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Resumen

Actualmente existen a nivel mundial un gran nimero de infecciones parasitarias producidas por
helmintos, con gran incidencia tanto en la produccion ganadera como en la salud humana. La
fascioliasis, cuyo agente etiologico es el trematodo Fasciola hepatica, es una parasitosis que
afecta a bovinos y ovinos ocasionando pérdidas econdmicas mundiales estimadas en 3.2 billones
de ddlares anuales. El Unico farmaco activo tanto contra el estadio adulto como juvenil del
parasito, es el triclabendazol, con la problematica de la aparicion de aislamientos resistentes del
parasito en varios paises.

Fasciola hepatica se caracteriza por tener un ciclo de vida complejo que involucra varios estadios
y cuyo hospedero definitivo es el ganado y eventualmente el hombre. Dada la necesidad de
desarrollar nuevos tratamientos para esta parasitosis, en este trabajo se avanzo en la bisqueda
de inhibidores de dos enzimas de la familia de las catepsinas, FACL1y FACL3, que cumplen roles
esenciales para la supervivencia del parasito, Se realizo un screening con dos series de
compuestos, 1,4-di-M-oxido de quinoxalina y moléculas hibridas flavonoide-quinoxalina,
abordando el estudio de la inhibicion de los blancos moleculares desde una oOptica
multidisciplinaria que combind estudios /in vitroe in silico.

Se identificaron once derivados de 1,4-di-A-oxido de quinoxalina y catorce compuestos hibridos
con un porcentaje de inhibicion igual o mayor a 50% para al menos una de las enzimas a 10 uM.
De ellos, cinco presentaron una inhibicion entre 75%-100% para ambos blancos moleculares
evaluados (C17, C23, C24, H4 y Hl4). Describimos comportamientos diferenciales en cuanto a
reversibilidad y cinética de union, y caracterizamos mediante modelado computacional la
interaccion entre las catepsinas y los compuestos inhibidores, estudiando la contribucion de
diferentes sustituyentes del core1,4-di-A-0xido de quinoxalina a la estructura farmacoforica. Se
evalud ademas la selectividad de la inhibicion utilizando la catepsina L humana, la actividad
fasciolicida sobre los parasitos juveniles cultivados /n vitroy la citotoxicidad sobre células HepG2
y espermatozoides bovinos.

Los compuestos evaluados que presentaron mejor perfil como potenciales farmacos fueron los
derivados C17 y H4, los cuales resultaron excelentes inhibidores de ambas catepsinas, mostrando
selectividad frente a las enzimas parasitarias. Asimismo, presentaron actividad fasciolicida sobre
el estadio juvenil del parasito y citotoxicidad comparable al triclabendazol, sugiriendo que son
buenos candidatos para el desarrollo de farmacos para el control de esta parasitosis. Ademas,
los compuestos identificados aportan al conocimiento de farmacoforos inhibidores de catepsinas,
las cuales constituyen blancos moleculares que estan siendo empleados actualmente en el
descubrimiento de farmacos para el tratamiento de diversas patologias, como la osteoporosis,
cancer, enfermedad de Alzheimer, entre otras.
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1. Introduccion




1.1 Fasciola hepatica. problematica productiva y potencial bidtico

111 Fascioliasis: un problema global emergente y desatendido

Cerca de un tercio de la poblacion mundial esta infectada por parasitos helmintos, quienes
en forma creciente y sostenida han aumentado su incidencia sobre la salud tanto humana como
animal en paises en vias de desarrollo [1][2]. Los ltimos estudios epidemioldgicos muestran que
los principales helmintos implicados en trematodiasis por transmision alimentaria en humanos
son Schistosomay Fasciola spp., entre las que se destacan £ hepatica distribuida en todos los
continentesy £, gigantica, presente principalmente en regiones tropicales de Asia, Europa y Africa
(Figura 1)[3]. La infeccion del ganado principalmente bovino y ovino con estos parasitos ocasiona
importantes pérdidas economicas en todo el mundo que se estiman en mas de 3.2 billones de
dolares y son producto de la mala calidad que se obtiene en: carne, lana, leche, cueros y otros
derivados, sumado a un aumento en la sensibilidad del ganado a contraer infecciones
secundarias[4], cuantiosos gastos en tratamientos tanto fasciolicidas como antibidticos en el
combate de dichas infecciones y una disminucion de su capacidad reproductival[5].

Si bien la enfermedad incide en salud humana y animal, la alta prevalencia de fascioliasis
causada por Fasciola hepatica en rumiantes, con el concomitante favorecimiento del desarrollo
y propagacion del parasito y las pérdidas econdmicas en el sector ganadero hacen que la ultima
haya cobrado un mayor protagonismo. No obstante, son alarmantes los escasos esfuerzos que se
realizan a nivel mundial en la busqueda de tratamientos mas eficientes para esta parasitosis, lo
que sumado al hecho de que no se ha priorizado la investigacion en la busqueda de estrategias
eficientes para su control y prevencion hizo que desde 2008 fuera considerada como una

“enfermedad olvidada” [2][6].
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reportados en humanos. El color verde oscuro indica los paises en donde las estimaciones son
confiables ya que los casos fueron correctamente registrados después de 1980 y fueron incluidas en las
estimaciones recientemente realizadas. El verde palido indica los paises en donde la prevalencia nacional
no es confiable [7].

112 Fasciola hepatica en Uruguay y la region

La fascioliasis causada por Fasciola hepatica es endémica en la mayoria de los paises a
nivel mundial, estimandose que mas de 2.4 millones de personas estan infectadas y 180 millones
en riesgo, entre los paises mas destacados por tener una mayor prevalencia estan: Peru, Bolivia
y Ecuador, con casos en humanos mas esporadicos en otros paises [8].

En Uruguay, Fasciola hepatica se encuentra ampliamente distribuida, principalmente en
establecimientos ganaderos que alternan pastoreo de bovinos con el de ovinos. Si bien los
reportes actuales sobre la prevalencia de esta enfermedad no han abarcado la totalidad del
territorio, en un pais donde existe un 40% de su superficie destinada a la ganaderia y en el que
hay 5.4 cabezas de ganado per capita (segin un informe del Ministerio de Ganaderia, Agricultura
y Pesca) [9], se hace evidente la relevancia de esta parasitosis. A modo de ejemplo se tiene un
estudio realizado en el departamento de Salto, en donde pruebas seroldgicas arrojaron que un
67% del ganado estaba transitando un proceso de infeccion por “Saguaypé” (nombre comun con
el que se reconoce a este parasito), destacandose a la raza Angus y ganado menor de 2 afios
como los principales afectados[10]. Si bien el centro de atencion se pone en el ganado ovino y
bovino, existen otros animales no domésticos de los que también se han descrito casos, entre los
gue se destacan liebres, conejos y cabras que también son vectores de esta parasitosis [11][12).
En Uruguay, nuestro grupo realizo una bisqueda exhaustiva en higados de liebres faenadas

provenientes de acopios de todo el litoral norte de nuestro pais (principalmente Artigas,
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Paysandu, Rivera y Soriano), encontrandose la presencia del parasito en su forma adulta en 3
higados de 1024 analizados (datos no publicados). Por consiguiente, si bien se realizan
tratamientos en el ganado para combatir esta parasitosis, existen otros huéspedes que actdan
como reservorio que también la transmiten y contribuyen a la continuidad de su ciclo vital.

La infeccion es mayor en el ganado (hospedero definitivo) que se alimenta en pasturas
mas himedas y bajas, ya que como se analizara a continuacion, la presencia de un caracol del
genero Lymnaea (hospedero intermediario) que habita en este tipo de ecosistemas, es
imprescindible para la perpetuacion del ciclo vital del parasito[13][14].

Fascioliasis es una enfermedad que se caracteriza por presentar dos fases delimitadas
por los signos y sintomas que se observan en los mamiferos afectados. En primer lugar la fase
aguda, se asocia principalmente con un dolor abdominal persistente, pérdida de peso, anemia,
hepatomegalia y fiebre (esta ultima a veces puede no manifestarse). Esta sintomatologia es
causada por el proceso de ingreso y migracion de los juveniles recientemente desenquistados
(JRD) a través de la pared duodenal hacia la capsula hepatica y su parénquima. Por otra parte la
fase cronica de la enfermedad comienza una vez que el parasito se aloja en el higado
(principalmente a nivel de los canaliculos biliares), provocando hiperplasia del epitelio, fibrosis a
nivel de los conductos y colangitis. La forma cronica deviene ademas en una colonizacion total

de gran parte del higado (Figura 2) [5] [15][16].

Figura 2.- Fotografias obtenidas a partir de higados decomisados en frigorifico local
durante una faena en la que colectamos Fasciola hepatica adulta. A- Higado con engrosamiento de
mltiples canaliculos que se extienden por todos sus l6bulos. B- Engrosamiento de canaliculos en la
proximidad al canal biliar central. C- Diseccion de quiste situado en el borde de uno de los lébulos
hepaticos, donde se alojaban varias £, Aepatica adultas.

En colectas realizadas en frigorificos de la localidad de Paysandu nuestro grupo ha
constatado la presencia de engrosamiento de canaliculos que conectan con los biliares centrales

que llegan hasta todos los lobulos hepaticos. Asimismo, como se ve en la Figura 2, constatamos
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la presencia de quistes en regiones alejadas de los canaliculos centrales, que contenian £
hepatica adultas en su interior (Figura 2C, informacion no publicada).

En el informe realizado por el Instituto Nacional de Carnes en 2013, se decomisaron un
34,4% de los higados faenados. En las categorias evaluadas en auditorias realizadas a
establecimientos ganaderos, la que presentd mayor porcentaje de decomiso de higados fue la
vaca (48,9 %), mientras que los novillos (29,6 %) y las vaquillonas (29,9 %) presentaron porcentajes
similares, siendo Fasciola viva (25%) y las lesiones por Fasciola hepatica (53.1%) las principales
causantes de estos decomisos. En cuanto a las pérdidas econdmicas, fueron menores que en afios
anteriores, lo que puede ser un indicio de una ocupacion mas responsable por parte de los
establecimientos ganaderos, en tratar esta parasitosis ya que en 2002 y 2008 se registraron
pérdidas por decomiso de higados cercanas a los 290 mil y 215 mil ddlares respectivamente,
mientas que en 2013, las pérdidas bajaron a 150 mil délares [17].

11.3 Ciclo vital de Fasciola hepatica

Fasciola hepatica es un parasito helminto, hematofago, que posee un ciclo heteroxeno que
necesita de dos huéspedes. El hospedero definitivo es un mamifero, con mayor frecuencia el
ganado ovino y bovino aunque se han reportado casos en cabras, cerdos, liebres y caballos, asi
como humanos, y el hospedero intermediario es un caracol del género Lymnaea (Figura 3). La
infeccion de su hospedero definitivo inicia cuando éste ingiere vegetacion o agua contaminada
con metacercarias, la forma quistica del parasito que resiste hasta 6 meses en adecuadas
condiciones climaticas. Una vez que llegan al intestino, cada metacercaria desenquista dando
lugar a un JRD, larva movil que puede alcanzar entre 100 y 170 um [18], capaz de atravesar la
mucosa intestinal a nivel del duodeno y migrar hacia el higado por la cavidad peritoneal durante
mas de una semana. Una vez que llegan a su organo destino, penetran la capsula hepatica y
avanzan por su parénquima como juveniles inmaduros (durante 8 a 12 semanas) hasta alcanzar
los conductos biliares, donde se produce la maduracion y crecimiento hacia el estadio adulto, que
se alimenta fundamentalmente de sangre. Una vez que se aloja en los conductos biliares es capaz
de reproducirse sexualmente, para dar lugar a 20.000-50.000 huevos de tamafio microscopico al
dia que son excretados junto con la bilis y eliminados por las heces. Los huevos al cabo de un
periodo de maduracion de entre 2 y 3 semanas (a veces hasta 8) eclosionan para dar lugar a una
forma ciliada del parasito conocida como miracidio [19]. El tiempo de eclosion es altamente
dependiente de la temperatura y de la humedad ambiente. Se ha observado que por debajo de los

10 °C los huevos no eclosionan y que el tiempo puede casi triplicarse a temperaturas promedio
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de 16 °C [19], siendo necesario que el encuentro con el caracol ocurra en un periodo maximo de
24 h, de lo contrario, el ciclo se detiene[14]. El miracidio encuentra y penetra los tejidos blandos
del caracol gracias a una papila especializada en su reconocimiento y una vez dentro pasa a ser
un esporocisto. Este Ultimo es una monocapa de células germinativas, que por sucesivas
divisiones y transformaciones da lugar a redias. Cada redia dara lugar a cercarias, forma
flagelada del parasito que se enquistara en la vegetacion circundante para convertirse en la
forma quistica resistente (metacercaria) y asi continuar el ciclo. El nimero en que se producen
cada uno de los intermediarios puede ser variable y depende de mltiples factores tanto biéticos

como abicdticos [20][21].

Huéspedes

definitivos

Cercaria abandona
el caracol

e

/ intestinal migran por
cavidad peritoneal y

Miracidio penetra % -

el caracol

Los huevos se ¥ Adultos residen en
eliminan por las \{J n‘v los canaliculos

heces biliares Fasciola Adulta

Figura 3.- Esquema del ciclo vital de Fasciola hepatica adaptado de Aminiany
colaboradores [22].
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11.4 Estrategias actuales para el control de Fascioliasis

Los tratamientos ofrecidos actualmente para combatir esta parasitosis se basan en el uso
de farmacos antihelminticos pertenecientes a la familia de los benzimidazoles, destacandose el
triclabendazol (TBZ) como uno de los primeros en emplearse con éxito, siendo el Unico activo en
el estadio juvenil del parasito. Si bien su mecanismo de accion aln no se encuentra
completamente dilucidado existen evidencias de que estaria implicado en afectar la
polimerizacion de los microtubulos por su interaccion con la tubulina, mecanismo que se ha
observado para otros benzimidazoles. El potencial bidtico del parasito, sumado a sus huéspedes
definitivos e intermediarios y el uso indiscriminado de este farmaco han favorecido el desarrollo
de resistencia a los farmacos comUnmente utilizados, existiendo en la actualidad un gran niimero
de aislamientos resistentes al TBZ [15][23]-[26]. Existen indicios de que esta resistencia podria
estar asociada a la capacidad de sobre expresar enzimas detoxificadoras de xenobidticos ya que
se ha observado que la coadministracion de TBZ con inhibidores de enzimas encargadas de
metabolizar xenobidticos como la CYP450 y FMO incrementan la disponibilidad sistémica del TBZ
asi como un enlentecimiento en su metabolizacion (tanto a nivel del hospedero como del parasito,
la dosis recomendada es de 10 mg/kg en pacientes humanos con infecciones agudas)[27],[28]. En
el ultimo tiempo y con la esperanza de poder contrarrestar la resistencia observada al TBZ, se
han realizado coadministraciones de dicho farmaco con ivermectina, clorsulon y nitroxinil, asi
como closantel y albendazol [27][29][30]. Si bien se obtuvieron algunos resultados auspiciosos,
estos farmacos son empleados para el combate de otros parasitos helmintos (cestodos y
nematodos) por lo que la coadministracion podria favorecer el desarrollo de resistencia
generalizada a helmintos.

En lugares en donde no hay acceso al triclabendazol el farmaco por excelencia para
combatir esta parasitosis es el biotionol, un componente anti-bacterial ampliamente utilizado en
jabones y desodorantes. Es de las primeras opciones junto con la nitazoxanida a la que también
se le ha atribuido efectos anti-virales y anti-protozoarios. En la actualidad hay pocos reportes
sobre la eficacia de este farmaco fundamentalmente por su uso discontinuado [31].

En paralelo se ha estudiado el potencial antigénico para el desarrollo de vacunas de un
gran ndmero de enzimas tanto nativas como recombinantes de Fasciola hepatica, Se han
empleado algunas enzimas proteoliticas, como la catepsina tipo L FACL3 y B, con una proteccion
entre 65% y 74% en ratas [32]-[34]. En el dltimo tiempo y con los avances en esta area han

aparecido vacunas orales basadas en el suministro de lechuga transgénica que expresa ambas
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proteasas, ensayandose tanto en bovinos como en ovinos, lograndose disminuir la intensidad de
la infeccion, el dafio hepatico y la fertilidad del parasito [35]. Por otra parte también se han
empleado otras proteinas de £ hepatica, por ejemplo la leucina aminopeptidasa M17 en
combinacion con diferentes adyuvantes alcanzando una proteccion mayor al 85% en ovejas [36].
Por Ultimo, la glutation-S-transferasa (GST) ha sido empleada también con este fin pero sin
demasiado éxito alcanzando solo un 65% de proteccion [32]. Si bien se han logrado obtener niveles
de proteccion relativamente buenos, fundamentalmente mediante el empleo de proteasas, en la
actualidad no se encuentra ninguna vacuna disponible en el mercado [3][37].

Esto hace que sea urgente desarrollar estrategias que permitan no solo combatir la
enfermedad, mediante el empleo de nuevos farmacos especificos y efectivos, sino prevenirla,
mediante estrategias de pastoreo en las que se eviten sitios con potencial presencia del caracol,

principalmente en las estaciones en las que se favorece el desarrollo del parasito [38].

1.1.5 Estadio juvenil: principales caracteristicas bioldgicas y potencial bidtico

Esta forma del parasito es de particular interés ya que es la primera forma mavil que
toma contacto con su hospedero definitivo y lo coloniza para continuar con el desarrollo del ciclo
vital. El estadio juvenil, si bien es microscopico, es multicelular y muy movil (Figura 4). Posee una
ventosa oral junto a la que estad la boca, por la que regurgita permanentemente llevando
contenido desde el interior al exterior y viceversa. Las espinas en su superficie, junto con las
ventosas llegan a medir cerca de 5 um de diametro cuando estan completamente abiertas (oral
y ventral) y son imprescindibles tanto en la locomocion como en la invasion a su hospedero. Este
estadio del parasito se diferencia significativamente del adulto ya que todo su metabolismo esta
orientado principalmente a gastar energia y producir los efectores necesarios para la invasion y
migracion hacia el higado [18]. Entre los principales efectores se encuentran las cisteina
proteasas, en su mayoria pertenecientes a la familia de catepsinas. Estas proteasas son sin duda

la componente bioquimica esencial en la invasion a su hospedero, ya que constituyen la artilleria
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quimica para disgregar la mucosa intestinal y permitir el ingreso a la capa serosa de la cavidad

peritoneal, contribuyendo en la evasion del sistema inmune en su migracion [34][39][40].

Figura 4.- Morfologia y caracteristicas del movimiento de JRD. Arriba a la izquierda se
observa una imagen de aumento 100x de microscopia optica, se distingue la ventosa oral, asi como su
interior. Arriba a la derecha se muestra una imagen de microscopia electrdnica de barrido, 0S: ventosa
oral, CR: receptores de contacto, VS: ventosa ventral, VP: conexon ventral, CY: metacercaria, B: bacilos en
su superficie [18]. Abajo se observan capturas de un video tomado durante nuestros ensayos /n vitro. La
linea negra marca la posicion inicial de la ventosa oral.

Las sefales quimicas que guian al parasito hacia su drgano final de destino (el higado)
son aun desconocidas. Si bien el tiempo exacto que tarda en migrar no esta determinado, pasan
cerca de 6 semanas [19] hasta que se detectan huevos en las heces (lo que indica una madurez
sexual del adulto que se alojo en el canaliculo biliar) y durante su migracion es capaz de resistir
a las respuestas inmunoldgicas del hospedero. Algunos estudios detectan un aumento de
anticuerpos anti proteinas secretadas por el parasito adulto en las primeras cuatro semanas post

infeccion [11], otro indicio del tiempo que tarda en migrar.
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1.1.6 Estadio adulto: principales caracteristicas bioldgicas y potencial bidtico

Las caracteristicas fisioldgicas de este estadio son las principales responsables de la
prevalencia de Fasciola hepatica en todo el mundo y los problemas que se tienen a la hora de
combatirla. El juvenil alcanza este estadio aproximadamente luego de las 4 semanas de infeccion,
convirtiéndose en un gusano plano, que posee un tamafio que oscila entre 2 y 3 cm de longitud
por 0,4 a 1,2 cm de ancho (Figura 5). Su coloracion puede variar de gris a marrén palida segun el

medio en que se encuentre y del contenido intestinal [41].

Cuenta con una motilidad similar al juvenil pero con movimientos que no estan orientados
mayoritariamente al desplazamiento sino que son de caracter ondulatorio, favoreciendo su
permanencia y adherencia a los canaliculos biliares. El extremo anterior del cuerpo se distingue
en un cono oral triangular también conocido como Ldbulo de la cabeza que en su extremo, tiene
una boca triangular. Hay dos ventosas musculares, una ventosa oral en el extremo anterior que
rodea la boca y una gran ventosa ventral situada a unos 3 0 4 mm detras de la ventosa oral. La
pared del cuerpo de £ hepatica consiste en una capa gruesa de cuticula seguida por una
membrana basal delgada y capas musculares subyacentes que rodean al mesénquima [41].

La cuticula esta constituida por una capa homogénea de escleroproteina, que cubre al
parasito y lo protege de las sustancias provenientes del hospedero. Por otra parte cuenta con
espinas pequenas, que son fundamentales para el anclaje al conducto biliar y facilitan la
locomocion. La ventosa oral contiene una boca ventral que conduce a una cavidad bucal en forma
de embudo, seguida de una faringe muscular redonda con paredes gruesas y un lumen pequeiio,
gue conecta con su sistema digestivo. Su alimentacion se produce principalmente por la ingesta
de bilis, sangre, linfa y restos celulares. La digestion es extracelular, ocurre en el intestino a
expensas de la secrecion de proteasas, entre las que se distinguen varias pertenecientes a la
sub-familia de Catepsinas L El alimento digerido se distribuye en diverticulos del intestino a
todas las partes del cuerpo (Figura 5), ya que no posee un sistema circulatorio, funcionando el
sistema digestivo como un sistema gastrovascular. Todo aquello parcialmente digerido es
eyectado nuevamente por la boca y vuelto a ingerir de forma ciclica, lo que constituyen los
productos de excrecion-secrecion (PES). No obstante, también cuenta con un sistema excretor,
en donde se incluyen células especializadas en la excrecion y mantenimiento de la homeostasis

del parasito, junto con un poro excretorio. Es un parasito hermafrodita (Figura 5), lo que le
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posibilita reproducirse facilmente tanto mediante auto-fertilizacion como por fertilizacion

cruzada. Esto sin duda le provee una mayor versatilidad favoreciendo su adaptacion al medio [41].

