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Resumen

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades causadas por mas de 20
especies del trypanosomatido parasito Leishmania, que afecta a 12 millones de
personas en 98 paises, y mil millones estan en riesgo de infeccidén. Se presenta
en distintas formas clinicas, de las cuales la leishmaniasis visceral (LV) es la mas
agresiva. Se ha observado un aumento en los casos de LV en el Cono Sur de
América Latina, en Uruguay se detecta por primera vez en 2015 en perros, en
los departamentos de Salto y Artigas. Es importante tener en cuenta que no hay
vacunas o medicamentos disponibles para prevenir o tratar eficazmente estas
infecciones. Por lo tanto, existe una necesidad inminente de desarrollar nuevas
terapias para el tratamiento de la leishmaniasis. Con este objetivo, se evaluo la
actividad de una serie de 50 compuestos in vitro contra Leishmania infantum y
Leishmania braziliensis. Para los compuestos activos, se determiné la
citotoxicidad in vitro sobre fibroblastos y macré6fagos no infectados para evaluar
la selectividad de sus efectos antiparasitarios, y se evalué su actividad sobre las
cepas de Leishmania circulantes en nuestro pais. Se hallaron 17 compuestos
con buena actividad anti- trypanosomatidea, con valores de ICso en el rango de
90 nM — 25 uM y una selectividad mayor a 10 en relacion al ICso en fibroblastos
y macrofagos murinos. La selectividad de estos compuestos activos fue mejor
que la de los farmacos de referencia: glucantime y miltefosina. Dado que varios
compuestos fueron sintetizados inicialmente como inhibidores de la triosafosfato
isomerasa (TIM) de T. cruzi, se investigo si esta enzima constituye su blanco
molecular. Para ello estudiamos si los compuestos inhiben la forma
recombinante de TIM de L. mexicana sintetizada en bacterias, encontrando que
no inhiben la enzima, por lo que no seria este el mecanismo de accion de los
compuestos. Se realizaron ademas estudios de toxicidad in vivo y la prueba de
concepto en el modelo murino de la forma cutanea de la enfermedad. De los
compuestos evaluados, se hallaron 3 que controlan en un 50% la infeccion, con
un 100% de sobrevida de los animales infectados bajo tratamiento. Estos
resultados nos alientan a continuar el desarrollo de estas moléculas para su uso

como agentes anti-leishmanicidas.



Abreviaturas

AEMPS. Agencia espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios.
ATP. Del inglés Adenosin trifosfato.

CDC. Del ingles Cominicable Disease Center.

DHAP. Del inglés Dihidroxiacetona fosfato.

DMEM. Del inglés Dulbecco modified Eagle minimal essential médium.
DMSO. Dimetilsulfoxido.

DO. Densidad optica.

ELISA. Del inglés Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.
EMA. Del inglés Agencia Europea de Medicamentos.

ENC. Eritrocitos normocromaticos.

EPCs. Eritrocitos policromaticos.

EPCMNSs. Eritrocitos policromaticos micronucleados.

ETC. Del inglés Cadena de trasporte de electrones.

FDA. Del inglés Administracion de Medicamentos y Alimentos.

GLP. Del inglés Good Laboratory Practice.

G3P. Gliceraldehido-3-fosfato.

ICs0. Del inglés Concentracion que inhibe el 50% de la actividad biolégica.
ICT. Inmunocromatografia.

| + D. Investigacion y desarrollo.

IFA. Inmunofluorescencia.

IPTG. Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido.

IS. indice de selectividad.



LB. Luria Bertani, medio de cultivo.

LDso. Del inglés dosis letal media.

LC. Leishmaniasis cutanea.

LV. Leishmaniasis visceral.

MTT. Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.
NADH. Nicotinamida Adenina Dinucleotido reducido.
NDA. Del inglés Aplicacion de nuevas drogas.

PAINS. Del ingles Pan-assay interference compounds.
PBS. Buffer fosfato salino.

PCR. Del inglés Reaccion en cadena de la polimerasa.
RPMI. Roswell Park Memorial Institute, medio de cultivo.
SFB. Suero fetal bovino.

TA. Temperatura ambiente.

TIM. Triosa fosfato isomerasa.

TR. Tripanotiona reductasa.

TryS. Tripaniotion Sintetasa.

TrxR. Tiorredoxina reductasa.



Introduccion

1. Leishmaniasis: una enfermedad desatendida

Las Leishmaniasis son un grupo de enfermedades parasitarias zoonoticas
producidas por diferentes especies de protozoarios hemoflagelados del género
Leishmania. La enfermedad es transmitida por insectos dipteros hemato6fagos,
de la familia Psychodidae que corresponden a diferentes especies de fleb6tomos
(Lutzomyia sp.) (Sharma et al. 2008) y el reservorio son animales vertebrados.
Estas enfermedades se caracterizan por comprometer la piel, mucosas y
visceras, segun la especie de Leishmania y la respuesta inmune del huésped.
Son enfermedades cronicas de patogenicidad baja y morbilidad y mortalidad
moderada, pero altamente mutilantes (Chappuis et al. 2007). Se contemplan
dentro del grupo de enfermedades tropicales desatendidas, prevalente en 98
paises en los 5 continentes (mayoritariamente en Africa y América) (Fig. 1). Se
estiman unos 2 millones de casos nuevos al afo, de los cuales se reportan solo
la mitad. Unos 500.000 casos corresponden a la enfermedad visceral y un millon

y medio a la forma cutdnea o a la mucocutanea (Desjeux 2004; Herwaldt 1999).



. Leishmaniosis visceral . Leishmaniosis cutanea . CLyVL

Figura 1. Mapa de la distribucién geografica de Leishmania sp.
Tomado de Kasper, D et al. 2017

La forma visceral es la manifestacién mas grave de la enfermedad y es producida
por Leishmania donovani en Africa. Leishmania infantum vive en las areas que
rodean el Mediterraneo y Leishmania chagasi en América. Estas son idénticas,
si bien reciben diferente nombre por cuestiones geograficas, ambas causantes

de leishmaniasis visceral (LV) (Rioux et al. 1990; Mauricio et al. 2000).

Los seres humanos son el Unico reservorio conocido de L. donovani, mientras
que los canidos (lobos, coyotes, zorros, perro doméstico entre otros)
proporcionan el reservorio para L. infantum y L. chagasi. Sin embargo, individuos
con parasitémia asintomatica consumidores de drogas intravenosas que
comparten dispositivos inyectables parecen ser un reservorio adecuado para L.
infantum, completando un ciclo artificial, con las agujas como vectores (Pineda
et al. 2002). También, L. infantum es conocida por causar infecciones

oportunistas en pacientes con VIH /SIDA (Dujardin et al. 2008).

Por otro lado, la bibliografia nos indica que los nifios, adultos mayores y
embarazadas son mas vulnerables a la infeccion con este parasito. En el caso
de los nifios el motivo seguramente sea que su sistema inmunitario todavia no
esta bien desarrollado, afectando principalmente a nifios de entre 12 a 23 meses
de edad (Lépez et al. 1991). Se han realizado estudios comparando como se
diferencia la enfermedad entre nifios y personas de edad media. Se ha

demostrado que el metabolismo de la L-arginina mediado por la arginasa, una
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enzima hidrolasa que se encuentra presente en varios tejidos y participa en el
ciclo de la urea, se modula con la edad y afecta la capacidad de los macréfagos
para expresar la arginasa. El aumento de la capacidad para regular esta enzima
en individuos mas jévenes (nifios) da como resultado un entorno mas favorable
para el crecimiento de los parasitos, como asi también el aumento de la gravedad

de la enfermedad y la patologia (Choi et al. 2008).

En América se diagnostico el primer caso de LV en el afio 1911 en Paraguay,
hoy en dicho pais la prevalencia de la enfermedad en caninos en la capital (zona
urbana) es del 70% y en humanos del 30% (Leguizamén 2012). En Brasil y
Argentina fue descripta una decena de afios después, pero hoy dia estan
teniendo la misma problematica epidemioldgica. En Uruguay en el afio 2010 se
registra por primera vez el vector Lutzomyia longipalpis en los departamentos de
Salto y Artigas. La especie de Leishmania transmitida por este vector es
Leishmania infantum, causante de LV, como se menciona anteriormente. En ese
afo ya existian casos caninos y humanos en las zonas fronterizas con Argentina
y Brasil, por lo que Uruguay pas6 a ser catalogado como “VULNERABLE” a la
transmision de Leishmaniasis (Salomon et al. 2011).

En 2015 se registran por primera vez casos autéctonos de LV en perros (Fig. 2),
en los departamentos de Salto y Artigas (Satragno et al. 2017) desencadenando
una alerta importante, donde el Ministerio de Salud Publica decide la eutanasia
de los perros infectados (aproximadamente unos 60 perros de diferentes
localidades).
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Figura 2. Primer brote de leishmaniasis de transmision autéctona (Duque).

Tomado de
http://www.infectologia.edu.uy/index.php?option=com_k2&Itemid=393&id=209 1e21h6
abc0d1fed0d044896c072252fc&lang=es&task=download&view=item. 29/04/19

En vista de los cambios climaticos, las inundaciones y otros agentes, esta tarea
se hizo mas complicada, incrementando el riesgo de la infeccién en humanos, a

lo que se suma la falta de tratamientos que aseguren una cura definitiva.

En diciembre del 2018 se registra el primer caso en humanos en Uruguay, en
una nifia en el departamento de Salto (Diario El PAIS, 5/12/2018, Montevideo,
Uruguay). Ese mismo mes se encuentra el primer perro infectado en el
departamento de Paysandu, el cual se encuentra a 120 km de la ciudad de Salto,
por lo cual esta parasitosis comenzé a expandirse en el norte de nuestro pais. A
principios de 2019 se registra el segundo caso en humanos, con el fallecimiento
de la paciente infectada (Diario El PAIS, 12/2/2019, Montevideo, Uruguay). Las
condiciones ambientales, como cambios de temperatura, precipitaciones y
humedad pueden tener efectos importantes en los vectores y los reservorios
animales, al alterar su distribucion e influir en las tasas de supervivencia y el

tamafio de la poblacion.

1.1 El vector
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Lutzomyia longipalpis es el vector mas importante de la LV en América, es un
diptero hematofago de la familia Psychodidae (Ibafiez-Bernal 2005). Los adultos
de este insecto son de muy pequefio tamafio (2 a 3 mm) y se caracterizan por
tener el térax incurvado y el cuerpo velloso de color oscuro. Poseen un Unico par
de alas lanceoladas que durante el reposo ubican abiertas sobre el torax
formando una V (Fig. 3). Sus habitos son crepusculares y nocturnos, por lo cual
es conveniente colocar trampas para colectarlos en horas nocturnas y
preferentemente a 80 cm aproximadamente del suelo. En su ciclo de vida las
hembras colocan de 30 a 100 huevos, y las larvas se alimentan de la materia
organica del suelo, dado que su ciclo no depende del agua como es el caso de
los mosquitos (Fig. 3).

Es de destacar que todo el ciclo (1 a 2 meses) se desarrolla en suelos con ciertos
requerimientos de humedad. La mosca hembra pone sus huevos en los
arbustos, en la corteza de los arboles viejos, en edificios en ruinas, en las grietas
de las paredes de las casas, en los refugios de animales y en los desperdicios
domésticos, o en entornos donde las larvas pueden encontrar la materia
organica, el calor y la humedad necesarios para su desarrollo. El cuerpo y las
pequefias alas son muy peludas. Son voladores pobres y tienen un rango de
vuelo de unos pocos kildbmetros, por lo general vuelan bastante bajo y
permanecen cerca de su caldo de cultivo. No pueden volar en presencia de
ningun viento producido por un ventilador o una fuerte corriente de aire (Sharma
et al. 2008). Las hembras se alimentan de sangre de mamiferos y los machos
con el néctar de diversas plantas (Soares et al. 2003). Los factores
meteoroldgicos, como la temperatura y la humedad, juegan un papel importante
en la dinamica de transmisién de la enfermedad, ya que afectan los parametros
que aumentan la probabilidad de transmision de la infeccién, actuando sobre la
supervivencia del fleb6tomo, sus hébitos de alimentacion y la duracién del ciclo
biolégico del parasito (Suarez Rodriguez et al. 2012). Por estos motivos el control
del vector no parece factible, lo cual limita las herramientas disponibles para

mitigar el avance de esta enfermedad.
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Figura 3. Vector Lutzomyia longipalpis. Arriba izquierda (hembra adulta), abajo
izquierda (estadios larvarios). A la derecha ciclo biolégico del vector. Tomado de

Berenger & Parola, 2017.

