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RESUMEN

El trabajo desarrollado en la presente tesis de maestria se enmarco en un programa de
investigacion interdisciplinario entre los grupos de Farmacologia y Quimica
Farmacéutica, de la Facultad de Quimica, UdelaR, que tiene como objetivo la busqueda

de nuevos antihelminticos.

Inicialmente se trabaj0 en la sintesis de nuevos compuestos potencialmente
antihelminticos, utilizando como modelo de disefio, los derivados hibridos valerolactama-
benzimidazolicos, que habian sido disefiados previamente por los grupos de investigacion
mencionados. En esta instancia se sintetizaron nuevas moléculas realizando
modificaciones estructurales a nivel del linker de unién y del anillo lactdmico, ademas de

aplicar estrategias de simplificacion estructural.

La actividad biologica de los nuevos compuestos fue evaluada utilizando un ensayo
fisiologia guiado, basado en el nematodo de interés productivo Haemonchus contortus.
Los resultados del ensayo de actividad permitieron direccionar la sintesis de los nuevos

compuestos.

Por otra parte se busc6 ahondar en la comprension del mecanismo de accién de los nuevos
compuestos sintetizados que presentaron actividad antihelmintica. Para ello se explor6 la
posible implicancia del mecanismo de accién de los benzimidazoles antihelminticos, en
la actividad bioldgica de los nuevos compuestos sintetizados, considerando la presencia

de este dominio estructural en los compuestos hibridos.

En este sentido, se estudio la interaccion de las moléculas activas con la proteina 3
tubulina, mediante dos aproximaciones complementarias. Por un lado, se implement6 un
ensayo in vitro de polimerizacién de tubulinas, buscando evaluar si las nuevas moléculas
sintetizadas podrian interferir en este proceso. El segundo abordaje consisti6 en el estudio
in silico de la interaccion entre los nuevos compuestos activos y la p tubulina, utilizando

docking molecular.
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Introduccién general

INTRODUCCION

Las helmintiasis y su tratamiento farmacologico

Las helmintiasis son enfermedades causadas por agentes parasitos denominados
helmintos, también conocidos como vermes o gusanos. Esta denominacion no constituye
una clasificacion taxondmica, sino que hace referencia a un conjunto de organismos
invertebrados, de cuerpo blando y forma alargada, que tienen la capacidad de infestar

otras especies [1].

Los helmintos parésitos pertenecen a dos filos: nematodo y platelmintos. Los nematodos
corresponden a gusanos redondos pseudocelomados, y es un filo constituido por mas de
25.000 especies [2]. Pese a ello, la mayor parte de sus especies no son parasitarias. Los
platelmintos son un filo de gusanos planos acelomados, constituidos por alrededor de
30.000 especies. Tienen una gran proporcion de especies parasitas, las cuales estan

agrupadas en dos clases principales: cestodos y trematodos [3].

Los helmintos se reproducen por medio de huevos, los cuales eclosionan originando
estadios larvarios, que luego de sucesivas transformaciones, daran lugar a los ejemplares
adultos. Estos ciclos difieren entre las distintas especies, en cuanto a su complejidad,
pudiendo presentar diversos estadios parasitarios, y la presencia de hospederos
intermediarios hasta alcanzar el hospedador final. Muchos helmintos, tienen ciclos de
vida complejos, que incluyen hasta dos intermediarios, como el caso de los parasitos del
género Diphyllobothrium [4]. Con excepcién de las clases Strongyloides y
Echinococcus, los helmintos no completan su ciclo de vida dentro del huésped. Esto
implica que la relacion del hospedero con el medio externo, es un factor clave para el
desarrollo de las helmintiasis. La transmision puede ser a través del contacto directo con
algun estadio del parasito, 0 mediante el contagio a través da la picadura de un artrépodo,

COMO MOoscas 0 Mosquitos.

Las infecciones causadas por helmintos pueden afectar diversos organos. Los dafios
generados al hospedero derivan principalmente de la obstruccién y deterioro de dichos
organos debido a la multiplicacion y crecimiento de los parasitos, pero también debido a
la desnutricion ocasionada a partir de la utilizacion de los nutrientes del hospedero, por
parte de los helmintos. Por esta razon, las helmintiasis representan un problema sanitario

importante, tanto para los seres humanos, como para los animales [5].


https://en.wikipedia.org/wiki/Diphyllobothrium
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Se estima que alrededor de 2.000 millones de personas padecen de enfermedades
parasitarias causadas por helmintos [6]. Las enfermedades de mayor prevalencia
corresponden con Ascariasis, Anquilostomiasis, Trichuriasis y Filariasis. Si bien los
indices de mortalidad de las helmintiasis son bajos, afectan severamente la calidad de
vida de las personas que las padecen, con especial gravedad en nifios, en donde la mal
nutricion y el dafio tisular causado por estas enfermedades, puede afectar el normal

desarrollo, generando dafios permanentes [7].

Las helmintiasis en seres humanos estan consideradas dentro del grupo denominado
enfermedades tropicales desatendidas [8]. Estas son un conjunto de enfermedades que
ocurren con mayor prevalencia en zonas tropicales y subtropicales, principalmente en
paises subdesarrollados, en las cuales estan incluidas enfermedades causadas por
tripanosomas, como la enfermedad de chagas, o enfermedades de origen bacteriano como
la lepra [9]. El presupuesto destinado a estudiar estas patologias es menor al 1% del
presupuesto global de investigacion de enfermedades [7, 8], lo que ha condicionado el

desarrollo de herramientas terapéuticas para su tratamiento.

Esto ha implicado que se cuente con un escaso numero de farmacos para tratar dichas
enfermedades [10]. Pese a ello, el tratamiento farmacoldgico de las helmintiasis en
humanos es efectivo contra la mayor parte de las especies. Un grupo de cinco farmacos
son los que se usan principalmente en el tratamiento de estas afecciones [11], cuyas
estructuras se muestra en la figura 1. La neurocisticercosis y la equinococosis son quizas
las excepciones a esta observacién, dado que muestran una respuesta parcial a los
tratamientos farmacoldgicos disponibles, siendo la prevencion de su contagio la principal

herramienta para combatir estas enfermedades.
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Figura 1. Estructura quimica de los principales farmacos utilizados para tratar las helmintiasis en seres humanos.
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A pesar de contar con tratamientos farmacoldgicos eficaces, el acceso a los mismos no es
universal en paises subdesarrollados [9]. Parece ser que la clave para el combate de las
helmintiasis en seres humanos, radicaria principalmente en promover el desarrollo de
infraestructuras sanitarias adecuadas y el acceso oportuno a la medicacion, en aquellos
paises donde estas enfermedades representan un gran problema para la salud de su
poblacion.

Si bien esta reportada la resistencia a farmacos antihelminticos en seres humanos [12],
son hechos aislados que no han puesto en juego la eficacia de los tratamientos a nivel
global. De todas formas estd presente la amenaza de la propagacion de la resistencia,
teniendo en cuenta los diversos planes de administracion masiva de antihelminticos que
se han llevado a cabo, con el fin de disminuir el impacto de estas enfermedades [13]. En
este escenario es muy posible que en el futuro sean necesarios nuevos farmacos

anihelminticos para uso humano

La situacion es bastante distinta si consideramos las helmintiasis en los animales. Estas
enfermedades han tomado gran trascendencia por el impacto econémico que generan,
sobre todo si tenemos en cuenta las parasitosis que afectan a las especies productivas. La
rentabilidad de la produccion ganadera se ve seriamente afectada por estas infecciones,
dado los efectos adversos que tienen sobre la salud del hospedero, ocasionando pérdida
de peso, disminucion de la produccion de lana y leche, disminucion de la fertilidad, y
naturalmente un aumento en la tasa de mortalidad [14]. El sistema de alimentacion
mediante pastoreo (produccion extensiva), convierte al ganado en un blanco facil para la
propagacién de estas infecciones, sobre todo aquellas causadas por nematodos

gastrointestinales.

El tratamiento farmacoldgico ha sido una de las estrategias mas eficientes para el combate
de las helmintiasis en animales de produccidén. Como consecuencia, la comercializacién
de antihelminticos representa el mayor sector de la industria farmacéutica veterinaria, en
cuanto a volumen y valor de ventas [15]. Quizéas sea uno de los pocos ejemplos en donde
la investigacion de productos veterinarios ha superado la investigacion realizada en
productos con la misma funcién, destinados a la salud humana. Con excepcion de la
dietilcarbamazina, todos los farmacos antihelminticos de primera linea para uso en

humanos, han sido desarrollados en la industria veterinaria [13].
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El tratamiento farmacoldgico de las helmintiasis en los animales de produccién, ha sido
un factor clave en el desarrollo de esta industria, y se remonta desde larga data. En 1826,
se realiza el primer registro académico de tratamientos antihelminticos para caballos [16].
Los mismos consistian principalmente en compuestos metalicos, como el hierro en polvo,
arsénico, estafio, calomelanos, o algunas especies de plantas como la Juniperus sabina.
Estos compuestos tenian actividad local, generando la remocion de los parasitos del tracto
digestivo. En los afios siguientes se realizaron pequefios avances, con la inclusion de
sales de cobre, sulfato de nicotina, o tetracloruro de carbono, pero estos compuestos

presentaban un limitado espectro de accion, y alta toxicidad [15].