Ventosaoral Boca  Atriogenital Mu]smlu%?eca Ventosa oral
7 , Oseaphagus
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I Pristata Gonopord 4%, \. Ventosaventral
LSIEA SN Cansul brionad (D ON :

7 i‘% dpsulas embrionadas S )

Ducto eyaculatorio
Cubierta delcirro

{Acetabulum)
7 RN Utero

Vesicula seminak 27 g Ark\ - Blandulas de Mehlis's a5
Acetabulum {375 3’%} — Blandulas vitelinas medias A

gi?l I

-
v

Ducto vitelinotransverso

Reservorio
{ucta vitelino Lateral longitudinal

Vasos deferentes
Testiculos anteriores
Testiculos posteriores

Figura 5.- Morfologia de Fasciola hepatica adulta. Arriba se observan dos esquemas tomados
del trabajo de Shah[41] que representan el aparato reproductor y digestivo del parasito. A la derecha se
observa una imagen tomada de la pagina de National Center for Veterinary Parasitology [42] en la que se
observan algunos de los organos internos del gusano mediante una tincion especial con acetocarmina.
Abajo se observan cuatro imagenes de cortes histoldgicos realizados en colaboracion con el Dr. J.P.
Pacheco (no publicadas): Ts: tegumento sincital, Tc: células del tegumento, H: huevos, G: gonoporo. Las
flechas indican las espinas ancladas a la cuticula del tegumento.

1.2 Principales efectores parasito-hospedero: una interfaz cambiante

La interfaz parasito-hospedero es sumamente dinamica, en la que se distinguen
diferentes tejidos, con microambientes variados y células del sistema inmune que son

inicialmente alertadas de la presencia del parasito.

Las condiciones reductoras, las sales biliares, el dioxido de carbono y el pH cercano a la
neutralidad en el duodeno inducen a los parasitos a emerger como JRD desde la metacercaria
quistica ingerida. El cambio del entorno externo al interior del mamifero provoca un aumento de
la temperatura y la salinidad. Esto motiva la expresion de genes asociados con la proteccion WV

y la regulacion de la temperatura en las metacercarias, mientras que la expresion de genes
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asociados con la respuesta al aumento de la temperatura y hormonas se observo en JRD una vez
pasadas las 24 horas del desenquiste [43].

Luego del desenquiste, el contacto con las paredes del intestino delgado, su disrupcion e
invasion por parte de los JRD deben ser casi en simultaneo. En ese sentido se ha observado que
el ingreso por la matriz intestinal es rapido, facilitado por el movimiento vigoroso (ver Figura 4)
y por el pool enzimatico de cisteina proteasas (catepsinas) que secreta, observandose la
activacion de un gran nimero de genes que codifican para estas proteinas [43]. Diversos estudios
han mostrado que luego del desenquiste y en presencia de anticuerpos del hospedero los
juveniles en maduracion son capaces de modificar su superficie para intentar camuflarse frente
al ataque del sistema inmune [44]-[46].

En el estadio adulto de Fasciola hepatica las cisteina proteasas son también los
principales efectores, detectados en mamiferos que estan infectados. Ademas, se hallan otras
proteinas menos abundantes como proteinas de union a acidos grasos, tiorredoxina,
peroxirredoxina y glutation-S-transferasa que juegan un rol importante en la proteccion frente a

especies reactivas del oxigeno y nitrogeno provenientes del hospedero [47]-[50].

1.2.1 Funciones de las enzimas de tipo proteasas

Sin duda, las proteasas se destacan entre los efectores presentes en varios estadios del
parasito. Estas se encargan de catalizar la degradacion de polipéptidos mediante la hidrolisis del
enlace peptidico. Se pueden clasificar en: endopeptidasas, si hidrolizan los enlaces peptidicos
internos o exopeptidasas cuando el clivaje del sustrato se produce en su extremo. Otra
clasificacion se realiza en funcion del residuo principal que es empleado en su mecanismo
catalitico, distinguiéndose seis clases: cisteina, aspartico, serina, treonina y metalo-proteasas, y
una minoritaria, las glutdmico proteasas. Otras clasificaciones mas complejas se basan en un

agrupamiento que tiene en cuenta la similitud de secuencia y estructura tridimensional [51].

Las cisteina proteasas constituyen una familia de enzimas que se hacen presentes en
todos los organismos. Dentro de estas se encuentra una gran familia, la superfamilia de la
papaina, cuyo nombre se atribuye a la enzima aislada de la fruta papaya [52]. En la misma se
suelen incluir algunas cisteina proteasas de otras plantas y a las catepsinas presentes en

animales. Las mas estudiadas en mamiferos, con ortdlogos presentes en todos los organismos,
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son las B, L, K, y S. Las diferencias en su actividad catalitica se correlacionan con secuencias

especificas que flanquean a los residuos del sitio activo [50].

Inicialmente se pensaba que la funcion de estas enzimas se limitaba a su capacidad
proteolitica en el interior de los lisosomas, pero actualmente numerosos estudios, principalmente
a nivel de modelos animales con deficiencia de las mismas, han demostrado que su rol bioldgico

es mucho mas amplio y diverso [53].

En mamiferos, tienen un rol protagonico en diversos procesos: reestructuracion de placas
de ateroma (catepsinas S) [54] activacion de pro-enzimas (catepsinas C y B), maduracion de
hormonas peptidicas (catepsinas B y L), resorcion dsea y homeostasis del calcio (catepsina K)
[55][56], presentacion de antigenos (catepsinas V, B, S, G, L y F) [57][58][59][60], degradacion y
recambio de proteinas (catepsinas B, Hy L) [61] y homeostasis epidérmica (catepsina L) [62].

En general un 80% de las enzimas secretadas por parasitos helmintos son catepsinas de
tipo By L[63], que se caracterizan por ser usualmente endopeptidasas, con algunas excepciones
como es el caso de la catepsina B, que también tiene funcion carboxipeptidasa [50][52][53]. Son
encontradas en forma mayoritaria en los PES de Fasciola y trematodos relacionados, en
particular aquellos que necesitan atravesar tejidos. Asimismo se han encontrado evidencias de
que estarian implicadas en la eclosion y desenquiste de muchos helmintos entre los que se
destacan la propia Fasciola hepaticay Paragonimus westermani, ambos con ciclos que incluyen

el ingreso a su hospedero via el tracto gastrointestinal [64][65].

En parasitos, las catepsinas suelen ser secretadas al medio extracelular para cumplir
diversas funciones, lo que hace que ciertas propiedades bioquimicas cambien, por ejemplo su
gran estabilidad en un amplio rango de pH (algo que no sucede con sus analogas en el hospedero)
[66][67]. Particularmente en Fasciola, son las primeras en ser secretadas por los JRD en el
duodeno para favorecer la ruptura de los tejidos, requisito indispensable para su ingreso en la
cavidad peritoneal y por lo tanto constituyen una herramienta imprescindible para vencer la

primera barrera con su hospedero.

La alimentacion de muchos parasitos hematdfagos, como es el caso de Fasciola hepatica
y Schistosoma mansoni, es posible gracias a la presencia de estas enzimas para digerir los
componentes proteicos sanguineos. En S mansoni; se ubican en la gastrodermis e intestino del

parasito y en £ hepatica son secretadas a nivel intestinal y hacia el exterior [39][40][48][68][69].
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Algo no menor es la implicancia de las catepsinas en la defensa frente al sistema
inmunitario de su hospedero. Se observo que las mismas son capaces de degradar /n vitro la
region bisagra de las inmunoglobulinas del hospedero [70][71], lo que limitaria la capacidad de
respuesta frente a su invasion. Esta cualidad evasiva se potencia con la facultad de modular la
respuesta inmune mediada por linfocitos T, reprimiendo la respuesta de linfocitos Thl, mediada
por células protectoras innatas, induciendo apoptosis en eosindfilos [70][72] y favoreciendo la
expresion de factores que estimulan la diferenciacion hacia células Th2 [73][74]. Estas poseen un
rol moderador en la respuesta inmune, lo que ademas de generar un microambiente inmunoldgico
optimo para el desarrollo del parasito, propicia las infecciones secundarias [4][74][75] y afecta la

eficacia en la inmunizacion mediante vacunas contra otros patgenos [76].

1.2.2 Catepsinas L esenciales para la supervivencia de Fasciola hepatica

Fasciola hepatica posee una de las familias mas numerosas de catepsinas, formando
parte mayoritaria del producto de excrecion-secrecion de este parasito. En base a analisis
filogenéticos, es posible organizar a las catepsinas L en 5 subtipos distintos: F#CL1, FACL2, FACL3,
FHCLA4y FHCLS5 [49][77]-[79]. La expresion diferencial de estas enzimas en los diferentes estadios
del parasito esta finamente regulada y asociada con diferentes roles en el desenquiste de los
JRD, migracion de los mismos, maduracion hacia la forma adulta a nivel hepético y su posterior
reproduccion y desarrollo.

Las catepsinas son sintetizadas a nivel de las células epiteliales que recubren su tracto
digestivo y estan implicadas en funciones de absorcion y secrecion. Estas enzimas se encuentran
como pro-enzimas en el interior celular, distribuidas en forma diferencial en las células
secretoras de los JRD (Figura 6) y son activadas luego de su secrecion al tubo digestivo del
parasito [43][77].

Empleando anticuerpos dirigidos contra el pro-péptido de F#CL1, se ha identificado que la
pro-catepsina L se empaqueta en vesiculas secretoras en el vértice de las células epiteliales
intestinales del parasito, Esta modalidad de secrecion reduce el riesgo de dafio inespecifico por
protedlisis, activandose la enzima en el momento dptimo a pH acido. Si bien se desconoce el pH
del intestino del adulto, se estima que esta proximo a 5,5 [66], por lo que una vez activadas las
catepsinas podrian degradar el tejido circundante externo a pH fisiologico [49][77].

Se ha observado que FACL3 se mantiene estable a 37°C por 8 horas, conservando el 50%

de su actividad a pH neutro. Para FACLI, se visualiza una actividad optima a pH levemente acido,

231128



mostrando un 70% de su actividad maxima a pH5.5. Ambas enzimas necesitan de un pHlevemente

acido para madurar (entre 4.0 y 5.0) y son activas en un amplio rango de pH (4.0 a 7.3) [78].

Figura 6.- Distribucion de A#CL3 en JRD. Inmunolocalizacién de A#CL3 en el intestino de JRD
mediante microscopia laser confocal (fluorescencia verde) a distintos tiempos, barras de escala a 20 um.
i- 1h, ii- 3 h, iii- 6 h,, iv- 12h y v- 24h. La tincidn roja se corresponde con faloidina que tifie especificamente
el tejido muscular [43].

Estudios bioquimicos y genéticos detallados han permitido elaborar un diagrama de como
se expresan en forma diferencial estas enzimas. Las primeras caracterizadas son las excretadas
por el estadio adulto, al que se puede acceder facilmente por simple diseccion de higados
decomisados en las faenas. Se evidenciaron en el PES dos catepsinas L mayoritarias,
denominadas catepsina L1 (F/CL1) y L2 (FACL2), las que se diferencian fundamentalmente a nivel
de especificidad de sustrato y en ciertas propiedades fisicoquimicas [39][80][81].

En el caso de los JRD, en un estudio realizado en 1995, se evidencio la presencia de una
catepsina L mayoritaria, diferente a las antes mencionadas, la cual fue clonada posteriormente y
recibio el nombre de FACL3 [82]-[84]. Esta proteasa presenta una identidad de secuencia
aminoacidica de un 70% con respecto a las enzimas expresadas en el adulto y si bien su sitio
activo se encuentra altamente conservado se han observado diferencias a nivel de los sub-sitios

que podrian explicar su comportamiento diferencial y preferencia por distintos sustratos [39].
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Estudios mas recientes mostraron que de las proteasas secretadas por los JRD, un 45%
son catepsinas B, un 37% catepsina FACL3 y un 18% asparginil endopeptidasas. Es fascinante notar
que el repertorio de secrecion varia incluso en etapas tempranas del estadio juvenil, en donde a
los 21 dias post-infeccion, ya se detecta una dramatica disminucion en la secrecion de F/CL3 a
un 2 0 3 % para dar lugar a un incremento de catepsinas que son representativas del adulto como
FHCL1, FICL2 y FHCLS. En el estadio adulto FACL1 es la enzima mayoritaria, presentandose en un
67%, mientras que FACL2, representa un 27% y FACL5 solo un 6% (Figura7) [12][49][85].
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Infeccion y penetracion Migracion y alimentacion Alimentacian y reproduccion

Figura 7.- Expresion de catepsinas en los diferentes estadios de Fasciola hepatica. Los
graficos de torta muestran los niveles de expresion de las proteasas determinados por andlisis
cuantitativo por espectrometria de masas en los diferentes estadios del parasito (adaptado del trabajo de
Robinson y colaboradores) [49]. FRAE: asparaginil endopeptidasas; FACB: catepsinas B; FHCL1-5: catepsinas
L1-L5.

Diferentes estudios sugieren que estas enzimas son esenciales para el establecimiento y
mantenimiento de manera exitosa de la infeccion por £ hepatica, y constituyen blancos
moleculares interesantes a la hora de combatir esta parasitosis. Empleando catepsinas L nativas
o recombinantes de £ hepatica se ha demostrado que pueden degradar de manera eficiente una
amplia variedad de moléculas de su hospedero, como ya hemos mencionado, participando en la

alimentacion y migracion parasitaria. También se ha descrito que tanto FACL1 como F#CL3 pueden
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interaccionar con células dendriticas modulando asi el sistema inmune del hospedero para
suprimir respuestas pro inflamatorias promoviendo un ambiente adecuado para el
establecimiento del parasito [73][86][87]. Algunos estudios de interferencia de ARN donde se
bloquea la expresion de catepsinas L en estadios juveniles mostraron una rapida disminucion en
los niveles del ARNm y una drastica disminucion en la motilidad de los JRD y por lo tanto en su
capacidad de atravesar la pared del duodeno, proporcionando evidencia empirica del rol clave de
esta enzima en la invasion [64]. En estudios posteriores en diferentes cepas de Fasciola hepatica
se observo que, si bien el silenciamiento a nivel transcripcional se produce rapidamente, la
disminucion de la cantidad de proteina ocurre recién a los 21 dias post-tratamiento y no se
evidencian efectos a nivel fenotipico [88]. Se propone que existe una diferencia en la estabilidad
de las catepsinas que poseen diferentes cepas, haciendo variar el tiempo necesario para lograr
supresion a nivel de proteina. Esta variabilidad destaca la necesidad de una evaluacion cuidadosa

de la dinamica de supresion antes de realizar e interpretar ensayos fenotipicos.

1.2.3 Caracteristicas estructurales de las catepsinas

Las catepsinas se caracterizan por tener un péptido sefial, un propéptido o prodominio y
un dominio catalitico que adopta una conformacion activa cuando adquiere su madurez catalitica.
Los péptidos sefial son fundamentales para la translocacion al reticulo endoplasmico durante la
expresion de la proteina y cuentan en promedio con unos 10 a 20 aminoacidos de longitud. Por
otra parte, los propéptidos son de longitud variable, entre 36 aminoacidos en la catepsina X
humana y 315 aminoacidos en la falcipaina perteneciente al parasito Plasmodium falciparum[89]-
[91].

Los prodominios son esenciales para el correcto plegamiento de la pro-enzima, su
translocacion al compartimento endosomal-lisosomal y la inhibicion reversible, siendo esta
dltima fundamental para impedir la activacion prematura de la enzima y preservar la integridad

celular de los tejidos circundantes [50].

Las formas activas de estas proteasas tienen entre 220 y 260 aminoacidos con una alta
conservacion tanto en secuencia como en estructura. Poseen un sitio activo con una diada
catalitica conformada por una cisteina y una histidina. El residuo de cisteina implicado en la
catalisis se ubica en una secuencia peptidica conservada, constituida por Cys-Gly-Ser-Cys-Trp-
Ala-Phe-Ser (cisteina catalitica subrayada). Por otra parte la histidina se ubica en un sitio

adyacente a aminoacidos pequefios como glicina y alanina, seguidas por cuatro aminoacidos
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hidrofdbicos alifaticos como valina, leucina e isoleucina y una glicina. Otro residuo conservado es
la asparagina, que se encuentra en un motivo Asn-Ser-Trp.

El plegamiento tridimensional de estas enzimas también se encuentra ampliamente
conservado, contando con dos grandes dominios, uno L y otro R de tamano similar, brindando el
contexto estructural optimo para que el sito activo se posicione de forma similar en las diferentes
catepsinas. El propéptido posee una estructura mas variable y suele posicionarse en orientacion

inversa a través de la hendidura de union al sustrato (Figura 8).

~ N-terminal

A
o Diada catalitica Dominio derecha (R)
Dominio izquierdo (L) OmINio derecho
2 E—
Fro-Catepsinal 3 Catepsinal
Homo sapiens e inal ¢ e © Homo sapiens
cddigo PDB: 1CS8 i L o o codigo PDB: 1CS8

Fro-Catepsinall Fro-Catepsinak

Homo sapiens Fasciola hepatica Homa sapiens
cddigo PDB: 1PBH cddigo PDB: 206X cddigo PDB: 1YB8

Figura 8.- Estructuras 3D de pro-catepsinas humanas y pro-catepsina L1 de Fasciola
hepatica. En el panel A se esquematiza la salida del propéptido para la pro-catepsina L resultando en la
catepsina L madura. Todas las pro-enzimas poseen el dominio catalitico representado en Mew cartoons y
en Surfen blanco. El propéptido esta representado en New Cartoons'y Ball and Sticks en azul. La diada
catalitica estd representada en Swrf y coloreada segin atomos. En el panel B con las mismas
representaciones se esquematizan pro-catepsinas L con sus propéptidos correspondientes. Codigos PDB
Panel A: pro-Catepsina L 1CS8 [92]. Cddigos PDB Panel B: pro-Catepsina B 1PBH [93], pro-Catepsina K 1BY8
[94] pro-catepsina L1 206X (Unica estructura cristalografica disponible para £ hepatica) [81].
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En cuanto a los subdominios que forman parte de la proteasa activa, estructuralmente
pueden destacarse una hélice a central (a2) que se extiende verticalmente a través de toda la
molécula y dos hélices a mas cortas (a3 y a4). Por otra parte el subdominio R contiene una lamina
B antiparalela central de cuatro cadenas con una organizacion similar a la de un barril B (cadenas
B1a 4) y dos hélices a cortas (a5 y aé). Ambos subdominios estan conectados mediante una hoja
B antiparalela de dos cadenas en la parte delantera (cadenas B 1y 2) y el bucle N-terminal en la

parte posterior de la molécula que contiene un segmento corto helicoidal a (al) (Figura 9).

Loop1
)\ a6
ad
Loop 2 ,j\ \5 - Loop3
‘ 1 O g GiroT8o"
Q
= /J
2 —€<
. o N iy , A \
Dominio L p2 B as\ Dominio R al Domiinio L

Figura 9.- Caracteristicas estructurales de catepsinas. En ambos casos se representa a la
enzima en su forma activa en New Cartoons, coloreadas en funcion de su estructura secundaria, en donde
se distinguen a las a hélices en rosado y azul, las hojas B en amarillo y los /ogps representados en cyan o
gris. A la derecha se observa una vista anterior de la proteina mientras que a la izquierda se observa su
vista posterior (girada 180°).

Asi como la secuencia del sitio activo se encuentra muy conservada en esta familia de
enzimas, su mecanismo catalitico también. La hidrdlisis del sustrato se lleva a cabo por la diada
catalitica habitualmente asistida por un tercer aminoacido que puede variar en algunas
catepsinas (principalmente en las de algunos tripanosomatidos [50]), pero que en general esta
altamente conservado. Las catepsinas presentan varios sub-sitios adyacentes al sitio activo, que
son mas variables y tienen un rol fundamental a la hora de posicionar el sustrato para favorecer
la ruptura catalitica del enlace peptidico. La capacidad catalitica de estas proteasas se ve
influenciada por las caracteristicas fisicogquimicas y estructurales de los residuos que componen
estos sub-sitios mediante interacciones no covalentes con el ligando, marcando en gran medida
la especificidad de sustrato [80]. Los sub-sitios se denominan S;, S, S;...Sn y asi sucesivamente a
los que interaccionan con la parte A~terminal del sustrato, mientras que aquellos que posicionan

la parte C-terminal, se llaman S, S, S5..Sh. En contraparte, a los residuos del sustrato se les

281128



Tesis de Maestria en Quimica Lic. Florencia Ferraro Rey

denomina como P, P;, Ps..P, y Py, P, PP, para los residuos Ny C-terminal, respectivamente

(Figura 10).

Sitio de corte

Figura 10.- Esquema en el que se muestran los sub-sitios de una proteasa y su
interaccion con los residuos correspondientes del sustrato.

El mecanismo catalitico no esta completamente elucidado. Esta establecida la necesidad
de una transferencia protonica desde el tiol de la cisteina catalitica a la histidina (previamente
posicionada gracias al residuo de asparagina) formando un par ionico, tiolato-imidazol, que es
estabilizado por un enlace de hidrogeno (EdH) con glutamina. Una vez que se logra la
transferencia, el tiolato de la cisteina actia como nucledfilo atacando al carbono del carbonilo
correspondiente al enlace peptidico, formando un intermediario tetraédrico que se estabiliza por
la presencia de un bolsillo oxianionico formado principalmente por el triptofano 177 y la glutamina
19 [82][94][175]. EL mismo favorece la posterior formacion de un tioéster enzima-sustrato, con la
liberacion simultanea de la porcion A-terminal del sustrato. Este paso es seguido por la hidrolisis
de la porcion de sustrato unida a la enzima por un agua, formando un segundo intermediario
tetraédrico que finalmente da lugar a la enzima libre y la porcion del sustrato C-terminal (Figura
11). Mientras algunas peptidasas presentan una especificidad restrictiva, lo que implica que solo
producen el clivaje de su sustrato en presencia de ciertos aminoacidos, otras hidrolizan enlaces

peptidicos de una amplia gama de sustratos, mostrando cierta promiscuidad catalitica.
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Figura 11.- Esquema del mecanismo catalitico propuesto hasta el momento para las
cisteina proteasas [82).