La infeccion llega a Uruguay después de cien afios de estar presente en la
region. Seria deseable aprovechar racionalmente la ventaja de esos afios de
experiencia en los paises vecinos a la hora de disefar estrategias de control en
nuestro pais. Sabemos que el vector es dificil de controlar por su ciclo de vida
no dependiente de agua (como si lo es el mosquito, por ejemplo) y ademas es
dificil de ver a simple vista, lo que define el fracaso del control con insecticidas.
Existen diferentes tipos de trampas las cuales son usadas para monitorear la
presencia del fleb6tomo, las cuales consisten en un dispositivo con una luz que
los atrae y un ventilador el cual los atrapa dentro de una red de pequefio
diametro. Este tipo de trampas se las conoce como trampa de luz ultravioleta
miniatura CDC (del inglés “Comunicable Disease Center”). En el caso de las
trampas CDC la entrada de los flebétomos es por la parte superior la cual
contiene la luz LED. Funciona a 6 Volts (bateria G8111) y lleva incorporada
célula fotoeléctrica (Fig. 4). Cabe destacar que no todas las especies de
Lutzomya son atraidas por la luz, por lo cual se podria desestimar la presencia
e importancia epidemiologica de especies flebotomineas con esa caracteristica
(Parra-Henao et al. 2011). Este tipo de trampas se coloca en lugares peri
domiciliarios cercanos a sitios de acumulacién de materia organica y/o presencia

de animales domésticos (por ejemplo gallineros). También se ha visto que por

14




sus habitos crepusculares y nocturnos, es conveniente colocarlas entre las 18 y
las 22 horas (Salomon et al. 2016).

Figura 4. Izquierda trampa CDC comercial, derecha trampa realizada en forma casera
para estudiar la presencia del vector en Paysandd. Tomado de
https://entomopraxis.com/tienda/es/trampas-de-captura-y-accesorios/911-trampa-cdc-

mosquitos-luz-uv.html. 13/02/19.

1.2 El reservorio

Canis familiaris es el principal reservorio aunque no el Unico, y el principal
reservorio de leishmaniasis visceral humana dado su cercania con las personas
(Maia et al. 2010). Por esto es el mas estudiado y monitoreado, pero existe
evidencia de que otros reservorios son factibles en la vida silvestre, como la
mulita, el zorro y la liebre (Diaz-Saez et al. 2014; Da Costa et al. 2015; Palatnik-
de-Sousa et al. 2011).

En el caso de los perros no existe predileccion por sexo o raza. Los caninos
infectados con Leishmania spp generalmente cursan de forma asintomatica. El
periodo de incubacion varia de 3 meses a 7 afios. Los signos clinicos pueden
aparecer poco después de adquirir la infeccion, pueden no aparecer nunca o
manifestarse en cualquier momento de la vida, especialmente frente a una
inmunosupresion. La incidencia de la enfermedad en los perros es siempre
superior a la incidencia en humanos y usualmente la infeccion en perros precede
a los brotes en humanos (Spickler et al. 2011).

Los sintomas clinicos en perros cuando comienza la enfermedad consisten en
disminucién de su apetito y su actividad diaria, asi como la presencia de pelaje

opaco. Se desarrolla una dermatitis exfoliativa generalizada; alopecia, que va
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aumentando con el tiempo, no tiene bordes definidos y es posible observar una
pérdida de pelo alrededor de los ojos dando el aspecto de un antifaz. Junto con
el adelgazamiento progresivo es posible hallar Ulceras dérmicas que son mas
frecuentes en las zonas de flexion, pero también se encuentran en los espacios
interdigitales. Las ufias comienzan a crecer en forma desmedida (onicogrifosis)
superando el desgaste natural y es comun la aparicion de poliadenopatias, sobre
todo de los ganglios preescapulares y popliteos (Casanova et al. 2019).

Debido a que no solo el perro puede ser el reservorio, su sacrificio no lleva al
control de la infeccion, de hecho la eutanasia de perros infectados se lleva a
cabo en Paraguay desde hace mas de 50 afios, y el resultado sugiere que no es

el camino adecuado.

1.3 El parasito

Leishmania incluye un conjunto de parasitos protozoarios pertenecientes al filo
Sarcomastigéforos, familia Trypanosomatidae. Es un género de protistas
responsables de la enfermedad conocida como leishmaniasis, o leishmaniosis,
que contempla mas de 20 especies. El grupo mejor caracterizado del género
Leishmania son los Euleishmania, compuesto de 4 subgéneros: Leishmania,
Viannia, Sauroleishmania (parasitos de lagartos) y el complejo de L. enriettii. El
subgénero Leishmania tiene 4 especies principales: L. donovani, L. major, L.
mexicana y L. tropica, mientras en el subgénero Viannia se reconocen las
especies L. braziliensis, L. guyanensis, entre otras. Las especies y subespecies

se agrupan dentro de complejos en constante revision (Akhoundi et al. 2017).

La existencia de especies similares a Leishmania prehistoricas se documenta en
fésiles de ambar. El primer fésil fue encontrado en la probéscide y tracto
alimenticio de la extinta mosca de la arena Palaenomyia burmitis preservada en

ambar de 100 millones de afios (Steverding 2017).

Los parasitos del género Leishmania adoptan dos formas morfolégicas durante
su ciclo de vida: los promastigotes, tienen una forma alargada que puede medir
de 10 a 15 um, un flagelo anterior y multiplicacién extracelular en el intestino del
invertebrado vector. Por otro lado tenemos a los amastigotes, los cuales tienen
un tamafio menor, forma esférica con un flagelo muy corto que no sobresale de

la bolsa flagelar, de modo que soélo es apreciable en el microscopio electronico.
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Este se multiplica dentro de macréfagos y células del sistema reticuloendotelial
del huésped vertebrado. Aunque a primera vista las formas promastigote y
amastigote parecen ser muy diferentes, la estructura celular estd muy
conservada. Por delante del nicleo se encuentra el kinetoplasto, una region que
contiene la Unica mitocondria del parasito, donde se localiza el ADN mitocondrial
formado por miles de moléculas circulares concatenadas. El kinetoplasto esta
conectado con el cuerpo basal del que emerge el flagelo. En la base del flagelo
se encuentra una invaginacion de la membrana celular que recibe el nombre de
bolsillo flagelar, lugar especializado en los procesos de endocitosis y exocitosis

y que esta conectado con el aparato de Golgi (Sunter et al. 2017).

En la Figura 5 se esquematiza el ciclo del parasito. La Leishmaniasis es
transmitida por la picadura del fleb6tomo (Fig. 6), quien inyecta en la sangre la
forma infecciosa del parasito, promastigotes. Estos son fagocitados por los
macrofagos y se transforman en amastigotes, los que se multiplican en las
células infectadas y afectan a distintos tejidos, dependiendo de la especie de
Leishmania, originando las manifestaciones clinicas de la Leishmaniasis (Fig. 6).
El insecto se infecta al ingerir sangre con macréfagos que contienen
amastigotes. En el intestino del insecto, los parasitos se diferencian en
promastigotes (Fig. 6), que se multiplican y migran a la probdscide. Si el insecto
realiza otra picadura, los promastigotes pasan a la sangre del huésped,

completandose el ciclo.
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Figura 5. Ciclo de Leishmania adaptado al espafiol (Nieto A et al. 2011).

Figura. 6. Izquierda: Lutzomia sp. Promastigotes de leishmania; Derecha:
hepatoesplenomegalia en nifio con leishmaniasis visceral. Adaptado de Mans et al.
2017.

Tanto Leishmania spp., Tripanosoma cruzi y Tripanosoma brucei pertenecen al

grupo de protozoarios kinetoplastidos, por lo cual estdn emparentados
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filogenéticamente (Fig. 7). Estos parasitos causan devastadoras enfermedades
humanas, incluida la tripanosomiasis humana africana (Trypanosoma brucei),
enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi), y la leishmaniasis. El taxén
unificador, Kinetoplastea es definido principalmente por la presencia del
kinetoplasto (Maslov et al. 2013). Comparten caracteristicas que son atribuibles
a su condicién de parasitos obligados, como la ausencia de vias biosintéticas
para el grupo hemo, purinas y aminoécidos aromaticos. Ademas, presentan una
familia génica que codifica para proteinas de la superficie celular que son
especificas de cada linaje, como las glicoproteinas variantes de superficie (VSG)
en T. brucei, las trans-sialidasas en T. cruzi y los antigenos de superficie de los
promastigotas (PSA) y la d-amastina en las especies de Leishmania. Estos
antigenos que estan expuestos en la superficie del parasito cumplen una
importante funcion en la evasion de la respuesta inmune del hospedero (Jackson
et al. 2016). En general, los morfotipos tripanosomatidos se distinguen por su
forma celular, la posicién relativa de su ndcleo con respecto al kinetoplasto,
posicionamiento del flagelo y apego al cuerpo celular. Estas caracteristicas
definitorias de taxdn bajo el sistema clasico deben reconsiderarse a la luz del
desarrollo de la genética molecular (Kaufer et al. 2017).

La transcripcion en tripanosomatidos es policistronica en todas las especies, y
su genoma esta organizado en unidades conservadas de trascripcion
policistronica, siendo la regulacion post-transcripcional su principal mecanismo
de control de la expresion génica (Jackson et al. 2016). Estudios utilizando genes
de la enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa y el ARN de la subunidad
pequefia del ribosoma, sugieren que todos los tripanosomas sanguineos de
vertebrados son monofiléticos y que su ancestro debié de ser un parasito de
insectos que se adapt6 a los vertebrados (Hamilton et al. 2004, Harmer et al.
2018).
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Figura 7. Arbol filogenético mostrando relacién de parentesco entre
Tripanosomatideos, construido utilizando 959 genes nucleares de copia Unica.
Adaptado de Jaskowska et al. 2015.

1.4 Diagnéstico de Leishmaniasis

Existen varios métodos para diagnosticar esta enfermedad frente a la presencia
de sintomas clinicos. Estos deben cumplir varios requisitos para ser de uso
practico. Deben ser sensibles y especificos, de bajo costo (en particular para uso
en paises en desarrollo) y faciles de realizar bajo condiciones adversas de
campo (Schallig et al. 2002).

Una prueba rapida consiste en una tira reactiva inmunocromatografica (ICT) rk39
para la deteccién cualitativa de anticuerpos anti-leishmania. Esta prueba utiliza
antigenos recombinantes de Leishmania (rK39), un epitope inmunodominante
repetitivo relacionado con una proteina kinesina altamente conservada entre las
especies viscerotropicas de Leishmania: L. donovani, L. infantum y L. chagasi
(Mniouil et al. 2018). Sin embargo, los anticuerpos anti-Leishmania pueden durar
meses después de la cura clinica y pueden encontrarse en personas sanas que
fueron infectadas pero permanecieron asintomaticas. Hay también métodos méas
sensibles de deteccibn de anticuerpos, como los ensayos de

inmunofluorescencia (IFA) o los ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas
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(ELISA). IFA es una de las pruebas de uso frecuente (Morales-Yuste. 2012), y
se considera el “patron de oro” de métodos seroldgicos, siendo la referencia
establecida por la OMS (Paz et al. 2018).

Sin embargo, los métodos inmunoldgicos son a menudo insuficientes para fines
clinicos. Puede llevar hasta 3 afios para que se detecten anticuerpos después
de la infeccion y algunos perros permanecen con serologia negativa
indefinidamente (Solano-Gallego et al. 2001; Leontides 2002). Ademas, las
pruebas de deteccion de anticuerpos pueden producir falsos positivos debido a
la reactividad cruzada con anticuerpos contra otros agentes infecciosos (Selder
et al. 2018).

En comparacion, la técnica de PCR proporciona la deteccion de los parésitos en
concentraciones minimas circulantes en la sangre. Por lo tanto, el diagndstico
por PCR debe considerarse como una herramienta Gtil para estructurar
programas de Control de Leishmaniasis, asistiendo a profesionales de la salud
en el diagnéstico definitivo y, en consecuencia, en la eutanasia pertinente y

concienzuda de los animales (Monteiro et al. 2018).

1.5 Control de la Leishmaniasis

Los avances recientes en prevencion de la leishmaniasis canina incluyen nuevas
vacunas para prevenir la infeccion por Leishmania spp. (Miro et al. 2017). En el
mercado se encuentra CaniLeish® (Virbac, Francia), una vacuna compuesta por
proteinas secretadas y excretadas por Leishmania infantum y un extracto
purificado de Quillaja saponaria (QA-21). Tiene un curso de vacunacion primaria
de tres inyecciones a intervalos de tres semanas, seguido de inyecciones de
refuerzo anuales (Fernandez-Cotrina et al. 2018).

En los dos ultimos afios se han desarrollado dos vacunas preventivas de la
leishmaniasis en Brasil, ambas con el mismo esquema de administracion de
CaniLeish. Leishmune® (Zoetis, Brasil) se basa en el ligando de fucosa-manosa
de L. donovani, un complejo glicoproteico que inhibe fuertemente la infeccion in
vitro de macrofagos murinos con promastigotes de L. donovani (Dantas-Torres
2006), con el adyuvante QuilA. Sin embargo Leishmune no esta recomendada
por el Ministerio de Salud Brasilero debido a que la vacuna puede interferir en el
diagndstico seroldgico preconizado (Campos et al. 2017; Cotrina et al. 2018). Por

otro lado tenemos Leish-Tec® (Hertape Calier, Brasil), compuesto por el

21



antigeno A2. Los genes A2 estan presentes dentro de una familia multigénica
que codifican para las proteinas A2 que van desde 45 hasta 110 kDa, que se
requieren para la supervivencia de Leishmania en los huéspedes mamiferos. Los
antigenos A2, administrados como proteina recombinante o ADN, son
protectores contra la infeccion de L. donovani, L. amazonensis y L. chagasi en
ratones. Los anticuerpos anti-A2 han sido detectados en muestras de suero de
pacientes con LV activa, lo que confirma que las proteinas A2 se expresan
durante la infeccion activa. Leish-Tec ha demostrado buenos resultados en
cultivos experimentales (Fernandes et al. 2008).

