Figura 1) aprobada para el
tratamiento de las infecciones oportunistas
causadas por el hongo Pneumocystis
carinii. Aunque también se ha reportado
un importante efecto contra T. cruziy sobre
L. donovani, causante de la leishmaniasis
visceral, la forma mortal de esta infeccion.
La pentamidina se une selectivamente al
ADN Kkinetoplastico de estos parasitos, lo
que inhibe su replicacion. El uso clinico
esta limitado por una amplia gama de
efectos adversos, entre ellos la toxicidad
renal, hepatica y cardiaca (Yadagiri y col.,
2023). También se ha reportado que el
mecanismo de accion de la pentamidina
en Leishmania spp. se produce mediante
la disrupcion de la sintesis de proteinas y
de acidos nucleicos (Zhang y col., 2025).

Con respecto a la regulacion
intracelular del Ca?**, se ha demostrado
que la pentamidina inhibe selectivamente

la bomba de Ca?* de la membrana
plasmatica (PMCA) del parasito T. brucei,
causante de la enfermedad del suerio o
tripanosomiasis africana. La pentamidina
bloquea la actividad de la ATPasa de la
PMCA, impidiendo la conversion de ATP
en ADP necesaria para el transporte activo
de Ca?*, sin inhibir significativamente la
PMCA en células de mamifero (es decir,
del hospedador), 1o que sugiere una
diferencia estructural o conformacional
aprovechable para el diseno de farmacos
selectivos (Benaim y col., 1993).

SQ-109 y sus derivados

El compuesto SQ109 (N-adamantan-
2-il-N’-((E)-3,7-dimetil-octa-2,6-dienil)-
etano-1,2-diamina) fue desarrollado
originalmente como un agente
antimicobacteriano contra Mycobacterium
tuberculosis multirresistente. Actualmente
se encuentra en la fase clinica Ilb/
Il y ha sido objeto de estudios de
reposicionamiento para enfermedades
parasitarias desatendidas (Sacksteder y
col., 2012). Se ha demostrado que tiene
un notable efecto in vitro sobre cultivos
de T. cruzi (Veigas-Santos y col., 2015),
L. mexicana (Qarcia-Garcia y col., 2016)
y L. donovani (Gil y col., 2020). En todos
estos casos se demostro un efecto directo
de esta droga sobre la mitocondria y los
acidocalcisomas de estos parasitos, 1o que
conlleva una elevacion de la concentracion
intracelular de Ca** en estos organismos
(Benaim y col., 2021).

Se sintetizaron 18 derivados del
SQ109, demostrandose un potente
efecto de algunos de ellos tanto sobre
Mycobacterium tuberculosis como
sobre varias especies de Trypanosoma
y Leishmania (Stampolaki y col., 2023).
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Sin embargo, uno de los hallazgos mas
interesantes de este trabajo es el efecto
de uno de los derivados obtenidos sobre
el parasito responsable de la malaria,
Plasmodium falciparum (Stampolaki y col.,
2023). No obstante, esta ambigliedad
respecto del efecto de ciertos compuestos
capaces de actuar simultaneamente sobre
varios parasitos parece ser bastante
frecuente (Gutiérrez y col., 2023).

En un estudio muy reciente, con uno
de los derivados obtenidos a partir de
SQ109, se observo un efecto notable
sobre L. mexicana, disminuyendo el IC_
frente a amastigotes (fase clinicamente
relevante) en tres ordenes de magnitud
con respecto al valor obtenido frente a
promastigotes (1,7 nM vs. 1,6 pM), vy,
simultaneamente, una menor toxicidad
sobre macrofagos (~61 pM). Estos dos
efectos combinados resultan en un
indice de selectividad sorprendentemente
alto para este derivado (Pandey y col.,
2025), denominado MeSQ109, ya que, a
diferencia de su precursor, solo presenta
una metilacion muy cercana al grupo
adamantilo. Estos hallazgos también
demuestran la importancia de desarrollar
derivados a partir de la modificacion
quimica de nuevas drogas exitosas, ya
que pequenios cambios en la estructura
de la molécula original pueden derivar
en nuevos compuestos con ventajas
terapéuticas superiores.

Miltefosina

La miltefosina, un alquil lisofosfolipido,
fue utilizada originalmente para
el tratamiento del cancer de mama.
Posteriormente, se ha utilizado con
mucho éxito en la leishmaniasis visceral
(Dorlo y col., 2012; Croft y col., 2003; de

Castro y col., 2004). Actualmente es la
unica droga aprobada como terapia oral
para esta enfermedad (Croft y col., 2003;
Croft y Engels, 2006; Urbina, 2006). Sin
embargo, presenta algunas desventajas
importantes, como su efecto teratogénico
notable, por lo que no puede usarse en
mujeres embarazadas o con sospechas de
embarazo. También se ha reportado que
induce resistencia en ciertos pacientes.
A pesar de lo anterior, la miltefosina se
considera una excelente alternativa para
el tratamiento de la leishmaniasis.