1.2.4 Caracteristicas estructurales de FACL1y FHCL3

En la actualidad existen cerca de 274 estructuras de catepsinas reportadas en el Protein
Data Bank (PDB), de ellas un 76% se corresponden con catepsinas de Homo sapiens, un 4% a Bos
taurusy el restante 20% a catepsinas de otras especies entre las que se destacan 7rypanosoma

brucej, Mus musculusy Schistosoma mansoni.

Entre las primeras cristalizadas se encuentra la papaina, la cual se publico su estructura
en 1984 con una resolucion de 1.65 A (codigo PDB: 9PAP), una verdadera hazafa para la época
[95]. Las siguientes fueron dos catepsinas humanas, catepsina D en 1994 y catepsina B en 1995.
Luego a lo largo de toda la década del 90 se obtuvieron solo 28 estructuras de las 274 totales. El
pico maximo de obtencion de estructuras cristalograficas se ubica entre los afios 2005 y 2015 con
146 estructuras resueltas, tendencia que se mantuvo en alza desde entonces sumandose 73
estructuras en los Ultimos tres afos. En el caso de Fasciola hepatica solo una de las proteasas
secretadas por el estadio adulto fue cristalizada en forma de zimogeno en 2008, durante este

periodo de prosperidad cristalografica (Codigo PDB; 206X) [81].

Este auge en cristalografia trajo consigo la posibilidad de realizar un estudio mas

detallado de estas enzimas, para tratar de comprender las determinantes estructurales

Pagina 30/128



responsables de la especificidad de sustrato. Varias enzimas han sido cristalizadas con
inhibidores en sus sitios activos o con sus propios sustratos. Esto ha posibilitado delimitar con
claridad los sub-sitios encargados de posicionar el sustrato para la catalisis asi como confirmar
la forma extendida que adoptan los residuos P de los sustratos al interaccionar con los residuos
S de enzima [81][96] [97].

Se ha demostrado que el sub-sitio S2 presenta una mayor superposicion con los
inhibidores analogos de sustratos en los complejos enzima-inhibidor por lo que se presume que
esta mayoritariamente implicado en la especificidad de sustrato de las catepsinas, siendo el que
se encuentra mejor caracterizado. Cuenta con la particularidad de abarcar residuos a ambos
lados del surco del sitio activo, presentando en general un caracter hidrofdbico, con aminoacidos
alifaticos y metioninas. En F#CL], entre los residuos implicados en la interaccion con el sustrato
se encuentran la leucina 67 y valina 157, en la entrada del bolsillo S2, del cual también forman
parte, la metionina 68, alanina 133, asparagina 158, alanina 160 y leucina 205 que se encuentra en
el fondo del bolsillo (numeracion de aminoacidos corresponde a la papaina codigo PDB: 9pap).
Observando la constitucion de este sub-sitio y la similitud entre catepsinas de diferentes especies
se visualizan algunas variaciones, que podrian ser determinantes en la especificidad de estas
enzimas. Las mutaciones reciprocas del sub-sitio S2 de las catepsinas K (Y67L / L205A) y L (L67Y
/ A205L) intercambian su especificidad enzimatica hacia pequefios inhibidores selectivos y
sustratos, confirmando la funcion clave de estos residuos. Sin embargo, la catepsina L con estas
mutaciones en el subsitio S2, pero sin modificar los sitios de union a condroitin sulfato no posee
actividad colagenasa tipo K, lo que hace referencia al papel fundamental de la formacion de
complejos entre glicosaminoglicanos y catepsina K para lograr su actividad colagenolitica [98].
En el caso de las catepsinas de Fasciola hepatica se han realizado estudios similares generando
mutantes en el sub-sitio S2 de F#CL1 intentando alcanzar un comportamiento catalitico similar a
FHCL2. Las sustituciones no produjeron el incremento esperado en la afinidad por prolina en P2.
Mas bien, disminuyeron la eficacia catalitica de la enzima hacia los péptidos sintéticos. No
obstante, un cambio en la especificidad de P3 se asocid con la mutacion de leucina 67 a tirosina,
un residuo que funcionaria como articulador entre los sub-sitios S2 y S3 que contribuye a
posicionar Gly en S3. Asimismo, las simulaciones moleculares mostraron cambios sutiles en la
distribucion espacial de los sub-sitios, con una tendencia al estrechamiento de la hendidura
catalitica, lo que podria implicar una dificultad para que la enzima posicione al sustrato [80]. Al

mismo tiempo cambios estructurales fuera de los sub-sitios de interaccion con el sustrato en
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los diferentes mutantes podrian ser indicios de que otras regiones de la enzima juegan un rol en

la catalisis.

Por otra parte, se reconocen en estas enzimas dos sub-sitios mas pequefios en extension:
Sly S3. En el primero se ubican los aminoacidos que pertenecen a la diada catalitica cisteina 25
e histidina 159, mientras que en el segundo se hallan tres glicinas conservadas, 64, 65y 66 asi

como asparaginas en las posiciones 60 y 61.[94]

En base al conocimiento cristalografico de FACL1y de la secuencia aminoacidica de FACL3,
fue posible desarrollar un modelo molecular, que fue refinado mediante dindmica molecular, para
analizar las diferencias entre los residuos pertenecientes a los sub-sitios de ambas enzimas. Por
ejemplo, AACL3 presenta una valina en el lugar de la leucina en posicion 205, lo que estaria
modificando el fondo del sub-sitio S2. La asparagina 158, es una treonina en FACL3, agregando
una cadena lateral diferente, donde el hidroxilo es capaz de formar enlaces de hidrogeno con el
residuo del sustrato en posicion P2. Otro cambio significativo se produce en la posicion 67, donde
FICL1 posee una leucina y FACL3 un triptofano. Residuos aromaticos voluminosos como el
triptéfano, confieren restricciones estéricas para alojar el sustrato, al mismo tiempo que ofrecen

la posibilidad de interaccionar con compuestos aromaticos (Figura 12) [96].

Entre las diferencias a nivel del sub-sitio S3, se destaca el residuo 61 el cual cambia de
asparagina en FACL1 a histidina en FACL3, lo que favorece que en FACL3 este sub-sitio tenga

cierta preferencia por sustratos con cadenas laterales con grupos quimicos poco voluminosos.

. Cys25  His159
s £

Catepsina FACL1 Catepsina FACL3

Figura 12.- Representacion de los sub-sitios que forman parte del sitio activo,
correspondientes a las catepsinas de Fasciola hepatica, A |a izquierda FACL], a la derecha FACL3,
ambas con representacion Surf. Se colorea Sl en amarillo, S2 en magenta y S3 en azul. En etiquetas rojas
se destacan los residuos variables entre ambas enzimas. Numeracion de papaina codigo PDB: 9PAP.
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Ademas de diferencias estructurales claramente visibles a nivel de secuencia y de los
modelos generados, algo a considerar son las diferentes modificaciones postraduccionales que
pueden sufrir estas proteasas. FACL3 secretada por juveniles presenta un sitio de glicosilacion
conocido en la asparagina 151 [34] que esta ausente en FACLI. Hasta el momento los efectos de la
glicosilacion en la actividad catalitica no han sido explorados concretamente en estas enzimas,

pero se presume que no sean de gran relevancia.

1.3. Inhibidores de Catepsinas como estrategia para el

tratamiento de diversas patologias

Las cisteina proteasas constituyen blancos moleculares validados para el tratamiento de
diferentes patologias como osteoporosis, cancer, Alzheimer, obesidad, enfermedades
autoinmunes y del sistema circulatorio [40[99][100]. Multiples cisteina proteasas, entre las que se
distinguen caspasas [72][101][102], calpainas [103] y catepsinas [104] son dianas factibles de
bloguear a la hora de frenar los avances de estas patologias. Al mismo tiempo se han identificado
varios factores de virulencia como blancos para el control parasitario, entre los que se destacan
a las cisteina proteasas, que poseen un rol esencial para el desarrollo de protozoarios como
Trypanosoma cruzi[105][106][107] y Plasmodium falcjparum(88][108] asi como de varios helmintos
[109] lo que motivo que se utilizaran como blancos en pos de desarrollar tanto quimioterapias
como herramientas para su inmunodiagndstico. Particularmente en £ hepatica la inhibicion de
las catepsinas L secretadas por juveniles afectaria la capacidad de invasion y migracion del
parasito desde el tubo digestivo hacia el higado, al tiempo que el bloqueo de las enzimas en el
estadio adulto limitaria su capacidad de evadir la respuesta inmune y alimentarse.

En el marco de mi trabajo final de grado, se realizo una revision bibliografica para la
identificacion de patrones estructurales con actividad inhibitoria sobre los blancos moleculares
propuestos. Se encontraron varios agrupamientos farmacofdricos reportados como inhibidores
de cisteina proteasas [110].

Con el aislamiento de las cistatinas de Aspergillus, primeras proteinas enddgenas que se

describieron como inhibidores especificos de las catepsinas a principios de la década de los 80,
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se inicia la busqueda de inhibidores proteicos que permitieran modular selectivamente la
actividad de estas enzimas.

Las diferencias en la especificidad y selectividad entre las diferentes catepsinas, se han
empleado en la busqueda y disefio de inhibidores selectivos. La estrategia mas utilizada involucra
el disefio de moléculas que posean un centro preferencial de ataque nucleofilico para la cisteina
de la diada catalitica rodeado de grupos quimicos que sean capaces de establecer interacciones
moleculares débiles y enlaces de hidrégeno con los sub-sitios circundantes, que posicionen la
molécula para favorecer la inhibicion. Actualmente se han descrito distintos tipos de inhibidores,
entre los que se destacan como irreversibles al acido epoxisuccinico, betalactamas, vinilsulfonas
y derivados de acilhidrazona. Por otra parte los inhibidores reversibles incluyen derivados
alifaticos, cetonas, aldehidos y nitrilos [111].

A continuacion se realiza una breve revision de los principales agrupamientos quimicos

descritos como inhibidores de catepsinas.

1.3.1 Hidroxietilaminas, sulfonas y derivados

Se han asociado diversas proteasas como mediadoras del desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer, entre las que se destacan la B-siteAPP-cleaving enzyme (BACEI), B-secretasa[l12]y
catepsinas S, Ly B[113][114]. Entre los inhibidores selectivos para catepsina B, desarrollados para
el tratamiento de esta enfermedad, encontramos productos sintéticos como las
ciclohidroxietilaminas y vinil sulfonas, asi como derivados con etilaminas y trietilfosfinas[113][115].
Si bien la mayoria de los inhibidores se han generado a partir de series previamente disefadas
para inhibir catepsina L, estos no han tenido el resultado esperado y es en parte porque dicha
catepsina no posee residuos voluminosos o aromaticos en los sub-sitios por lo que en general la
misma tiende a interaccionar mejor con inhibidores mas flexibles que los que puede aceptar la

catepsina B.

1.3.2 Nitrilos, Aminocianopirimidinas y derivados

Las aminocianopirimidinas se encontraron principalmente entre los inhibidores
empleados de forma selectiva para catepsina K, un blanco molecular ampliamente caracterizado
para el tratamiento de la osteoporosis, ya que su expresion y actividad se ha visto incrementada
a nivel lisosomal en osteoclastos de pacientes con esta patologia[56][116]. Este hecho se condice

con la capacidad de esta enzima de degradar dos de los principales componentes de la matriz
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osea (colageno tipo 1 y Il) [55]. Se destacan como inhibidores ciano-aminopirimidinas [117][118][119],
moléculas que han mostrado cierta interaccion diferencial con los sub-sitios de la enzima,
fundamentalmente a nivel de S2, lo que podria explicar su selectividad inhibitoria con respecto a
otras catepsinas como Sy L [120] (Figura 13).
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Figura 13.- Estructuras genéricas de los principales inhibidores selectivos de catepsina K
Arriba un esquema que representa la forma de interaccion con los sub-sitios S2 y S3 de las catepsinas.
Abajo agrupamientos tipicos de esta familia de inhibidores, con los sitios en donde se ubican algunos
sustituyentes descritos.

Uno de los inhibidores que llego a la fase de desarrollo clinico es el odanacatib, un potente
inhibidor de catepsina K que mostro gran eficacia, con una mayor actividad de resorcion osea y
selectividad en comparacion con otros inhibidores de esta proteasa. No obstante los efectos
adversos observados en tratamientos a largo plazo en estudios de fase clinica Il impidieron la

continuacion de su desarrollo clinico.

Los inhibidores de catepsinas cobran relevancia también en patologias autoinmunes
como la artritis reumatoidea y la esclerosis multiple. En ambas, la sobreexpresion de catepsina
S anivel de las células presentadoras de antigeno, altera el nivel de clivado de los péptidos que
posteriormente son presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad. Se han
encontrado inhibidores selectivos para esta proteasa, en cuya estructura presentan purinas y
pirimidinas sustituidas por carbonitrilos y fenilos (Figura 14). El sistema arilnitrilo se ha descrito

como susceptible de ataque nucleofilico por el tiol reactivo del sitio activo de las catepsinas,

Hacia el disolvente

pst |

N X \ N Hmi\N
P2 CatSIC = 130nM
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Figura 14.- Estructuras derivadas de cianopirimidinas. De izquierda a derecha: 6-fenil-piridina-

2-carbonitrilo, 2-fenil-9Apurina-6-carbonitrilo y 2-cianopirimidina mostrando su ICso para distintas catepsinas
Mm71mel.
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1.3.3 Flavonoides y derivados

La gran versatilidad farmacoldgica de esta familia quimica le otorga miltiples
propiedades: antioxidantes, antiproliferativas, anti-cancerigenas, anti-inflamatorias y
antibacterianas. Por otra parte, tanto sus amplios perfiles de actividad asi como su baja toxicidad
bioldgica, vuelven a estos compuestos un buen punto de partida a la hora de desarrollar nuevos

farmacos para diversas patologias.

Entre los primeros hallazgos de flavonoides como inhibidores de estas proteasas se
encuentran estudios de finales de la década de los noventa, en los que evallan diversos
flavonoides naturales en extractos de misculo humano, obteniendo la inhibicion de catepsinas B,

Ly S, destacandose varias flavonas y glucésidos de flavonoides (Figura 15 A) [121].

OH O
Figura 15.- Flavonoides sintéticos y naturales como inhibidores de catepsinas. A
Estructuras de flavonoides naturales evaluadas en extractos de musculo humano, como inhibidores de
catepsinas B, L y S: apigenina, catechina y rutina. B: Estructuras de biflavonas obtenidas de extractos
vegetales.

Las biflavonas obtenidas de extractos de 7axodium mucronatumy Cycas guizhouensis, se
han destacado como inhibidores de la catepsina K, y los compuestos sintéticos panduratin A'y
nicolaioidesin C, han mostrado inhibicion de catepsinas /n vitro asi como actividad citotoxica en

células de cancer de prostata (Figura 15 B)[122] [123].

Se han desarrollado varios flavonoides sintéticos con actividad antitumoral en lineas
celulares como inhibidores de catepsinas B, L y K que son sobre expresadas a nivel lisosomal en
células malignas, teniendo un rol importante en el proceso de progresion tumoral e invasion de

tejidos en el cancer de pancreas, de mama y de prostata (Figura 16) [123]-[124].
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R = 3,4-(CH30), 0 R = 3,4-0-CH,-0

4-Cl
4-F

Figura 16. Chalconas evaluadas como antitumorales con actividad inhibitoria de catepsina
K Se indica la numeracion de los anillos Ay B de las chalconas y estructuras descritas como inhibidores
de catepsina K (revisado en [126]).
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2.  Antecedentes propios y definicion de la estrategia

experimental

Como parte del trabajo de mi tesina de grado [110] exploramos la capacidad inhibitoria de
una serie de flavonoides sintéticos sobre las catepsinas de Fasciola hepatica, FICL1y FHCL3. Se
evaluaron 40 flavonoides, de los cuales una sub-familia de flavonoides de aromaticidad extendida
en sus anillos A y B fueron los que ofrecieron mayor inhibicion, con un candidato que mostro
actividad fasciolicida /n vitro en parasitos juveniles [127]. Esto motivo la solicitud de una patente
nacional que incluye a toda la familia de compuestos [128] y la continuidad del trabajo en esta

tesis de maestria.

Como estrategia inicial para obtener nuevos compuestos que sean capaces de inhibir
estas enzimas esenciales para Fasciola hepatica y buscando optimizar la relacion estructura-
actividad, se planted un enfoque orientado a encontrar mediante un analisis de componentes
principales (ACP) aquellos patrones estructurales determinantes de la inhibicion en la familia de
flavonoides previamente evaluados [127][110][129][130]. Se utilizaron descriptores obtenidos
tedricamente a partir de las estructuras de los 40 flavonoides (ver Anexo ACP, Tabla 1),
optimizadas geométricamente a nivel cuantico DFT (Density Functional Theory). Los descriptores
calculados se pueden clasificar como de reactividad globales, entre los que se incluyen: el
potencial de ionizacion (IP), afinidad electronica (EA), electronegatividad (y), dureza (n),
electrofilia (w), blandura global (S), momento dipolar (D) y polarizabilidad (Pol); y en otros que no
estan estrechamente asociados a la reactividad, en donde se incluye: area (A), area topoldgica
polar accesible al solvente (TPSA), volumen (V), LogP (obtenido tedricamente a partir de las
estructuras), peso molecular (MW) y las cargas para los carbonos a y B del sistema o, insaturado

presente en todos los compuestos.

Con ellos se construyd una matriz en la que se indic para cada compuesto el valor
normalizado obtenido para cada descriptor (ver Anexo ACP, Tabla 1) y se procedid a realizar
andlisis de componentes principales (ACP) en el programa STATISTICA® [131], utilizando
inicialmente todos los descriptores y compuestos. Dado que no se observaron correlaciones, se
repitio el andlisis variando la matriz de entrada incluyendo solo algunos de los descriptores, pero
no se logro obtener una correlacion entre los mismos y la inhibicion observada en los blancos
moleculares (Figura 17). No obstante, en base a un andlisis cualitativo de las estructuras, es

posible sugerir la importancia para la actividad inhibitoria del volumen que ocupan en el espacio
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los sustituyentes de los compuestos que mostraron mayor inhibicion, asi como la presencia del

sistema a, B insaturado como conector de sustituyentes hidrofobicos.
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Figura 17.- Resultados obtenidos para el ACP realizado con los flavonoides. A) En rojo y
violeta se representan los compuestos con porcentajes de inhibicion de ambas enzimas mayor a 40% y
50%, respectivamente. B) Analisis con un menor nimero de descriptores, IP-EA-Vol-A-LogP. A la izquierda
se observa la proyeccion correspondiente al considerar el Factor 1y 2, en donde no se obtuvo una
separacion clara entre los mejores inhibidores. A la derecha se realizo otra proyeccion entre el Factor 1y
el 3, en donde se ve una distribucion diferente pero que no discrimina entre los compuestos activos e

inactivos.
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Ademas de las chalconas, en el screening realizado en mi tesina de grado encontramos
compuestos de tipo 1,4-di-A-oxido de quinoxalinas con un buen porcentaje de inhibicion (mayor
al 66%). Los 1,4-di-A-Oxidos de quinoxalina son una familia quimica que ha sido estudiada
anteriormente en el marco de otras enfermedades olvidadas como es el caso de la malaria,
tuberculosis [132], mal de Chagas [106] y leishmaniasis [133] en la busqueda de nuevos
tratamientos. Estas moléculas también se han destacado por presentar actividad antibiética, anti-
fingica y anti-neoplasicas [134][135]. El amplio espectro de actividades se debe
fundamentalmente a la gran versatilidad del nucleo 1,4-di- A-6xido de quinoxalina, el cual permite
generar diferentes derivados. Este grupo se conforma por la fusion de dos anillos aromaticos,
benceno y pirazina, por lo que cominmente es llamado benzopirazina y se describe como un
bioisostero de la quinolina, naftaleno y benzotiofeno. La mayoria de los derivados de quinoxalina
son sintéticos y aquellos naturales son poco comunes, como echinomicina y triostina-A [133]. En
el dltimo tiempo se han empleado metodologias de quimica verde tanto para su sintesis como la
de sus derivados, incluyéndose catalizadores reciclables, sintesis asistida por microondas y
reacciones en agua [132][134], caracteristicas deseables para el desarrollo de farmacos
sintéticos. En esta tesis se abordo el estudio de estas moléculas que no han sido exploradas

previamente como inhibidores de catepsinas.

En paralelo, surgié una colaboracion con el grupo de la Dra. Silvia Pérez Silanes de la
Universidad de Navarra, Espaia [136][132], que gentilmente nos cedié compuestos que rednen las
caracteristicas de ambos grupos, en una misma estructura. Por un lado poseen el centro a, B
insaturado como conector entre dos regiones aromaticas que en este caso hacen que el anillo A
tenga en lugar de un fenilo sustituido, una 1,4-di-A~oxido de quinoxalina. Nos planteamos
entonces el estudio de ambas familias de compuestos con el objetivo de encontrar nuevos

inhibidores de las catepsinas de £ hepatica como potenciales farmacos antihelminticos.
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3. Objetivos




VL.

3.1 Objetivo general

Blsqueda y caracterizacion bioldgica de nuevos inhibidores de F/CL1y FACL3
como potenciales farmacos fasciolicidas.
3.2 Objetivos especificos

Evaluar una serie de compuestos de la familia de 1,4-di-AM-oxidos de quinoxalina como

inhibidores de las enzimas FACL1y FACL3.

. Evaluar una serie de compuestos hibridos flavonoides-quinoxalinas como inhibidores de FACL1

y FICL3,

Caracterizar mediante estrategias experimentales y computacionales la inhibicion de los
mejores compuestos, Determinar la concentracion inhibitoria media (ICso), estudiar cinética de
union, reversibilidad y selectividad utilizando catepsina L humana,

Estudiar la citotoxicidad /n vitro en diferentes modelos celulares de los compuestos que
ofrezcan mejor porcentaje de inhibicion.

Estudiar la actividad fasciolicida de los compuestos con mayor porcentaje de inhibicion.