A pesar de estos avances, las vacunas disponibles no previenen la infeccion en
el 100% los casos, como en la mayoria de las parasitosis, ya que estos
organismos tienen multiples estrategias de evasion del sistema inmune. Por
ejemplo, la accién de citoquinas supresoras, el agotamiento de células T
especificas, la pérdida de la arquitectura del tejido linfoide y una respuesta
humoral defectuosa (Rodrigues et al. 2016), dejando como ultima alternativa el

tratamiento farmacoldgico (Solano-Gallego et al. 2009).

Se han desarrollado algunos medicamentos para curar la leishmaniasis, uno de
ellos es la Miltefosina (hexadecilfosfocolina), un anélogo de la fosfatidilcolina
originalmente desarrollado como agente antineoplasico. La Miltefosina tiene la
ventaja de ser administrada via oral, a diferencia de los otros medicamentos
disponibles en el mercado, pero su costo es elevado y presenta problemas de
toxicidad. Estos problemas son por ejemplo: complicaciones gastrointestinales
como nauseas, vomitos, diarrea y en algunos casos provoca insuficiencia renal.
Por otro lado también se ha registrado el potencial teratogénico de este
medicamento por lo cual las mujeres en edad fértii que constituyen una
proporcién significativa de las pacientes, deben evitar quedarse embarazadas
durante el tratamiento y durante los dos meses siguientes en vista de la larga
vida media del farmaco (Sundar et al. 2007; Soto et al. 2006; Pérez Tort et al.
2009). También tenemos la Anfotericina B, Paromomicina, Pentamidina y el
antimoniato de meglubina (Glucantime) pero su eficacia, costo y efectos
adversos siguen siendo estudiados.

El alopurinol, analogo de purina sintetizado inicialmente como antineoplasico, es

utilizado para el tratamiento de leishmaniasis cutanea, mucocutanea y visceral
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en humanos y en perros. Es efectivo frente a la LV combinado con imidazoles,
pero con un alto porcentaje de recaidas (56%) y con ciertos niveles de toxicidad
(Moore et al. 2010). Un estudio indica que los antimoniatos en combinacion con
alopurinol producen mejores resultados en el tratamiento de la leishmaniasis
canina que la utilizacion de los farmacos por separado (Denerolle et al. 1999;
Manna et al. 2008).

Por lo tanto, existe una necesidad inminente de desarrollar nuevas terapias para
el tratamiento de esta enfermedad. Cabe destacar que el desarrollo de nuevos
farmacos es un proceso muy largo y costoso. Desde que se comienza a
investigar una molécula innovadora hasta que el medicamento llega al mercado,
pueden transcurrir entre 10 y 15 afios (Fig. 8). El descubrimiento de un
medicamento nuevo tiene una tasa de éxito muy baja, se estima que solo 250 de
cada 10.000 moléculas de la etapa de investigacion basica se convierten en

prototipos y pasan a la fase de investigacion preclinica (Magos Guerrero et al.
2009).
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2. Etapas del desarrollo de un farmaco

2.1 Identificacion de la diana terapéutica

El primer paso del desarrollo de medicamentos es la etapa de estudios bésicos
de la etiologia de la enfermedad en cuestion e incluye todos los estudios
biolégicos de las macromoléculas que estan involucradas en su desarrollo.
Desde el punto de vista farmacoldgico seran de importancia aquellas moléculas
cuya modulacién revierta el estado patologico o mejore la calidad de vida del
paciente. En el caso de enfermedades infecciosas seran blancos moleculares
todas aquellas macromoléculas esenciales para la vida del agente infeccioso
(Romanha et al. 2010), que deben ser correctamente identificadas y validadas

al inicio de la investigacion.

2.1.1. Blancos moleculares de tripanosomatideos

La mitocondria de estos protozoos puede considerarse como el organulo mas
valioso a evaluar para el desarrollo de farmacos, debido a su estructura y funcion
Gnica en comparacion con el habitat natural del hospedador. De hecho, los
sistemas respiratorios de estos parasitos tipicamente muestran una mayor
diversidad en las vias electronicas que sus animales hospederos. Estos
aspectos unicos de los complejos de la cadena de transporte de electrones
(ETC) y sus enzimas relacionadas representan objetivos prometedores para la
quimioterapia (Sen et al. 2008).

Asimismo, los tripanosomatidos tienen un metabolismo redox Unico basado en
tiol, en el que la tripanotiona (N1-N8-bis (glutationil) espermidina, T (SH)2) y la
tripanotiona reductasa (TR) reemplazan muchas de las funciones antioxidantes
y metabdlicas de la glutatién / glutation reductasa y tiorredoxina / tiorredoxina
reductasa (TrxR) presentes en el hospedero. La tripanotion sintetasa (TryS) y la
TR son necesarias para la supervivencia de los protozoos. En consecuencia, las
enzimas involucradas en la sintesis de T (SH) vital para la supervivencia del
parasito y su utilizacién, en particular, TryS y TR, son blancos moleculares

prometedores para el desarrollo de farmacos (Manta et al. 2018).
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Existen otros blancos moleculares estudiados, como las enzimas de la
degradacion de purinas (alantoinasa) y aquellas del ciclo del glioxalato, isocitrato
liasa, aldo-ceto reductasas y malato sintasa, al igual que la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH), una enzima de la via de las pentosas-fosfato
(Serrano-Martin et al. 2005). Otros blancos podrian ser los esteroles de las
membranas celulares, los cuales son vitales para la funcién celular y el
mantenimiento del parasito y su estructura. En las células de mamifero, el esterol
principal de la membrana es el colesterol, pero los tripanosomatidos sintetizan
ergosterol y otros 24-metil esteroles que se requieren para su crecimiento y
viabilidad (Chawla et al. 2010).

Por otra parte, la glucdlisis se percibe como un blanco prometedor para nuevos
farmacos contra los protozoos parasitos tripanosomatideos, porque esta via
desemperia un papel esencial en su suministro de ATP. Los glicosomas de todas
las formas de tripanosomatidos estudiados contienen una via glucolitica
extendida que cataliza la glucosa para dar succinato u otros intermediarios
parcialmente oxidados (Maugeri et al. 2003). Ademas, estos organulos contienen
enzimas para otros procesos, como la via pentosas-fosfato, la B-oxidacién de
acidos grasos, el rescate de purinas y las vias biosintéticas para las pirimidinas
y esteroles (Michels et al. 2006). La glucdlisis tripanosomatida es Unica ya que
estd compartimentada y muchas de sus enzimas presentan caracteristicas
estructurales y cinéticas particulares. Para algunas enzimas tripanosomatidas,
ya se han desarrollado inhibidores potentes y selectivos que afectan solo el
crecimiento de tripanosomatidos en cultivo, y no de células de mamiferos
(Verlinde et al. 2001; Wyllie et al. 2018).

De los blancos estudiados por nuestro grupo se encuentra la Triosafosfato
isomerasa (TIM), enzima glicolitica que cataliza la interconversion de la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en gliceraldehido-3-fosfato (GAP). La
simplicidad de esta reaccién, la ausencia de cofactores y la alta eficiencia
catalitica de la enzima la convierte en un blanco interesante para el desarrollo de
farmacos que inhiban su actividad (Noble et al. 1991).

Las TIMs son el prototipo de la familia de proteinas que comparten el motivo de
plegamiento tipo barril (B/a)s en su estructura tridimensional (Fig. 9) (Rodriguez-
Bolafios et al. 2016). Todas las TIMs conocidas son homodimeros siendo activas

solamente en su forma dimérica. Esta caracteristica resulta de gran importancia
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al momento de buscar compuestos que interaccionen en la interfase entre los
monomeros con el objetivo de inducir modificaciones estructurales que alteren la
integridad del dimero, provocando asi la inactivacion de la enzima (Waley 1973;
Téllez-Valencia et al. 2002). La TIM de Leishmania mexicana posee un 68% de
identidad de secuencia con la TIM de T. brucei, y esta presenta una identidad
del 74% con la enzima de T. cruzi (Williams et al. 1999; Rodriguez-Bolafios et al.
2016). A pesar de ser una enzima presente en todos los organismos y poseer
una estructura tridimensional altamente conservada, tiene variaciones
estructurales segun la especie en la interfase de los monémeros que forman el
dimero activo. Estas les confieren a las enzimas diferencias en sus propiedades
fisicoquimicas, como la termo-estabilidad del dimero en solucion, la cinética de
replegado de sus monomeros y la susceptibilidad a distintos reactivos
(Rodriguez-Bolafios et al. 2016), y hacen posible el descubrimiento de
inhibidores especificos de cada enzima (Mande et al. 1994). De hecho, se han
reportado benzotiazoles capaces de inhibir selectivamente las TIMs de L.
mexicana, T. cruzi y T. brucei pero no son activos frente a las TIM de otras
especies como P. falciparum, levaduras y humanos (Olivares-lllana et al. 2006).

Figura 9. Dimero de TIM de L. mexicana. Tomada del Protein Data Bank (PDB),
codigo 1AMK. 14/05/19

2.2 Validacion de la diana
Consiste en definir con exactitud cudl es la relacién entre el blanco terapéutico

seleccionado y la enfermedad de interés, esto es, el impacto cuantitativo que tiene

26



sobre el proceso patologico la activacion o desactivacion de la diana en concreto.
Se realizan pruebas para confirmar qué interacciones con la diana estan
asociadas con una modulacién favorable para el organismo. En el caso de un

patdgeno, la muerte del mismo seria lo esperado (Corpas-Lépez et al. 2018).

2.3 Identificacién de compuestos lideres

Luego de identificado el blanco terapéutico éste se puede utilizar en estrategias
de cribado masivo para identificar moléculas con actividad moduladora, que
luego podran ser lideres de programas de disefio racional para el desarrollo de
un farmaco. También es posible realizar un cribado masivo en un organismo
entero, en ese caso se le llama cribado fenotipico, y resulta de la identificacién
de moléculas capaces de inhibir el crecimiento de un tipo de célula u organismo
patdgeno. Un compuesto lider o un hit es aquel que tiene potencial para tratar la
enfermedad, teniendo una actividad en el blanco estudiado. Puede ser un
compuesto de sintesis, un compuesto natural, un péptido o un anticuerpo que se
une a la diana y tiene un efecto activador o inhibidor sobre ella. Este lider es el
punto de partida para desarrollar moléculas relacionadas (mediante disefio
racional), hasta la obtencion de una serie de candidatos con parametros
optimizados en base a estudios de relacién estructura-actividad, sobre los que
se trabaja en las fases preclinicas (Bustamante et al. 2011).

2.4 Fase de desarrollo pre-clinica
En esta fase del desarrollo de un nuevo farmaco, se realizan diversos ensayos
del compuesto seleccionado en el laboratorio para confirmar que sera segura su
administracion en humanos. Esta fase incluye:
1. Ensayos en organismos vivos (in vivo) y en células o tejidos (in vitro). Estudios
toxicolégicos, evaluacion en modelos que predigan diferentes tipos de toxicidad
inespecifica como: toxicidad aguda, toxicidad hepatica, toxicidad en el desarrollo
embrionario, genotoxicidad, mutagenicidad. También se evalla la potencia de
los compuestos en modelos relevantes de la enfermedad.
2. Caracteristicas galénicas. Composicion quimica, pureza, calidad, etc.
3. Formulacion del medicamento para uso en pruebas clinicas. Vias de

administracion, solubilizacioén.
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4. Estudio de farmacodinamia, en esta seccion se evalia el mecanismo de
accion del compuesto. En el caso de aquellos compuestos que surgen de un
cribado fenotipico, se debe hacer la caracterizacion completa del mecanismo de
accion, asi como la validacion del mismo.

5. Estudios de farmacocinética. Se evalUan los aspectos que tienen que ver con
la accion del organismo sobre el farmaco, desde estabilidad en diferentes pH,
medios o soluciones tanto in vitro e in vivo, absorcion, biodistribucion, entre otras.
Los resultados de estos ensayos deben suministrarse a las agencias reguladoras
correspondientes (AEMPS en Espafia, EMA en Europa, FDA en EEUU, del
inglés Food and Drug Administration) con el fin de obtener el permiso para
empezar las fases de ensayos clinicos en humanos. Todos los ensayos antes
mencionados deben hacerse bajo las normas aprobadas para cada caso, tipo
GLP (Schenone et al. 2013).

2.5 Fase de desarrollo clinico
Para iniciar la fase clinica del desarrollo de un farmaco debe realizarse una
solicitud al Instituto de Investigaciones de nuevos farmacos de la FDA o la
Institucion correspondiente. Se presenta un paquete de informacion que se
somete a los organismos reguladores correspondientes antes de poder realizar
los ensayos clinicos en humanos. Debe contener los resultados preclinicos,
estructura quimica, modo de accion, toxicidad y efectos secundarios de los

ensayos en animales y el proceso de produccion del compuesto.