La introduccidn de la fenotiazina (1940) y de la piperazina (1954), significd un gran
avance en la terapia farmacoldgica de las helmintiasis del ganado, siendo compuestos que
presentaban una actividad selectiva frente a los parasitos y eran bien tolerados por los
animales. El periodo comprendido entre 1960 y 1980 represento la época mas fructifera
en el desarrollo de nuevos antihelminticos para uso veterinario [17]. El tiabendazol,
desarrollado en 1960, fue el farmaco pionero de esta etapa, considerado como farmaco
modelo, siendo el primer compuesto antihelmintico de amplio espectro, que ademas dio

lugar a una nueva familia de compuestos: los benzimidazoles antihelminticos [15].

El levamisol, lanzado en 1970, fue otro gran hito en este proceso, que dio lugar a una
nueva familia de compuestos (los imidazotiazoles), con actividad en el orden mg por kg
de peso del animal [17]. El punto clspide de este periodo se registrd con el surgimiento
de la familia de las lactonas macrocilcicas, que presentaban actividades del orden de pug.
La ivermectina, introducida en 1981, es el ejemplo mas destacado de esta familia,

presentando un amplio espectro de accion, incluso frente a artrépodos [18].

Esta etapa se caracterizo por el descubrimiento de farmacos cada vez mas potentes y
seguros, con amplio espectro de accion, que permitieron contar con un importante arsenal
terapéutico para el tratamiento de helmintiasis en especies productivas. En la figura 2 se
muestran los principales farmacos antihelminticos lanzados al mercado entre los afios
1940 y 1981, indicando sus dosis efectivas. Se observa un gran aumento en la potencia
de los sucesivos farmacos, que varia desde el orden cercano al gramo para la fenotiazina,
hasta el pg para la ivermectina. Otra contribucion importante, fue el descubrimiento de
farmacos como el praziquantel (1975), o el closantel (1977), que si bien presentan
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espectros de accion limitados, tienen excelente actividad cestocida, representando una

alternativa terapéutica interesante para esta clase de helmintos.

700 -

Dosis
Efectiva

500 -
(mg/kg)

400 -

300 4

Fenotiazina
Piperazina
Befenio
Tiabendazol
Haloxon
Metiridina
Parbendazol
Levamizol
Oxibendazol
Mebendazol
Albendazol
Ivermectina

1840 1957 1050 1060 1860 1962 1967 1068 1970 1972 1977 1981

Farmaco antihelmintico y afio de introduccién al mercado

Figura 2. Cronologia de la introduccién al mercado de algunos antihelminticos para uso veterinario, y dosis
efectiva correspondiente a cada uno, para tratar gastroenteritis parasitica en ovejas. Se observa un aumento
sucesivo en la potencia de los fA&rmacos, a lo largo del tiempo. Dosis efectiva indicada como mg de farmaco

utilizado por kg de peso del hospedero. Adaptado de McKellar et al., 2004 [15].

En las décadas siguientes, la industria farmacéutica veterinaria enfocd sus esfuerzos
principalmente en el refinamiento de compuestos ya registrados, en lo que respecta al
mejoramiento de los sistemas de liberacion, o al estudio del uso combinado de farmacos

[15]. EI cambio en las coyunturas economicas del sector farmacéutico, condujo a una
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reduccidn en los planes de investigacion de nuevos farmacos antihelminticos, que derivd
en un estancamiento en el lanzamiento de nuevos principios activos al mercado. A su vez,
los fendmenos de resistencia farmacoldgica, producto de un uso extensivo, y muchas
veces incorrecto, de los farmacos disponibles, comenzaron a presentar niveles cada vez
maés alarmantes [19]. Esto condujo a una situacion de vacio terapéutico, que comenzo a

agudizarse a partir de la década de los 90.

En el afio 2007 se registr6 el nuevo antihelmintico emodepside; un compuesto
perteneciente a la familia de los octadepsipéptidos, aunque su uso se restringio a animales
domésticos, como perros y gatos [20]. Recién en el afio 2008, el surgimiento del
monepantel [21] puso fin a un periodo de casi 30 afios, sin nuevos farmacos
antihelminticos para animales de produccién. Este compuesto ha sido popularizado por
su uso principalmente en ovejas, para combatir nematodos gastrointestinales. El
derquantel fue el ultimo antihelmintico en ser registrado hasta la fecha. En el 2010 se
aprobd su uso en combinacion con abamectina, mostrando buen perfil de actividad,
principalmente frente a estadios larvarios de nematodos gastrointestinales de rumiantes
[20].

En la tabla 1 se resumen los principales grupos farmacol6gicos utilizados como
antihelminticos en medicina veterinaria, indicando sus principios activos mas

representativos y su mecanismo de accién [15, 22, 23].
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Tabla 1. Principales grupos farmacolégicos utilizados como antihelminticos en medicina veterinaria. Se

indican los principios activos mas representativos para cada grupo, asi como su mecanismo de accion.

Grupos Farmacologicos

Principios activos mas

Mecanismo de accion

representativos

Fenotiazinas Fenotiazina A.ntag’g,o.n ismo de receptores

nicotinicos

Piperazinas Piperazina Agonismo de receptores GABA
Tiabendazol, Albendazol, ., . ..,

Benzimidazoles Fenbendazol, Mebendazol, 13{;3;113;211 de la polimerizacion de
Triclabendazol, Flubendazol

Organofosforados Haloxon, Diclorvos Inhibicion de acetilcolinesterasa

Tetrahidropirimidinas

Pirantel, Morantel, Oxantel

Agonismo de receptores
nicotinicos

Agonismo de receptores

Imidazotiazoles Levamisol, Butamisol RO
nicotinicos
L . . Aumento de permeabilidad a
Pirazinaisoquinolinas Praziquantel . .
1ones Ca-
) ) Inhibicidon de fosfoglicerato
Bencenodisulfonamida Clorsulon . &
quinasa y mutasa
T . Desacople de la fosforilacion
Salicilanilidas Closantel, Rafoxanide . _p
oxidativa
Aminas Agonismo de receptores

terciarias/cuaternarias

Tribendimidina, Befenio

nicotinicos

Lactonas Macrociclicas

Ivermectina, Abamectina,
Moxidectina, Milbemicina
oxima

Activacion de canales de CI
sensibles a glutamato (GluCl)

Activacion de canales de potasio

Ciclooctadepsipéptidos Emodepside SL.O-1

Derivados de amino Monepantel Agonismo de receptor nicotinico
acetonitrilo P exclusivo de nematodos (DEG-3)
Espiroindoles Derquantel Antagonismo de receptores

nicotinicos

10
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Resistencia farmacoldgica en las helmintiasis de animales de produccién y

perspectivas terapéuticas

La resistencia farmacoldgica ocurre cuando hay una disminucion (o falta) en la respuesta
de un tratamiento quimioterapico para combatir una infeccion, a las dosis recomendadas
de uso. La falla en la respuesta puede ser identificada como una disminucion en la eficacia
farmacoldgica para eliminar una poblacion de helmintos, o también como una
disminucion en el tiempo de efectividad de un tratamiento, teniendo que efectuar
administraciones mas seguidas que las realizadas previamente [24]. El fendmeno de
resistencia es, sin dudas, uno de los principales obstaculos en la actualidad para el control
de las helmintiasis en los animales de produccion.

La resistencia a antihelminticos esta mundialmente descripta, para los principales grupos
terapéuticos utilizados, e involucra diversas especies de helmintos [25, 26]. Es una
problematica, que ha afectado inclusive a paises desarrollados como EEUU [27], Canada
[28] y Australia [29], convirtiendo el problema de la helmintiasis del ganado en un
fendmeno que trasciende el contexto socio econdémico. Si bien la resistencia ha sido
reportada en la mayor parte de los animales de produccidn, se ha acentuado sobre todo en

pequefios rumiantes, como cabras y ovejas [17, 25, 30].

El consenso general es que la resistencia a los antihelminticos parece ser un fenémeno
hereditario preadaptativo, y el gen o genes que confieren resistencia estan presentes en la
poblacién del parasito, incluso antes de que se utilice el farmaco por primera vez [24]. El
uso de antihelminticos, selecciona las poblaciones resistentes, eliminando la competencia
de las poblaciones susceptibles [26], permitiendo la expansion del fenotipo de resistencia

en el medio ambiente.