Evaluar distintas condiciones para la cristalizacion de FACL3 en complejo con un inhibidor.
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Materiales y métodos




4.1. Produccion recombinante de FACL1 y FACL3 en la levadura Hansenula

polimorpha.

Las enzimas recombinantes FACL1 y FACL3 se expresaron en la levadura Hansenula
polymorpha como esta descrito anteriormente [39][137]. Las levaduras transformadas se
cultivaron en 500 mL de medio YEPD (1% de glucosa, 1% de triptona, 1% de extracto de levadura) a
37 °C y 220 rpm hasta alcanzar una DOy entre 2 - 6, Se centrifugaron a 3000 x g durante 10
minutos y se indujeron resuspendiendo las células en 50 mL de medio minimo (YNB al 0,67 %,
buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0; metanol al 1%) durante 36 horas a 30 °C y 220 rpm. En este
sistema las pro-peptidasas recombinantes se secretan al medio de cultivo y se recuperan
concentrando de 20 a 30 veces el sobrenadante de cultivo mediante ultrafiltracion con una
membrana de corte de 10 kDa, no observandose mediante SDS-PAGE otras proteinas secretadas.
Las pro-enzimas se activaron autocataliticamente a la forma madura mediante incubacion
durante 2 horas a 37 ° C en tampon de citrato de sodio 0,1 M (pH 5,0) con DTT 2 mMy EDTA 2,5 mM,
se dializaron con PBS pH 7,3 y se almacenaron en alicuotas a -20 ° C hasta su uso. La
concentracion de enzima activa se determind en cada produccion por titulacion mediante el

empleo de un inhibidor de la cisteina proteasa E-64c.

4.2 Screening de compuestos en FACL1y FACL3

Cada compuesto se disolvio completamente en dimetilsulfoxido (DMSO) a una
concentracion stockde 10 mM a partir del cual se preparan las diluciones a ensayar. Para evaluar
la inhibicion se incubaron A#CL1 o FACL3 a concentraciones nanomolares con los derivados de
1,4-di-M-oxido de quinoxalina (C1-C28) y los derivados hibridos de flavonoides y 1,4-di- A-6xido
de quinoxalina/quinolina (H1-H25), a 10 uM. Cada enzima y compuesto se preincubaron 20 minutos
en una placa de 96 pocillos en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 6, DIT 1 mM y EDTA 1 mM a
temperatura ambiente. La reaccion se inici6 con la adicion de 20 uM de sustrato y la velocidad
inicial se siguid midiendo el aumento de la fluorescencia de AMC a medida que los sustratos
peptidicos son hidrolizados (Z-VLK-AMC para FACL1 y Tos-GPR-AMC para F#CL3), a una longitud
de onda de excitacion de 340 nmy emision de 440 nm usando un espectrofluorimetro (Varioskan,
Thermo) con un volumen final de ensayo de 100 uL La actividad de la enzima se expreso como
URF / s (unidades relativas de fluorescencia de AMC por segundo). Cada compuesto se ensayo
por triplicado. Se incluyo control sin enzima para verificar la ausencia de reaccion entre sustratos

e inhibidores, y se realizd un espectro de 300 a 450 nm para cada derivado ensayado para
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verificar que ningin compuesto absorbe en el rango de medida. El porcentaje de inhibicion de la
enzima se calculd como: 100 - (v / o) x 100, donde v; y v, corresponden a las pendientes del grafico

de URF vs tiempo (s) para cada una de las condiciones (v)) y para el control (v).

43 Caracterizacion de los mejores inhibidores.

4.3.1. ICso, dependencia temporal de la inhibicion y ensayos con HsCL

Para calcular los valores de ICs, los compuestos se incubaron con cada enzima a las
siguientes concentraciones: 0, 0.13, 2.5, 5, 10, 20, 40 y 50uM o 100 uM dependiendo de la solubilidad
de los compuestos. Luego, se llevd a cabo la medicion de la actividad enziméatica en placa de 96
pocillos como se describio anteriormente en el screening (4.2). Se graficaron los porcentajes de
actividad remanente (calculados relativo al control) en funcion del logaritmo en base 10 de la
concentracion del inhibidor. Se obtuvo el valor de ICs ajustando los datos a una curva sigmoide
mediante el uso de GraphPad 5 Prism dentro del mddulo de ajustes no lineales disefiado para

respuesta en funcion del logaritmo de la concentracion del inhibidor.

Ademas, se realizaron ensayos de slow-binding para evaluar la dependencia entre el
tiempo de incubacion y la inhibicion alcanzada. Cada compuesto se incubd a 10 uM con la enzima
a diferentes tiempos: 3, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. El porcentaje de inhibicion en cada punto se
calculé como se describio anteriormente. Para evaluar reversibilidad se empled el ensayo de
dilucion rapida [138]. Se coloca la enzima 100x respecto a la concentracion del screeningy el
inhibidor a una concentracion de 10x su ICs. Se incuban durante 15 minutos y luego se diluye la
mezcla 100 veces con el agregado del sustrato peptidico fluorogénico para llevar la enzima a la
concentracion empleada para medir actividad. Se mide la actividad remanente de la enzima a
velocidades iniciales y se analiza la curva obtenida para cada inhibidor, determinandose si se
comporta como inhibidor irreversible, reversible lento o reversible rapido comparando con un

control de enzima sin inhibidor.

Con el fin de determinar la selectividad de los inhibidores, se determind el porcentaje de
inhibicion de los mejores compuestos a 10 uM sobre AsCL La enzima se preincubd durante 20
minutos con los compuestos y la actividad se determind en placa de 96 pocillos en acetato de
sodio 400 mM, pH 5,5, EDTA 4 mM, DTT 8 mM y 20 uM de sustrato Z-FR-AMC. El porcentaje de
inhibicion de la enzima se calculé como se describié para F#CL1y FACL3. Se determind el valor

de ICs, para C17 y HsCL incubando la enzima con 4 concentraciones diferentes de compuesto: 0,
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10, 25 y 50 uM y midiendo la actividad como se describié anteriormente. Se graficaron los
porcentajes de actividad remanente de la enzima (URF/ s) en funcion del logaritmo en base 10 de
la concentracion del inhibidor y se obtuvo el valor de ICs, ajustando los datos a una curva sigmoide

usando el software GraphPad 5 Prismcomo se explico anteriormente.

4.3.2 Docking proteina-ligando con ambos blancos moleculares

El docking ligando-proteina es una herramienta computacional Util para proponer
posibles sitios y modos de interaccion entre un ligando y una macromolécula (poses) de cara a
explicar resultados experimentales disponibles de actividad bioldgica. En este caso se empled un
método que se basa en un algoritmo genético lamarckiano para generar las poses, en el cual
adaptaciones ambientales en el fenotipo de un individuo se traducen en un cambio en su genotipo
y se convierten en rasgos hereditarios. De esta manera describe la interaccion ligando-proteina
como un conjunto de variables de estado (translacion, orientacion y conformacion),
correspondiendo el genotipo al estado del ligando, el fenotipo a sus coordenadas atémicas y la
proteina el ambiente. Mediante el docking molecular es posible obtener la energia de interaccion
del ligando con cada una de las enzimas. En la aproximacion seleccionada para esta tesis, dicha
energia es evaluada mediante una funcion score que fue generada a partir de datos obtenidos
en forma experimental de complejos proteina-ligando conocidos [139]. Para ello es imprescindible
contar con estructuras tridimensionales de las proteinas (FACL1y FHCL3) que pueden provenir de
experimentos 0o modelos, asi como de los ligandos a estudiar que se corresponden con las

estructuras de los compuestos de ambas series de interés.

4.3.2.1. Preparacion de estructuras de proteinas

Se utilizo la estructura de la proenzima A#CL1 depositada en el PDB (206X) para modelar
la enzima madura y la estructura de FACL3 obtenida previamente /n silico mediante modelado
por homologia[137] [140]. Para poner en pie de igualdad las estructuras proteicas provenientes de
distintas fuentes para el docking molecular, se realizaron simulaciones de dinamica molecular
clasica (MD) utilizando AMBERI16[141], con el campo de fuerza ff14SB[142). Se agregaron atomos
de hidrdgeno faltantes y contra-iones sodio. Cada sistema se colocd en una caja octaédrica
truncada de solvente (aguas explicitas) empleando el modelo TIP3P [143] extendido 12 A desde el
centro de masa del sistema. Las estructuras de AACL1 y FACL3 en solucion se localizaron

siguiendo un protocolo de minimizacion de la energia por etapas: a) Se relajaron agua y contra-
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iones durante 2.500 pasos (500 pasos de steepest descent, SDy 2,000 pasos con un algoritmo de
gradiente conjugado, GC) con la proteina restringida (constante de fuerza de 500 kcal.mol-'A?) b)
Se relaja todo el sistema sin restricciones durante 20,000 pasos (5.000 S0y 15,000 CG). Las
interacciones electrostaticas de largo alcance se consideraron utilizando el método Particle Mesh
Ewald (PME) [144] con una distancia de corte de 10 A para las interacciones no enlazantes.
Después de la minimizacion, cada sistema se calento gradualmente de 0 a 300 K durante 100 ps
en un ensemble NVT [145]. A continuacion se corrieron 100 ns de simulaciones NPT a 300 Ky 1
atm de presion utilizando el termostato de Langevin [146]. Para reducir el costo de la simulacion,
todos los enlaces que involucran atomos de hidrogeno fueron restringidos usando el algoritmo
SHAKE [147]. Para resolver las ecuaciones de movimiento se utilizo un paso de 2.0 fs. Las
coordenadas de los sistemas se grabaron cada 2 ps. A partir de los tramos estables de las
trayectorias simuladas se obtuvieron estructuras representativas de FACL1y FACL3 considerando
el Root Mean Square Desviation (RMSL) de las posiciones de los carbonos a. Para ello se realizo
un andlisis de cluster utilizando el algoritmo average-linkage [148]. El andlisis estructural y
dindmico del ”RMSL), Root Mean Square Desviation (RMSH y enlaces de hidrogeno se realizo con
la utilidad cpptraj en AmberTools [141]. Para la visualizacion y analisis de las estructuras 3D se

utilizaron el programa VMD [149] y DS Visualizer [150].

4.3.2.2 Preparacion de estructuras de ligandos y sus propiedades.

La estructura de los compuestos de ambas series se determinaron por optimizacion de
geometria sin restricciones al nivel DFT »B97XD/6-31G (d, p) con una grilla de integracion
ultrafina [151], [152] en agua descripta con el modelo continuo IEF-PCM [153] (cavidades de formas
adaptada a la molécula, generadas con radios atomicos de Bondi [154]. Para determinar la
naturaleza de los puntos estacionarios (minimos) se inspeccionaron los valores propios de la
matriz analitica Hessiana, la cual fue calculada al mismo nivel de teoria. Ademas se calculo el
potencial molecular electrostatico mapeado (EMP) sobre la densidad electronica de una seleccion
de inhibidores. ELl EMP se obtiene mediante la evaluacion del efecto electrostatico total generado
por los nucleos y la densidad electronica de una molécula sobre una carga positiva de prueba
colocada en el punto del espacio donde se evalla. Esta propiedad se mapea sobre la superficie
molecular (determinada como iso-superficie de la densidad electronica con un valor de 0.0004
u.a). Los calculos se realizaron utilizando el software Gaussian09 y la representacion grafica con
GaussView05 [155].
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4.3.2.3 Docking ligando-proteina

Para evaluar la interaccion ligando proteina se utilizo grilla ctbica de 126 puntos de lado
y 0.45 R de espaciado, centrada en la proteina tras retirar agua y contra-iones cubriendo toda su
superficie (blind docking), lo que permite evitar sesgos en la ubicacion de los ligandos. Aquellas
estructuras de complejos ligando-proteina cuyos RMSD difieren en menos de 2.0 A se integraron
al mismo grupo, mediante analisis de clusters. Observando estos clusters se seleccionaron
aquellos con mayor niimero de conformaciones y energia de unién mas baja. Estas estructuras
se tomaron posteriormente como punto de partida para las simulaciones de MD llevadas a cabo
segUn se indica en la siguiente sub-seccion. Los calculos se realizaron con el software AutoDock
4.2 [156] utilizando el algoritmo genético lamarckiano para generar las poses[139], con un tamafio
de poblacion de 150 individuos y 2,5x10¢ evaluaciones de energia y 100 ejecuciones de busqueda.
Este ultimo valor fue determinado en funcidn de lograr el compromiso entre costo de calculo y
beneficio a la hora de obtenerclusters definidos ensayando 50 a 100 y 300 ejecuciones de

busqueda.

4.3.2.4 Simulacion de MD de los complejos ligando- proteina a partir de los
complejos obtenidos en el docking.

Las simulaciones de MD de los complejos ligando-proteina entre una seleccion de
inhibidores y FACL1 o FHCL3, se realizo para la proteina como se describid anteriormente en la
seccion 4.3.2.1 describiendo cada ligando con el campo de fuerza GAFF [157]. Se calcularon cargas
atomicas parciales RESP [158] para los ligandos con Gaussian09 y se cred la topologia con el
modulo de antechamber [159] de AMBERI6 [141]. Se simularon 100 ns de dindmica productiva en
las mismas condiciones anteriormente especificadas en el punto 5.3.2.1 y se guardaron las

coordenadas de los sistemas cada 100 ps.

4.4  Evaluacion con parasitos /n vitro.

4.41 Ensayos /in vitrocon JRD de Fasciola hepatica.

Las metacercarias de £ hepaticafueron adquiridas del Instituto Miguel C. Rubino (DILAVE,
MGAP, Uruguay). Los JRD se obtuvieron por extraccion /n vitro como se describid anteriormente
con modificaciones menores [70]. Las metacercarias se incubaron con hipoclorito de sodio al 1%

durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar la pared exterior del quiste y luego se
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lavaron varias veces con PBS. La activacion de las metacercarias se llevo a cabo en un medio
preparado mezclando volimenes iguales de solucion A (taurocolato de sodio al 0,4%, NaHCO; 120
mM, NaCl 140 mM, pH 8,0) y solucion B (HCl 50 mMy L-cisteina 33 mM) e incubando a 39 °C hasta
que comienza el desenquiste (alrededor de 3-4 horas). Se utilizaron filtros de 100 um para
retener la pared del quiste. Los JRD recolectados se lavaron tres veces con RPMI-1640
suplementado con 200 U/ml de sulfato de penicilina G, 200 mg / ml de sulfato de estreptomicina,
500 ng / ml de anfotericina B, HEPES 10 mM, contados y divididos en grupos de alrededor de 20
parasitos que se transfirieron a placas de 96 pocillos. Los parasitos se mantuvieron a 37 °C, 5%
de CO; en el medio de Basch modificado [160]. El dia 1, cada compuesto probado se afadio a una
concentracion de 50 uM en DMSO al 0.5%. Ademas, se afadié un 0,5% de DMSO a los grupos
control negativo. Cada condicion fue probada por duplicado. El comportamiento de los JRD se
monitorizo con un microscopio optico (Olympus BX41), cada dia se registro cada pocillo durante
un minuto para evaluar la motilidad del parasito con la siguiente puntuacion: 3-motilidad normal;
2- motilidad reducida (movimiento esporadico); 1- inmovil (muerto, adaptado de [161]). Los
parasitos se mantuvieron en cultivo durante 7 dias. Para el caso de C17 al cual se le determind

su ICsp se realizo el mismo procedimiento utilizando diferentes concentraciones (6,25, 12,5, 25 y
50uM).

4.4.2 Ensayos /n vitro con adultos de Fasciola hepatica.

Los parasitos adultos fueron recolectados en un frigorifico local de los conductos biliares
de los higados vacunos infectados recién faenados. El estado de la infeccion de cada higado fue
confirmado previo a la extraccion de los adultos, por el veterinario certificador presente, que es
el encargado de identificar la presencia de fascioliasis para decidir el descarte del mismo.
Basandonos en informacion previa existente [162], [163], [164], se utilizd el siguiente protocolo: los
adultos se almacenaron durante toda la faena en tubos de 50 mL con medio RPMI-1640 a 37-39°
C. Una vez en el laboratorio se lavaron de 2 a 3 veces con PBS estéril a 37°C y se mantuvieron 40
minutos en PBS a 37°C para que expulsen el contenido intestinal. Cada adulto seleccionado para
los experimentos es previamente inspeccionado ya que en el proceso de extraccion pueden
dafarse producto de la calcificacion y esclerosis que sufren los canaliculos de los animales
infectados. Para realizar los experimentos se coloc6 un adulto por pocillo en placas de 12 pocillos
con 2 mL por pocillo de medio RPMI-1640 Glutamax suplementado con glucosa 2%(v/v) y 200 U/

ml de sulfato de penicilina G, 200 mg / ml de sulfato de estreptomicina y 500 ng / ml de
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anfotericina B. Las diluciones de los compuestos se prepararon en medio a 37°C en el momento
de realizar el experimento considerando no superar el 1% de DMSO por condicion, Se realizaron
observaciones periddicas cada 2 horas de cada placa registrando el movimiento de los parasitos
mediante un scoresimilar al empleado para los juveniles con un tiempo de observacion estandar
de 30 segundos por pocillo; 3-motilidad normal; 2- motilidad reducida (movimiento esporadico);
1- inmévil (muerto, adaptado de [161]). Cada condicion se realizo por triplicado. Se lograron
mantener vivos los parasitos adultos solo durante 44 horas (considerando el control negativo con

idéntico porcentaje de DMSO que los tratados).

4.5 Ensayos de citotoxicidad en la linea celular HepG2 y espermatozoides

bovinos

4.5.1 Estudios de citotoxicidad en la linea celular HepG2.

Se sembraron 1,5 x 10* células por pocillo en placas estériles de 96 pocillos, en 225 L de
medio DMEM, suplementado con L-glutamina (1%), penicilina / estreptomicina (1%) y 10% (v / v) de
suero fetal bovino (SFB). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C 'y 5% de CO; durante 48 h. Para el
tratamiento con los compuestos, las diluciones se prepararon justo antes de la dosificacion con
medio previamente templado. Las soluciones madre, 1 mM, se prepararon en DMSO al 10% y se
agregaron 25 l de la dilucién adecuada a cada pocillo 24 h después de sembrar las células. Para
cada compuesto, se realizo un ensayo dosis-respuesta utilizando las siguientes concentraciones:
6.25, 12.5, 25, 50 y 100 uM. No se observd ningun efecto sobre el crecimiento celular por la
presencia de DMSO0 al 0,5% en los medios de cultivo. Las células se incubaron con los compuestos
C17, C18, C21, C23 y C24 pertenecientes a la serie de 1,4 di-A-6xido de quinoxalina y con H4 y HI2
de la serie correspondiente a los hibridos flavonoides-1,4-di- A-6xido de quinoxalina durante 24
horas a 37°C en una atmasfera de CO, al 5%.Luego se desecho el medio y se lavaron con PBS para
realizar un ensayo de viabilidad con sulforrodamina B [165]. Para ello se fijaron a la placa con 50
uL de TCA (50% m/V) y 200 uL de medio de cultivo (sin SFB) durante 1 hora a 4 °C. Luego, las
células se lavaron con agua miliQ y se trataron con sulforrodamina B (0,4% m/V en acido acético
al 1% VV) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con acido acético al
1% (hasta que se evidencio un enjuague adecuado del colorante de tincion) y se secaron durante
la noche. Finalmente, se agrego 100 L de tampdn Tris (pH =10.0) y se midid la absorbancia a 540

nm. Los ensayos se realizaron en cuatro repeticiones. Al final del experimento, se calculo el
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porcentaje de supervivencia celular (PS) para cada compuesto como (T/C) x 100. Para determinar
el ICs en funcion del logaritmo de la concentracion de inhibidor empleada, representamos el PS
de las células en cada concentracion de compuesto y ajustamos los datos a una curva sigmoide.

La desviacion estandar no fue superior al 10% para ninguna condicion.
4.5.2 Estudios de citotoxicidad con espermatozoides bovinos.

Para evaluar citotoxicidad con espermatozoides bovinos se empled un ensayo
previamente puesto a punto por el grupo [127]. Se utilizaron muestras de un toro Red Angus fértil
y sano que se mantuvieron congeladas en pajuelas de 0,5 ml (extendidas en medio X-Cel/,
Minitube, Alemania) en nitrogeno liquido hasta su uso. El semen utilizado pertenecia a un Unico
lote de congelacion que se obtuvo durante un programa de recoleccion regular con una vagina
artificial. Las muestras de tres pajuelas se descongelaron y se prepard un grupo de
espermatozoides en medio X-Cell a una concentracion de 80 millones de espermatozoides por
mL Luego se mezclaron 50 L de la suspension de espermatozoides en medio X-Cell con 50 uL
de cada compuesto a ensayar a una concentracion de 50 uM no superando el 1% de DMSO también
disuelto en X-Cell a 37°C (con una dilucion fresca cada vez). Se mezclo por retropipeteoy cuidando
de no introducir aire en la muestra. Tanto la evaluacion de los compuestos como los controles se
realizaron por triplicado en placas de 96 pocillos, incubandolas a 37 °C durante 1 h. El analisis de
la motilidad se llevd a cabo utilizando un sistema CASA (Analizador de Semen Asistido por
Computadora) Androvision (Minitube, Tiefenbach, Alemania) con un microscopio Olympus BX 41
(Olympus, Japon) equipado con una placa templada a 37 ° C. Cada muestra (10uL) se colocd en
una camara de conteo Makler (10um de profundidad, Sefi-Mediical Instruments, Israel) y se
evaluaron los siguientes parametros de vitalidad esperméatica: porcentaje de espermatozoides
moviles totales (motilidad> 5um / s) y velocidad de linea curva (VCL,> 24um / s). En cada muestra

se analizaron al menos 400 espermatozoides de cuatro campos diferentes.