Fase I. Incluye los primeros estudios que se realizan en seres humanos,
pretenden demostrar la seguridad del compuesto y orientar hacia la pauta de
administracion mas adecuada para estudios posteriores. Por lo general se hace

en individuos sanos.

Fase Il. Tiene como objetivo proporcionar informacion preliminar sobre la eficacia
del producto y establecer la relacion dosis-respuesta; son estudios terapéuticos
exploratorios. Depende mucho del tipo de patologia, pero en general se estudia

un grupo pequefio pero representativo de la poblacién objetivo.

Fase Ill. Estos ensayos evalian la eficacia y seguridad del tratamiento

experimental en las condiciones de uso habituales y con respecto a las

28



alternativas terapéuticas disponibles para la indicacion estudiada, en las

condiciones habituales de la patologia a tratar.

5- Fase IV (aprobacion /regulatoria). NDA (del inglés New Drug Application). Se
remite a las agencias reguladoras competentes la solicitud para la

comercializacién de un nuevo medicamento.

6- Post autorizacion. Ensayos clinicos Fase IV. Se realizan después de la
comercializacion del farmaco para estudiar condiciones de uso distintas de las
autorizadas, como nuevas indicaciones. Esto continua por largo tiempo, es un
monitoreo continuo de las consecuencias de la administracion del farmaco para
detectar efectos secundarios no reportados inicialmente o problemas de

resistencia, entre otros.

3. Antecedentes: seleccion de moléculas a ser evaluadas

Nuestro grupo viene trabajando en el desarrollo de medicamentos para
enfermedades causadas por parasitos de la familia Trypanosomatidae desde el
afio 2007. En ese proceso se han abordado varias de las etapas de desarrollo
de farmacos mencionadas anteriormente, desde el descubrimiento hasta las
etapas preclinicas, con un fuerte énfasis en la toxicologia de las nuevas
moléculas. En este periodo se sintetizaron y caracterizaron cientos de moléculas
mayoritariamente con actividad en Trypanosoma cruzi. Decenas de compuestos
lideres surgieron tanto de cribados fenotipicos como de estudios sobre blancos

terapéuticos aislados (Alvarez et al. 2010; PAlvarez et al. 2015).

Muchos de los compuestos a evaluar en esta tesis fueron sintetizados buscando
la inhibicion de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (Aguilera et al.
2016). Dado que esta enzima también se encuentra en otros tripanosomatideos
como Leishmania, se pensé en ella como blanco molecular principal de los
compuestos activos evaluados en este trabajo. Es de esperar que T. cruzi y
Leishmania spp. presenten alta similitud en sus vias metabdlicas dado su
parentesco a nivel evolutivo y por ende existe la posibilidad de encontrar
compuestos con actividad antiparasitaria en ambos grupos. En base a los

resultados de los cribados y los estudios preclinicos previos de compuestos con
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actividad en T. cruzi se seleccionaron moléculas para evaluar su actividad frente
a Leishmania spp. buscando identificar compuestos lideres para continuar con
estudios preclinicos.

Historicamente el disefio inicial de las moléculas fue sobre analogos de
Nifurtimox, muchas moléculas con potente actividad tripanosomicida surgieron
de esta serie de compuestos que mayoritariamente eran nitrofuranos con
motivos de tiosemicarbazidas (Gerpe et al. 2009) (Fig. 10A). Los aspectos
toxicoldgicos de esta familia no fueron buenos, la mayoria presentaba efectos
genotoxicos y/o mutagénicos. Estos efectos al igual que la propia actividad
tripanosomicida se asocid al grupo nitrofurano. Se decidid entonces generar
moléculas hibridas con analogos de terbinafine, un inhibidor de la biosintesis de
ergosterol. La supresion del grupo nitro en la mayoria de los casos determinoé la
perdida de la actividad tripanosomicida, a excepcion de un compuesto derivado
de furilacroleina. Esta molécula nos mostré una relacién positiva entre los dobles
enlaces conjugados con el furano y la actividad tripanosomicida (Alvarez et al
2014; Alvarez et al. 2015; Aguilera et al. 2016). Con ese motivo conservado se
sinterizaron decenas de nuevas moléculas con potente actividad in vitro en
epimastigotes de T. cruzi y sin efectos mutagénicos o genotéxicos, con buenos

indices de selectividad.

30



A) o,N
° N
Anélogos de N 5 ©
Nifurtimox °
O;N s
[s]

ae
” H o s o
QN N o S N N
’ o s N N Nnon ¢ " o
Anslogos de H H Moleeular stripy
Terbinafine
o
o s o
N No activo o,
N N -
H H amastigotes
Inhibidor de la triosafosfato
o s isomerasa
Ny N Activo en
amastigotes
No
Ringuide design by isolated Garget L.
= mutagénico
No
genotdxico
B) HIT 314 HIT 1019 HIT 796 HIT 266

o o — s
/] ) .
oSN A0 | s A A S (C,/’\/\/N\N)\} cl

o .
e A A | ] L/ 0

Actividad in vitro anti-T. cruzi (multiples cepas)

ICs00.72 pM amastigotes ICs0 0.60 M ICs0 5.0 UM 507925 KM
R . K . maStlgOteS
epimastigotes epimastigotes

indice de selectividad >100 (ICso células de mamifero/ICso parasitos)
Inhibiciéon Triosafosfato isomerasa

No inhibicién ICs0 86 NM No inhibicion No inhibicién

Inhibicién Cruzipaina

ICs0 4.3 UM ICs0 37 UM No inhibicién No inhibicién

Estabilidad in vitro (microsomal, plasma, otras condiciones)
Alta Baja Moderada Alta

Toxicologia y Eficacia

Test Ames negativo (no mutagénicos)
Test de micronuicleos negativo (no genotoxico)
LDso 2000 mg/kg peso en ratén
Toxicidad crénica (20 dias) (medido por funcional hepético) no afectado.
Control de la parasitemia in vivo a 50 mg/kg en el modelo murino de la Enfermedad de Chagas

Figura 10. A) Disefio histérico de los HIT B) Esquema que resume la informacion previa
generada para los compuestos con actividad tripanosomicida. Se muestra la estructura
de los 4 compuestos lideres, su actividad tripanosomicida y sus parametros de
estabilidad y toxicidad in vitro e in vivo. Estos compuestos relnen las caracteristicas
necesarias para ser considerados compuestos lideres para el tratamiento de estas

enfermedades.
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El problema surgi6 cuando se probaron estas moléculas en el modelo in vitro con
amastigotes, donde no resultaron igual de potentes. Se decidi6 entonces
desarrollar moléculas con mayor lipofilia ciclando el motivo tiosemicarbacida
para dar los tiazoles correspondientes. Estas nuevas moléculas mostraron
excelente actividad frente a amastigotes, dando el surgimiento del HIT 266
(Alvarez et al. 2014). Luego, con el objetivo de incorporar nuevos farmacoforos
tales como inhibidores de la cruzipaina, una proteasa esencial del parasito T.
cruzi, se sinterizaron una serie de amidas derivadas del HIT266, dando el
surgimiento del HIT314 (2Alvarez et al. 2015). Buscando obtener inhibidores de
la TIM, se generaron moléculas simétricas utilizando motivos con actividad
tripanosomicida tomados de las familias mencionadas, surgiendo los HIT1019 y
HIT796 (Aguilera et al. 2016) (Fig. 10B).

Para la realizacion de este trabajo se seleccionaron 70 moléculas de la
quimioteca de nuestro Laboratorio de 1+D de Moléculas Bioactivas tomando
como criterio la actividad frente al estadio epimastigote del parasito T. cruzi y la
inhibicion de la actividad de la TIM de este parasito. Se incluyeron también otros
compuestos con potencial antiparasitario no evaluados previamente en T. cruzi,

como el grupo de los esteroides.

Este grupo de moléculas se sintetiza de forma sencilla y econdmica con
metodologias amigables con el ambiente. Esto es de gran importancia para el
proceso de desarrollo de un medicamento para una enfermedad desatendida
donde uno de los principales obstaculos es la accesibilidad econémica al

tratamiento.

A partir de los resultados previos mencionados, en esta tesis de posgrado nos
planteamos identificar moléculas que posean accién también en parésitos del
genero Leishmania y a partir de los mismos realizar el desarrollo preclinico para

identificar candidatos a estudios clinicos para la leishmaniasis canina.
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Objetivos

Objetivo_General: realizar estudios preclinicos de compuestos con actividad

leishmanicida para seleccionar compuestos como potenciales farmacos para

realizar estudios clinicos en perros.

Objetivos especificos:

[ERN
1

Estudio de inhibicion de los compuestos frente a la Triosafosfato

isomerasa de L. mexicana.

2- Estudio de la actividad de los compuestos en la cepa de referencia de

Leishmania infantum y Leishmania braziliensis.

3- Evaluacién del efecto de los compuestos en los aislados obtenidos de la

cepa de Leishmania infantum circulante en Uruguay.

4- Analisis de toxicidad de los compuestos in vitro e in vivo.

5- Estudios de eficacia in vivo en el modelo agudo cutdneo murino de

Leishmaniasis.
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Materiales y Métodos

1- Expresioén, purificacién y evaluacion de la actividad enzimética de la

TIM de L. mexicana

1.1 Expresiéon recombinante de la TIM de L. mexicana en E. coli

Se realizo la transformacion de bacterias competentes de E. coli BL21codon plus
con los plasmidos de expresién que contienen el gen de la TIM de L. mexicana
y el gen de la TIM de H. sapiens, gentilmente cedidos por el Dr. Montfort de la
Universidad Autonoma de México. La transformacion de las células competentes
preparadas por el método de cloruro de calcio se realiz6 mediante choque
térmico como se describe a continuacion:

Se realiz6 un precultivo en 3 ml de LB con 50 pg/ml de cloranfenicol (1%
tripotona, 0.5% extracto de levadura, 1% cloruro de sodio) inoculado con una
colonia de bacterias BL21 codon plus. Se coloc6 durante una noche en agitador,
a 220 rpm 37°C.

Posteriormente se inoculo 20 ml de LB cloranfenicol con 200 ul del precultivo. Se
midié la densidad éptica en espectrofotdmetro, y cuando esta alcanzé 0.4 se
tom6 3 ml en 3 microtubos. Se procedié a centrifugar los mismos durante 1
minuto a 10000 g, se retird el sobrenadante, y se volvié a centrifugar por 1
minuto. Los pellets obtenidos se resuspendieron en 100 pl de Cloruro de calcio
0,1 M estéril, se centrifugd 1 minuto a 10000g y retir6 el sobrenadante. Luego se
resuspendid nuevamente en Cloruro de Calcio, se agreg6 el plasmido (5 ng) y
se coloco en hielo durante 60 minutos.

Posteriormente se realiz6 en choque térmico, en donde se sacaron los
microtubos del hielo y se colocaron 3 minutos a 37 °C, luego rapidamente se
volvieron al hielo durante 3 minutos. Se agregaron 400 ul de LB cloranfenicol y
se agité durante 60 minutos a 220 rpm a 37°C. Finalmente, se sembraron 200 pl
de este cultivo en placas LB agar cloranfenicol + ampicilina 100 pg/ml. Las placas
se colocaron en estufa a 37 °C durante una noche.

Para la expresion de las enzimas se realizé un precultivo de 3 ml de LB con
cloranfenicol + ampicilina, en el cual se tom0 una colonia de las bacterias

recombinantes. Se dej6 creciendo durante 8 horas y luego se inocularon 20 mi
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de LB cloranfenicol + ampicilina con 200 pl de precultivo, se coloco en agitador
durante una noche a 37 °C a 220 rpm. Al siguiente dia se inocul6 1 L de medio
LB cloranfenicol + ampicilina con el precultivo. Se creci6 a 37°C, 220 rpm
controlando la DOsoonm, la cual al llegar a 0,7 se procede a la induccion del cultivo
agregando IPTG 1mM durante 3 horas. Luego se colectaron las células por
centrifugacion a 4000xg durante 15 min, se descarto el sobrenadante y el pellet
se resuspendié en 5ml de buffer de resuspension (50mM tris-Cl, PH 8.0; 100mM

NacCl, autoclavado o filtrado) y se guardé a -20°C.
1.2 Purificacion de la TIM mediante cromatografia de afinidad

Para esto se procedié al lisado de las células mediante sonicado. Se
descongelaron las células a TA 'y se realizaron 3 pulsos de 2 minutos cada uno,
con 30 segundos encendido y 30 segundos de descanso con una potencia
maxima de 95% manteniendo el tubo en hielo. Se procedié a centrifugar a
20000xg durante 15 minutos a 4°C. Se separo el sobrenadante que representa
la fraccion soluble, y se filtré para cargarlo a la columna de purificacion. Para la
cromatografia de afinidad se utilizdé la columna HisTrap de 1ml de GE y las
siguientes soluciones: buffer de equilibrio (50 mM Hepes, 500uM NaCl, 10%
Glicerol a PH 7,5); buffer de elucién (igual al anterior mas 250 mM imidazol) y
buffer de lavado (igual al primero mas 50 mM de imidazol).