El uso inadecuado de los farmacos antihelminticos es una de las principales causas de la
expansion de la resistencia, y es donde se pueden realizar mas acciones correctivas al
respecto [31]. Diversos procedimientos operacionales llevados a cabo por parte de los
productores rurales constituyen malas practicas, que fomentan el desarrollo de resistencia.
El uso prolongado de un mismo grupo terapéutico, es quizas uno de los ejemplos mas
frecuentes. Un farmaco efectivo es utilizado por largos periodos de tiempo, hasta que
comienza a dejar de funcionar [24]. Esto se agudiza en aquellos establecimientos que
tienen planes de administracion masiva de antihelminticos, de forma profilactica [32]. La

11



Capitulo introductorio

subdosificacion de antihelminticos es otro factor importante en el desarrollo de la
resistencia. El uso de dosis subterapéuticas permite la sobrevida de parasitos resistentes
hetereocigotos, permitiendo la expansion de alelos que configuran para el genotipo de

resistencia [24].

Uno de los puntos clave de este problema, es la falta de diagndstico oportuno de la
resistencia a antihelminticos. La falta de eficacia de un farmaco antihelmintico se detecta
de forma tardia, lo que implica muchas veces que el fendmeno de resistencia ya se haya
esparcido. Algunas metodologias como el Ensayo de Eclosion de Huevos (EHA), el Test
de Conteo de Reduccion de Huevos en Heces (FERCT), o el test de desarrollo larvario,
son utilizadas como herramientas para el diagnostico precoz de la resistencia [30], si bien
SuU Uso no esta instaurado en la rutina de la produccion agropecuaria. Las técnicas de
diagnostico molecular son metodologias mucho mas sensibles que las anteriores, sin
embargo su aplicacién requiere conocer los mecanismos moleculares por los que ocurre
la resistencia. Este ha sido un gran obstaculo para el desarrollo de estas técnicas, dado
que las bases moleculares de la resistencia a antihelminticos todavia es desconocida para

muchos farmacos [33]

Pareceria no haber dudas acerca de la imperiosa necesidad de contar con nuevos
farmacos, para hacerle frente a un fendmeno de resistencia en constante expansion. Sin
embargo, este parece ser un camino erratico, Si no se tienen determinadas
consideraciones. Tras la introduccion de un nuevo compuesto antihelmintico, la aparicién
de resistencia contra ese farmaco en particular, aparece bastante pronto después de su
comercializacion [26]. En la tabla 2 se indican algunos ejemplos que incluyen las
principales familias de farmacos utilizadas en la produccidn agropecuaria. De hecho, para
el caso del monepantel, uno de los Gltimos antihelminticos lanzados al mercado, fue
reportado un evento de resistencia, tan sélo cuatro afios después de su lanzamiento al
mercado, en un estudio realizado en Nueva Zelanda [34]. Este hecho también fue
constatado posteriormente en otros paises [35, 36], e inclusive en Uruguay se detecto
resistencia al monepantel en el afio 2014 [37], cuatro afios después de su ingreso al

mercado Uruguayo.

12
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Tabla 2. Afio de lanzamiento al mercado y primer reporte de resistencia de algunos antihelminticos de

uso veterinario

Antihelmintico | Afio de lanzamiento | Afio del primer reporte | Referencia
al mercado de resistencia

Tiabendazol 1961 1964 [38]

Levamisol 1968 1979 [39]

Ivermectina 1981 1988 [40]

Monepantel 2009 2013 [34]

Derquantel 2010 2012 [41]

El uso exclusivo de farmacos como estrategia para combatir las helmintiasis en animales
de produccidn parece ser una opciédn insostenible y destinada al fracaso. Hay un consenso
creciente de que la alternativa méas viable para combatir esta problematica consiste en
sistemas integrados de control, que incluyan la aplicacion de metodologias no
farmacoldgicas en conjunto con el uso responsable de los antihelminticos disponibles [42,
43].

Las metodologias alternativas y/o complementarias e integradas, se enmarcan en tres
grandes conceptos [44]: 1) el correcto manejo de pasturas para disminuir la infeccion del
ganado; 2) el fortalecimiento del hospedero para hacer frente a las infecciones, mediante
planes nutricionales, uso de vacunas, o estrategia de mejoramiento genético del ganado;

y 3) uso de antihelminticos no convencionales, como los productos naturales.

El uso responsable de los antihelminticos disponibles actualmente, asi como de aquellos
nuevos compuestos que puedan ser lanzados en un futuro, parece ser un factor clave para
implementar con éxito el control quimico de las helmintiasis en la produccién
agropecuaria. A pesar de los ultimos descubrimientos realizados, referentes al monepantel
y derquantel, sigue siendo escaso e insuficiente el desarrollo de nuevos compuestos. Los
farmacos antihelminticos son herramientas terapéuticas sofisticadas, que implican la
utilizacion de gran cantidad de recursos econdmicos y humanos para su desarrollo, por lo
que deben ser manejados en el marco de planes integrales, que aseguren su uso de manera

responsable y sostenible en el tiempo.

13



Capitulo introductorio

Mecanismos de resistencia a antihelminticos

La resistencia farmacoldgica es un problema emergente en muchos campos de la biologia,
que tiene como resultado la disminucion o pérdida total del efecto ejercido por los
farmacos quimioterdpicos. Los tratamientos farmacologicos para combatir las
enfermedades causadas por agentes microbianos, las parasitosis, e inclusive la

quimioterapia del cancer, se ven seriamente afectados por este fenémeno.

El conocimiento de los mecanismos de resistencia farmacoldgica ha derivado
principalmente del estudio del desarrollo de resistencia en la quimioterapia del cancer.
[46]. Mecanismos similares han sido constatados en los patégenos bacterianos, sugiriendo
la existencia de mecanismos celulares universales y comunes en procariotas y eucariotas.
En lineas generales, los mecanismos de resistencia logran impedir efectivamente la union
entre el farmaco y su blanco de accion, ya sea mediante la modificacion en la estructura
o0 en el nivel de expresion de un blanco de accién farmacoldgico, o bien, mediante la

disminucidn de la concentracion intracelular del farmaco.

La modificacion del blanco farmacoldgico puede tener como consecuencia la pérdida de
afinidad del principio activo por su diana. Esto ocurre a raiz de modificaciones en la
secuencia genética que codifica para ese blanco proteico. El polimorfismo de un Unico
nucleétido anico (SNP), consiste en la variacion en la secuencia de ADN, que afecta
una unica base, para un determinado gen. Los SNPs estan directamente relacionados con
los fendmenos de resistencia [46]. Muchas veces la modificacion de un s6lo aminoacido
es suficiente para generar un cambio estructural en la proteina blanco que implique la
pérdida de actividad de un farmaco. En otros casos los fendémenos de resistencia son mas
complejos, y responden a diversas modificaciones, que pueden involucrar a mas de un

gen.

La diminucion de la expresion de un receptor farmacoldgico, es un proceso quizas menos
comprendido, no tan asociado a mutaciones genéticas puntuales, sino a procesos
adaptativos, que tienen como consecuencia la menor expresion del gen que codifica para
un determinado blanco. [23]. En algunos casos inclusive, se puede observar la deleccion

completa de un gen involucrado en la codificacion de un blanco [47].

Por otra parte, la disminucién en la concentracion intracelular de un farmaco se logra

principalmente por dos vias: mediante su expulsion al medio extracelular a través de
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transportadores de eflujo, o mediante la metabolizacion efectiva del farmaco. Los
transportadores de eflujo pertenecen a la superfamilia ABC de proteinas transmembrana,
que se encargan de transportar moléculas enddgenas o exodgenas, mediante transporte
activo. Constituyen un mecanismo importante de detoxificacion celular, que ha jugado
un papel clave en el desarrollo de resistencia farmacoldgica [48]. La proteina P-gp es un
transportador de membrana dedicado a la expulsion de xenobidticos, y es quizas el
ejemplo mas destacado de esta familia, dada la relevancia que ha tenido en el desarrollo

de resistencia a multiples farmacos, en la terapia del cancer.

Por su parte, el metabolismo de farmacos es un mecanismo de detoxificacion llevado a
cabo gracias a diversos sistemas enzimaticos, que tiene como objetivo disminuir la
posible toxicidad de xenobidticos y facilitar su eliminacién. Se ha visto que esta actividad
enzimatica puede verse aumentada frente a la exposicion de un farmaco, contribuyendo

a la eliminacién del mismo, y por ende a la resistencia farmacolégica [45].

El estudio de los procesos resistencia a antihelminticos ha sido escasamente estudiado en
estos parasitos. Pese a que la mayoria de estos farmacos utilizados en medicina veterinaria
han presentado resistencia, solamente para algunos grupos farmacoldgicos se conocen las
bases moleculares de dicho fendmeno, a los cuales referiremos brevemente a

continuacion.