4.6 Evaluacion de distintas condiciones para la cristalizacion de
FHCL3 en complejo con un inhibidor

Buscando profundizar en el analisis de la interaccion entre los inhibidores encontrados y
las catepsinas de Fasciola, se ensayaron diferentes condiciones para la obtencion de cristales de
la enzima formando complejo con alguno de los inhibidores. Para FACLI1, se encuentra disponible

en la base de datos PDB la estructura de la pro-enzima obtenida a partir de una enzima inactiva
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donde se sustituyo la cisteina catalitica por una glicina (206X) [81]. En diciembre de 2017 se llevo
a cabo una pasantia en el laboratorio del Dr. Christophe Guillon, en el /nstitute de Biologie et
chimie des Protéines, dentro de la unidad Molecular Microbiology and Structural Biochemistry en
donde realizamos una primera aproximacion para la obtencion de la estructura cristalografica
de FHCL3. Se evaluaron 768 condiciones de cristalizacion empleando la metodologia de sitting
drop por difusion de vapor con los kits: CrystalScreerf, Proplex®, AmSOy PEG P de 0,15 uL de
solucion precipitante y 0,15 uL de proteina a 6 mg/mL Luego de la primer semana de trabajo se
observaron cristales en algunas de las condiciones presentes en CrystalScreerf y AmSO?, lo que
motivd que se emplearan estos kits para evaluar la co-cristalizacion con el inhibidor de tipo
chalcona C34 que caracterizamos previamente [127]. Se probaron 0,15 uL de solucion precipitante
y 0,15 uL de proteina previamente incubada con nuestro A/t molecular a 10 uM y la enzima a 4,8
mg/mL sumando otras 192 condiciones. Todas las condiciones de cristalizacion se realizaron a

19°C.
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5. Resultados y discusion




5.1 Estudio de la capacidad inhibitoria de 1,4-di- A-0xidos de quinoxalina
5.1.2 Evaluacion /in vitrode la inhibicion en F#CL1y FHCL3

Mediante ensayos enzimaticos por medida de fluorescencia fue posible determinar el
porcentaje de inhibicion para 28 compuestos de la familia de 1,4-di-A-6xidos de quinoxalina,
seleccionados de la quimioteca disponible en nuestro laboratorio (Tabla 1). En la Figura 18 se
observa que once de los veintiocho compuestos evaluados presentaron un porcentaje de
inhibicion igual o mayor a 50% para al menos una de las enzimas (C5, C7, C11, C15, C17, C18, C19,
C20, C21, C23 y C24), y 3 de ellos mostraron inhibicion superior al 80% en ambas enzimas (C17,
C23 y C24). En la Tabla 1, en la que se especifica la estructura de cada uno de los compuestos
evaluados, puede observarse que el core que caracteriza a la familia en si mismo no presenta
altos porcentajes de inhibicion, al igual que los compuestos con sustituyentes pequefios en Rl -
R4 (C1 a C3). Este resultado sugiere que los diferentes sustituyentes presentes contribuyen a la
estructura farmacoforica, siendo el core 1,4-di-A-0xido de quinoxalina un buen agrupamiento

quimico que permite a través de su sustitucion, modular la actividad de estas enzimas.

100, I L

% Inhibicion

12345678 91011213141516171819202122232425262728

#Compuesto

Figura 18.- Screening de derivados de 1,4-di-A-oxido de quinoxalina (C1-C28) como
inhibidores de AFACL1y FHCL3. Se muestra el porcentaje de inhibicion correspondiente a cada compuesto
para FHCL1 en negro y para FHCL3 en gris. La linea punteada sefiala el 50% de inhibicion.
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Tabla 1.- Estructuras de las 1,4-di- M-oxido de quinoxalina evaluadas en el screening de inhibicion
de FACL1y FHCL3. En la primera fila se muestra la estructura del corey la posicion de los sustituyentes
R1, R2, R3 y R4. Se detallan las estructuras de los sustituyentes de cada compuesto y el porcentaje de
inhibicion obtenido para ambos blancos moleculares como un promedio de experimentos realizados por
triplicado. En todos los casos el desvio estandar para los porcentajes de inhibicion fue menor al 10%.
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Todos los derivados de quinoxalina que poseen un sustituyente fenilo en R2 (C17, C18, C19,
C23 y C24) mostraron alto porcentaje de inhibicion (Tabla 1). La contribucion positiva de este
sustituyente a la inhibicion se puede observar al comparar C17 y C15, donde la presencia de un
fenilo en lugar de un grupo metilo en R2 aumenta significativamente la inhibicion de ambas
enzimas. Esto se condice con nuestro trabajo anterior realizado en el marco de mi tesina de grado,
en el que encontramos que chalconas que contenian un grupo naftilo en ambos anillos eran los
mejores inhibidores de las catepsinas de £ hepatica [127], lo que sugiere que la presencia de
sustituyentes voluminosos y estructuras ciclicas aromaticas favorecen la inhibicion de estas

enzimas.

Por otro lado, en los compuestos que resultaron inhibidores se observa la presencia de
un grupo electrofilo hidrolizable en R1, como éster, amida o nitrilo, los cuales son susceptibles de
ataque nucleofilico por el tiol reactivo del sitio activo de la catepsina. Asimismo, algo a destacar
es la analogia estereoelectronica que poseen estos grupos con el enlace peptidico, presente en
los sustratos naturales de los blancos moleculares. La excepcion a esta tendencia es Cll que
posee grupos metilo en R1y R2, pero su actividad con respecto a C7 (con el cual sdlo se diferencia

en estas posiciones) se reduce a la mitad.

Analizando la sustitucion en R3, observamos que las quinoxalinas con semicarbazona,
tiosemicarbazona y alilamina como sustituyentes mejoran la inhibicion principalmente para
FHCL3. Notese la mayor actividad inhibitoria de los compuestos C5, C6, C7 y C8 con respecto a C3,
C4 y C9, que carecen de estas sustituciones. Ademas, los compuestos Cl4 y C15 ofrecen un
comportamiento similar. Se ensayaron pocos compuestos con sustituyentes en R4, sin embargo,
la fuerte inhibicion de C23 y C24 sugiere que la contribucion de estos sustituyentes en esta
posicion es importante en la inhibicion. Finalmente, aquellos compuestos con halégenos como
sustituyentes en R3 y R4 (C9, C16, C19, C26 y C28) en general no presentaron buenos porcentajes
de inhibicidn, con la excepcion de C19. Este dltimo sin embargo presenta un éster etilico en Rly
un fenilo en R2, que como ya discutimos, estan presentes en los compuestos con mayor actividad
inhibitoria (Tabla 1).

Al observar estos resultados vemos que los sustituyentes tienen un rol importante en la
capacidad inhibitoria de los Aoxidos de quinoxalina. Se calculé el potencial molecular

electrostatico mapeado (EMP) sobre la densidad electronica de algunos inhibidores para
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comparar con el core 1,4-di-M-6xido de quinoxalina no sustituido. Esta propiedad es un buen
indicador de la forma en que puede ocurrir el reconocimiento molecular y permite explicar
orientaciones preferenciales de interaccion, ya que las regiones positivas tenderan a acercarse

a zonas de potencial negativo, y viceversa.

Lo primero a observar es que el core difiere mucho en cuanto a la forma y distribucion
del EMP con respecto a los demas compuestos analizados, y no posee practicamente zonas de
EMP positivo (Figura 19). Los demas compuestos presentan dos caras, una de potencial positivo y
otra de potencial negativo, asociadas a las semicarbazonas y tiosemicarbazonas en R3. El sector
en el que se encuentra el azufre (C15 y C17 como ejemplo) es mas voluminoso que el oxigeno en
C7 y CI1 (Figura 19). Ademas, la presencia de sustituyentes hidrocarbonados confiere mayor
longitud a las moléculas, en comparacion a los no sustituidos (C1) o aquellos con haldgenos (C9y
C19). El hecho de que los compuestos mas compactos (C1-C4, C9, Cl19) no presenten altos
porcentajes de inhibicion, sobre todo en relacion a A#CL3, podria vincularse con la forma
extendida en la que se espera ocurra la union en el sitio activo de la enzima [166]. Asi, la
interaccion en estos compuestos se veria restringida a unos pocos contactos, mientras las
moléculas mas extensas serian capaces de asociarse a un mayor numero de residuos en los
diferentes subsitios de la enzima, interfiriendo de esta manera en el reconocimiento del sustrato.
Es interesante notar que los dos compuestos que presentan una tiosemicarbazona o una
alilamina como sustituyentes en R4 (C23 y C24), mostraron excelentes porcentajes de inhibicion
enzimética, si bien poseen una forma en “gatillo” diferente a los otros buenos inhibidores de la
serie. Sin embargo, presentan las dos caras, negativa y positiva en la orientacion observada para

los demas inhibidores.

581128



Tesis de Maestria en Quimica Lic. Florencia Ferraro Rey

Pagina 591128



Tesis de Maestria en Quimica Lic. Florencia Ferraro Rey

-0.04a.u 0.04 au

Figura 19.- Potencial Molecular Electrostatico (EMP) mapeado sobre la densidad
electronica. Se calculé a nivel DFT B97XD / 6-31G (d, p) con un isovalor= 0,0004 u.a. Se observa el
EMP asociado a cada compuesto. La barra con codigo de color indica el signo y magnitud del EMP, rojo
mas negativo y azul mas positivo,
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En la Figura 20 se resume como modulan la actividad de las enzimas los motivos estructurales
evaluados. La presencia de un grupo electrofilico hidrolizable en R1y de un fenilo en R2 contribuye
de forma positiva a la inhibicion de ambas enzimas. Por su parte, los sustituyentes de tipo
semicarbazona, tiosemicarbazona o alilaminas en R3 también favorecen la inhibicion,

principalmente en presencia de los grupos mencionados anteriormente en Rl y R2.

Figura 20.- Esquema del efecto de los sustituyentes de 1.4-di- A-6xidos de quinoxalina en
la inhibicion de las enzimas. En el centro se observa la estructura del corey en los recuadros se indican
los sustituyentes que contribuyen en forma positiva (flecha hacia arriba) o negativa (flecha hacia abajo) a
la inhibicion de las catepsinas.

5.1.3 Caracterizacion /n vitro del modo de inhibicion de los mejores compuestos

Se calculo el ICs; de los 11 compuestos que ofrecieron un porcentaje de inhibicion mayor
al 50% para al menos una de las enzimas. En la Figura 21 se muestran los |Cs; para los compuestos
mencionados, en donde se destacan tres que presentan un |Cs; menor a 10uM para ambas enzimas

C7, C17, C18 y C24, de los cuales tres poseen fenilo como sustituyente en R2 (C18, C17 y C24).
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Figura 21- Determinacion de ICs; y curvas concentracion-respuesta. En la tabla se
presentan los valores de ICs; (UM) calculados para los once compuestos con mejor inhibicion a 10 uM y
debajo se muestran las curvas de concentracion-respuesta para C7, C17, C23 y C24. Las barras de error
corresponden al desvio estandar.

Los compuestos C7,C17,C19,C20, C23 y C24 tienen un IC5; de 5 uM o menos con AACL],
mientras que tres de ellos tienen valores bajos similares para FACL3 (C7, C17 y C24) (Figura 21).
Estos resultados son consistentes con los observados previamente al estudiar la inhibicion de
las catepsinas L por compuestos flavonoides, donde FACL1 fue inhibida mas facilmente en
comparacion con FACL3 [127]. Esto podria ser consecuencia de la conformacion mas amplia de la
hendidura del sitio activo de FACL1 que le permitiria acomodar en mayor medida diferentes
moléculas [80], [96].

Un estudio retrospectivo de farmacos que salieron al mercado sugiere que los parametros
cinéticos se correlacionan mejor que la afinidad con la eficacia de las moléculas /n vivo [167]. En
este sentido, realizamos perfiles de inhibicion de algunos de los compuestos a diferentes tiempos
de incubacion con las enzimas (ensayos de slow-binding) y analizamos la reversibilidad/
irreversibilidad de la union enzima-inhibidor (Figura 22). Para ambas enzimas se evidencio una
dependencia entre el tiempo de incubacion enzima-ligando y el porcentaje de inhibicion
enzimatica, mostrando una cinética lenta de union con los compuestos. En ambos casos a los 30

minutos se supera el 50% de inhibicion con la mayoria de los compuestos.

Por otra parte, se realizaron estudios de reversibilidad mediante ensayos de dilucion

rapida en donde se observo que los compuestos seleccionados interaccionan de forma reversible
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con las enzimas. Para A/CL1 la mayoria de los compuestos son reversibles lentos, a excepcion
de C24, mientras que con FCL3 la cinética de disociacion del complejo enzima-inhibidor es mas

variable entre los diferentes inhibidores (Figura 22).

A

100+

%Inhibicién FACLY
%Inhibicion FACL3

0 20 40 60 80 100 120
B Tiempo (min)

10009 — AC

0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 22.- Ensayos de slow binding y reversibilidad. A) Grafico del promedio del
porcentaje de inhibicion de cada compuesto para FACL1y FACL3 incubados 5, 15, 30, 60, 90 y 120
minutos con la enzima. B) Graficos correspondientes a los experimentos de dilucion rapida en

donde se mide la actividad en unidades relativas de fluorescencia en funcion del tiempo para
cada enzima.

La ventaja del ensayo de dilucion rapida es su sencilla puesta a punto y la posibilidad de
evaluar varios compuestos al mismo tiempo. Seria interesante realizar ensayos a partir de
cromatografia de afinidad o de exclusion molecular, en los que reteniendo la enzima se busque

desplazar el compuesto, para confirmar la reversibilidad de su union.
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5.2 Evaluacion de la actividad fasciolicida de los compuestos con
mayor inhibicion

Con el objetivo de evaluar la actividad fasciolicida de los mejores compuestos se
realizaron ensayos en cultivo, a una concentracion final de 50 uM en 0,5 % de DMSO. Se
monitorearon al microscopio los cambios en la motilidad y el fenotipo de los parasitos juveniles
a las 24. 48, 72 y 96 horas de incubacion con los compuestos (Figura 23). Entre las moléculas que
mostraron una alta inhibicion de la actividad de las enzimas encontramos que los derivados C17,
C18, C19, C21 y C24 poseen actividad fasciolicida /n vitro, con la excepcion de C7 y C23 que
afectaron ligeramente la motilidad parasitaria (Figura 23).

12h 96 h
1

Score de ntilidad
24h | 8h | 2h | %h

Condicién

Inmovil

Movimiento

[ ]

Movimiento
vigoroso

Figura 23.- Ensayo /n vitrocon JRD. Se evaluaron
los compuestos a 50 uM. A la izquierda el panel muestra
los JRD a 40X A la derecha la tabla indica el score de
motilidad (Adaptado de [161]) observado a las 24, 48, 72y
96 horas. Ctrl. corresponde al control con 0.5% DMSO.
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La estructura de los compuestos con actividad bioldgica comparte la presencia de un
grupo fenilo en R2 y sustituyentes voluminosos en R3 / R4, mientras que los buenos inhibidores
enzimaticos sustituidos con grupos metilo o amino en estas posiciones (C6, C7, Cl1 y C15) no
tuvieron actividad sobre los parasitos (ver Tabla 1y Figura 20). La importancia de sustentar un
grupo fenilo en la posicion R2 para la actividad fasciolicida se ve claramente si comparamos los
derivados C17 y C15. Sin embargo, es inesperada la baja actividad bioldgica del compuesto C23,
ya que a priori esperabamos que se comportara en forma similar a los demas compuestos con
fenilo en R2. Dado que el compuesto C17 mostrdé mayor actividad fasciolicida, afectando a los JRD
ya a las 24 horas de incubacion, se realizo un experimento de dosis respuesta obteniéndose un
ICso de 25 pM.

En la incubacion con los derivados de quinoxalina C17, C19 y C24 se formd un precipitado
oscuro inicialmente en el interior del intestino, especialmente abundante en C17 (Figura 23). La
primera hipotesis que se considerd es que se estuviera formando un complejo metalico con el
compuesto, pero el incremento del precipitado en el tiempo sugeria que era un producto asociado
al metabolismo del parasito. En ese sentido, esta descrita una proteina transportadora de iones
cobre Crt1 cuyo clivado por parte de catepsina L es imprescindible para la regulacion de la
homeostasis celular y de iones metalicos en lineas celulares humanas y en ratones [168].
Experimentos en los que se inhibe la catepsina L (o ratones Anockout para la misma) se observa
la acumulacion de esta proteina en endo-lisosomas y por lo tanto de cobre, lo que altera la
homeostasis induciendo muerte celular [168]. Ctr1 esta conservada y presente en toda la escala
zooldgica [169] y ha sido estudiada en algunos protozoarios parasitos como Plasmodium
falciparum por su rol como potencial blanco molecular [170][171]. No hay estudios especificos en
Fasciola hepatica, si bien la proteina esta codificada en el genoma (ID seq: THD22007.1). Esto
plantea la posibilidad de que los inhibidores estén interfiriendo también con la actividad de las
catepsinas lisosomales de £ hepatica, impidiéndose por este mecanismo la activacion de Ctrl,

llevando a la acumulacion de precipitados metalicos y al fenotipo observado.

Nuestros resultados previos estudiando compuestos de la familia de las chalconas,
mostraron que los mejores inhibidores de las catepsinas (flavonoides C31, C33, C34 y C35 [127]),
presentaron actividad fasciolicida /n vitro sobre JRD, con disminucion de la motilidad y dificultad
para la migracion ex vivo a través de la pared del duodeno de rata [127]. Estos resultados

concuerdan con un reporte de interferencia de ARN contra Cat-Ly By un tratamiento /n vifrode
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JRD con los inhibidores de la catepsina L y B, Eé4-d y CA-074Me, donde se describe una pérdida
de la motilidad del gusano acompafiada por dafio estructural de los parasitos [172] y una reduccion
en la capacidad de migrar a través de la pared del duodeno [64] [172]. /n vivg, estos resultados
podrian traducirse en una incapacidad de los parasitos para migrar a través de la cavidad

peritoneal y hacia el higado, impidiendo asi el establecimiento de la infeccion.

Se realizo también la evaluacion de la actividad fasciolicida de los compuestos sobre el
estadio adulto. Este experimento presento la dificultad de que los parasitos colectados en el
frigorifico no fue posible mantenerlos viables en condiciones /n vitrodurante mas de 48 h. En pos
de mejorar este tiempo se probd cultivarlos en presencia de globulos rojos bovinos al 20%,
comparado con un cultivo estandar con medio RPMI-1640, considerando que el estadio adulto del
parasito es hematdfago y los antecedentes de degradacion de hemoglobina por parte de las
catepsinas [173]. No se logré aumentar la sobrevida en cultivo y en este tiempo no se observaron
cambios en los parasitos ni en presencia de los compuestos ni de TBZ que utilizamos como control

positivo,

Recientemente establecimos una colaboracion con la Dra. Teresa Freire del Departamento
de Inmunobiologia de la Facultad de Medicina para evaluar los compuestos utilizando un modelo
in vivo de ratones infectados con Fasciola hepatica [174]. Este modelo nos permitio evaluar uno
de los flavonoides inhibidores hallados durante mi tesina de grado, determinando su accion
fasciolicida /n vivo, reduccion del dafio hepatico e inflamacion (ver Anexo, Figura 1). Este ensayo
nos muestra la eficacia de uno de los compuestos identificados como lideres para evitar la
infeccion en el modelo murino y nos permitira evaluar la actividad /n vivo de nuevos compuestos

que han surgido durante el desarrollo de esta tesis.

5.3 Estudio de citotoxicidad en espermatozoides bovinos y células
HepG2 de los mejores inhibidores

Para evaluar la citotoxicidad de los compuestos, se utilizaron dos modelos de células,
analizando la viabilidad de espermatozoides bovinos y la linea celular humana HepG2. Ninguno
de los compuestos afecto la motilidad del esperma y todos ellos tienen una ICs; para HepG2 entre
4-50 pM, en el mismo orden de magnitud que el triclabendazol, cuyo ICs, fue de 32 uM. Esto es
importante ya que TBZ es el farmaco de referencia para tratar infecciones humanas y el unico

eficaz contra los parasitos juveniles [164].
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No se observa una correlacion entre los compuestos con menor ICs; en lineas celulares
con los resultados obtenidos para la motilidad relativa de los espermatozoides, por ejemplo para
C21 se obtuvo un ICs; mayor a 100 uM (mayor dosis evaluada en células) y es el que presenta
menor motilidad relativa al control luego de 60 minutos de incubacion a 37°C (Tabla 2). Esto
demuestra que es importante utilizar diferentes modelos celulares para evaluar toxicidad ya que
cada uno nos brinda informacion diferente sobre como se comportan los compuestos, sin
embargo, ambos modelos demuestran su baja toxicidad, comparable a uno de los farmacos mas

utilizados actualmente.

Tabla 2.- Resultados obtenidos para los ensayos de citotoxicidad en la linea celular
humana HepG2 y en espermatozoides bovinos.

Compuest ICsoHepG2  %Motilidad relativa  %Motilidad relativa en

) (M) en espermatozoides espermatozoides
(50 uM) 30 min (50 uM) 60 min
C17 48 81+3 793
Ci8 <6,25 8242 755
(09 >100 753 58+3
C23 12 82+1 72+8
C24 16 82+1 7743
TBZ 32 8841 8111

5.4 Caracterizacion /n silico del modo de inhibicion de los mejores
compuestos

Para obtener informacion sobre el modo en el que se produce la inhibicion de los blancos
moleculares por parte de 1,4-di-A-6xido de quinoxalinas se realizaron estudios de docking y
dindmica molecular. Las interacciones enzima-inhibidor estan influenciadas no solo por la
conformacion que pueda tener una proteina en un momento dado (que el tipo de dockingempleado
en esta tesis, evaluia empleando la estructura proteica rigida, sin posibilidad de adaptacion mutua)

sino también por la dinamica de la proteina y el ligando en complejo.

5.4.1 Resultados de docking ligando-proteina

El docking molecular es una aproximacion que permite explicar semejanzas y diferencias
en el modo de union de una familia de compuestos organicos de los que se cuenta con informacion
experimental de su actividad. Se exploré mediante blind-docking la naturaleza del sitio y la

orientacion con que interaccionan las 1,4-di-A-6xido de quinoxalinas con cada proteina. Para
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FHCL3, se observa que los compuestos interactdan preferentemente en la hendidura catalitica
(primer sitio de union), mientras que en FACL1 solo el compuesto C18 se coloca en un sitio similar.
En el caso de AACLI la ubicacion es diferente, mostrando una segunda posicion, en las
inmediaciones del bolsillo oxianionico, ocluyendo la entrada a la hendidura del sitio activo [94]
(Figura 24). En ambos casos, la posicion ocupada por los compuestos podria dificultar la entrada
y el posicionamiento del sustrato en el sitio activo y, por lo tanto, ejercer la inhibicién observada

de la actividad enzimatica (Figura 24).