En este sentido, es importante
mencionar que estudios in vivo en modelos
murinos infectados con L. mexicana
han demostrado que la administracion
simultanea de miltefosina y amiodarona
produce un efecto sinérgico que se
traduce en una cura parasitologica del
90% (Serrano-Martin et al., 2009b). Este
resultado fue validado mediante PCR
directa sobre ADN extraido de las lesiones
cutaneas, lo que confiere alta sensibilidad
y especificidad al sequimiento terapéutico.

El mecanismo de accion postulado
originalmente es la inhibicion de la sintesis
de fosfatidilcolina (Lira y col., 2001;
Urbina, 2006), aunado a la perturbacion
del metabolismo de los esfingolipidos
y los esteroles (Rakotomanda y col.,
2007; Armitage y col., 2018). Otro efecto
importante reportado para esta droga se
relaciona con la induccion del proceso
apoptotico, que conduce a la muerte de
los parasitos. Por ejemplo, en L. donovani
se ha demostrado que la miltefosina
induce la condensacion y la fragmentacion
del ADN, asi como otras caracteristicas
asociadas a este proceso (Verma y Dey,
2004). Otro blanco esencial de este
farmaco es el unico mitocondrion presente
en estos parasitos. En un trabajo pionero
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se demostro que la miltefosina disminuye
el consumo de oxigeno, simultaneamente
con la reduccion del complejo enzimatico
mitocondrial citocromo c-oxidasa (Luque-
Ortega y Rivas, 2007), alterando la
bioenergética del parasito al afectar su
principal productor de energia.

A pesar de todas estas evidencias y
varias otras relacionadas (Benaim y Paniz-
Mondolfi, 2024), se ha demostrado mas
recientemente que el mecanismo de accion
de la miltefosina, esta mas relacionado
con la perturbacion de la homeostasis del
Ca?* del parasito, actuando sobre varios
sistemas bioenergéticos y regulatorios
de la concentracion intracelular del Ca?*,
como la mitocondria y los acidocalcisomas
(Pinto-Martinez y col., 2018). Mas
importante aun, se ha demostrado que la
miltefosina sustituye a la esfingosina en
la induccion de la apertura del canal de
Ca?" de la membrana plasmatica (Figuras
3y 4). Este hecho no es de extranar si
se considera la extraordinaria similitud
estructural y funcional, en cuanto a sus
parametros farmacocinéticos, entre
ambos compuestos (Figura 6C). Hay que
resaltar que la miltefosina es aun mas
potente en su accion sobre el canal que
la misma Sph, ya que tiene un efecto
maximo a una concentracion de 4 pM,
mientras que el esfingolipido activa el
canal a una concentracion mucho mayor
(entre 10y 20 pM).

Este efecto de la miltefosina se puede
observar en la Figura6A, donde lainduccionde
la apertura del canal de Ca?* por este farmaco
conlleva una rapida y sostenida elevacion
de la (Ca*"), lo que simula perfectamente
el efecto observado con Sph (Figura 6B).
Estos efectos no son aditivos, 1o que indica
que ambos compuestos actuan sobre el
mismo blanco: el canal de Ca?" de la

membrana plasmatica. La entrada masiva
de Ca?" a través de este canal conlleva
la muerte celular al afectar también los
acidocalcisomas y la mitocondria. Estas
evidencias respaldan fuertemente la
busqueda de otras moléculas similares a
la Sph y a la miltefosina, capaces de activar
la entrada de Ca?* a través de este canal,
considerando su posible aplicabilidad
terapéutica. De hecho, se ha demostrado
que un compuesto bastante similar a la
miltefosina actiia sobre la leishmaniasis
cutanea y visceral y resulta mas eficaz que
su antecesor. Se trata de la oleilfosfocolina,
que, al menos en ratones, se ha demostrado
como un efector interesante y muy potente
(Van Bocxlaer y col., 2023).

EFECTO DE LA MILTEFOSINA SOBRE EL SISTEMA
INMUNE

Este punto merece especial atencion,
considerando que la miltefosina presenta,
ademasde su efecto parasitocida, uncomplejo
efecto pleiotrépico inmunomodulatorio
que exacerba notablemente su potencial
terapéutico (Benaim y Paniz-Mondolfi,
2024). Esto incluye un notable efecto sobre
los macroéfagos, en los que la leishmania
establece su primer contacto para iniciar
la infeccion. Por lo tanto, una de las
poblaciones celulares mas importantes
en la patogénesis de la leishmaniasis
son los macréfagos, que desempenan un
papel central en el establecimiento de la
enfermedad.