Se equilibré la columna IMAC (His-Trap 1mL GE) utilizando una jeringa pasando
5v de agua destilada filtrada (5v = 5 volumenes de columna =5mL). Luego se
pasa a equilibrar la misma con 5mL de buffer de equilibrio. Se carga la muestra
(fraccidn soluble), la cual debe ser filtrada con anterioridad por un filtro 0,45 pm.
Se lava pasando por la columna 20mL de buffer de equilibrio. Para eluir se pasa
6mL del buffer con imidazol y se recogen alicuotas de 1,5mL de las diferentes
fracciones. Se procede a medir en espectrofotdmetro las diferentes fracciones a
280nm para detectar la presencia de proteinas. Se seleccionan las fracciones
con mayor absorbancia a 280nm para analizar mediante SDS-PAGE. La
concentracion de enzima en la fraccidén pura se determiné utilizando la ecuacién

C= Abs/e.b con el £ 36340 M1 cm reportado para la TIM de L. mexicana.

35



1.3 Analisis de la purificacion mediante SDS-PAGE (electroforesis en gel

de poliacrilamida con dodecilsulfato so6dico)

Se utilizd gel de acrilamida al 12%, preparado en base a las siguientes
soluciones stock (acrilamida-bisacrilamida 29:1, Tris-HCI 1.5M pH 8.8 (gel
corrida) 0 0.5 M pH 6.8 (gel carga) con SDS 0.4%, persulfato de amonio 10% y
TEMED). Las muestras se mezclaron con el volumen correspondiente de buffer
de carga reductor 4X (Tris-HCI 0.25 M pH 6.8, 8% SDS, 40% glicerol, 6% DTT,
0.002 % azul de bromofenol) y posteriormente se hirvieron durante 5 minutos.
Se procedio a enfriar a temperatura ambiente antes de cargar las muestras en el
gel junto a un marcador de peso molecular (LMW Calibration kit, Amersham GE).
La corrida normalmente se realizdé a 120V durante 2 horas en buffer de corrida
(3.3 g Tris-base, 14.4 g glicina, 1 g SDS en 1L de agua). Para la tincion se
sumergi6 el gel en una solucion de azul de Coomassie (8% &cido acético, 25%
etanol, 0.4 % azul de Coomassie R) durante una hora con agitacion suave. Luego
se cambio a la solucién de desteiiir (igual a la de tincidn sin el azul de Coomassie)

y se incubd con agitacion suave hasta la visualizacion de las bandas.

1.4 Medicion de actividad enzimatica de la TIM

La actividad se determinG6 mediante una reaccion indirecta, en donde la
conversion de gliceraldehido-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato catalizada por
la TIM se acopla a la conversion de dihidroxiacetona fosfato en glicerol 3-fosfato
realizada por la enzima a-glicerol-fosfato deshidrogenasa (aGDH) (Fig. 11). Esta
reaccion consume NADH, por lo que puede medirse la actividad de aGDH
siguiendo el descenso en la absorbancia a 340 nm en un espectrofotémetro a 25
°C. La mezcla de reaccion contiene trietanolamina 100 mM pH 7.4, EDTA 10
mM, NADH 0.2 mM, gliceraldehido-3-fosfato 1 mM y 0.9 unidades de aGDH. La
reaccion enzimatica comienza con el agregado de la TIM. Para la inhibicion se
incubaron los compuestos a 100 uM con 5.0 ug de TIM en 1.0 mL de buffer por
2 h a 37°C. De aqui se tomaron 5 ng de TIM y se agregaron a la mezcla de
reaccion para medir la actividad. Los compuestos (1 mg) se disolvieron en

dimetilsulféxido (DMSO). La concentracion de DMSO en la mezcla de incubacién
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no excedio el 10%v/v en ningun caso. El porcentaje de inhibicion de la TIM se

calculé relativo a un control de actividad de la enzima con 10% de DMSO.

(o]
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Abs 340 nm ’ NADH ’3 |e
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—

~an® Dihidrixicetona fosfato

Figura 11. Esquema de reaccion de la actividad de la TIM acoplada con la a-GDH.

2- Actividad in vitro sobre Leishmania spp.

El mantenimiento de las cepas L. braziliensis (MHOM / BR / 75 / M2904) y L.
infantum (MHOM / FR / 91 / LEM2259V), la forma de cultivo y el aislamiento de
la forma del promastigote se realizaron siguiendo los procedimientos descritos
en la bibliografia. Los promastigotes fueron cultivados a 28 °C en medio
Drosophila de Schneider suplementado con SFB al 20%. Los promastigotes (2 x
106 parasitos / pocillo) se cultivaron en placas de plastico de 96 pocillos. Los
compuestos se disolvieron en DMSO. Se afadieron diferentes diluciones de los
mismos con un volumen final de hasta 200 pL (sin exceder el 1% v/v de DMSO).
Después de 48 horas a 28°C, se afiadieron 20 pl de una solucion de resazurina
2 mM, y se cuantificd la oxidacion-reduccion a 490 y 595 nm para medir la
viabilidad de los parasitos. La solucion de resazurina se preparé a 2,5 mM en
solucion tamponada con fosfato (PBS) pH 7,4, y se filtr6 a través de membrana

de 0,22 um antes de su uso. La eficacia de cada compuesto se estimd calculando
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los valores de ICso (como se describe mas abajo). Cada experimento se realizd
por duplicado y cada concentracion se probd por triplicado. En las placas se
colocaron los compuestos dejando dos columnas o filas libres para los controles
(control medio y control parasitos).

Para la evaluacion del efecto leishmanicida de los compuestos en L. infantum
circulante en Uruguay, se contd con la colaboracion del Instituto Pasteur
Montevideo, laboratorio del Dr. Carlos Robello. Se utilizaron dos aislados
obtenidos de 2 perros infectados (Chicha y Pluto), caracterizados por el Dr.
Robello. Esta cepa se mantuvo en cultivo RPMI modificado con 20 % de SFB a
28 °C. Se realizaron pasajes sucesivos para el mantenimiento de los parésitos.
Se preparé una suspension de parasitos 6 X 108 p/ml (fase exponencial de
crecimiento) para agregar 100 pl en los pocillos (placa de 96 pocillos) en los
cuales se les colocé los compuestos dejando dos columnas o filas libres para los
controles correspondientes.

Los compuestos (1 mg) se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) y se les
agreg6 1 ml del medio de cultivo. De este stock se diluyeron 200 pl de solucion
en 800 ul de medio, quedando a una concentracién de 100 mg/mL y 0.4% de
DMSO. Se realizaron diluciones seriadas al medio en donde se evaluaron 10
concentraciones diferentes, comenzando con 100uM. Para el recuento de
viabilidad de los parasitos se utiliza la resazurina, en una concentracion final de
2,5mM. Se agrega la resazurina en todos los pocillos, inclusive los blancos y a

las 4 horas se mide la absorbancia a 490 nm y 595 nm.

Célculo de ICso (concentracion que inhibe el 50 % de los parasitos):

R= Promedio control medio A 490

Promedio control medio A 595
A= A490-(A595*R)

La ICso se defini6 como la concentracion de farmaco a la que el 50% de las
células son viables, en relacion al control (sin agregado de farmaco), y se
determindé mediante Regresion sigmoidea utilizando el software OriginLab8.5®
(% de células viables en funcion del logaritmo de la concentracion del

compuesto).
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3- Ensayos de genotoxicidad vy citotoxicidad

3.1 Ensayo de citotoxicidad en fibroblastos

Los fibroblastos murinos NCTC-Clone929 se cultivaron en medio esencial
minimo (Sigma) suplementado con SFB al 10% inactivado por calor, penicilina G
(100 U/mL) y estreptomicina (100 g/mL). Los cultivos celulares se mantuvieron a
37°C en una atmésfera humidificada con CO:2 al 5%. Para medir la viabilidad se
utilizé el procedimiento con resazurina. Las células se colocaron en placas de 96
pocillos a 3x10* células / pocillo en 100 pl de medio de crecimiento. Las células
se cultivaron durante la noche a 37°C, CO:2 al 5%. Posteriormente, se elimino el
medio y se afiadieron los compuestos a concentraciones de 12.5, 25.0, 50.0,
100, 200, 400 uM llevando el volumen de la placa a 200 ul. Después de 24 horas
de incubacién, se agregaron 20 pl de una solucion de resazurina 2 mM a cada
pocillo. Las placas se incubaron durante 3 h y se midi6 la absorbancia a 490 y
595 nm. Cada concentracion se ensayo por triplicado. Se utilizaron controles de
medio y de farmaco en cada prueba como blancos. Los datos fueron analizados

como se describié anteriormente.

3.2 Ensayo de citotoxicidad en macrofagos

Los macrofagos murinos J774.1 (ATCC, USA) se cultivaron en medio DMEM
suplementado con 10% de SFB y 1% de penicilina-estreptomicina. Los
macréfagos se siembran en una placa de 96 pocillos (5.0 x10* células en 200 pL
de medio de cultivo) y se incuban durante 48 h a 37°C y atmésfera de CO: al
5%. El medio de cultivo se retira y los compuestos disueltos en DMSO (< 0,5 %)
se adicionan con medio fresco DMEM a las concentraciones finales deseadas
(12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 400 uM). A continuacion, la placa se incuba durante
48 h a 37°C y 5 % de COa2. Posteriormente, el medio de cultivo se retira y la
viabilidad celular se evalta midiendo la reduccién de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) a formazan por accion de reductasas
celulares. Para esto, se adiciona una solucion de MTT (0.1 mg/mL), en PBS
glucosa (0.2%) estéril y se incuba durante 3 h a 37 °C y 5% de CO2. Se remueve

la solucion anterior y se disuelven los cristales de formazan adicionando 200 uL
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de unamezcla de DMSO (180 pL) y buffer fosfato para MTT (20 uL) (0.1M glicina,
0.1M NaCl, 0.5 mM EDTA, pH 10.5). Se mide la absorbancia a 560 nm en lector
de ELISA. El valor de la ICso se determina en base al porcentaje de inhibicion de

experimentos realizados por duplicado.

3.3 Ensayo de Genotoxicidad (Test de Micronucleos)

Se realiza el tratamiento agudo via oral de ratones CD-1 de 3 meses de edad
con 150 mg/kg de peso del compuesto a estudiar. Se emplean 3 grupos de
tratamiento; GRUPO I: control negativo, tratado con 200 pL de Vehiculo, GRUPO
II: tratado con 150 mg/Kg del compuesto a evaluar. GRUPO III: control positivo,
tratado con 150 mg/Kg de ciclofosfamida. El tratamiento de cada grupo fue
repetido cinco veces, totalizando 5 animales por concentracion. La via utilizada
en la administracion del control negativo y del compuesto en el grupo | y Il fue
oral utilizando una canula esofagica y en el grupo Il la via fue intraperitoneal,
para el farmaco utilizado como control positivo. La intervencion se hizo en dos
dosis: a las 24 y 48 h antes del sacrificio, salvo la ciclofosfamida que se
administré en Unica dosis, 24 h antes del sacrificio. Al final del experimento se
retiran los fémures y se remueve la médula 6sea roja con SFB, mantenido a
37°C. Se homogeniza el material y se transfiere a un tubo de centrifuga conico.
Se centrifuga a 1000 rpm durante 5 minutos, se desecha el sobrenadante y se
prepararan las muestras con las células restantes, fijjandolas en metanol
absoluto por 5 minutos. Se tifien las muestras con colorante Giemsa al 4% por 3
minutos. Se analizan en microscopio Optico de inmersion y se cuentan 1000
eritrocitos policrométicos (EPCs) por animal tratado, incluyendo los que
presentaron micronucleos (EPCMNs). También se evaluo la relaciéon de
eritrocitos policrométicos (EPC) versus los eritrocitos normocromaticos (ENC),
en 100 células. La proporcién de EPCMNSs fue calculada para cada grupo y los
grupos de tratamiento con el compuesto y ciclofosfamida se comparan con el
grupo control negativo. El andlisis estadistico se realizé a partir de los valores
individuales de los parametros evaluados, calculandose los valores medios y sus

desviaciones estandar, para cada uno de los grupos experimentales. Los datos
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fueron procesados mediante el software de analisis estadistico SPSS 21.0.
ANOVA (p<0.05).

Se siguieron las recomendaciones de la Guia de Principios Internacionales para
Investigaciones Biomédicas que envuelven animales, elaborada por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS, 2007). Se
utilizé la cantidad minima posible de animales y se tomaron todas las

precauciones para evitarles sufrimientos innecesarios.

4- Toxicidad aguda in vivo

Para el ensayo de up & down se utilizaron ratones CD1 y Balb/c, de 3 meses de
edad, con un peso aproximado de entre 18-20 g empleando 2 ratones por cada
grupo. Los compuestos se administraron por via oral utlizando canula
intragastrica con el vehiculo indicado a las dosis recomendadas por la FDA (se
utilizé el software en linea para prediccion de la dosis: Nucleic Acids Research,
2018, 46, W257-W263; doi: 10.1093/nar/gky318). Luego de la administracion se
observaron los animales durante 24 horas y si ho habia signos de toxicidad se
duplicaba la dosis administrada. Se observaron por 24 horas masy, si no habian
signos de toxicidad, se administraba una dosis diez veces mayor (hasta un
maximo de 2000 mg/kg). Se observaron los ratones por 24 horas luego de esa
Gltima administracion y se dejaron sin tratamiento con alimentacién y agua Ad
libitum por una semana. Como medida de toxicidad se observa el aspecto
general y comportamiento del animal y el cambio de peso diario. Al finalizar el
experimento los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, se realizo la
necropsia y se observaron macroscopicamente los Organos para visualizar
signos de toxicidad. Para la prediccion del DLso del compuesto 1260 se utiliz6 el
mismo software (http://tox.charite.de/protox_Il/).
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5- Prediccion de parametros farmacocinéticos tedricos

Las predicciones se realizaron con el software gratuito en linea SwissADME
(http://Iwww.swissadme.ch), una herramienta que permite predecir diferentes
parametros farmacocinéticos como la solubilidad en agua, la absorcion
gastrointestinal, penetrabilidad a través de la piel, lipofilia, biodisponibilidad,
entre otros. El input del software SwissADME utiliza los c6édigos SMILES de las

moléculas, los cuales se generaron con el programa ChemBioOffice 2010.