La resistencia a los benzimidazoles (BZs) data desde 1964, y desde entonces ha sido
ampliamente estudiada. En los nematodos parasitos se ha determinado que la resistencia
a estos farmacos esta relacionada con SNPs en el gen que codifica para su blanco, la
tubulina isotipo 1. Se han identificado tres SNPs principales, en la posiciones 167
(sustitucién de fenilalanina por tirosina), 198 (sustitucion de glutamato por alanina) y 200
(sustitucién de fenilalanina por tirosina), que ocasionarian la pérdida de afinidad de los
BZs por su blanco de accion [23]. Por otra parte se ha observado que en cepas de Fasciola
hepatica resistentes a triclabendazol, ocurre una mayor sulfoxidacion de este farmaco, en
comparacion con las cepas susceptibles, sugiriendo un mecanismo de resistencia basado
en un aumento de la metabolizacion del farmaco [49]. En esta linea, estudios recientes
realizados en nuestro grupo por la Dra. Munguia, han constatado un mayor porcentaje de
sulfoxidacion del antihelmintico Fenbendazol, en cepas del nematodo Haemonchus

contortus resistentes a BZs, en comparacion con las cepas susceptibles [50].
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Para el caso de levamisol, si bien las bases moleculares de la resistencia farmacoldgica,
no se han comprendido ain de manera exacta, y parecen diferir entre los distintos
nematodos estudiados, esta claro que en todos los casos ocurre una disminucion en el
numero de receptores nicotinicos sensibles a este principio activo [23]. Algo similar
ocurre con el monepantel, donde se ha evidenciado, tanto en C.elegans como en
H.contortus, que diversas mutaciones podrian tener como consecuencia una disminucion

en el nimero de receptores sensibles a este farmaco [23, 51, 52].

Finalmente haciendo referencia a las lactonas macrociclicas, diversos SNPs, presentes en
los genes que codifican para los canales GIuCl, han sido identificados en helmintos
resistentes, y al parecer estan asociados a la expresion de receptores que presentan menor
afinidad por este grupo de farmacos. Otra evidencia importante en el mecanismo de
resistencia a las lactonas macrociclicas, apuntaria a la participacion de transportadores de

eflujo, mediante un aumento en la expresion de la proteina Pgp. [52].

Comprender los mecanismos moleculares de la resistencia a antihelminticos es un factor
crucial para poder monitorear la expansion de este fendmeno y buscar preservar la
eficacia de los tratamientos disponibles. A su vez, es un insumo de gran importancia en

el disefio de nuevos agentes terapéuticos que sean efectivos contra parasitos resistentes.

Desarrollo de nuevos antihelminticos para uso veterinario: un gran desafio

El desarrollo de la resistencia a antihelminticos ha hecho evidente la necesidad de contar
con nuevos farmacos para el combate de las helmintiasis en animales de produccion. Sin
embargo esta necesidad parece no haber sido acompasada por la industria farmacéutica
veterinaria. Desde principios de la década de los 80, el lanzamiento de nuevos farmacos
antihelminticos ha sido interrumpido de manera dréastica, con algunas excepciones en los
ultimos afios [25], como fuera mencionado. Si tenemos en cuenta la dimension econémica
del rubro ganadero a nivel mundial, y en particular en paises cuya economia se sustenta
en la produccién ganadera, resulta claro la contribucion que significaria para el sector, el
desarrollo de nuevos antihelminticos que permitan recuperar el control farmacologico de

las helmintiasis en la salud animal
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Se ha descrito que la resistencia a antihelminticos ha ocurrido con mayor severidad en
pequefios rumiantes [17, 25, 30]. Paises lideres en produccion ovina, como Australia,
Sudafrica o Uruguay han reportado pérdidas millonarias en este sector, principalmente
debido a infecciones causadas por nematodos gastrointestinales [17]. Sin embargo la
industria ovina insume una pequefia parte del comercio de farmacos para uso veterinarios,
a nivel mundial. En 2004 se estimaba que las ventas de productos de la industria
farmacéutica veterinaria para salud animal en ovejas, representaba tan sélo la onceava
parte de los montos destinados al ganado bovino en el mismo rubro [53]. Si bien esta
reportada resistencia a antihelminticos en bovinos y caballos, este fendmeno todavia es
de menor severidad para estos animales [25], o que ha contribuido al poco interés por la

investigacion de nuevos farmacos antihelminticos [15].

Por otra parte, la propia dindmica de la industria farmacéutica a nivel mundial, ha
condicionado el desarrollo de farmacos, para diversas areas terapéuticas, como los
antihelminticos de uso veterinario. Los costos en investigacion y desarrollo (1+D) son
cada vez mayores, producto de las exigencias establecidas por las autoridades sanitarias
para el registro de nuevos farmacos. Estas exigencias estan enfocadas a garantizar la
eficacia del farmaco, minimizando los efectos adversos, tanto para el hospedero, como
para el personal responsable de aplicarlo. Algunos autores estiman que el costo en 1+D
para la obtencion de un nuevo antihelmintico es superior a los 100 millones de délares
americanos en un proceso gue insumiria no menos de 10 afios de trabajo, desde que se

comienza con la investigacion, hasta que el farmaco sale al mercado [54, 55, 56].

La industria farmacéutica, incluyendo la industria dedicada a la salud animal, ha ido
consolidando una postura econdémica que busca minimizar el riesgo de las inversiones
realizadas, procurando generar mayor rentabilidad en el menor tiempo posible, sobre todo
especulando con los periodos que duran las patentes de los nuevos productos lanzados
[17].

La industria farmacéutica veterinaria ha ido sufriendo restructuraciones, que han
conducido a la fusion de un gran nimero de compafiias pequefias, para dar lugar a grandes
corporaciones, con el objetivo de lograr mayor rentabilidad [54]. Esto sin duda tiene un
impacto negativo en el proceso de busqueda de nuevos farmacos, dado que la
investigacion se reduce a un pequefio nimero de empresas que controlan el mercado de

la salud animal, disminuyendo la competencia, y las probabilidades de éxito en nuevas
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investigaciones. En 2004 se estimaba que tan s6lo diez empresas dedicadas a la salud
animal invertian en I1+D para el desarrollo de nuevos antiparasitarios [54]. Este niUmero
descendio a ocho en el afio 2010 [56]. En la figura 3 se muestra el proceso de
consolidacién de las principales empresas dedicadas a este rubro entre el afio 1990, donde

habia 35 compafiias, Y el afio 2004, donde el nimero habia descendido a 10.

Resulta evidente que los imperativos economicos del mercado no siempre acompafian las
necesidades de la sociedad. Es necesario cambiar el paradigma que mantiene a la industria
como unico motor de la busqueda de antihelminticos, apostando a otros actores de la
sociedad como la academia, las organizaciones estatales, o las agencias privadas sin fines
de lucro. Un ejemplo es la Australian Wool Inovation (AWI), una agencia formada por
productores rurales australianos en el afio 2002, con el fin de financiar investigaciones
para el sector ovino, enfocados principalmente en promover la industria de la lana [57].
Serd necesario buscar soluciones sanitarias para el sector agropecuario a través de
perspectivas integrales, que tengan entre sus objetivos, la investigacién de nuevos
farmacos, entre otras herramientas terapéuticas complementarias, para el combate de las

helmintiasis.
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1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004

Shell

Cyanamid
Franklin

Fort Dodge
Syntex

Solvay

Bayer
Fujisawa
Fisons
Schering-Plough
Pitman-Moore
Takeda
Intervet
Roussel Uclaf
Hoechst
Schering AG
Virbac

Sandoz

Ciba

Squibb (part)
Novo Nordisk
Bl Vetmedica
Fermenta

Merck AgVet
Rhéna Mérieux
Sanofi (pan)

Parke Davis

‘Winthrop
Upjohn

Pharmacia
Pfizer
SK Beecham

Roche

Elanco

|

1

Fort Dodge

Bayer

1

Mallinckrodt

Schering-Plough

Takeda SP :

Intervet
Hoechst __I
Roussel Vet
Virbac
Novartis Novartis
1 Bl Vetmedica
Merial Merial
PNU Pharmacia
Pfizer
Elanco

Figura 3. Evolucidn de la industria farmacéutica veterinaria entre los afios 1990 y 2004. Extraido de Waller
etal., 2006 [17].

Blsqueda de nuevos compuestos con actividad antihelmintica

Uno de los principales desafios en el proceso de investigacion de nuevos antihelminticos,

consiste en hallar moléculas que al mismo tiempo sean toxicas para el paréasito, y seguras

para el hospedero. Esto se logra mediante la selectividad de accion de farmacos, actuando
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sobre blancos especificos presentes solamente en el paréasito, o actuando sobre blancos
moleculares que también estén presentes en el hospedero, modulando la actividad
molecular para lograr mayor afinidad de accion por el blanco del parasito [56]. Sin dudas
no es una tarea sencilla, si consideramos que los helmintos son organismo eucariotas,
aumentando la probabilidad de la homologia con el hospedero, en comparacion con otros
tratamientos quimioterapicos, como los tratamientos antibacterianos [58].