Figura 24.- Sitios de union obtenidos por docking ligando-proteina. Las enzimas estan
representadas en new cartoon (FACL1 en azul y FHCL3 en naranja) mientras que los clusters mas
representativos para cada compuesto estan representados en Sticks, En ambos casos se observa una
distribucion general de clusters préxima a la hendidura catalitica (marcada en rojo) para F/CL1y FHCL3,
con un segundo sitio para FACL1 (marcado en verde) en la entrada de la hendidura proximo al bolsillo
oxianionico.

Al observar los resultados obtenidos para los compuestos que poseen fenilo en R2, que
ofrecieron los mayores porcentajes de inhibicion, existen ciertas correlaciones que se sustentan
con los datos obtenidos experimentalmente. Para FACL1 las diferentes poses se agrupan en varios
cluster con similar nimero de conformaciones y energia mientras que para /CL3 se observa un

cluster que predomina sobre los demas (Figura 25).

Figura 25.- Sitios de union para los compuestos que poseen fenilo en R2. Se observa AACLI
y FICL3 en New Cartoons en azul y naranja respectivamente. Los compuestos se observan en Sticks en
sus correspondientes clusters mas representativos seleccionados a partir del docking molecular.
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Si analizamos lo que sucede con estos compuestos en F#CL], si bien la interaccion entre
la histidina catalitica 159 y el triptofano 177 se mantiene, las regiones proximas al mismo son
diferentes en cuanto a la accesibilidad al disolvente. Es posible distinguir para 4 de los 5
compuestos con fenilo en R2, la capacidad de conectar con su interaccion dos regiones poco
expuestas al disolvente (Figura 26), a excepcion de C24 que presenta una ubicacion similar a la

observada para FHCL3 (Figura 26 y 27),

A pesar de las diferencias estructurales en los demas sustituyentes del core algo en
comun entre estos compuestos es su interaccion con el triptofano 177 en FACL3 el cual a su vez
establece una interaccion tipo 7 — 7 con His 159 que pertenece a la diada catalitica. Esta
interaccion se produce en general con el propio fenilo o con el core sirviendo de anclaje el resto
de los sustituyentes (Figura 27). El triptdfano 177 es un residuo altamente conservado en las
diferentes catepsinas y junto con la glutamina 19 configuran el bolsillo oxianionico [94], sitio
importante para la estabilizacion del estado de transicion durante la catalisis. Por otra parte, es
interesante destacar el rol de la tiosemicarbazona y el fenilo, partes constituyentes del ligando
gue funcionan como anclaje a una region poco expuesta al disolvente proxima a la diada catalitica
y entre los sub-sitios S2 y S3. En todos los casos se observan posibles enlaces de hidrogeno entre

estos compuestos y los residuos que los rodean.
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Figura 26.- Accesibilidad al disolvente para FACLI de los sitios en los que se ubican los
compuestos con fenilo en R2. En sticks delgados se representan los aminoacidos que interaccionan con
los compuestos. Nétese la His159, que forma parte de la diada catalitica, interaccionando con el triptéfano
177 mediante interacciones hidrofdbicas. La proteina esta representada en swrf coloreada segun su
accesibilidad al disolvente (SASA), de menor (verde) a mayor (azul) como indica la referencia. En circulos
de linea punteada roja y azul (mas proxima al sito activo) se indican las regiones menos expuestas al
disolvente que interaccionan con los compuestos.
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ALA137

Figura 27.- Accesibilidad al disolvente para FACL3 de los sitios en los que se ubican los
compuestos con fenilo en R2. En sticks delgados se representan los aminoacidos que interaccionan con
los compuestos. Nétese la interaccion hidrofébica ente la His 159, que forma parte de la diada catalitica, y
el Trp 177 del bolsillo oxianidnico. La proteina esta representada en surfcoloreada segun su accesibilidad
al disolvente (SASA), de menor (verde) a mayor (azul) como indica la referencia.

5.4.2 Resultados de dinamica molecular (MD)

Esta técnica de simulacion computacional permite obtener una vision mas adecuada del
modo de interaccion de una molécula pequefia (en este caso nuestros compuestos de interés) con
una proteina, pero cuando se lleva a cabo empleando un campo de fuerza atémico clasico como
el que se aplico en el trabajo de esta tesis, no podra dar informacion sobre una eventual reaccion
quimica entre ambos, pero puede sugerir si la reaccion tiene chance o no de ocurrir en funcion
de la distancia a la que se encuentran los grupos reaccionantes y el modo en que se
aproximan[139]. Se estudiaron por dinamica molecular clasica los complejos ligando-proteina
establecidos con los siguientes derivados: C7, C17, C18 y C21. En particular se profundizo en este

analisis con el compuesto C17, debido a su bajo ICs y su eficaz actividad fasciolicida sobre el
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estadio juvenil del parasito a las 24 horas de cultivo. Para estos estudios se utilizd como
estructura de partida de cada complejo para realizar las simulaciones aquélla correspondiente

al cluster mas poblado obtenido para cada compuesto en el docking molecular.

5.4.2.1 Resultados de dinamica molecular con FACLI

Uno de los primeros parametros estructurales a analizar es el RMSD (del inglés Root-
Mean Square Desviation) calculado a partir de las posiciones de los carbonos o del esqueleto
proteico con respecto a una estructura de referencia, en este caso el resultado de la primera
minimizacion clasica en la que solo se relajan las moléculas de agua y contra iones, es decir la

que corresponde al complejo seleccionado del docking molecular (Figura 28),

Se observa que el RMSD de la proteina se mantiene estable en un valor inferior a 1 A
durante los 100 ns de dinamica para los complejos formados con C7, C17 y C18 lo que sefala que
la proteina no experimenta una gran adaptacion respecto a la estructura del modelo de homologia
de referencia usada para el docking. No obstante, para C21 a los 40 ns si se observa un aumento
al doble del valor inicial medio que retorna al mismo luego de otros 20 ns de simulacion, lo que
habla de un cambio conformacional reversible. Indagando sobre qué es lo que produce esta
variacion estructural en la proteina se observo un cambio drastico a nivel del dominio C-terminal.
Al analizar la variacion estructural a lo largo de cada trayectoria mediante clusters, fue posible
obtener una estructura representativa del 70% de las capturas de la trayectoria y una segunda
que representa casi el 20% restante de las mismas. Esta Ultima se corresponde con los 20 ns en
los que se observa el salto. Entre ambas estructuras es posible observar RMSD altos a nivel de
la region proxima al C-terminal, pero no parece haber grandes cambios en el resto de la enzima
(Figura 28 arriba e izquierda). Por su parte los ligandos se desplazan respecto a las posiciones
sefaladas en las estructuras emergentes del docking, en particular para el caso de C21 (Figura

28 arriba, derecha).

En cuanto al RMSF para la proteina en los distintos complejos (del inglés Root-Mean
Square Fluctuation), esta medida de flexibilidad estructural sefala la presencia de una region
donde la proteina se rigidiza levemente respecto a la estructura del modelo por homologia de
referencia. Dicha region abarca aproximadamente del residuo 60 al 110, entre los que se
encuentran algunos residuos de los sub-sitios S2 y S3 (ver Introduccion, Figura 12). Estas regiones

presentan ademas cambios a nivel de su estructura secundaria con incrementos en el caracter
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de hélice o 310 en presencia de todos los inhibidores y mayor para C17 y CI8 (Figura 29) y
variaciones a nivel del giro de hoja beta, que si bien tienen menor frecuencia, abarcan varias
regiones de la proteina. En particular, se pueden destacar dos sitios, uno que incluye algunos
residuos de los sub-sitios (100 a 110) y otro en los alrededores de los mismos (125 a 130) (Figura

29).
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Figura 28.- RMSD y RMSF para los complejos ligando-FACL1. Arriba: RMSD de la proteina
considerando los carbonos o a lo largo de 100 ns de MD (izquierda) y para los compuestos que se indican
en la leyenda (derecha). Medio y Abajo; RMSF promedio por residuo considerando 100 ns de dinamica para
cada complejo. Los cuadros azules evidencian las regiones en que se encuentran cambios con respecto a
la enzima nativa.
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Figura 29.- Analisis de estructura secundaria por residuo de ~#CL1 a lo largo de 100 ns de
MD en presencia de los compuestos. Graficos correspondientes al valor promedio de la frecuencia de
hélice o310 (arriba) y giro asociado a estructuras 3 (abajo) para cada residuo. A la derecha para el total de
los residuos y a la izquierda una ampliacion de las regiones de interés.

Al comparar los complejos obtenidos por dockingmolecular con los respectivos derivados
como mas representativos de cada simulacion de MD que parte de los primeros, se aprecia que
los sitios de interaccion ligando-proteina se mantienen a grandes rasgos, si bien en los complejos
con C18 y C21 se aprecian cambios en el posicionamiento de algunas regiones de los compuestos.
Por ejemplo, en el caso de Cl18, el sustituyente R3 se desplaza desde la hendidura catalitica hacia
el logp 1, en tanto se observan cambios a nivel de la region C-terminal con respecto a la
estructura inicial de la enzima (Figura 30). Si observamos el complejo obtenido para C21, también
evidencia un cambio importante en la conformacion del compuesto (indicado en el analisis de

evolucion temporal de su RMSD) que establece interacciones intramoleculares entre los
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sustituyentes, aunque permanece en el sitio la mayor parte del tiempo de simulacion

potencialmente obstaculizando la interaccion del sustrato.

FHCL1 C17

Figura 30.- Posicion de los compuestos obtenida en docking molecular vs. MD. Las
imagenes muestran superpuestos los clusters mas representativos obtenidos de la dindmica (verde) con
los complejos de partida tomados del docking (violeta). En Mew Cartoons se representa FACL1y en sticks
alos ligandos para cada complejo con sus carbonos coloreados igual que la proteina. Amodo de referencia
se incluyen la cisteina 25 y la histidina 159 de la diada catalitica. Con un dvalo naranja se marca el cambio
del C-terminal en presencia de C18.

5.4.2.2 Resultados de dinamica molecular con FACL3

Se observa un RMSD muy ligeramente inferior para la enzima en complejo con C7, C17, C18 y C21
respecto a la misma sin ligandos, indicando que la presencia del ligando estabiliza la estructura
proteica en todos los casos. Los complejos con C7 y C17 se comportan en forma similar a la
estructura proveniente del docking, en tanto C18 y C21 muestran mayor variabilidad estructural
ante la relajacion de la proteina. Al analizar la flexibilidad del esqueleto proteico (RMSF por
residuo), se pueden observar cambios en ciertas regiones de la proteina, sutiles en todos los
casos excepto para C21. Se observan variaciones en el sub-sitio S3 en los residuos 60 al 80y en

la region del sub-sitio S2 que comprende el triptéfano 177 del bolsillo oxianionico. En el caso de
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C21 se observa un cambio en la flexibilidad de toda la proteina

respecto a la proteina nativa (Figura 31).
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Figura 31.- RMSD y RMSF para los complejos ligando-AACL3. Arriba: RMSD de la proteina
considerando los carbonos a a lo largo de 100 ns de MD (izquierda) y para los compuestos que se indican
en la leyenda (derecha). Medio y Abajo; RMSF promedio por residuo considerando 100 ns de dinamica para
cada complejo. Los cuadros azules evidencian las regiones en que se encuentran cambios con respecto a

la enzima nativa.
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Del andlisis de estructura secundaria surge que las regiones con mayor variacion estan en las
inmediaciones del bolsillo S3 (residuos entre 60 y 80) y en residuos cercanos al S2
correspondientes al /ogp1. Por otra parte, al observar la frecuencia de las hojas 3 se observa un
leve cambio en las inmediaciones del sub-sitio S3 (residuos entre 60 y 70), mas notorio en glicina
68, que parece adoptar esta estructura secundaria con mayor frecuencia en presencia de C7 y

menor frecuencia en presencia de C17 (Figura 32).
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Figura 32.- Resultados del analisis de estructura secundaria promedio a lo largo de los
100 ns de MD para cada residuo en FACL3 en presencia de los compuestos. Graficos
correspondientes al valor promedio de la frecuencia de hélice a3 (arriba) y giro asociado a estructuras
B (abajo) para cada residuo, a la derecha el total de los residuos y a la izquierda una ampliacion de las
regiones de interés.

Regresando sobre los cambios detectados sobre la estructura del ligando a lo largo del tiempo
de simulacion, tras el andlisis de RMSD sobre las simulaciones de 100 ns de cada uno de los
ligandos se generaron 5 clusters a partir de las estructuras extraidas del curso temporal de la
MD agrupadas por semejanza en las posiciones del esqueleto peptidico (carbonos o),
obteniéndose en cada caso una estructura promedio representativa por cluster. Al igual que se

sefald para los complejos formados con FHCLY, si bien se aprecian diferencias en la disposicion
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de cada ligando que afectan las interacciones especificas de cada compuesto con FACL3 (en
particular para C21) la prediccion de los sitios donde se alojarian los compuestos por MD se
mantiene similar a la obtenida por docking molecular que dio el punto de partida para la
simulacion (Figura 33). Esto indicaria que, excepto para C2l, la relajacion de la proteina no induce

cambios mayores sobre el posicionamiento del ligando respecto a como se lo localiza por docking

sobre estructuras extraidas de dinamicas de las proteinas sin ligandos.

Figura 33.- Posicion de los compuestos obtenidas en docking molecular vs. MD. Las
imagenes muestran superpuestos los clusters mas representativos obtenidos de la dinamica molecular
(verde) con los complejos de partida tomados del docking (violeta). En New cartoons se representa FACL3
en cada caso y en sticks a los ligandos para cada complejo con sus carbonos coloreados igual que la
proteina. A modo de referencia se evidencian la cisteina 25 y la histidina 159 de la diada catalitica.

Al analizar el RMSD para los ligandos es posible ver que en los primeros 20 ns varia
considerablemente en todos los compuestos que estan interaccionando con FACL3 (Figura 31),
Este resultado en si mismo es un indicio de cambios en la estructura del ligando asociados a su
interaccion con la enzima en la MD. Luego de ello se observa la estabilizacion del RMSD, en
valores del entorno de los 3 A Al igual que lo observado para A#CL1 los sitios en los que se alojan
los compuestos son similares a los encontrados en el docking molecular (Figura 33), apoyando

los resultados obtenidos mediante ambos métodos.
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9.4.2.3 Resultados obtenidos para C17 tanto en FACL1 como en FACL3

El compuesto C17 es el mas prometedor considerando su alta inhibicion de los blancos
moleculares /n vitrg, su actividad fasciolicida en cultivos con JRD y su selectividad similar a TBZ
(farmaco de uso terapéutico) tanto en esperma como en HepG2. Para obtener informacion
detallada de las interacciones que se establecen entre este compuesto y ambos blancos
moleculares se realizd un analisis mas profundo de los resultados que surgen de la dinamica

molecular.

En primer lugar, para FACL3 se puede ver una ubicacion mas profunda del compuesto en
la hendidura catalitica, con respecto al sitio obtenido para F#CL1, En ese sentido se produce una
interaccion estrecha con la Cys 25 de la diada catalitica y con los bolsillos S2 y S3, que estan
involucrados en el posicionamiento del sustrato y la catalisis. Se observan varias interacciones
hidrofobicas entre la tiosemicarbazona y Gly 66, Met 68, Ala 133, Val 157 y Ala 160 de los bolsillos
S2 y S3. Otra interaccion a destacar es el enlace de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo del
éster y el NH del grupo indol del Trp 177, con un angulo de 165 ° y una distancia O-N de 3,0 A,
identificado en la estructura mas representativa y una interaccion n-n entre el core A-oxido con
Trp 177, junto con una interaccion electrostatica (m-cation) con Trp 67 (Figura 34). En particular,

se ha observado que este Ultimo residuo seria crucial para la actividad enzimatica [137].

En cuanto a los resultados obtenidos para la interaccion de C17 con FACLI, se ve un
posicionamiento mas cercano a la diada catalitica con respecto al dockingmolecular. Se observa
una movilidad mayor para este compuesto durante la MD que en promedio adopta una orientacion
diferente en comparacion con FHCL3, por lo que los grupos éster y fenilo en Rl y R2 se posicionan
cerca de la diada catalitica y no la tiosemicarbazona. Se producen interacciones hidréfobicas
entre el compuesto y Val 137, ubicada cerca del bolsillo S2, ademas de contactos hidrofdbicos y
enlaces de hidrogeno con residuos que pertenecen al bolsillo oxianionico: Gln 19 (entre el oxigeno
del carbonilo del backbone y el NH de la tiosemicarbazona angulo: 130 ° y distancia: 2,85 &) y Trp
177 (O de N-éxido y NH del backbone, angulo: 148 ° y distancia: 2,97 &) (Figura 34), sitio en donde

se estabiliza el estado de transicion [175]

Estos resultados sugieren que la oclusion del bolsillo oxianionico observada en ambos

casos dificultaria el posicionamiento adecuado del sustrato para la catélisis. Es de destacar que
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las interacciones de n-n que se producen entre las secciones hidrofobicas del compuesto con
cada enzima contribuyen significativamente en la union y estan presentes en el caso de los

compuestos con mejores porcentajes de inhibicion.

Por otra parte, si analizamos la red de enlaces de hidrogeno intramolecular en la proteina
tras su union al compuesto, aparecen cambios en los aminoacidos que forman parte de los
subsitios 0 sus inmediaciones en presencia de C17 en ambas enzimas. Muchos enlaces de
hidrogeno cambian su ocurrencia en presencia del compuesto, para FACL3 esto se ve
particularmente en los residuos alrededor de los bolsillos del sitio activo (Figura 35). En FACL],
la configuracion del /logp1 rico en glicinas (residuos 52-67) que bordea el bolsillo S3 se modifica
considerablemente, aunque C17 no hace contacto directamente con esta region. Estos cambios en
la estructura de las proteinas evidencian modificaciones conformacionales inducidas por la

presencia del compuesto,
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Figura 34.- Sitios de interaccion de C17 con ambas enzimas en los complejos

representativos de mayor peso extraidos de las MD. Al centro se representa la estructura del cluster

de mayor peso para FACL1 (azul) y para FHCL3 (naranja) en representacion new cartoon, superpuesta a la
estructura del complejo en el clustermas poblado del docking (violeta). Arriba se muestran acercamientos
a la region de interaccion de C17 con cada enzima, representando en /ines los residuos con los que C17
interacciona y en ball and sticks su estructura, con los atomos de C coloreados en azul o naranja segin
corresponda a la interaccion con F#CL1 o con FACL3. Las interacciones se evidencian con los siguientes
colores: enlaces de hidrégeno en verde; interacciones hidrofdbicas en rosa; m-azufre en amarillo y -
cation en anaranjado. El panel inferior muestra el acercamiento desde un punto de observacion rotado 90°

hacia la izquierda.
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Figura 35.- Variacion de la red de enlaces de hidrégeno (EdH) en presencia y ausencia de
C17 unido a FACLI (arriba, en celeste) y FACL3 (abajo, en naranja). Los residuos involucrados en los
EdH se representan en ball and sticks, coloreados por A%Occ (variacion en ocupacion de EdH calculada
con la formula A%Occ = %0ccqe_cn—%0ccqc) mientras la diada catalitica Cys-His esta coloreada por
atomo y C17 se representa en sticks. Los EdH se representan por lineas discontinuas verdes.
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2.5 Estudio de selectividad de los mejores inhibidores con respecto a
Catepsina-L humana

Los ensayos de selectividad con catepsina L humana (HsCL) fueron realizados a
concentracion fija, utilizando la concentracion del screeining inicial evaluando los mejores
inhibidores de las enzimas parasitarias. Se obtuvo el ICs, para el compuesto lider C17, con un valor
de 13 uM, que es mayor al observado para las catepsinas de £ hepatica, Esto representa un indice
de selectividad para FACL1 cercano a 10 (Figura 36). Ademas, los compuestos evaluados
presentaron inhibicion de la enzima humana menor al 40%, a excepcion de C23 que alcanzo cerca
de un 60% (Figura 36). Si bien era esperable que los compuestos inhiban la 4sCL, dada la similitud
estructural con las enzimas del parasito, lo hacen con menor eficiencia. Por consiguiente, las
concentraciones de compuesto necesarias para alcanzar el efecto antiparasitario serian

menores, lo que minimizaria los efectos off-target no deseados.

HCL FACL1  FHCL3

Comp. (I0UM) o 1 winh.  %inh. 100
C7 41 90 61 = a0
C17 37 98 86 £
c18 25 55 61 c 60 1
C19 0 54 B T Lo
c23 57 97 79 3 - HsCLCI
E 20 - -+ FHCL1C17
HCL ACL ACL3 S *- FRCL3C1T
[] L] L] L] |
ICso C17 (UM) 13 14 49 1 yJ 3 4 5
log[Ilnh]. nM

indice de selectividad 93 2,6

Figura36.- Ensayos de selectividad con Catepsina L humana (A4sCL). A la izquierda se
observa el porcentaje de inhibicion a dosis fija 10 My 30 minutos de incubacion. Abajo se observa el ICs
de C17, calculado para las enzimas de F hepaticay la catepsina L humana. A la derecha se muestra el
grafico concentracion-respuesta para C17 en ambas enzimas, empleando el desvio estandar para cada
punto como valor para el error.

Si comparamos la configuracion de los sub-sitios de las tres enzimas, hay muchos
residuos que difieren entre ellas, particularmente en los bolsillos que forman parte de S2 y S3
(Tabla 3), que podrian explicar las diferencias observadas en la inhibicion. Muchos residuos
involucrados en las interacciones entre F#CL3 y C17 (64, 67, 157 y 160), varian entre las enzimas
y principalmente si comparamos la catepsina humana con las de £ hepatica. Ademas, el residuo
205 ubicado en la parte inferior de S2 es Ala para HsCL, mientras que es Val y Leu en las

catepsinas de Fasciola, lo que hace que este sub-sitio sea mas profundo en la enzima humana
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que en las analogas del parasito. El residuo 205 ha mostrado ser determinante en la especificidad
de la catepsina L y Khumanas para sustratos peptidicos cortos y moléculas pequefias inhibidoras
[50][98]. En cuanto a AACLY, aunque la configuracion del oxianion se conserva entre las tres
enzimas, los otros residuos que interactan con FACLI son variables en HsCL. Mientras que A#CL1
tiene Val en el residuo 137 y Met en los residuos 142 y 143, HsCL tiene Gly, Leu y Phe,
respectivamente (Tabla 5).