La interaccion entre los macréfagos
y la leishmania es fundamental en la
patogénesis de la infeccién, ya que
sirve tanto como entorno crucial para la
supervivencia, replicacion y diferenciacion
de los parasitos, como defensa de primera
linea para su eliminacién. Asi, en modelos
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Figura 6. (A y B) Efecto de la miltefosina y la esfingosina (Sph) sobre la concentracién de Ca*'
citoplasmatico en promastigotes del L. donovani. Los promastigotes fueron cargados con Fura 2, y
los compuestos indicados se anadieron en los puntos indicados por las flechas. (A) Se anadié miltefosina
(4 uM) en presencia de 2 mM de CaCl, extracelular, sequido de Sph (10 uM). (B) Se anadié Sph (10 uM)
y luego miltefosina (4 uM). Datos tomados de Pinto-Martinez y col., 2018, con permiso de la American
Society for Microbiology. (C) Andlisis de pardmetros farmacocinéticos (ADME: Absorcién, Distribucion,
Metabolismo y Excrecién) de la miltefosina y de la esfigosina. El drea roja indica un espacio fisicoquimico
adecuado para la bioaccesibilidad oral, obtenido a partir de los parametros del software Swiss ADME.
Lipofilicidad (LIPO): XLOGP3 entre -0,7 y +5; Peso molecular (SIZE): entre 150 y 500 g/mol; Polaridad
(POLAR): TPSA entre 20 y 50 A; Solubilidad (INSOLU): log S (ESOL) entre -6 y 0; Saturacién (INSATU):
fraccién de carbonos en la hibridizacién sp3 entre 0,25 y 1; Flexibilidad (FLEX): no més de 9 enlaces
rotables. Datos tomados de Benaim y col. (2025)
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experimentales de leishmaniasis, los
macrofagos desempenan un papel
fundamental en el establecimiento de la
infeccion (Costa-da-Silva y col., 2022).

En este sentido, es importante destacar
que los macréfagos presentan versatilidad
durante la leishmaniasis, diferenciandose
en fenotipos distintos, M1 o M2. Los
macréfagos M1 contribuyen al control de
la enfermedad mediante la produccion de
citocinas proinflamatorias, 6xido nitrico
(NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS),
lo que potencia las respuestas Th1 (Carneiro
y col., 2016). Esta activacion favorece
un entorno propicio para combatir la
infeccion. Por otro lado, los macréfagos M2
desempenan un papel en la progresion de
la enfermedad al aumentar la produccion
de citocinas inmunosupresoras como la IL-
10y el TGFB, lo que favorece las respuestas
Th2. Esta dualidad en la polarizacion de los
macrofagos subraya su papel central en la
coordinacion de la respuesta inmunitaria
durante la infecciéon por leishmania, lo que
influye en el delicado equilibrio entre la
supervivencia del parasito y la defensa del
huésped (Almeida y col., 2023).

Se ha demostrado que la miltefosina
ejerce diversos efectos sobre la homeostasis
lipidica de los macroéfagos (lacano y col.,
2019), incluida la inhibicién del ensamblaje
del inflamasoma NLRP3, un componente
crucial de la respuesta inmunitaria innata
contra la leishmania. Durante la infeccion,
estos parasitos desencadenan la activacion
del inflamasoma NLRP3 para restringir la
replicacion intracelular del parasito (lacano
y col., 2019). Curiosamente, la influencia
de la miltefosina en la inhibicién del
ensamblaje del inflamasoma NLRP3 podria
afectar a la capacidad del hospedador
para montar una defensa eficaz contra

la leishmania. La intrincada interaccion
entre la miltefosina, la dinamica lipidica
de los macroéfagos y el inflamasoma
NLRP3 pone de relieve la complejidad de
la interaccion entre el hospedador y el
parasito, subrayando el potencial papel
de la miltefosina en la modulacién de la
respuesta inmunitaria durante la infeccion.
Al igual que en el caso de las células NK,
los efectos inmunomoduladores de la
miltefosina sobre los macréfagos merecen
ser explorados mas a fondo, ya que pueden
ser clave para comprender mejor los
mecanismos que subyacen a la resistencia
a la miltefosina.

Conclusiones y Perspectivas

En el presente trabajo presentamos el
efecto de diferentes drogas reutilizadas con
segundo propodsito y de sus combinaciones,
con el fin de establecer nuevas estrategias
para combatir la enfermedad de Chagas y
la leishmaniasis. Se puede observar que
todas las drogas estudiadas coinciden en la
perturbacion de la homeostasis intracelular
del Ca?* de los diferentes parasitos como
mecanismo de accion comun, al menos
parcialmente, lo cual reafirma el concepto
que este sistema de regulacion es clave
para la sobrevivencia del parasito y debe
ser observado como un blanco de accion
privilegiado, mas aun tomando en cuenta
que presenta diferencias substanciales con
respecto a las células humanas.

En particular, el éxito del tratamiento
en perros infectados naturalmente con
Chagas, con la combinacion de amiodarona
e itraconazol (Amiozol), pavimenta el
camino para su utilizacion en humanos
en un futuro que esperamos cercano.
La aparicion de nuevas drogas con alto
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potencial terapéutico, como el SQ109 y
sus derivados, también plantea nuevas
posibilidades terapéuticas que deben
considerarse. La miltefosina también
destaca, ya que es la unica demostrada
hasta el presente capaz de producir un
incremento notable en la (Ca*) de los
parasitos, al activar el canal de la membrana
plasmatica, con consecuencias significativas
sobre la mitocondria y los acidocalcisomas,
organelos directamente involucrados en la
bioenergética de estos parasitos.
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