La busqueda de nuevos compuestos con actividad antihelmintica ha ido variando a lo
largo de los afios, desde la exploracion rudimentaria de extractos de origen vegetal,
conteniendo mezclas desconocidas de compuestos, hasta al disefio de moléculas
especificas para un blanco molecular [59]. La sintesis organica de nuevas moléculas ha
sido la principal estrategia utilizada para la obtencién de la mayor parte de los

antihelminticos comercializados en la actualidad.

Sin embargo los productos naturales también han tenido su gran contribucion, siendo una
fuente interesante de moléculas potencialmente antihelminticas. De hecho, el grupo de
las avamectinas y las milbemicinas (lactonas macrociclicas), las cuales constituyen uno
de los principales grupos de antihelminticos utilizados actualmente, son metabolitos
secundarios, obtenidos a partir de bacterias del género Streptomyces [60, 61]. Otro
ejemplo interesante es el antihelmintico emodeposido, un producto de semi sintesis, cuyo
precursor estructural es obtenido a partir del hongo Mycelia sterile [62]. El desafio de
trabajar con productos naturales consiste en lograr aislar y caracterizar un compuesto
activo, que sea dosificable. Muchas veces la actividad observada se debe a una sinergia
de productos, de dificil cuantificacion, cuyo contenido puede ser variable en la matriz
bioldgica que la contiene, lo cual no puede ser extrapolable para el desarrollo de un

farmaco [58].

Una herramienta clave, es la metodologia elegida para evaluar la potencial actividad
antihelmintica de los nuevos compuestos obtenidos, de forma de dirigir el proceso de
busqueda. Todos los antihelminticos utilizados en la actualidad han sido descubiertos
ensayando su actividad en modelos de animales o parasitos [56]. La investigacion directa
en los hospederos infectados, es muy costosa, sobre todo trabajando con rumiantes. En
este sentido son mas comunes los ensayos in vitro trabajando con algin estadio del

parasito aislado.
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Esta es una aproximacion aun vélida para el desarrollo de nuevas moléculas
antiparasitarias, pese a que no acompafa las grandes dimensiones de la industria
farmacéutica actual. Los ensayos realizados sobre organismos parasitarios enteros son
costosos, insumen mucho tiempo y requieren personal especialmente entrenado [58]. Sin
embargo estos ensayos fisiologia-guiados, permiten evaluar la toxicidad de los productos
a ensayar sobre los organismos integros, pudiendo ademas sugerir implicitamente nuevos
blancos moleculares desconocidos a explorar, responsables de la actividad, entre otras

ventajas que discutiremos en profundidad en el capitulo 2 de la presente tesis.

En las Gltimas décadas y en consonancia con algunos avances en el conocimiento la
biologia molecular de helmintos, se han podido desarrollar ensayos de actividad
antihelmintica utilizando blancos moleculares aislados (blanco-guiados) [59]. Estos
ensayos permiten un mayor nivel de automatizacion, haciendo posible la evaluacién
masiva de compuestos. Estrategias de sintesis como la quimica combinatoria [63],
permiten la obtencién de gran cantidad de compuestos, en cortos periodos de tiempo, lo
que ha dado lugar a una exploracion méas amplia del espacio quimico. Los ensayos de
actividad blanco-guiados son herramientas muy utiles para acompasar estas metodologias
masivas de sintesis, dando lugar al concepto de cribado de alta eficiencia (high throughput
screening). [64]. Sin embargo, hasta el presente, no ha surgido ningin nuevo

antihelmintico utilizando esta estrategia.

Pese a ser muy promisorios, los ensayos de actividad blanco-guiados no han tenido la
repercusion esperada, en el proceso de disefio de nuevos antihelminticos. Estas
metodologias de ensayo requieren un conocimiento profundo de la biologia de los
helmintos, siendo esta un area que ha quedado rezagada en la investigacion béasica [58].
En necesario conocer con mayor profundidad la biologia de estos parasitos, para elucidar
nuevos blancos de accién y poder implementar técnicas moleculares avanzadas, que
permitan llevar la investigacion de nuevos antihelminticos a la altura de la investigacion

farmacéutica moderna.

Se debe tener en cuenta que los resultados obtenidos en los ensayos de actividad in vitro
no siempre se correlacionan con la actividad in vivo de las moléculas analizadas. En el
proceso de transferencia de un modelo in vitro, hacia la actividad in vivo, entran en juego

factores farmacocinéticos y farmacodinamicos, que condicionaran el éxito del proceso.
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Tener una buena comprension de estos parametros es un requisito indispensable en la

investigacion de un nuevo farmaco.

En el presente trabajo se expondran los resultados obtenidos en el marco de la tesis de
Maestria en Quimica, realizada en el area de Farmacologia de la Facultad de Quimica,
UdelaR. Las actividades llevadas a cabo estuvieron centradas en la sintesis de nuevos

farmacos antihelminticos, enfocados principalmente para uso veterinario.

La busqueda de nuevos compuestos activos se realizd mediante la sintesis quimica de
moléculas organicas, y su actividad fue evaluada mediante un ensayo in vitro del estadio
adulto del nematodo Haemonchus contortus. A su vez se busc6 ahondar en la compresion
del mecanismo de accion de las nuevas moléculas activas, mediante ensayos in vitro e in
silico, enfocados en el estudio de la proteina B tubulina, como posible blanco molecular

de accion.

Los resultados se describen organizados en los siguientes capitulos:
Capitulo 1: Sintesis de nuevos compuestos

Capitulo 2: Ensayos in vitro de actividad antihelmintica

Capitulo 3: Instalacion de un bioensayo blanco-guiado para la comprension del posible

mecanismo de accion de los nuevos compuestos sintetizados

Capitulo 4: Aplicacion de ensayos in silico para la comprension del posible mecanismo

de accidn de los nuevos compuestos sintetizados

22



Introduccién general

BIBLIOGRAFIA

[1]- Castro, G. A. (2011). Helminths: structure, classification, growth, and development.
Galveston, EEUU: University of Texas Medical Branch at Galveston.

[2]- Bird, A. F., & Bird, J. (2012). The structure of nematodes. San Diego, EEUU:
Academic Press.

[3]- Rohde, K. (1994). The origins of parasitism in the Platyhelminthes. International
Journal for Parasitology, 24(8), 1099-1115.

[4]- Scholz, T., Garcia, H. H., Kuchta, R., & Wicht, B. (2009). Update on the human
broad tapeworm (genus Diphyllobothrium), including clinical relevance. Clinical
Microbiology Reviews, 22(1), 146-160.

[5]- Manke, M. B., Dhawale, S. C., & Jamkhande, P. G. (2015). Helminthiasis and
medicinal plants: a review. Asian Pacific Journal of Tropical Disease, 5(3), 175-180.

[6]- Al Amin, A. S. M., & Wadhwa, R. (2020). Helminthiasis. StatPearls. Recuperado el
15 de septiembre de 2020 de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK560525.

[7]- Awasthi, S., Bundy, D. A., & Savioli, L. (2003). Helminthic infections. British
Medical Journal, 327(7412), 431-433.

[8]- Hotez, P. J., Brindley, P. J., Bethony, J. M., King, C. H., Pearce, E. J., & Jacobson,
J. (2008). Helminth infections: the great neglected tropical diseases. The Journal of
Clinical Investigation, 118(4), 1311-1321.

[9]- Hotez, P., Ottesen, E., Fenwick, A., & Molyneux, D. (2006). The neglected tropical
diseases: the ancient afflictions of stigma and poverty and the prospects for their control
and elimination. Advances in Experimental Medicine and Biology, 582:23-33.

[10]- Pink, R., Hudson, A., Mouries, M. A., & Bendig, M. (2005). Opportunities and
challenges in antiparasitic drug discovery. Nature reviews Drug discovery, 4(9), 727-740.

[11]- de Silva, N., Guyatt, H., & Bundy, D. (1997). Anthelmintics. Drugs, 53(5), 769-
788.

[12]- Geerts, S., & Gryseels, B. (2001). Anthelmintic resistance in human helminths: a
review. Tropical Medicine & International Health, 6(11), 915-921.

[13]- Geary, T. G. (2012). Are new anthelmintics needed to eliminate human
helminthiases?. Current Opinion in Infectious Diseases, 25(6), 709-717.

[14]- Dyary, H. O. (2016). Veterinary anthelmintics and anthelmintic drug resistance. J
Zankoy Sulaimani Part A, 18(1), 191-206.