Tabla 3.- Analisis comparativo de los residuos de las enzimas de £ hepaticay HsCL (cédigo
PDB: IMHW) que interacttan con el compuesto C17 (en naranja los residuos que interaccionan con FACL3
y en azul con FACLI). Los residuos se numeran de acuerdo con la papaina (codigo PDB: 9PAP) como

aparecen en la Figura 12 en la Introduccion y el nimero correspondiente a cada enzima se muestra en los
superindices. Se indican los residuos pertenecientes a los sub-sitios.

Enzima S3 S2/S3 S2

Papaina# 61 64 66 67 137 142 143 157 160 205

FHCLI Asn®  Gly*"  Gly* | Leu™ Val® Met“  Met™ | Val® Ala® Leu™
AcL3 | His% Gy Gy | Trp® | Ala® Tyr“  Met’ | Thrd Ala®  Val2®
HsCL Glu®  Asn®  Gly*® | Leu® Gly®? Leu  Phe™ | Met® Gly*  Ala®
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5.6 Estudio de la capacidad inhibitoria de hibridos flavonoide-

quinoxalina

5.6.1 Evaluacion /n vitroe in silico de la inhibicion de FACL1 y F/CL3

Gracias a la gentileza de la Dra. Pérez-Silanes fue posible evaluar 25 compuestos que
conjugan en una misma estructura el heterociclo quinoxalina y un anillo aromatico unidos
mediante una cetona a,f insaturada como es caracteristico en las chalconas (HI-H25, Tabla 4).
Dentro de estos 25 compuestos, 20 posen un core de 1,4-di- A-oxido de quinoxalina (H1-H20, Tabla
4) y 5 derivados presentan el sistema quinoxalina reducido (H21-H25, Tabla 4). Hallamos 4
compuestos que inhiben ambas enzimas por encima del 50% (H4, H13, Hl4 y H17) pero de los 25
derivados evaluados, 24 mostraron ser mejores inhibidores para FACL3 con respecto a A/CL1
(Figura 37 y Tabla 4). Esto es interesante, ya que nuestros resultados previos mostraron una
tendencia inversa para chalconas, flavonas, flavanonas, quinoxalinas, y varios otros compuestos

con diversidad quimica, que inhibieron en mayor medida a ~#CL1 [110][127][176].

100+ I FhCL1
[ FhCL3

80

60 -

% Inhibicion

il

20
012345617 8910M12131415161718192021 22232425
#Conpuesto

Figura 37.- Screening de compuestos flavonoide-quinoxalina como inhibidores de AACLI
y FICL3 evaluados a 10 uM. En negro se muestra el porcentaje de inhibicion correspondiente a
cada compuesto para FCL1 y en gris el porcentaje correspondiente a FACL3. La linea punteada
determina el 50% de inhibicion.

0
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Tabla 4.- Porcentaje de inhibicion para hibridos derivados de flavonoides y quinoxalinas.

0
A
Ry NIR1
R,; C iN/ R,
/
0

Compuesto Ri R2 R3 R4 FHCL1 FICL3

HI y -CH;  -H -H 20 32
%z,)k/\@

H2 g -CH -CH -H 30 55
%)‘\/\Q

H3 0 . -CH -H -H 25 35
Yy N ~
)‘\/\@U
/D |

H4 0 . -CHs -CH, -H 78 94
Yy N ~
)‘\/\C{U
/0 |

H5 0 . -CH -CH; -CH 4 68
Yy N ~
)‘\/\@U
/U l

Hé 0 . -CH  -F -H 10 28
Yy N ~
)‘\/\C{U
/U |

H7 g P . -CH  -H -H 22 25
%7«)‘\/\©:D>

H8 0 cl -CH -CH; -CH 32 93

R
\
\
o /O

\D
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Compuest R R2 R3 R4 FHCL1 FICL3
0
H21 ( -CHs -Chs -Chs 8 16
TICC
H22 0 -CH  -CH -H 7 9
TICC
H23 d ~Chs -H -H 38 58
TICC
H24 0 -CH,  -OCHs -H 1 5

H25 0 -CHs -F -H 14 4
..az >
W@

Para aproximarnos al modo de interaccion de esta nueva serie de compuestos se realizo

docking molecular con la misma metodologia empleada para la serie de 1,4-di-A-Oxidos de
quinoxalinas. Al analizar los resultados para FACL1 se obtuvieron diversos sitios de union y
algunos de ellos muy lejanos al sitio activo. Para FACL3, se observa un sitio preferencial de union
para esta serie de hibridos (Figura 38), lo que podria explicar que en general los compuestos de

esta serie ofrecieron un mayor porcentaje de inhibicion para dicha enzima.
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Figura 38.- Sitios de union obtenidos por docking ligando-proteina. Las enzimas estan
representadas en New Cartoon (FAICL] en azul y FHICL3 en naranja) mientras que los clusters mas
representativos para cada compuesto estan representados en /ines En ambos casos se observa una
distribucion general de clusters proxima a la hendidura catalitica (marcada en rojo) para F/CL1y FHCL3.
No obstante para F#CL1 es posible observar una ubicacion erratica de los compuestos que podria explicar
la tendencia a la menor inhibicion de esta enzima.

Si analizamos los porcentajes de inhibicion obtenidos para los diferentes compuestos, es
posible observar tendencias asociadas a los sustituyentes del corel,4-di- - dxido de quinoxalina.
La sustitucion de metilos en R3 tiene una influencia positiva en la inhibicion de ambas enzimas
cuando se compara Hl con H2, H3 con H4, H9 con HIO, y HI8 con HI9. Sin embargo, cuando
comparamos la sub-familia con la quinoxalina reducida (H21-H25) la presencia de metilo en R3
en el heterociclo de quinoxalina no oxidado (H23 y H22) ofrece un comportamiento opuesto, siendo
H23 el unico derivado con moderada actividad de la sub-familia (Figura 37 y Tabla 4). Al observar
el sitio en el que se ubica H22 al interaccionar con FACL3 en el docking molecular, el metilo en
R3 establece interacciones con la enzima que anclan al compuesto en una posicion que no
obstaculiza a la diada catalitica, mientras que en H23 la ausencia del mismo favorece una

ubicacion que abarca a la diada y alcanza el bolsillo oxianionico (Figura 39).
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Figura 39.- Sitios de union obtenidos mediante docking molecular para H22 y H23 con
FHCL3. En ball and sticks se representan los compuestos; mientras que los residuos que interaccionan en
sticks. En lineas punteadas en rosado las interacciones hidrofobicas de tipo m-m y en amarillo
interacciones mt-azufre.

La inclusion de un metilo en R4 provoca un marcado descenso en la inhibicion de A#CL1
cuando comparamos H4 con H5 y Hl4 con HIS. Este comportamiento no se observa cuando
analizamos la subfamilia H8-H13, caracterizada por una extension del sistema o, insaturado
como espaciador entre el heterociclo quinoxalina y un fenilo trisustituido por metoxilos. En este
caso se observa una tendencia al aumento de la inhibicion a medida que aumenta la sustitucion
por metilos en las posiciones de R2 a R4 para FACL3, sin modificar la actividad considerablemente
en FHCL1 lo que se puede observar comparando los porcentajes de inhibicion de H8, H? y HIO.
Como se observa en la Figura 40 se aprecia una interaccion cercana con los Trp 177 y 181
presentes en el bolsillo oxianionico de F#CL3 y potenciales enlaces de hidrdgeno con el loop 1,
en el que se encuentran glicinas ampliamente conservadas en estas catepsinas [50]. El
compuesto que presenta mayor inhibicion (H8), con metilos en R2, R3 y R4, se posiciona de
manera diferencial a H? y HI0. Se puede observar que en este caso el fenilo interacciona con el

sub-sitio S2 mientras el anillo quinoxalina bloguea el bolsillo oxianidnico.
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Figura 40.- Sitios de union obtenidos mediante docking molecular para los compuestos
H8, H? y HIO0, con FACL3.Arriba representada en new cartoon y en color naranja se observa la enzima,
con la diada catalitica en CPK y los compuestos en ball and sticks. Los residuos que interaccionan se
presentan en sticks. En lineas punteadas verdes y grises se observan los posibles enlaces de hidrégeno,
en rosado las interacciones hidrofobicas de tipo =-n y en amarillo interacciones n-azufre. Las esferas
huecas que rodean a los atomos en verde indican su exposicion al solvente.

[ GLY66

Los dos compuestos mas activos de la serie, H4 y Hl4, con porcentajes de inhibicion mayores a
75 % en ambas enzimas poseen un metilo en R3. Para H4 la quinoxalina ancla el compuesto a
nivel del bolsillo oxianidnico para FACL3 estableciendo multiples interacciones hidrofobicas con
Trp 177 y posicionando el carbonilo del sistema a,f insaturado con la orientacion y distancia
adecuadas para formar dos enlaces de hidrdgeno con la Cys 25 de la diada catalitica y uno con la
Gln 19 del bolsillo oxianidnico. Si analizamos lo que sucede para H4 con AACL], la interaccion de

mayor relevancia observada son los enlaces de hidrogeno entre la Cys 25 y el metoxilo y otros

Pagina 921128



enlaces de hidrogeno que se forman por un posicionamiento de la quinoxalina hacia las
profundidades del S2. Este cambio en la orientacion relativa de la quinoxalina interaccionando
con el bolsillo oxianionico (hacia afuera de la hendidura) provoca un mayor porcentaje de
inhibicion, algo que también observamos para los compuestos H8, H9 y HI10 con FACL3 (Figura 40)
y para el compuesto C17 de la serie de 1,4 Di-A-dxidos de quinoxalinas que inhibid un 98% a F#CL1
y 86% a FHCL3 (Figura 34).

Es interesante notar que cuando se adiciona un metilo en R4 (H4 y H5, Hl4 y HI5) la actividad en
FHCL1 se vuelve despreciable. Si comparamos estos ultimos en la Figura 41, se observa un cambio
en el sitio de union para H15, en donde el core quinoxalina queda mas expuesto al disolvente y el
compuesto solo interacciona con S2 dejando expuesta la diada catalitica. En cuanto al modo de
interaccion de Hl4, es interesante destacar que el doble enlace del sistema o, insaturado se
posiciona muy préximo a la cisteina de la diada catalitica (a menos de 4 A) favorecido por enlaces

de hidrogeno, lo que podria propiciar un ataque nucleofilico.

La adicion de grupos +M, -1 como metoxilo o haldgenos en la posicion 7 del anillo de
quinoxalina (R3) provocan una disminucion en la actividad. Esta afirmacion se puede extraer
observando los porcentajes de inhibicion de H3 y H6, H14, H16 y HI7 y H23 y H24 (principalmente
para FACL1). Esta tendencia no se observa en la subfamilia de compuestos con el sistema =
extendido (H8-H13). Aqui, la adicion de F o Cl en R3 aumentan la actividad (comparar HI0 con H12
y HI3) y la sustitucion con metoxilo disminuye la inhibicion en ambas enzimas (HI0 y H11). En este
caso no se evidencid una correlacion directa entre los sitios y los modos de interaccion
observados en el docking, probablemente debido a las limitaciones que tiene este modelo en

cuestiones electronicas.
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Figura 41.- Sitios de union obtenidos mediante docking molecular para los compuestos
con ambas enzimas. En ball and sticks se representan los compuestos mientras que los residuos que
interaccionan se presentan en sticks. Las lineas punteadas verdes y grises predicen posibles enlaces de
hidrégeno, en rosado las interacciones hidrofobicas de tipo 7t~ y en amarillo interacciones mt-azufre. En
linea continua verde se indica la distancia entre el azufre de la Cys 25 y los carbonos del sistema a3
insaturado.
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Todos los compuestos hibridos que poseen el heterociclo no oxidado de quinoxalina como
anillo A de la estructura chalcona (H21-H25) constituyen la familia menos activa de la serie,
mostrando el rol farmacoforico del nucleo de 1,4-di-A-oxido de quinoxalina. A nivel de docking
este comportamiento se explica en parte por la pérdida de interacciones debido a la ausencia del
MN-6xido, principalmente de enlaces de hidrdgeno, lo que se puede ver claramente cuando
comparamos para FACL3 HI7 con H25 (Figura 42). No se observa este comportamiento si se
analizan los porcentajes de inhibicion de HI8 y H23 pero las diferencias en las actividades entre
los dos derivados son mucho mas atenuadas y ademas H23 resulto ser el Gnico compuesto con
actividad moderada en su familia (Tabla 4). Al comparar con H25 es posible observar que dicho
compuesto interacciona diferente con FACL3 (Figura 42), mostrando una ubicacion similar a la
serie N-oxidada e interaccionando con Trp 177 del bolsillo oxianionico, el Trp 67 del sub-sitio S2

y la diada catalitica (Figura 42),
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Figura 42.- Sitios de union obtenidos mediante docking molecular para los compuestos
H17, H23 y H25 con FACLS3. En ball and sticks se representa el compuesto mientras que los residuos que
interaccionan se presentan en sticks. En lineas punteadas verdes y grises se observan los enlaces de
hidrdgeno, en rosado las interacciones hidrofdbicas de tipo 7t~ y en amarillo interacciones mt-azufre.
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El andlisis de esta serie de compuestos nos permite también analizar el rol farmacofdrico
del core 1,4-di-M-6xido de quinoxalina y comparar como influye el cambio bioisostérico
naftaleno-quinoxalina en la actividad de estructuras tipo chalcona (Tabla 5). Los compuestos HI8
y HI9 presentan similitud estructural con compuestos Ait previamente identificados por
nosotros[127], ambos son chalconas con un naftilo como anillo A Mantienen o aumentan la
actividad frente a FACL3 con respecto a los compuestos padre y disminuyen la actividad en FACL],

caracteristica tipica como ya se discutio de la serie hibrida quinoxalina-chalcona.

Si analizamos los sitios en los que se ubican los flavonoides con la aromaticidad extendida
previamente evaluados en mi tesina y los hibridos flavonoide-quinoxalina (Tabla 5), es
interesante observar que el posicionamiento modelado por docking en ambas enzimas varia en
correlacion con la inhibicion observada (Figura 43). Para FACL1 se observa un sitio de union
similar para los flavonoides que presentaron mayor inhibicion C31 y C34 que coincide con el de
los mejores compuestos de la serie hibrida H4 y Hl4 (Figura 43). Los mismos se posicionan de
forma extendida a lo largo de la hendidura del sitio activo centrados en la diada catalitica y
contactando residuos del bolsillo oxianionico y del S2. En cambio, los compuestos con menor
actividad inhibitoria (H18, H19, H22 y H23), se posicionan en dos sitios mas alejados de la diada
Cys-His, Por su parte, en F/CL3 se evidencian correlaciones similares, donde los compuestos con
menor porcentaje de inhibicion, C31 y H22 se colocan en sitios alejados de la diada catalitica,
mientras los derivados mas activos se alojan en la hendidura de forma semejante a lo observado
para FHCLY. Es interesante notar que los flavonoides se posicionan desde la diada catalitica hacia
el bolsillo oxianionico mientras los hibridos que mostraron buena inhibicion se ubican ademas
abarcando parte del S3 (interaccionando con el /ogp 3 rico en glicinas) y del S2 que esta préximo
a la His159.
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Tabla 5.- Algunas de las chalconas con aromaticidad extendida por naftaleno previamente
evaluadas en ambos blancos moleculares en comparativa con quinoxalinas como bioisdsteros.

Compuesto Estructura % Inh. FACL1  %Inh. AACL3

C31* O ‘ 63 41
~
w LD 2

C34*
JT U
w AT

0
T
|
N‘}
X
H2 /@ 30 55
N7 ~
boob
(O)n
HI9 b nsl 27 70
Joo U
N"/ ~
H22 b n0 1 9

HI8 n=1 23 64

O)n
L
A
L0
H23 f n=0 38 58

(O)n 0

*Chalconas descritas previamente como inhibidores de FACL1y FACL3[127]
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B c: c31
B 2 HI8
B H9 H22

Ha [ H4

Figura 43.- Superposicion de las poses principales obtenidas por docking molecular para
los compuestos presentes en la Tabla 5 con ambas enzimas. En line ribbon se representan FACLI
(azul) y FHCL3 (naranja). En ball and sticks se representan dos compuestos pertenecientes a la serie de
flavonoides con aromaticidad extendida evaluados en mi tesina (C31 y C34), En sticks se representan
compuestos hibridos de la Tabla 5, en diferentes colores y se incluyen H4 y Hl4 que son los mas activos
de la serie. En scaled ball and sticks se muestra la diada catalitica Cys 25 e His 159.
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5.6.2 Evaluacion /n vitro de la capacidad fasciolicida de los mejores inhibidores

Se evaluaron en JRD unicamente H4 y HI2. Para los dos compuestos se observo una
marcada disminucion de la motilidad incluso antes de las 16 horas de exposicion a ambos
derivados. En cuanto al fenotipo observado en los JRD en presencia de estos compuestos, ya a
las 24 hrs fue posible evidenciar un cambio en los mismos, con un aspecto alargado, opaco y con
la integridad del tegumento visiblemente afectada para H4. Este fenotipo es diferente a los
observados en los otros compuestos evaluados, sugiriendo que ademas de la inhibicion de las
catepsinas podria haber otros mecanismos involucrados. En el caso de HI2 los JRD quedan
inmdviles y con una forma redondeada sin alteraciones visibles en el tegumento, con cierta

opacidad en su interior que aparece luego de las 24 hrs de incubacion Figura 44.

Figura 44.- Ensayo /n vitrode incubacion de H4 y H12 con JRD. Ctrl: controles negativos con
1% de DMSO. Los tratados con H4 se muestran a diferente aumento para visualizar la opacidad de los JRD.
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5.6.3 Estudio de selectividad y citotoxicidad de los mejores inhibidores

Se ensayaron cuatro derivados hibridos elegidos por sus porcentajes de inhibicion a
concentracion fija: H4, H12, HI3 y HI5. A pasar de la similitud estructural que poseen estas enzimas
es de destacar que ninguno de los compuestos evaluados logro inhibicion a 10 uM de la catepsina
L humana, lo que se traduce en altos indices de selectividad. Seria algo interesante a investigar

en futuros estudios /n silico

Se realizaron ensayos de citotoxicidad utilizando espermatozoides bovinos y células
HepG2 empleando la misma metodologia que en los experimentos anteriores. Cuando empleamos
el modelo de citotoxicidad utilizando espermatozoides bovinos no se registra citotoxicidad a los
tiempos evaluados para ninguno de los compuestos (Tabla 6). Sin embargo, en células HepG2 los
derivados ofrecieron un ICs; menor que el TBZ lo que indica una toxicidad moderada. Esto
demuestra la necesidad de evaluar estos compuestos en otros modelos bioldgicos de
citotoxicidad y determinar dosis letal 50. A pesar de que los resultados en HepG2 sugieren una
ventana terapéutica acotada, su posible uso como farmacos dependera de la dosis necesaria para
observar eficacia /n vivo. Dada su buena actividad se podria evaluar realizar modificaciones en

su estructura para disminuir la toxicidad.

Tabla 6.- Resultados de citotoxicidad para HepG2 y espermatozoides bovinos.

ICso HepG2 %Motilidad relativa en %Motilidad relativa en
Compuesto espermatozoides espermatozoides
M (50 uM) 30 min (50 uM) 60 min
H4 4 826 8447
Hi2 8 854 87+15
HI3 13 97411 87+16
HI5 10 10110 97412
TBZ 32 88+1 8111
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5.7 Evaluacion de distintas condiciones para la cristalizacion de

FICL3 en complejo con un inhibidor

Estos experimentos se realizaron durante una pasantia en /nstitute de Biologie et chimie
des Protéines, dentro de la unidad Molecular Microbiology and Structural Biochemistry. Se
probaron diferentes condiciones para promover la cristalizacion de la enzima, con la limitante de
que la cantidad de enzima producida por las levaduras es baja. Se evidencid la presencia de
cristales en algunas de las condiciones empleadas, destacandose tres condiciones presentes en
el kit AmS04®, dos de ellas consisten en amortiguador Tris pH 8.5 0,1 M con (NH;*);S04 a My 1.5
M, glicerol 15% (Figura 45) y una tercera es un tanto diferente ya que el amortiguador es Bicina a
pH 9y 0.8 M de (NH.*);S0.. Algo que sorprendio es el pH basico en estas condiciones, ya que en
reportes previos de cristalizacion de catepsinas se habian observado condiciones en las que
primaba un pH cercano a la neutralidad o acido. Ademas, se observaron cristales en una condicion
similar a 4 en otro kit (Figura 45), en la que solo cambia levemente el porcentaje de glicerol. Se
enviaron los cristales obtenidos a analizar al sincrotron y pudo constatarse que en todos los
casos se trataba de sal. En cuanto al screening de condiciones para el complejo enzima-chalcona
no se han obtenido cristales en ninguno de los casos. Creemos que una de las limitantes en estos
experimentos fue la concentracion de enzima empleada, por lo que nos planteamos como

perspectiva utilizar otros sistemas de expresion para obtener mayor cantidad de proteina.

Condicion Composicion Kit 2
1 Tris 01 M pH 8.5 AmS0.® —_— 338374m
(NH):S0.a 1M
2 Tris 0.1MpH8.5
(NH')2S0.a15 M = \
Glicerol 15% A & AT
3 Bicina0.1MpH9 L
(NH'4).S0:,a 0.8 M \ :
4 Tris 0.1MpH8.5 3
(NH*4)2S0,a15 M Crystal Screen®
FSlicerol 12% 222 615 pm
5 Tris 0.1MpH8.5
MgCl; 0.2 M
1,6-Hexanediol 3.4 M

6 (NH4)S0:2 0.2 M
PEG 3350 20%

Figura 45.- Condiciones de cristalizacion evaluadas en las que aparecieron cristales y
fotos de los cristales obtenidos.
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6. Consideraciones finales y conclusiones




En esta tesis, que surgid como continuacion de mi trabajo final de carrera de la
Licenciatura en Bioquimica, se abordd el estudio de Fasciola hepatica, un trematodo cuya
patologia asociada es la fascioliasis, desde una dptica multidisciplinaria con el objetivo de
contribuir al desarrollo de nuevos farmacos para el control de esta parasitosis, tanto en humanos

como en el ganado.