6- Estudios in vivo en modelo agudo cutaneo murino

El estudio in vivo en el modelo agudo cutaneo murino de Leishmaniasis se realizo
en el marco de una pasantia en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud (IICS) Departamento de Enfermedades Tropicales de la Universidad de

Asuncion en Paraguay.

En este estudio se utilizaron ratones Balb/c machos de 4 a 6 semanas de edad,
con un peso de 20-25 g. Se incluyeron seis ratones en cada grupo de tratamiento
0 grupo de control y se inocularon por via subcutdnea en la superficie superior
de la pata izquierda con 1x10’ parasitos / 50 pl amastigotes (Leishmania
Amazonensis PH8) obtenidos de hamsters infectados. L. amazonensis
MHOM/IFLA/BR/67PHS, fue mantenida en el bioterio del IICS, mediante pasajes
cada 8 semanas en Hamsters dorados (Golden hamsters Mesocritus auratus).
Después de 8 dias de inoculacién, los ratones se trataron por 15 dias con una
dosis de compuesto a evaluar de 50 mg/kg de peso corporal y misma dosis de
Glucantime. Los tamafios de las lesiones se midieron semanalmente durante 5
semanas después de la infeccion. A los 35 dias de la inoculacion se termina el
experimento con el sacrificio de los animales y se cuantifican los parasitos totales
de la pata inoculada, por conteo en Microscopio Optico de preparados tefiidos
con Giemsa.

Preparacion del vehiculo: Constituido por 10% de tensoactivo compuesto por
aceite de ricino polioxil- 40 - hidrogenado Eumulgin HRE® 40, oleato de sodio y
fosfatidilcolina de soja (8:6:3), 10% de fase oleosa formada por colesterol y 80

% de buffer fosfato (pH = 7,4). Primero se disuelve el colesterol, Eumulgin y
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fosfatidilcolina con el compuesto, si corresponde, en cloroformo hasta
solubilizacion completa, y se evapora a vacio el disolvente hasta sequedad.

Para asegurar la total remocion del cloroformo se hace pasar una corriente de
N2 por 5 min. Paralelamente se disuelve el oleato de sodio en el buffer y se deja
en agitacion orbital durante 12 h a temperatura ambiente. Luego se adiciona esta
solucién a la mezcla solida obtenida previamente, se homogeniza y se sumerge
en un bafio de ultrasonido a maxima potencia durante 30 minutos. De no ser
homogénea la solucién o no tener la consistencia deseada, se sumerge en bafio

de ultrasonido durante 30 minutos mas.
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Resultados y discusidn

1- Produccién de la TIM recombinante

Para evaluar la actividad de los compuestos seleccionados sobre la enzima TIM
de L. mexicana se expreso la enzima recombinante en forma soluble en E. coli
y se purific6 mediante cromatografia de afinidad por niquel. El proceso de
purificacion de la TIM se analizO6 mediante SDS-PAGE (Fig. 12). Como se
observa en la figura la enzima se obtiene en la fraccion soluble (FS), con un peso
molecular aproximado de 30 kDa. Al realizar la elucion lavando previamente con
buffer de equilibrio, la proteina eluye junto con impurezas (Fr2). Para eliminarlas
se repite el procedimiento lavando con un buffer que contiene imidazol 50 mM

antes de eluir la proteina. De esta forma se obtuvo la enzima pura (TIM).

MP  FS Per lav Frl Fr2 Im50 MM TIM

97K
66K

45K

30K

20K

14K

Figura 12. SDS-PAGE en gel de acrilamida 12% para evaluar purificacion TIM L.
mexicana.MP: Marcador de peso molecular (kDa), FS: Fraccion soluble, Per:
Percolado, Lav: Lavado con Buffer de equilibrio, Frl: Fraccion 1, Fr2: Fraccion 2
(primera purificacion), Im50uM: Lavado con buffer con imidazol 50mM, TIM: fraccion

de TIM pura.

Se midié la actividad de la enzima purificada de acuerdo al procedimiento

descrito, siguiendo el consumo de NADH mediante el descenso en la
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absorbancia a 340 nm. El resultado de un ensayo tipo se muestra en la figura
13. Los parametros de velocidad fueron similares a los reportados previamente
para esta enzima, asegurando la calidad de la preparacion enzimética (Olivares-
lllana et al. 2006).

2.0
1.5+ ¥ (1 3} 4
2 10-
S 1
0.5-
0.0 ‘ ‘
0 10 20

Tiempo (min)

Figura 13. Grafico de absorbancia a 340 nm en funcién del tiempo. Vemos como
disminuye la absorbancia una vez que se coloca la TIM (flechas negras), se observa el
consumo del NADH. Este también se oxida en ausencia de enzima, es el decaimiento

inicial que se observa.

2- Evaluacion de la inhibicion de la TIM de L. mexicana

Se evalud la actividad inhibitoria de la triosafosfato isomerasa de L. mexicana en
48 compuestos, de los cuales algunos fueron seleccionados en base a su
capacidad de inhibir la TIM de T. cruzi, uno de los blancos moleculares descritos
para este parasito. Nos sorprendié que ninguno de ellos resulto inhibidor de la
TIM de L. mexicana, a pesar de la similitud estructural de las enzimas de ambos
parasitos. Sin embargo, debemos recordar que los compuestos fueron
disefiados buscando la desestabilizacion de la interfase dimérica de la TIM, la
cual es la regidon mas variable entre especies, ademas de que la interaccién entre
los mondmeros es dinamica en solucion (Alvarez et al. 2010). De los compuestos
no evaluados previamente en la TIM de T. cruzi pero que poseen simetria
estructural como la mayoria de los inhibidores reportados, se encontraron solo 2
gue inhiben la TIM de L. mexicana a una concentracion de 50 uM (moléculas 901

y 1368). Los resultados se muestran en la Tabla 1 junto con el resultado obtenido
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para los 4 compuestos lideres, previamente evaluados en T. cruzi. Estos 2
compuestos tienen una potencia muy baja comparada con inhibidores de TIM
reportados previamente en T. cruzi (5x10° veces menor con respecto al
compuesto 1019), por lo que no se profundizara en el estudio de su actividad

inhibitoria.
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Tabla 1. Actividad inhibitoria de compuestos frente a la TIM de L. mexicana y la
comparacion con la actividad inhibitoria en la TIM de T .cruzi (Aguilera et al. 2016). Nd:

no determinado

% Inhibicién ICeo €N
Cddigo Estructura en LmTIM
(50 uM) TCTIM (uM)
} .
N N/\\
Hit 314 _N/”%s‘ LN 0 525
A
o
A
(0]
Hit 1019 O NN\ NN O 0 0.09
\_ L/
(0]
Hit 796 S\ AN S 0 >25
\J W,
a I > o
/N\
Hit 266 % N/eN 0 >25
\
/
901 o — ) 50 Nd
/N\N/Q\D\Q
H Cl
/\/H H H H\/\
e
1368 OQ 50 Nd
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3- Actividad in vitro sobre Leishmania spp.

El segundo criterio que utilizamos para la identificacion de moléculas bioactivas
en el género Leishmania fue emplear moléculas con reconocida actividad
tripanosomicida frente a T. cruzi. Ademas, se evaluaron moléculas derivadas de
hits identificados con potencial citotbxico en diferentes parasitos
kinetoplastideos. En la Tabla 2 (A-E) se puede observar el ICso de los diferentes
compuestos, en amarillo se marcaron aquellos compuestos con potencia
moderada con ICsp entre 20-25 pM y en verde aquellos con ICso menor a 20uM
como moléculas con alta potencia tripanosomicida. Los compuestos con ICso
mayores a 25 uM fueron considerados inactivos. Las moléculas estan agrupadas
en 5 familias: Tiazolidenhidrazinas, Hidrazinas, Curcuminoides, Esteroides y los
Seleno compuestos. En la tabla se reporta la actividad de compuestos en
epimastigotes de T. cruzi, en promastigotes de L. amazoniensis (leishmaniasis
cutanea) y/o L. brasiliensis (leishmaniasis cutanea), de L. infantum
(leishmaniasis visceral) y de L. infantum aislada de 2 perros uruguayos
infectados: Pluto (p) y Chicha (c). También se encuentran los datos de inhibicién

de los farmacos de referencia: Nifurtimox, Glucantime y Miltefosina.
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Tabla 2. Actividad in vitro sobre Leishmania spp, se evaluaron especies que causan leishmaniasis
cutanea o visceral, en la forma promastigotes. También se muestra la actividad de estas moléculas

frente a epimastigotes de T. cruzi.

Tabla 2 A. TIAZOLIDENHIDRAZINAS

1Cs0 + %DS 1Cs0t
ICeo + (UM) ICsot %DS
"/DSS% M) promastigot | %DS (UM)|  (UM)
Estructura Cadigo oD (K esL. promastigo [ promasti
epimastigo AT
. | braziliensis/ tes L. gotes L.
tes T. cruzi . .
L. infantum | infantum/
amazonensis uy*p/c
Nifurtimox 712 Nd 612 10+2°¢
Glucantime Nd 18+2 20+9 Nd
Miltefosina 8+2 Nd 0.9+0.2 5+2
ST\
©\N /L/N>\CF3
H 1385 19+4 Nd >25 9+1/>25
(o
/] 57\
N A cl
QV N E\Q 1109 >25 >100 22+3 Nd
\
S
(oj\/vN\ %}@\C‘ .
N 8 Hit 266 1.6+0.5 7+1 2.0£0.2 9+1
\
/] T\
%/*w 872 3.0+05 101 8+2 | 10+5/38
0
O\)VN\N%WC'
873 0.09+0.02 33+11 58+12 >25
\
J
0 S NG S
ST I LD 295 35:02 | >100 >100 Nd
ﬁ CI
q\ﬂ jQ 133 >25 >100 3343 Nd
— N
/N\N%S\
Cl
AT
877 15+3 2319 32112 Nd

N
= /N_N/>/ \/\
s/
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|
o %N 1134 >25 >100 39+11 Nd
RN N/\( Cl
ol
Cl
311 13+2 >100 >100 Nd
|
1133 31+10 >100 34+12 Nd
&N
\ g 907 >50 >100 >100 Nd
@\A\N/ \YN NO,
\d L)
/
(0]
N
SRS
o~ o Hit314 | 3.1$0.2 1245 4+1 1'3;-’;)'5’
\\ é\
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8 1153 <3 ~25 >25 >25
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*Aislados de dos perros infectados del primer brote en Salto-Uruguay/2016

Dentro de la familia de las tiazolidenhidrazinas se evaluo la actividad de 17
compuestos. Si bien 13 de estos compuestos tienen actividad tripanosomicida
en epimastigotes de T. cruzi, solo 4 resultaron ser activos en Leishmania (Hit

266, 872, Hit 314 y 901), los cuales inhibieron la proliferacion de promastigotes
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de L. infantum a dosis menores a 25uM. Dos de ellos son los compuestos Hit
314 y Hit 266. Nuestros resultados demuestran su actividad frente a diferentes
especies de Leishmania, sumado a los perfiles farmacoldgicos interesantes que

presentan, los convierte en candidatos para el tratamiento de la leishmaniasis.

Si hacemos un analisis cualitativo de estructura actividad puede observarse que
la resonancia de los electrones con la posible apertura del anillo furano es
determinante de la actividad bioldgica en Leishmania, sugiriendo que este motivo
estructural es parte del farmacoforo de las moléculas. Por ejemplo, comparando
el compuesto 1109 que no posee un doble enlace conjugado con el anillo furano,
con respecto a los compuestos Hit 266 y 872, vemos que solo estos ultimos
presentan actividad biolégica. Si variamos la densidad electrénica a lo largo de
esta conjugacion con la incorporaciéon de un grupo metilo (compuesto 873),
observamos que la actividad disminuye significativamente. Al comparar con el
compuesto 1134, donde cambia un anillo furano por un tiofeno, la disminucion
en la actividad podria deberse a que la probabilidad de apertura de este anillo

aromatico es menor que la del furano (Fig. 14) (Peterson et al. 2014)

Es interesante notar que el compuesto 901 que mostro actividad inhibitoria de la
TIM, tiene actividad tripanosomicida en T. cruzi y en Leishmania spp. La baja
inhibicion de la enzima no justifica su actividad biolégica, lo que sugiere que esta

no constituye el blanco molecular del compuesto.