[15]- McKellar, Q. A., & Jackson, F. (2004). Veterinary anthelmintics: old and
new. TRENDS in Parasitology, 20(10), 456-461.

23


http://www.utmb.edu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK560525

Capitulo introductorio

[16]- Blane, D. (1826). The Outlines of the Veterinary Art. Londres, Inglaterra: Compton
and Ritchie Printers.

[17]- Waller, P. J. (2006). From discovery to development: current industry perspectives
for the development of novel methods of helminth control in livestock. Veterinary
Parasitology, 139(1-3), 1-14.

[18]- Campbell, W. C. (Ed.). (2012). Ivermectin and Abamectin. Rahway, USA: Springer
Science & Business Media.

[19]- Kaplan, R. M. (2004). Drug resistance in nematodes of veterinary importance: a
status report. Trends in Parasitology, 20(10), 477-481.

[20]- Epe, C., & Kaminsky, R. (2013). New advancement in anthelmintic drugs in
veterinary medicine. Trends in Parasitology, 29(3), 129-134.

[21]- Kaminsky, R., Ducray, P., Jung, M., Clover, R., Rufener, L., Bouvier, J., & Gauvry,
N. (2008). A new class of anthelmintics effective against drug-resistant
nematodes. Nature, 452(7184), 176-180.

[22]- Martin, R. J. (1997). Modes of action of anthelmintic drugs. The Veterinary
Journal, 154(1), 11-34.

[23]- Robertson, A. P., Buxton, S. K., Puttachary, S., Williamson, S. M., Wolstenholme,
A. J., Neveu, C., & Martin, R. J. (2012). Antinematodal drugs—-modes of action and
resistance: and worms will not come to thee (Shakespeare: Cymbeline: 1V, ii). Parasitic
Helminths: Targets, Screens, Drugs and Vaccines, 233-249.

[24]- Shalaby, H. A. (2013). Anthelmintics resistance; how to overcome it?. Iranian
Journal of Parasitology, 8(1), 18-32.

[25]- Kaplan, R. M., & Vidyashankar, A. N. (2012). An inconvenient truth: global
worming and anthelmintic resistance. Veterinary Parasitology, 186(1-2), 70-78.

[26]- Dyary, H. O. (2016). Veterinary anthelmintics and anthelmintic drug resistance. J
Zankoy Sulaimani Part A, 18(1), 191-206.

[27]- Kaplan, R. M., Klei, T. R., Lyons, E. T., Lester, G., Courtney, C. H., French, D. D.
& Zhao, Y. (2004). Prevalence of anthelmintic resistant cyathostomes on horse
farms. Journal of the American Veterinary Medical Association, 225(6), 903-910.

[28]- Falzon, L. C., Menzies, P. I., Shakya, K. P., Jones-Bitton, A., Vanleeuwen, J.,
Avula, J. & Peregrine, A. S. (2013). Anthelmintic resistance in sheep flocks in Ontario,
Canada. Veterinary Parasitology, 193(1-3), 150-162.

[29]- Cotter, J. L., Van Burgel, A., & Besier, R. B. (2015). Anthelmintic resistance in
nematodes of beef cattle in south-west Western Australia. Veterinary
Parasitology, 207(3-4), 276-284.

24



Introduccién general

[30]- Roeber, F., Jex, A. R., & Gasser, R. B. (2013). Impact of gastrointestinal parasitic
nematodes of sheep, and the role of advanced molecular tools for exploring epidemiology
and drug resistance-an Australian perspective. Parasites & Vectors, 6(1), 153.

[31]- Jabbar, A., Igbal, Z., Kerboeuf, D., Muhammad, G., Khan, M. N., & Afag, M.
(2006). Anthelmintic resistance: the state of play revisited. Life Sciences, 79(26), 2413-
2431,

[32]- Dorny, P., Claerebout, E., Vercruysse, J., Sani, R., & Jalila, A. (1994). Anthelmintic
resistance in goats in peninsular Malaysia. Veterinary Parasitology, 55(4), 327-342.

[33]- Kotze, A. C., Gilleard, J. S., Doyle, S. R., & Prichard, R. K. (2020). Challenges and
opportunities for the adoption of molecular diagnostics for anthelmintic
resistance. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance, 14, 264-
273.

[34]- Scott, I., Pomroy, W. E., Kenyon, P. R., Smith, G., Adlington, B., & Moss, A.
(2013). Lack of efficacy of monepantel against Teladorsagia circumcincta and
Trichostrongylus colubriformis. Veterinary Parasitology, 198(1-2), 166-171.

[35]- Sales, N., & Love, S. (2016). Resistance of Haemonchus sp. to monepantel and
reduced efficacy of a derquantel/abamectin combination confirmed in sheep in NSW,
Australia. Veterinary Parasitology, 228, 193-196.

[36]- Cintra, M. C. R., Teixeira, V. N., Nascimento, L. V., & Sotomaior, C. S. (2016).
Lack of efficacy of monepantel against Trichostrongylus colubriformis in sheep in
Brazil. Veterinary Parasitology, 216, 4-6.

[37]- Mederos, A. E., Ramos, Z., & Banchero, G. E. (2014). First report of monepantel
Haemonchus contortus resistance on sheep farms in Uruguay. Parasites & Vectors, 7(1),
598.

[38]- Conway, D. P. (1964). Variance in the effectiveness of thiabendazole against
Haemonchus contortus in sheep. American Journal of Veterinary Research, 25(106), 844-
846.

[39]- Sangster, N. C., Whitlock, H. V., Russ, I. G., Gunawan, M., Griffin, D. L., & Kelly,
J. D. (1979). Trichostrongylus colubrifortnis and Ostertagia circumcincta resistant to
levamisole, morantel tartrate and thiabendazole: occurrence of field strains. Research in
Veterinary Science, 27(1), 106-110.

[40]- Van Wyk, J. A., & Malan, F. S. (1988). Resistance of field strains of haemonchus
contortus to ivermectin, closantel, rafoxanide and the benzimidazoles in South
Africa. The Veterinary Record, 125, 226-228.

[41]- Sager, H., Bapst, B., Strehlau, G. A., & Kaminsky, R. (2012). Efficacy of
monepantel, derquantel and abamectin against adult stages of a multi-resistant
Haemonchus contortus isolate. Parasitology Research, 111(5), 2205-2207.

25



Capitulo introductorio

[42]- Molento, M. B. (2009). Parasite control in the age of drug resistance and changing
agricultural practices. Veterinary Parasitology, 163(3), 229-234.

[43]- Jackson, F., Bartley, D., Bartley, Y., & Kenyon, F. (2009). Worm control in sheep
in the future. Small Ruminant Research, 86(1-3), 40-45.

[44]- Hoste, H., & Torres-Acosta, J. F. J. (2011). Non chemical control of helminths in
ruminants: adapting solutions for changing worms in a changing world. Veterinary
Parasitology, 180(1-2), 144-154.

[45]- James, C. E., Hudson, A. L., & Davey, M. W. (2009). Drug resistance mechanisms
in helminths: is it survival of the fittest?. Trends in Parasitology, 25(7), 328-335.

[46]- Prichard, R. K., von Samson-Himmelstjerna, G., Blackhall, W. J., & Geary, T. G.
(2007). Foreword: towards markers for anthelmintic resistance in helminths of
importance in animal and human health. Parasitology, 134(8), 1073.

[47]- Driscoll, M., Dean, E., Reilly, E., Bergholz, E., & Chalfie, M. (1989). Genetic and
molecular analysis of a Caenorhabditis elegans beta-tubulin that conveys benzimidazole
sensitivity. The Journal of Cell Biology, 109(6), 2993-3003.

[48]- Jones, P. M., & George, A. M. (2004). The ABC transporter structure and
mechanism: perspectives on recent research. Cellular and Molecular Life Science, 61(6),
682-699.

[49]- Alvarez, L. I., Solana, H. D., Mottier, M. L., Virkel, G. L., Fairweather, I., &
Lanusse, C. E. (2005). Altered drug influx/efflux and enhanced metabolic activity in
triclabendazole-resistant liver flukes. Parasitology, 131(4), 501.

[50]- Munguia, B. (2014). Sintesis, caracterizacién y evaluacion biolégica de nuevos
agentes antiparasitarios. (Tesis Doctoral). Facultad de Quimica, Universidad de la
Republica.

[51]- Fru, M. F., & Puoti, A. (2014, September). Acquired resistance to monepantel in C.
elegans: What about parasitic nematodes? Worm, 3(3), €959416.

[52]- Beech, R. N., Skuce, P., Bartley, D. J., Martin, R. J., Prichard, R. K., & Gilleard, J.
S. (2011). Anthelmintic resistance: markers  for resistance, or
susceptibility?. Parasitology, 138(2), 160.