Esta linea de investigacion permitio identificar por primera vez varias familias de
compuestos inhibidores de dos catepsinas tipo L, que por su rol esencial en el desarrollo y
supervivencia de Fasciola hepatica constituyen interesantes blancos moleculares, FACL1y FACL3.
En mi tesina de grado se describio una familia de flavonoides con aromaticidad extendida que
ofrecieron buenos porcentajes de inhibicion de estas enzimas y actividad fasciolicida /n vitrolo
gue motivo a continuar estudiandolos. Se han realizado ensayos ex vivo para evaluar capacidad
de los JRD de migrar a través del duodeno e /n vivo con modelos de ratones infectados con
Fasciola hepatica, que han confirmado la eficacia de estos compuestos para disminuir la
capacidad de invasion por parte de los JRD [127] asi como promover una reduccion significativa

de la infeccion y el dafio hepatico (ver Anexo, Figura 1).

Ademas de esta familia de compuestos, en nuestros resultados previos observamos una
inhibicion interesante de las enzimas por parte de derivados de 1,4-di-A-6xido de quinoxalina.
Por tanto, decidimos ampliar esta serie de compuestos para estudiar nuevos inhibidores y los
patrones moleculares asociados a la actividad inhibitoria. Esto nos llevo a identificar en este
trabajo once derivados de quinoxalina con un porcentaje de inhibicion igual o mayor a 50% para
al menos una de las enzimas y tres de ellos con una inhibicion superior al 80% para los dos
blancos moleculares evaluados (Figura 18 y Tabla 1). Describimos comportamientos diferenciales
en cuanto a reversibilidad y cinética de union, y caracterizamos mediante modelado
computacional caracteristicas estructurales de la interaccion entre las catepsinas y los
compuestos inhibidores. Estudiamos, /in vitro e in silico la contribucion de diferentes
sustituyentes del core1,4-di-\-6xido de quinoxalina a la estructura farmacofdrica. La presencia
de un grupo hidrolizable en R1y de un fenilo en R2 contribuye de forma positiva a la inhibicion de
ambas enzimas, mientras en R3 los sustituyentes de tipo semicarbazona, tiosemicarbazona o
alilaminas también favorecen la inhibicion principalmente para FACL3 (Figura 20) [176]. Se evalud
ademds una segunda serie de veinticinco compuestos de tipo flavonoide-quinoxalina, para

estudiar el efecto de conjugar en una misma estructura hibrida los mejores agrupamientos
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quimicos identificados hasta el momento como buenos inhibidores de catepsinas. Asi, se
encontraron catorce derivados con inhibicion superior al 50% en al menos una de las enzimas, y
dos de ellos con inhibicion de ambas catepsinas mayor al 75% (Figura 37 y Tabla 4). En esta serie
de compuestos se observa la relevancia para la inhibicion del heterociclo quinoxalina dioxidado.
Ademas, explicamos mediante docking molecular como las sustituciones en las posiciones R2-
R4 modulan la actividad enzimatica de forma dependiente de la orientacion e interaccion con
diferentes residuos en la hendidura catalitica de las enzimas. En la evaluacion de la serie hibrida,
se encuentra por primera vez que compuestos de una misma familia son mejores inhibidores de
FHCL3, con respecto a F/CLIL. Se realizaron estudios de docking molecular buscando explicar
estas diferencias en base a la interaccion enzima-ligando. Nuestros andlisis muestran que los
compuestos en general se ubican en las proximidades de la hendidura catalitica, pero los
resultados para A#CL1 arrojan diversos sitios de union, algunos de ellos muy lejanos al sitio
activo. En cambio, para FHCL3, se observa un sitio de union preferencial, lo que podria explicar la
tendencia de esta serie de compuestos de inhibir mejor esta enzima (Figura 38). Este resultado
nos alienta a profundizar en este tipo de estructuras buscando potenciales farmacos con

actividad bioldgica sobre el estadio juvenil del parasito.

Las correlaciones entre el porcentaje de inhibicion obtenido experimentalmente para las
enzimas y la interaccion modelada por docking molecular sugiere que las moléculas que se
ubican ocluyendo el bolsillo oxiandnico y la diada catalitica son mejores inhibidoras que aquellas
que interaccionan con ésta, pero se extienden hacia el bolsillo S2. Se analizaron mediante
simulaciones de MD, los complejos formados con ambas enzimas para los compuestos C7, C17,
C18 y C21. Comparando los sitios obtenidos en estos resultados con los del docking molecular, es
posible destacar que este Ultimo logra describir de manera acertada el modo de union para estos
compuestos. En particular, para el sitio obtenido por MD y docking molecular para C17 que es
nuestro mejor compuesto, lo que es un indicador de su mayor inhibicion con respecto a los demas
derivados de la serie. Como perspectiva seria interesante ampliar los estudios computacionales
realizando simulaciones moleculares para confirmar las observaciones del docking en la serie
de compuestos hibridos, asi como estudios /in vitro que permitan obtener mas informacion sobre

el modo de inhibicion de estos derivados con ambas enzimas.

Por otro lado, los estudios de selectividad de la inhibicion con respecto a una enzima

homoéloga, la catepsina L humana, mostraron que los derivados de 1,4-di- A-6xido de quinoxalinas
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de la primera serie inhiben a las enzimas parasitarias a concentraciones mas bajas que la
humana, mientras que los compuestos hibridos no la inhiben a la concentracion usada en el
screening. Si bien la diada catalitica y varios residuos del sitio activo y el bolsillo oxianionico se
encuentran conservados en las catepsinas, los compuestos contactan otros residuos en la
hendidura catalitica y sus alrededores, que son variables entre los diferentes miembros de la
familia de las catepsinas. En este sentido, los compuestos evaluados poseen buenos indices de
selectividad, mostrando que es posible desarrollar inhibidores selectivos con respecto a las

enzimas del hospedero.

De los mejores inhibidores caracterizados identificamos siete nuevos compuestos con
buena actividad fasciolicida. Dentro de ellos, tres derivados C17, H4 y HI2 mataron /n vitro al
parasito juvenil antes de las 24 horas. De los inhibidores de la primera serie, solo los que
comparten un sustituyente fenilo en R2 mostraron actividad bioldgica /in vitro sobre el estadio
juvenil. En cuanto a los hibridos, los dos derivados evaluados mostraron excelente actividad
fasciolicida, similar al compuesto C17 de la primera serie. Seria interesante evaluar los otros
compuestos hibridos que resultaron buenos inhibidores de las enzimas. Es interesante mencionar
que se encontraron diferentes fenotipos en los parasitos afectados, como la presencia de
precipitados marrones en el interior de los JRD tratados con C17, C19 y C24 (Figura 23), y la
opacidad en presencia de H4 y HI2 (Figura 44). Esto sugiere que los parasitos estan siendo
afectados mediante diferentes mecanismos, lo que nos motivo a investigar cual es el posible rol
de las catepsinas en la aparicion de estos fenotipos. La apariencia de los precipitados sugiere
que podrian estar formados por complejos metdlicos. En este sentido, se encontrd en la
bibliografia un vinculo entre la acumulacion de cobre y la inhibicion de catepsinas endo-
lisosomales en mamiferos [168], lo que llevo a plantearnos las siguientes preguntas. ;Qué sucede
con las catepsinas presentes en los endo-lisosomas? jEstan nuestros compuestos inhibiendo a

estas enzimas?

Dado a que no fue posible ajustar las condiciones del ensayo /n vitrocon el estadio adulto,
nos planteamos como perspectiva optimizar las condiciones de cultivo de los parasitos
colectados en el frigorifico para también poder evaluar los compuestos sobre este estadio. De
nuestra experiencia se desprende que se deberia cultivar un Gnico adulto por pocillo para evitar
que la muerte de uno afecte la del otro y emplear agar sangre para estudiar si la sobrevida mejora

con la adherencia a un sustrato mas similar al natural. Los gusanos utilizan su ventosa oral para
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adherirse a las paredes del pocillo 0 a si mismos, y estan también adheridos a los canaliculos
hepaticos dificultando su extraccion durante la colecta, por lo que promover la mejora de la

interaccion con el sustrato podria incrementar su tiempo de sobrevida en cultivo.

La evaluacion de citotoxicidad /n vitro se realizd con dos modelos, utilizando células
HepG2 y espermatozoides bovinos, los que mostraron resultados complementarios. Si bien los
inhibidores evaluados mostraron moderada citotoxicidad en la linea celular HepG2, esta es
comparable a la del farmaco de referencia TBZ Ninguno de los compuestos mostro ser toxico
para los espermatozoides en las condiciones ensayadas (Figura 36 y Tabla 6). Nos planteamos

profundizar en este aspecto realizando estudios de toxicidad /n vivo.

Como perspectiva final nos proponemos estudiar eficacia /n viva En este sentido,
disponemos de un modelo murino de fascioliasis que ya empleamos con éxito para evaluar uno
de nuestros flavonoides. Asimismo, para poder continuar con ensayos /n vivo con animales de
produccion, es necesario avanzar en el desarrollo preclinico y contemplar las propiedades ADME-
Tox de los compuestos. Nuestros resultados sugieren que las moléculas evaluadas son
prometedoras, alentandonos a profundizar su estudio para contribuir al desarrollo de nuevos

farmacos para el control de la fascioliasis.
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8. Anexo

Andlisis de Componentes Principales (ACP)

Para obtener las estructuras de los 40 flavonoides (Tabla 1) previamente
evaluados en mi tesina de grado[110] se llevo a cabo la optimizacion de geometria en
solucion acuosa sin restricciones usando el funcional range-separated hibrido wB97X-
D[2] que incluye dispersion electronica -requerida para describir interacciones con
sistemas aromaticos- con una grilla de integracion ultrafina, el conjunto de base 6-
31G(d,p)[3] y el modelo continuo IEF-PCM[4] usando cavidades ajustadas a la forma
molecular, construidas a partir de radios atomicos de Bondi[5]. La naturaleza de las
estructuras obtenidas como minimos representantes de especies estables se evalud
verificando que todos los valores propios de la matriz Hessiana obtenida al mismo nivel
de calculo fueran positivos. Por otra parte, para la obtencion de algunos descriptores
empleados (IP, EA) fue necesario obtener la energia de cada molécula tras ganar o perder
un electron mediante calculos single point al mismo nivel, en todos los casos utilizando

el programa Gaussian09 [6]. )
Tabla 1.- Estructuras y porcentajes de inhibicion de los 40 flavonoides para ambos blancos

moleculares.

X
\ R
(0]

Cpd. X R % inh. FICL1 % inh. FICL3
Cl H -Ph 338 Lz4
C2 H -Ph-4-Cl 2512 65
c3 H -Ph-4-Br 525 12+14
C4 H -Ph-4-0CH, 48+ 8 45
c5 H -Ph-3,4-di-OCH; 355 27
Cé H -Ph-4-SCH; 89 26 =1
C7 H -Ph-4-NHCOCH; 1434 126
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C10
cn
C12
C13
Cl4
C15
C1é
C17
Ci8
c19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26

OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH

OH
OH
OH
OH
OH

-Ph-4-NH,.HCl
-Ph
-Ph-4-Cl
-Ph-4-Br
-Ph-2-Br
-Ph-4-0CH;
-Ph-3-1,4-0CH;
-Ph-4-SCH;
-Ph-4-NHCOCH;
-Ph-4-N(CH:),
-Ph-4-0Bn
-Ph-3-NO,
-2-pyridinyl
-5-benzofuroxanyl
-2-pyridinyl
-2-furyl
-2-thienyl
-4-furoxanyl

-5-benzodioxolyl

419
16+6
6310
19£2
29+3
489
0£9
61
010
3412
813
266
8 £16
219
547
57+8
525
486
Nx14

226
0x8
233
12£7
337
35
19 £1
321
13 £1
204
16 £1
37 £1
41
26 1
010
410
ES|
14 12
19+6
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0y 0T
L::::;/' /ﬁ(\/ = \\;::;:;
O
Cpd. X Aring -C=0 R % inh. FAICL1 % inh. AHCL3
position

C27 H naphthyl 2 phenyl 653 134
C28 H phenyl - 1-naphthyl 383 395
C29 H phenyl * 1-naphthyl 179 272
C30 H phenyl - 2-naphthyl 622 387
c31 OH phenyl - 2-naphthyl 61+2 415
C32 OH phenyl - 1-naphthyl 426 32+8
C33 1-OH naphthyl 2 2-naphthyl 656 295
C34 2-OH naphthyl 1 1-naphthyl 154 656
C35 2-OH naphthyl 1 2-naphthyl 67+3 Lh 6

Cpd. -RK % inh. AACL1 % inh. FACL3

C36 H oty 8+3
C37 F 0+5 1748
C38 Cl 196 T4
C39 Br 204 06
C40  OMe 513 Bl

Los descriptores calculados para los compuestos (Tabla 2) fueron el potencial de
ionizacion (IP), afinidad electronica (EA), dureza (n), electrofilia (), nucleofilia (S), momento

dipolar (D) y polarizabilidad (Pol), area (A), area topoldgica polar accesible al solvente (TPSA),
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volumen (V), LogP (obtenido tedricamente a partir de las estructuras), peso molecular (MW) y las
cargas atomicas para los carbonos a y B del sistema o, insaturado presente en todos los
compuestos obtenidas mediante un andlisis poblacional natural (NPA) de la densidad electronica

empleando el método NBO (A&tural Bond Orbital) de Weinhold.

El potencial de ionizacion corresponde a la minima energia necesaria para quitar un electron a
la molécula. En aproximacion de orden cero se puede calcular a partir de la energia del orbital
de Kohn-Sham (KS) ocupado de mayor energia (HOMQ) y en aproximacion de primer orden, en
forma vertical, a partir de la diferencia entre la energia electronica total de la molécula en el
estado de referencia (para el que se optimizd la estructura) y la que corresponde a la misma
geometria adicionando un electrdn. La afinidad electronica corresponde a la energia liberada al
aceptar el sistema un electron. En aproximacion de orden cero se puede determinar a partir de
la energia del orbital de KS desocupado de menor energia (LUMO). En aproximacion de primer
orden se calcula verticalmente como la diferencia de energia electronica total del sistema tras
sumar un electron y la correspondiente del sistema de referencia (para el que se optimizé la

geometria en el estado fundamental).

Al obtener los descriptores anteriores, en el marco de la teoria identificada como DFT conceptual
0 quimico, es posible obtener una serie de propiedades moleculares globales tales como la dureza
(n), electronegatividad (x, el opuesto del potencial quimico 1), blandura (S) y electrofilia (w) que
ofician como descriptores de reactividad intrinseca general (n, Sy X) y especifica (w) de la

siguiente manera [7]:

n=-(P—EA) y=-p=5(UP+EA) S=— w="5
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Tabla 2- Matriz de partida con todos los descriptores calculados y nhormalizados para los 40 flavonoides a nivel DFT empleando el funcional
hibrido wh97xd, que se encuentra bien parametrizado para sistemas aromaticos como poseen los compuestos de interés, con un conjunto de base 6-31G
(d,p) y agua como solvente, empleando el modelo IEF-PCM y cavidades ajustadas a la forma molecular, construidas con radios de Bondi

Compuesto |[IP (eV) EA (éV) Mom Dipolar (D) |Dureza (V) |Flectroneg. (eV) |Blandura (eV) |Electrofilia (eV)| Volumen T.wJ Area up. T.MJ Polarizability |NPA Calfa (u.a]NPA Cheta (u.a) /mil.ogP TPSA T.ﬂu MW (g/mol) |
1 6,34 -2.38 4,52 436 1,98 2,18 0,45 2,39 2,61 2,32 -0,335 40,13 3.81 1,71 2,08
2 3.41 -2.58 2,22 3.99 1.42 2.00 0,25 2,97 3.23 2,78 -0,35 .13 3,46, 3.55 2.68
3 6,37 0.00 3,63 3.19] 3.19 1.59 159 2,63 2.84 2,63 -0.34 .13 4.62 1.71 2.86
4 6,08 -2.49 4.59 428 1.79 2.14 038 2,68 2.92 2.65 -0,37 .12 3,87 2.63 2.38
5 6,39 -2.44 3.61 4.42 1.98 221 0,44 2,58 2,80 2,52 -0.34 .13 4,49 1,71 242
(1] 5,74 -2.56 9.14 4.15 1.59 2,08 0,30 2,75 2,58 2,77 -0,36 40,13 3,05 4,62 2,51
7 5.75 -2.57 3.26 4.16 1.59 2.08 0,30 2,81 3.03 2,91 -0.335 £0.13 4.23 1,71 2.54
8 8.26 -3.19] 8,99 5.73 2.53 2.86 0.56 2,70 2.92 2,76 -0.36 £.11 3.71 6.86 2.66
9 6,65 -2.51 7.38 4.58 2.07 2,29 0,47 2,34 2,55 222 -0,33 £0.16 2,46 3.00 2.09

10 6,17 -2.51 5,73 4.34 1.83 2.17 0,38 2,46 2.65 247 -0.34 £0.12 3.75 3.713 2.24
11 5.89 -2.43 6,54 4.16 1.73 2.08 0,36 2,74 2,85 2,82 -0,36 .11 3.81 4.65 2,54
12 6,57 -2.56 731 4.56 2,00 2.28 0.44 2,68 2,85 2,69 -0.32 £0.13 4.33 3.77 3,02
13 6,19 -2.89 847 4.54 1.65 2.27 0.30 273 2.93 2,68 -0,32 013 3,69 8.31 2.69
14 6,47 -2.21 6,84 4.34 2,13 2.17 0,52 3.61 3.84 3.64 -0.39 .12 35,40 4.635 3.30
15 5,02 -2.35 10,15 3.68 1.34 1.84 0,24 3.00 3.23 3.35 -0,39 .11 3,85 4,035 2,67
16| 6,00 -2.49 8.56 4.24 1.75 2.12 0,36 3.07 3.26 3.04 -0,335 £0.12 4.82 4.83 3,80
17 6,42 -2.57 3.78 4.49 1.92 2,25 0.41 2,64 2,83 2,66 -0.33 .13 443 3.713 2,58
18 6.74 -2.56 6.73 4.65 2.09 2.33 0.47 239 261 2.01 -0,36 .12 2,29 4.65 2,18
19 5.97 -2.90 8.20 4.43 1.54 2,22 027 2,41 2,60 2,36 -0.32 .15 2,40 5.02 2,25
20 6,41 -2.81 6,57 4.61 1.80 2,31 2,36 2,56 2,49 -0,34 40,15 2,83 3.713 2,30
21 5.97 -2.50 9.76 4.23 1,74 2.12 2,81 3.02 2,93 -0.335 .12 2,99 6.64 2.67
22 5,63 -2.74 5,09 419 1.45 2,09 2,88 3.07 3.07 -0,335 40,12 4,18 3.713 2,70
23 -2.44 0.25 3.87 -1.34 -1.10 -0.67 2,69 2,88 2,78 -0,33 .13 4.56 3.713 3,02
24 5,22 -2.75 6,16 3.99 1.23 1.99 2,87 3.03 2,89 -0.34 4.12 3.26) 5.58 2.80
25 6.66 -2.88 2.63 4.77 1.8% 2.39 246 270 231 -0,27 0.19 245 8.88 2,46
26| 0,00 -2.54 5.89 1,27 -127 0.63 2,96 3.12 3.31 -0.34 £0.12 4,93 4.73 2.74
27 5,88 -2.38 433 4.13 175 2,06 2,90 3.06 3.00 -0,34 £0.14 4,79 1,71 2,58
28 5.92 -2.45 5.00 4.18 1,74 2.09 3.48 3.58 3.86 -0.34 0.14 5,89 3.713 3.24
20 6,10 -2.23 5,30 4.17 1.93 2.08 3.48 3.59 4.02 -0.335 .13 6.09 3.713 3.24
30 5.95 -2.40 4,52 4.18 1,77 2.09 2,90 3.08 3.14 -0.35 0,13 5,00, 1,71 2,58
31 -1.70 5.85 6,47 -3.78 2.08 -1.89 3.90 422 4,34 -0.57 0.27 6.24 3.41 3.78
32 -2.27 5.84 5,92 -4.06 1,78 -2,03 -0.39 3.46 3.56 3.83 -0,34 40,15 5,89 3.713 3.24
33 6,34 -2.39 4.94 4.37 1.97 2.18 0,45 2,90 3.09 3.07 -0.335 £0.13 5,00 1,71 2,58
34 6,18 -2.52 5,50 4.35 1.83 2,17 038 2,97 3.12 3.15 -0,34 40,13 4,73 3.713 2,74
as 6,30 -2.25 6,20 4.28 2.02 2.14 0,48 2,35 2.50 2,27 -0.41 041 3.74 3.02 2,22
36| 6,74 -2.13 6,14 4.43 2.30 2.22 0.60 2,64 2.83 2,55 -0.42 0.42 3.79] 3.94 2.52
37 6,58 -2.02 4,95 4.30 228 2.15 0,60 2,52 2,69 244 -0.41 041 4,42 3.02 2,56
38 6,57 -2.03 4,99 4.30 227 2.15 0,60 2,58 2,58 2,57 -0.40 0.41 4,53 3.02 3,00
uu_ 3.64 -1.97 3.47 3.80 1.84 1.90 0.44 2,78 2.92 273 0,20 0,33 1,32 11,82 3,02
k_._u_ -2.52 6.70 4,47 -4.61 2,09 -2.30 -0.47 2,56 2,80 2,35 -0.33 0.14 053 4.47 2.24
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Ensayos de infeccion /in vivocon Fasciola hepatica

Tratamiento al dia 7 Tratamiento al dia 7
15 1000
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9 _ 8001 4
A
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= E 400 *
0 n
i S
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0 T T A 0 T T T
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Figura 1.- Tratamiento farmacoldgico de ratones infectados con Fasciola hepatica. Ratones BALB/c
fueron infectados con 10 metacercarias por raton, al dia 7 se les administrd por via oral PBS (control),
triclabendazol (TBZ, 100 mg/Kg) o C31 (100 mg/Kg). El dafio hepatico provocado por la infeccion fue
monitoreado mediante un score clinico (segun referencia [8] y por medicion de actividad transaminasa
glutdmico-piruvica (GPT, U/L). Los asteriscos indican diferencias significativas (*p < 0.05).
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