HIT166

sy =
' \\F&}-m

N

W

Figura 14. Andlisis estructura funcion. Interpretacion del posible farmacéforo.
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Tabla 2 B. HIDRAZINAS

0, 0,
ICso + %DS 'CS%SM/;’DS ICsot %DS 'CSE’EN/I‘;DS
i (HM) - (HM) -
Estructura Cadigo L promastigotes . promastigotes
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- L. braziliensis/ . L. infantum
T. cruzi . L. infantum *
L. amazonensis uy*p/c
(\N/\A\Q
S 1119 Nd >25 >25 <6/>25
@/\A/
X
™ 1102 1.6+03 16+4 14+ 2 542/>25
K/N\N
0. N X | P aa O,
\ |/
/
%N\N% 1140 >25 Nd >25 >25
N F
-~ \OMQ 912 >25 1845 2142 <0.4/>25
\ o
v
@MMNJ&A@ 903 12+2 >25 >25 3+1/>25
0]
o \N/NCNb 874 >25 > 100 > 100 Nd
S
N \N/NJ 722 >25 >100 >100 Nd
\ o
/ S
I PN 263 5+1 >25 23 <0.3/23
H H
S
9 I N~ 909 6+1 Nd 23 10/ 25
NS H H
o
O A~ NYQNQ 1366 12£2 >25 >25 25/>25
\_ 0
Ho N
O~ 1367 >25 >25 >25 >25
gy
N
0] -
@/\w N oﬁ@ 1369 1545 >25 >25 8+2/>25

*Aislados de dos perros infectados del primer brote en Salto-Uruguay/2016

En la familia de las hidrazinas se evaluaron un total de 12 compuestos, donde

solo el 1102 present6 buena actividad tripanosomicida. Tampoco se observa una

clara correlacion entre los resultados con la cepa L. infantum (ICso 14 uM) y las

cepas circulantes en Uruguay (ICso >25 uM).
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Tabla 2 C. CURCUMINOIDES

ICso +
. %DS (UM)
Estructura Codigo epimastigo
tes T. cruzi
0O O
N F
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*Aislados de dos perros infectados del primer brote en Salto-Uruguay/2016

53




Tabla 2 C. CURCUMINOIDES

ICs0 + %DS ICso+
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*Aislados de dos perros infectados del primer brote en Salto-Uruguay/2016
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En el caso de los curcuminoides se evaluaron 20 compuestos, de los cuales 6
mostraron buena actividad sobre los promastigotes de las cepas de Leishmania
y sobre epimastigotes de T. cruzi. So6lo 2 de estos presentan actividad
consistente entre las distintas especies de Leishmania, los compuestos Hit 796
y 799. El compuesto Hit 1019 presentod actividad en las cepas de referencia de
Leishmania, pero no mostré actividad tripanosomicida en las cepas aisladas en
Uruguay. Los compuestos de la familia de la curcumina tienen reportada
actividad biolégica en diferentes organismos, incluido Leishmania, pero tienen la
desventaja estructural de que son metabdlicamente inestables. En el caso de
nuestro compuesto mas activo, Hit 796, la estabilidad metabolica podria estar
incrementada por la presencia del anillo tiofeno en lugar del benceno. De todas
formas, este tipo de moléculas siguen considerandose interferentes (“PAIN”) por
poseer un aceptor de Michael en su estructura. Esto puede derivar en toxicidad

inespecifica (Katsuno. et al. 2015).
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Tabla 2 D. ESTEROIDES

*Aislados de dos perros infectados del primer brote en Salto-Uruguay/2016

1319 Nd ~25 ~25 Nd
1257 Nd >25 Nd
1259 N 23 ~25 12/>25
1316 N >25 ~25 12/>25
1289 Nd >25

1287 N 23

1258 Nd 19/>25
1272 Nd 3+1/>25
1125 Nd 25/>25
1260 Nd
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Por su parte en la familia de los esteroides se probaron 10 compuestos, que no
fueron evaluados previamente en T. cruzi, de los cuales el compuesto 1260
presenta excelente actividad biolégica sobre todas las cepas de Leishmania,
mostrando 1Cso de 0.2 uM con la cepa L. infantum de referenciay 0.4 uM para la
cepa aislada en Uruguay, siendo el compuesto mas activo de los ensayados.
Esta familia surge de un compuesto esteroideo aislado del huevo de la garrapata
del ganado, cuya funcion es protegerlo de patdégenos del ambiente (Zimmer et
al. 2013) Con el objetivo de analizar compuestos derivados del mismo, se
sintetizaron estas 10 moléculas sencillas. Es importante destacar que esta
molécula no ha sido reportada anteriormente con actividad antiparasitaria. Si hay
descritas moléculas esteroideas con actividad biolégica en T. cruzi y T. brucei
(Ortiz et al. 2016; Cordeiro et al. 2008), cuyo blanco molecular es la glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa, por lo que esta enzima podria ser uno de los blancos
moleculares a evaluar buscando dilucidar el mecanismo de accion de estos

compuestos.
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Tabla 2 E. SELENO COMPUESTOS

[ N \/\/@
o
NH 1222 Nd 20 >25 | 25/>25
-
o
N\/\N N/NV\/Q 1219 >25 >25 >25 Nd
H H
\/\H/ZLN/NV\/Q 1147 Nd <28 <12 | 5£1/9+2
H
(O
N
~ 1007 Nd >25 20 Nd
o) se/

*Aislados de dos perros infectados del primer brote en Salto-Uruguay/2016

La familia de los seleno compuestos surge de la sustitucion del azufre de la
familia de tiazoles antes descrita, por un selenio como bioisdstero del mismo. Se
evaluaron 4 compuestos de los cuales el 1147 es el que presentd mejor actividad
bioldgica, siendo su ICso para L. infantum de referencia <12 pM, mientras que en
los aislados de L. infantum de Uruguay presento un ICso de 5y 9 uM.

De todos los compuestos evaluados, 7 fueron mas activos (Fig. 15) en L.
infantum de referencia en comparacion con el Glucantime. De estos 7
compuestos 4 resultaron ser mas activos (796, 266, 799, 1260) sobre la cepa de
L. infantum aislada de Uruguay en comparacion con el mismo farmaco de
referencia (Glucantime). Destacandose el compuesto 1260 el cual inhibié mas
que el Glucantime, la Miltefosina y Nifurtimox en L. infantum de referencia y
aislado de Uruguay. Ademas 40% de las moléculas con actividad contra T. cruzi
fueron activas en Leishmania spp, demostrando que el criterio de seleccioén fue
exitoso. Si bien la actividad citotoxica fue evaluada solo en la forma promastigote,
dado que estos compuestos fueron probados previamente en la forma
amastigote de T. cruzi demostrando mayor potencia que en la forma

epimastigote, esperamos un comportamiento similar para estas moléculas
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(Alvarez et al. 2015, PAlvarez et al. 2014). De todas formas, como perspectiva

nos planteamos evaluar los compuestos activos en la forma amastigote de
Leishmania.

ICsouM Compuestos activos

Figura 15. Compuestos con buena actividad frente a diferentes trypanosomatideos.

4- Estudios de genotoxicidad y citotoxicidad

Esta seccién se divide en tres partes: toxicidad in vitro en células de mamiferos
y analisis de la selectividad; genotoxicidad por el test de microndcleos y toxicidad
aguda oral in vivo. En la tabla 3 se determing la citotoxicidad inespecifica de los
compuestos con mejor actividad antiparasitaria. Para esto se tomé como criterio
gue el compuesto tenga actividad en las 3 especies de parasitos analizadas (T.
cruzi, L. amazonensis y L. infantum) o que sean compuestos muy activos en L.
infantum. Los compuestos con indice de selectividad mayor a 10 se marcaron en
verde. Este se realizd comparando los ICso en las células de macrofagos (células
relevantes en la infeccion in vivo con L. infantum) y los ICso en cultivos in vitro de

L. infantum, utilizando la cepa de referencia y el aislado circulante en Uruguay.
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Tabla 3. Citotoxicidad sobre células de mamifero. Se utilizaron macréfagos murinos y fibroblastos
murinos. Se muestra el indice de selectividad calculado mediante la relacion del ICso en macréfagos y

el ICso en L infantum.

1Cs + IS
1Cso £ IS ,
%DE , Macrofa
Estructura Cadigo (UM) %DE (M) | Macrofag gos/ L.
, Fibroblasto os/L. .
Macrdéfag . infantum
0s S infantum Juy®
Nifurtimox 200+9 Nd 33 20
Glucantime 15+1 Nd 0.75 Nd
Miltefosina 50+7 Nd 56 10
FAMILIA DE TIOZOLIDENHIDRAZINAS
7
872 66+7 319+16 8 2
Hit 314 3015 346+9 8 1
FAMILIA DE CURCUMINOIDES
Curcumina 10+2 Nd 2 Nd

especies analizadas

FAMILIA DE ESTEROIDES

¢es la cepa L. infantum aislada de la perra Chicha; * compuestos con actividad en todas las
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De los 9 compuestos seleccionados con actividad antiparasitaria, 5 tienen
indices de selectividad mayores a 10. Sin embargo todos ellos demostraron ser
mas selectivos que el glucantime, uno de los farmacos de referencia. Dentro de
la familia de las tiazolidenhidrazinas, de los dos hits activos el Hit 314 fue
menos selectivo que el Hit 266. Ademas, en relacion a la cepa circulante en
Uruguay el Hit 266 fue igualmente selectivo que la miltefosina, el farmaco
empleado en el tratamiento de la leishmaniasis visceral (Pérez Tort et al. 2009)
y fue activo en todas las especies parasitarias analizadas. Dentro de la familia
de los curcuminoides vemos que la curcumina es poco selectiva en
comparacion con los derivados activos 795, Hit 796 y 799. Los curcuminoides a
pesar de ser compuestos que usualmente son considerados “PAIN”, nuestros
resultados demuestran que pueden encontrarse moléculas selectivas. Ademas,
los compuestos 796 y 799 mostraron actividad biolégica en todas las especies
de kinetoplastidos estudiadas. De la familia de los esteroides el Unico que
mantuvo la actividad leishmanicida en la cepa circulante en Uruguay fue el
compuesto 1260. El estudio de citotoxicidad mostré que posee excelente indice
de selectividad, superior a todos los farmacos de referencia empleados
actualmente. Para evaluar la citotoxicidad utilizamos ademas fibroblastos
murinos, observandose que los compuestos con baja toxicidad muestran
resultados consistentes en ambos tipos celulares. Para todos los compuestos
analizados la citotoxicidad hacia fibroblastos fue menor que para macréfagos,
siendo otro motivo por el cual el indice de selectividad se estimé utilizando este

altimo tipo celular.

En la Tabla 4, se presentan los resultados del test de micronucleos, utilizado
para evaluar la genotoxicidad con un tratamiento a una dosis fija en ratones de
150 mg del compuesto 1260 /kg de peso. Se emplea un control negativo
administrando Unicamente el vehiculo y un control positivo de tratamiento
intraperitoneal con 40 mg/Kg de ciclofosfamida, un conocido agente genotoxico.
Este ensayo esta incluido en los recomendados por la FDA para predecir
toxicidad sobre el ADN durante el proceso de desarrollo de medicamentos. En
trabajos previos de nuestro grupo ya se habia realizado este test a los

compuestos Hit 266, 796 y 314, encontrandose que no son genotoxicos. Los
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mismos tienen también el test de AMES negativo que evalla la capacidad

mutagénica de las moléculas (Alvarez et al. 2014, PAlvarez et al. 2015).

Tabla 4. Resultados del ensayo de micronicleos para el tratamiento con 150 mg/Kg
de 1260.

Tratamiento* Numero de EPMn** NuUmero de EPC* Media de Mn/ ratén +DE**

Control 19 5000 4+1
1260 24 5000 5+1
Ciclofosfamida 180 5000 3612

*Se realizan 5 ensayos idénticos en momentos independientes, **Sumatoria de los eritrocitos policroméaticos
micronucleados encontrados en los 5 ensayos, *Eritrocitos policromaticos observados en total, **Porcentaje de eritrocitos
policromaticos micronucleados + desviacion estandar

Se observa que el nimero de células aberrantes en el tratamiento con el
compuesto 1260 es de 24, similar al control negativo y significativamente menor
en comparacién con el control positivo donde se encontraron 180 eritrocitos
policromaticos micronucleados. Podemos concluir entonces que el compuesto

evaluado no presenta genotoxicidad.

Finalmente se evaluod la toxicidad aguda en ratones del compuesto Hit 796 por
el ensayo de up & down, resultando una DLso >2000 mg/kg de peso. Los
compuestos Hit 266 y 314 ya fueron evaluados previamente en nuestro grupo
mediante este ensayo obteniéndose el mismo resultado (Alvarez et al. 2014,
bAlvarez et al. 2015). Por lo cual ninguno de estos compuestos presenta toxicidad
aguda in vivo. Para el compuesto 1260 se utiliz6 un software predictor de
toxicidad, ProTox-Il, que utiliza un conjunto de millones de grupos quimicos
asociados a efectos téxicos y predice la DLso a partir de la estructura quimica del
compuesto. Ademas, la prediccion fue de una similitud de alrededor del 50%
(Average similarity y Prediction accuracy) lo cual significa que es confiable, ya
gue este compuesto fue similar a otros con toxicidad reportada
experimentalmente. En la Figura 16A y B se muestran los resultados de la
prediccion de toxicidad para el compuesto 1260, obteniéndose una DLso de 8800
mg/kg, por lo que se clasifica en la clase 6 (compuestos de toxicidad muy baja).