[53]- Besier, B. (2007). New anthelmintics for livestock: the time is right. Trends in
Parasitology, 23(1), 21-24.

[54]- Geary, T. G., & Thompson, D. P. (2003). Development of antiparasitic drugs in the
21st century. Veterinary Parasitology, 115(2), 167-184.

[55]- Woods, D. J., & Williams, T. M. (2007). The challenges of developing novel
antiparasitic drugs. Invertebrate Neuroscience, 7(4), 245-250.

26



Introduccién general

[56]- Woods, D. J., & Knauer, C. S. (2010). Discovery of veterinary antiparasitic agents
in the twenty-first century: a view of the industry. Point Vétérinaire, 43(Special), 138-
143.

[57- AWI (20 de agosto de 2020). AWI's History. Recuperado de
https://www.wool.com/about-awi/who-we-are/awis-history/.

[58]- Nixon, S. A., Welz, C., Woods, D. J., Costa-Junior, L., Zamanian, M., & Martin, R.
J. (2020). Where are all the anthelmintics? Challenges and opportunities on the path to
new anthelmintics. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug
Resistance, 14, 8-16.

[59]- Geary, T. G., Thompson, D. P., & Klein, R. D. (1999). Mechanism-based screening:
discovery of the next generation of anthelmintics depends upon more basic
research. International Journal for Parasitology, 29(1), 105-112.

[60]- Burg, R. W., Miller, B. M., Baker, E. E., Birnbaum, J., Currie, S. A., Hartman, R.,
& Tunac, J. B. (1979). Avermectins, new family of potent anthelmintic agents: producing
organism and fermentation. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 15(3), 361-367.

[61]- Takiguchi, Y., Mishima, H., Okuda, M., Terao, M., Aoki, A., & Fukuda, R. (1980).
Milbemycins, a new family of macrolide antibiotics: fermentation, isolation and physico-
chemical properties. The Journal of Antibiotics, 33(10), 1120-1127.

[62]- Sasaki, T., TAKAGI, M., YAGUCHI, T., MIYADOH, S., OKADA, T., &
KOYAMA, M. (1992). A new anthelmintic cyclodepsipeptide, PF1022A. The Journal of
Antibiotics, 45(5), 692-697.

[63]- Liu, R, Li, X, & Lam, K. S. (2017). Combinatorial chemistry in drug
discovery. Current Opinion in Chemical Biology, 38, 117-126.

[64]- Armstrong, J. W. (1999). A review of high-throughput screening approaches for
drug discovery. American Biotechnology Laboratory, 17(1), 26-28.

27


https://www.wool.com/about-awi/who-we-are/awis-history/

Capitulo introductorio

28



CAPITULO 1

Sintesis de nuevos compuestos

Introduccion

Discusion de resultados
Metodologia
Conclusiones
Bibliografia

Anexo 1

Anexo 2

pag. 31
pag. 37
pag. 51
pag. 63
pag. 64
pag. 67

pag. 75



Capitulo 1

30



Sintesis de nuevos compuestos

INTRODUCCION

Los grupos de Farmacologia y Quimica Farmacéutica de la Facultad de Quimica, de la
UdelaR, trabajan desde hace tiempo, de manera interdisciplinaria, en la bdsqueda de
nuevos compuestos con actividad antihelmintica. Esta colaboracién ha implicado el
abordaje de diversas actividades de investigacion, entre ellas, la sintesis de nuevas
estructuras quimicas, y la evaluacion bioldgica de los productos sintetizados mediante la

instalacion de ensayos de actividad antihelmintica.

El laboratorio de Quimica Farmacéutica ha trabajado desde larga data en la simplificacion
molecular basada en metabolitos bioactivos de origen marino, como por ejemplo el
Micotiazol [1], el Bengazol [2], o el Forboxazol [3]. En el marco de la tesis doctoral de
Gordon [4], se comenzo a trabajar en la simplificacion molecular de una familia de
compuestos denominada bengamidas, con el objetivo de buscar nuevas moléculas con
actividad antihelmintica. La bengamidas (Figura 1), son productos naturales de origen
marino, que se encuentran en esponjas del género Jaspis [5]. Esta familia de compuestos
demostro poseer actividad antitumoral [6], antibacterial [7] y antihelmintica [8]. Desde el
punto de vista estructural consiste en un anillo lactdmico de siete miembros

(caprolactama), unido a una cadena carbonada polihidroxilada.

NR;

Figura 1. Estructura genérica de las bengamidas

La obtencion de las bengamidas desde su reservorio natural, no es una tarea sencilla, dada
la acotada distribucion geografica de esta especie de esponjas. Por otra parte, la sintesis

de novo de estos metabolitos, es una tarea bastante laboriosa, debido a la complejidad de
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su estructura quimica. En este sentido los trabajos realizados por Gordon; et al., en el
laboratorio de Quimica Farmacéutica, de Facultad de Quimica [4], consistieron en la
utilizacion de metodologias de simplificacion molecular, con el objetivo de sintetizar
analogos estructurales con potencial actividad antihelmintica. Como resultado se
obtuvieron una serie de derivados &-valerolactamicos sustituidos, los cuales presentaron
excelentes resultados de actividad antihelmintica in vitro, contra el nematodo

Nippostrongilus basiliensis.

Z
2

Ry Ry

Figura 2. Estructura de los derivados 6-valerolactamicos sustituidos,

obtenidos por Gordon.

La exploracion de los derivados 6-valerolactamicos, arrojo resultados muy interesantes,
que se han enmarcado en diversos articulos académicos y tesis doctorales. En el trabajo
realizado por Mendina [9], se continué con la exploracién estructural de estos
compuestos. Se constato, que a pesar de presentar gran actividad antihelmintica in vitro,
carecian de actividad en ensayos in vivo, tanto en modelos murinos, como ovinos.
Estudios farmacocinéticos permitieron comprender que los derivados d-valerolactamicos
tenian un tiempo de vida media muy corta, elimindndose rapidamente del hospedero.
Ademas, estudios ex vivo de difusion intraparasitaria, demostraron que estos compuestos
presentaban muy baja capacidad de difundir al interior del parésito. La rapida eliminacion
sistémica en el hospedero, junto con la baja capacidad de difusion intraparasitaria,

conformaron la hipétesis para explicar la falta de actividad in vivo.

Con el fin de mejorar las propiedades fisicoquimicas, y por ende potenciar la actividad

antihelmintica in vivo de los compuestos o-valerolactamicos, se planificaron cambios

32



Sintesis de nuevos compuestos

estructurales basados en la aplicacion de una estrategia de hibridacion molecular [10].
Esta estrategia de disefio de farmacos, consiste en la identificacion de las subunidades
activas (farmacoforos), de dos o méas farmacos, y la unién de las mismas para construir
una nueva estructura molecular, en donde se mantienen las caracteristicas de interes de
sus precursores. La finalidad es poder superar las limitaciones que pudieran presentarse
en cada componente por separado. En este sentido se pueden mejorar aspectos de los
farmacos precursores estructurales, como por ejemplo aumentar la potencia, superar
mecanismos de resistencia a la actividad, mejorar perfiles fisicoquimicos y/o

farmacocinéticos, cambiar el perfil metabdlico, disminuir toxicidad [11].

La hibridacion molecular se llevo a cabo utilizando dos subunidades estructurales
distintas. Por un lado, el derivado &-valerolactamico, para el cual fue elegido el
compuesto 2-Boc-amino-6-valerolactama. Este compuesto habia presentado valores de
actividad antihelmintica in vitro significativamente superiores a los patrones
antihelminticos comerciales utilizados como referencia [12]. Ademas su metodologia de
sintesis es relativamente sencilla [13] lo que resulta una ventaja desde el punto de vista
metodoldgico. El otro componente estructural se obtuvo a partir de una familia de
farmacos comerciales antihelminticos: los benzimidazoles carbamatos (BZ) [14]. Este
grupo terapéutico posee un amplio espectro de acci6n antiparasitaria, ademas de
propiedades fisicoquimicas de particular interés, por lo cual fue seleccionado. En la
figura 3 se muestra la estructura general de las moléculas hibridas obtenidas, asi como

también la estructura de los precursores utilizados.

A través de la utilizacién de esta metodologia de hibridacion molecular, se buscaba en
primer lugar, poder mejorar las propiedades fisicoquimicas de los derivados lactdmicos.
La inclusion del residuo benzimidazolico pretendia aumentar la lipofilia de los
compuestos lactamicos, de forma de mejorar sus perfiles de difusion intraparasitaria. Por
otra parte, la inclusion de un residuo farmacoforico con potencial actividad
antihelmintica, permitia la posibilidad de explorar un nuevo blanco de accion molecular,
pudiendo potenciar la actividad de la molécula obtenida, a través de la sinergia lograda

por la union de dos fragmentos activos [15].
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Figura 3. Estructura de los precursores estructurales utilizados en la estrategia de hibridacion
molecular (margen superior derecho e izquierdo). Estructura general de los compuestos hibridos

valerolactama-benzimidazélicos (margen inferior).