Ademas, el programa estima que el compuesto no presenta hepatotoxicidad,
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mutagenicidad ni citotoxicidad, aunque si lo clasifica como carcinogénico (Fig.

16B). Para comparar se realiz6 también la prediccién para el HIT 266 y para el

farmaco de referencia Miltefosina (Fig. 16A). Se obtuvieron resultados de no

toxicidad para el HIT 266 concordantes con los ensayos experimentales, con

DLso de 1000 mg/kg. Es interesante notar que la toxicidad de la Miltefosina es

mucho mas elevada que la de nuestros compuestos, 246 mg/kg, clasificandose

en la categoria 3 (compuestos con toxicidad moderada).

A

Miltefosina X

Predicted LD50: 246mg/kg

Predicted Toxicity Class: 3

J

Average similarity: 100%

Prediction accuracy: 100%

L]

Predicted LD50: 1000mg/kg

—

Hit 266

Predicted Toxicity Class: 4

[ Faan

Average similarity: 36.1%

—

Prediction accuracy: 23%

—

Tom

. B0

Predicted LD50: 8800mg/kg

)

Predicted Toxicity Class: 6

)

Average similarity: 49.52%

)

~ j Prediction accuracy: 54.26% |
Blanco Prediccién |Probabilidad
Hepatotoxicidad Inactivo 0.56
Carcinogenenicidad |Activo 0.52
Mutagenicidad Inactivo 0.57
Citotoxicidad Inactivo 0.72

Figura 16.A) Predicciones de la toxicidad aguda de los compuestos ensayados in vivo

y uno de los farmacos de referencia. B) Prediccion de toxicidad para el compuesto

1260.
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Si bien los perfiles toxicologicos de los compuestos son prometedores, deben
realizarse méas evaluaciones, como por ejemplo estudiar el efecto teratogénico,
el efecto hepatotoxico, la toxicidad por administracion a largo plazo, entre otros.
Para los compuestos HIT314 y HIT266, se realizaron estos estudios en trabajos
previos, incluyendo el chequeo de funcion hepética en ratén, no encontrandose
signos de toxicidad a las dosis ensayadas (Alvarez et al. 2014, PAlvarez et al.
2015). Por consiguiente, la exploracion toxicolégica realizada es suficiente para

continuar con estudios de eficacia in vivo.

5- Pardmetros farmacocinéticos

En la Tabla 5 se presentan los parametros farmacocinéticos que comunmente
se evallan en etapas tempranas del desarrollo de un farmaco, para los
compuestos lideres y para los farmacos de referencia para la Leishmaniasis y la
Enfermedad de Chagas, Miltefosina y benznidazol, respectivamente. En la figura
17 se muestra como ejemplo la prediccién de los parametros para el compuesto
1260. Se realiz6 el mismo andlisis con todos los compuestos y los resultados se
presentan en la Tabla 5. Todos los compuestos evaluados son poco solubles en
agua al igual que la Miltefosina, y presentan una solubilidad entre 10y 100 veces
menor que el Benznidazol. Asimismo, la Miltefosina y nuestros compuestos
poseen una alta lipofilia. Por otro lado, las moléculas estudiadas muestran mayor
penetrabilidad a través de la piel, una caracteristica que puede ser ventajosa
para la administracién tépica del tratamiento de la leishmaniasis cutanea.
Finalmente, es interesante destacar que el Unico compuesto que atravesaria la
barrera hematoencefélica seria el HIT796, lo que sugiere que podria ser activo
frente a Trypanosoma brucei y emplearse para el tratamiento de la enfermedad
del suefio (Dauchy et al. 2016). Previamente fue evaluada la estabilidad
metabdlica de los compuestos HIT266, HIT314 y HIT796 utilizando la fraccién
microsomal, los dos primeros demostraron estabilidad a mas de 4 horas mientras
el HIT796 comienza a ser metabolizado en menos de 2 horas (Alvarez et al.
2014, 2Alvarez et al. 2015, Aguilera et al. 2016). Se podria trabajar en la
optimizacién de la solubilidad y la estabilidad metabdlica de las moléculas

mediante modificaciones quimicas que mantengan la actividad antiparasitaria.
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Tabla 5. Prediccion de pardmetros farmacocinéticos empleando el software

Figura 17. Prediccion de los parametros farmacocinéticos para el compuesto 1260

SwissADME.
Solubilidad | Absorcion | Permeabilidad | Penetrabilidad} o
Compuesto . . de la piel Biodisponibilidad | Lipofilia
(mg/ml) |gastrointestinal
BHE* (cm/s)
Miltefosina 1.9x103 Baja No -4.0 0.55 3.8
Benznidazol 2.3 Alta No -7.2 0.55 0.5
1260 9.7 x103 Alta No -5.8 0.55 3.9
314 3.5x108 Alta No -6.3 0.55 4.2
266 2.2x103 Alta No -5.2 0.55 4.8
796 3.9x1072 Alta Si -5.3 0.55 3.7
*barrera hematoencefalica
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6- Estudios in vivo en modelo agudo cutaneo murino

Se seleccionaron 4 compuestos para evaluar la eficacia in vivo en un modelo
murino de leishmaniasis cutanea. Los resultados se presentan en la Tabla 6. Se
empleo este modelo en vez del modelo visceral, por su sencillez metodoldgica y
porque permite reducir significativamente el nimero de animales necesarios
para el ensayo. Ademas, como observamos que en general los compuestos
activos se comportan de forma similar en las especies de Leishmania que causan
la enfermedad cutdnea y visceral estudiadas en este trabajo (L. amazoniensis y
L. infantum, respectivamente), esperamos tener eficacia similar en ambos

modelos.

En este ensayo 1x10’ parasitos amastigotes de L. amazonensis PH8 fueron
inoculados en la parte superior de la pata izquierda de los ratones. Como se
muestra en la Figura 17, al dia 8 post-infeccion se comenz6 el tratamiento
durante 14 dias con los compuestos mencionados y el medicamento de

referencia, Glucantime. Los ratones se sacrificaron a los 35 dias post-infeccion.

Se evalud el efecto antiparasitario por dos métodos: la evolucion semanal del
diametro de la pata infectada durante todo el experimento (Fig. 18) y la
cuantificacion de la carga parasitaria en la zona infectada al finalizar el

experimento (Tabla 6. Porcentaje de supresion de parasitos).

Tabla 6. Ensayo in vivo en el modelo de leishmaniasis cutanea murina para los
compuestos lideres.

, % de
, . Duracion .
Dosis Dosis ) . supresion
Compuesto tratamiento
mg/kg pumol/kg . de
en dias f e
parasitos
Hit 796 50 203 14 Oral 55
Hit 314 50 102 14 Oral 10
Hit 266 50 135 14 Oral 30
796/314/266 5/25/25 20/50/68 14 Oral 43
1260 50 128 14 Oral 27
Glucantime 100 273 14 Subcutanea 40
Control 0 0 14 Oral 0

*porcentaje de parasitos en la pata inoculada del ratdn al finalizar el experimento, con respecto
al raton control
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Figura 18. Evolucién semanal del diametro de la pata infectada de los ratones.

De los 3 compuestos lideres, el HIT 796 presentd un 55% de supresion de
parasitos, comportdndose mejor que el farmaco Glucantime (43%), incluso
siendo administrado a una dosis menor. El porcentaje de supresion de parasitos
de las deméas moléculas evaluadas fue menor a 30%. Hay evidencia de que la
administracion conjunta de tiadiazolhidrazinas y curcuminoides tienen efectos
sinérgicos sobre T. cruzi (Aguilera. et al. 2018). Se decidié entonces evaluar en
una misma formulacion los 3 compuestos lideres a dosis menores, el HIT mas
activo 796 se redujo 10 veces su concentracién mientras que la dosis de los HIT
314y 266 se redujo a la mitad. El porcentaje de supresion de parasitos obtenido
fue de 43%, cercano al que mostro inicialmente el HIT796 al ser administrado a
una dosis 10 veces mayor, lo que sugiere que hay sinergismo en el efecto

biolégico observado.

Por otro lado, en la Figura 17 podemos observar que cuando comienza el

tratamiento con los compuestos HIT796 y HIT266 el didmetro de la pata
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comienza a estabilizarse, indicando la estabilizacion en la inflamacion que se

supone es directamente proporcional a la carga parasitaria.

Nos sorprendid que no se observara actividad leishmanicida frente a la
administracion del compuesto HIT314. Este compuesto fue el que mejor
respuesta demostré en el modelo in vivo de infeccion con T. cruzi (PAlvarez et al.
2015, PAlvarez et al. 2015), reduciendo méas del 60% de la parasitemia con un
100% de sobrevida a la misma dosis evaluada en Leishmania. Esto podria
deberse en parte a que observamos gran variabilidad del aspecto final de las
formulaciones en la preparacion del vehiculo con el compuesto HIT314, que no
pudimos mejorar debido a problemas de solubilidad. Esto es determinante en la
correcta absorcion in vivo y el concomitante efecto antiparasitario. Por esto, la
variabilidad observada entre ensayos posiblemente refleja problemas
farmacocinéticos, ya que este compuesto compartiria farmacéforo con el
HIT266.

El Glucantime se comporta de forma similar a nuestros compuestos activos (HIT
796 y 266). Cuando dejan de administrarse los farmacos, el diametro de la pata
continua aumentando, por lo que este tiempo de tratamiento no es suficiente
para matar a todos los parasitos. Esto demuestra que hay que ajustar los
pardmetros farmacocinéticos y optimizar el tiempo y dosis de administracién de
los compuestos para obtener una cura de la infeccion. Cabe destacar que el
efecto anti-leishmanicida de estos compuestos se obtuvo mediante un
tratamiento oral, lo que representa el método preferido de administracion en

comparacion con las vias mas invasivas que requieren el uso de inyectables.
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Conclusiones

De los 50 compuestos evaluados en este trabajo, podemos concluir que 3 de los
compuestos lideres (HIT 796, 266, 314) y el compuesto 1260, resultaron tener
buena actividad antiparasitaria en diferentes especies de tripanosomatideos.
Ademas, estas moléculas tienen bajos efectos citotoxicos inespecificos, y no
mostraron efectos genotoxicos in vivo, ni mutagénicos segun el test de AMES.
Ademas muestran una ventana terapéutica amplia ya que vemos efecto en los

modelos in vivo a dosis 50 veces menores que las toxicas.

En cuanto al mecanismo de accion de los compuestos evaluados, cabe destacar
que la TIM no seria su blanco molecular, por lo cual el mecanismo de accién aun
no esta claro. Dada la importancia de conocer el blanco de un farmaco a la hora
de optimizar el disefio de moléculas que tengan mayor eficacia y menor
toxicidad, la determinacion del mecanismo de accién de estos compuestos es
una de las perspectivas de este trabajo. Igualmente, se identificO un motivo
estructural como posible farmacéforo de estos compuestos que involucra un
anillo aroméatico conjugado a un doble enlace, que parece derivar en dos motivos
distintos con perfiles de actividad bilogica diferentes. En las tiazolidenhidrazinas
seria el anillo furano conjugado a dobles enlaces y un nitrdgeno, mientras que
en los curcuminoides el farmacoforo estaria representado por un anillo aromético

conjugado a dobles enlaces y un carbonilo.

En relacion a los parametros farmacocinéticos de los compuestos que se
probaron en el modelo in vivo, se observa que las predicciones fueron similares
a los pardmetros que muestra la miltefosina. Incluso, algunos se estima que
poseen mayores niveles de absorcién gastrointestinal y, absorcion en piel,
cualidades deseables para un farmaco a utilizarse en el tratamiento de la
leishmaniasis. Igualmente algunos parametros deben ser optimizados, como la
solubilidad y la estabilidad metabdlica, sugiriendo modificaciones estructurales

para trabajos futuros con estas moléculas.

Es importante mencionar que la administracion por via oral de los compuestos
utilizada en el modelo in vivo, fue eficiente para mostrar efectos antiparasitarios.
Esto ultimo tiene muchas ventajas en este tipo de enfermedades desatendidas,

donde el costo del farmaco debe ser bajo y su via de administracion sencilla.
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A esto se suma que el tratamiento también tiene que ser adecuado para ser
utilizado en perros. En este sentido, se puede resaltar que la sintesis de estas
moléculas es sencilla y econdmica si lo comparamos con los farmacos de

referencia, lo cual puede derivar entonces en medicamentos de bajo costo.

Antes de continuar hacia una fase clinica en perros, es necesario el escalado en
la sintesis de los compuestos para obtener cantidades suficientes para los
estudios clinicos. Esto no seria una limitante dado que las moléculas lideres
presentan buenos rendimientos sintéticos. Ademas, se deben de optimizar los
parametros farmacocinéticos y definir un esquema de tratamiento adecuado, que
nos permita determinar la eficacia de los compuestos para la cura de la

leishmaniasis canina.
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