Como resultado se disefiaron una serie de compuestos hibridos (figura 4) que demostraron
tener gran actividad antihelmintica in vitro contra el nematodo N. brasiliensis, de orden
similar a la actividad presentada por sus precursores 6-valerolactdmicos. Ademas se pudo
demostrar un aumento en la difusién intraparasitaria de los nuevos compuestos,
trabajando sobre el mismo nematodo [16], observandose perfiles de difusién similares a

los obtenidos para los BZ.

Estudios posteriores realizados en el marco de la tesis doctoral de Munguia [17], lograron
demostrar que los compuestos hibridos también poseian actividad antihelmintica in vivo,
trabajando con un modelo de ratas infectadas con N. brasiliensis. Por otra parte, se
ampliaron los ensayos de difusion y metabolizacion intraparasitaria, incluyendo el
céstodo Mesocestoides vogae (parasito murino), y el nematodo Haemonchus contortus

(parésito ovino). Todos los hibridos presentaron excelente capacidad de difusion
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intraparasitaria, siendo el compuesto la el mas estable frente a la metabolizacién

parasitaria [18].

0 H N 1a- R= SCgHs
BocHN N/\H/N_< 1b- R= S(CH,),CHs
4 N R 1c- R= COCgH,F

Figura 4. Estructura de los principales hibridos valerolactama-benzimidazélicos sintetizados por
nuestro grupo de trabajo. Fueron ampliamente evaluados en ensayos de difusion y metabolizacién
parasitaria, y de actividad antihelmintica.

Dado los perfiles fisicoquimicos y de actividad observados para el compuesto 1a, el
mismo fue seleccionado como cabeza de serie para continuar con el proceso de disefio y
optimizacion de nuevas moléculas potencialmente antihelminticas. Uno de los objetivos
del presente trabajo es poder ampliar la biblioteca de compuestos creada por nuestro
grupo de investigacion, con la finalidad de contribuir en la basqueda de nuevos farmacos
antihelminticos. Por otra parte, contar con una biblioteca de compuestos de actividad
conocida, es un insumo fundamental para el proceso de instalacion y desarrollo de los

modelos de ensayo de actividad bioldgica.

En la figura 5, se muestra la estructura base utilizada para el disefio de los nuevos
compuestos sintetizados en el presente trabajo. En la misma se conserva el anillo
lactamico y el residuo benzimidazolico, unidos a través de un grupo de union,
denominado linker. Se utilizé un Unico componente benzimidazolico, derivado del
antihelmintico comercial Fenbendazol. Este bloque estructural esta presente en el
compuesto 1a, y demostro ser resistente a los procesos de sulfoxidacion parasitaria, en las

condiciones ensayadas [18].
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Los nuevos compuestos se obtuvieron a partir de modificaciones estructurales a nivel del
anillo lactamico y el linker. Se propuso variar el tamafio de anillo, incorporando
estructuras e-caprolactamicas, de siete miembros. En cuanto al linker, se buscé explorar
estructuras heterociclicas para las cuales el grupo ya contaba con experiencia de sintesis
[2, 19, 20] Por otra parte se realizaron simplificaciones estructurales, de forma de poder
comprender la influencia de los distintos fragmentos moleculares, en la actividad

bioldgica observada.

H

BocHN N S

oc N—| Linker - :©/ \O
N

n
DOMINIO

) BENZIMIDAZOLICO
DOMINIO LACTAMICO

Figura 5. Estructura genérica utilizada en la sintesis de nuevos compuestos

El disefio de los nuevos compuestos fue orientado en base a los resultados de los ensayos
de actividad antihelmintica, que se describen en el capitulo 2. EI modelo de actividad
bioldgica utilizado esta centrado en el nematodo ovino H. contortus, a diferencia de los
resultados de actividad antihelmintica previamente obtenidos por nuestro grupo de
trabajo, que fueron realizados utilizando un modelo basado en el nematodo N.
brasiliensis. El parasito H.contortus es un blanco objetivo para la basqueda de nuevos
antihelminticos, por lo tanto contar con un modelo de actividad antihelmintica basado en
este nematodo, implica sin dudas una ventaja para la estrategia de disefio de nuevos

compuestos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Como menciondramos en la introduccion, los nuevos compuestos fueron obtenidos
utilizando como base la estructura genérica mostrada en la figura 5. La estrategia de
sintesis se basé en la obtencién de bloques de construccién, que luego son unidos para

dar lugar a las moléculas de interés.

Uno de los principales bloques de construccion es el dominio benzimidazélico, el cual es
obtenido a partir del antihelmintico comercial Fenbendazol, mediante hidrolisis acida del
grupo carbamato, aplicando la metodologia descripta por Gyurik y colaboradores [21].
Como resultado se obtiene el derivado amino-fenbendazol (2). En el esquema 1 se
muestra la reaccion de obtencién. EI compuesto 2 fue sintetizado, a escala de multigramo,
en el Laboratorio Quimica Fina, Instituto Polo Tecnoldgico de Pando (IPTP), a cargo del

Prof. Eduardo Manta y colaboradores.

S E " S g
OO = O e

Esquema 1. Sintesis del compuesto 2. Condiciones de reaccion: a) Reflujo en HBr 24%, 19 horas.
R=87 %.

El primer compuesto sintetizado fue el compuesto 6. En el mismo se incorpora un anillo
lactamico de siete miembros (e-caprolactama), homologando en un carbono el tamafio del
anillo valerolactamico presente en el precursor la. Por otra parte se conserva el grupo
acetomida como linker. En el esquema 2 se presenta la metodologia utilizada para la

obtencion del compuesto 6.

La ruta de sintesis se inicia con la construccion del resto caprolactamico (3), mediante la

ciclodeshidratacion del aminoacido L-lisina utilizando alumina basica, aplicando la
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metodologia descripta por Blade-Font [13] y posterior proteccion del amino libre, con el

grupo ter-butoxicarbonilo (Boc) en condiciones habituales (Boc.O/TEA/CH,Cl,/Tamb).

Si bien partimos de un precursor enantioméricamente puro (L-lisina), las condiciones de
la reaccidn de ciclacion utilizadas, generan la epimerazacion parcial del carbono quiral
presente en la L-lisina. El grado de epimerizacion es dependiente del tiempo de reaccion,
segun se describe en la metodologia original, llegando incluso a la racemizacion del
amino&cido de partida. [13]. En el anexo 1 del presente capitulo, se presenta en detalle,
los estudios realizados en este sentido, mediante la aplicacion de técnicas de
cromatografia de HPLC quiral y a través de la medicion de la actividad Optica. La
proporcién de enantibmeros para el compuesto 3, luego de 72 horas de reaccién, es 70:30
(S: R). El porcentaje de racemizacion aumenta en las sucesivas etapas, como consecuencia
de las condiciones de reaccion utilizadas, obteniéndose finalmente mezclas racémicas en
todos los productos finales que contienen el resto caprolactdmico y que se sometieron a

ensayos biologicos.

A partir del blogue caprolactamico, se continta con la construccion del linker, la cual se
realiza en dos etapas: primero a partir de la alquilacion del nitrégeno del grupo lactama
del compuesto 3, mediante la reaccion con bromoacetato de etilo, utilizando hidruro de
sodio como base, para dar el compuesto 4 [22]; posteriormente se hidroliza en medio
basico el grupo éster, conduciendo al acido 5.

El paso final para la obtencién del compuesto 6, consiste en la union del bloque
benzimidazoélico al lactamico, mediante la formacion de un enlace amida. Puntualmente
el grupo amino del compuesto 2 reacciona con el grupo &cido del compuesto 5. El

compuesto 6 se obtiene como una mezcla racémica (ver anexo 1)
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Esquema 2. Sintesis del compuesto 6. Condiciones de reaccién: b) alimina bésica, tolueno, reflujo, 72 horas.
c) Boc,O, TEA, CH.Cly, 4 horas. R= 32%. d) NaH, bromoacetato de etilo, THF, 20 horas. R= 65%. e) KOH,
metanol: agua (1:1), 3 horas. R= 95%. f) HBTU, DMAP, DIPEA, 2, CH:Cl,, 20 horas. R= 63%
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La formacion del enlace amida es una reaccion de condensacion con alta energia de
activacion, por lo que necesita condiciones drasticas de temperaturas para poder llevarse
a cabo [23]. Una alternativa es la utilizacion de agentes acoplantes, los cuales generan
una activacion del grupo acido, haciéndolo mas favorable al ataque nucleofilico del grupo
amino [24]. En la etapa final de sintesis del compuesto 6, se utilizo el agente acoplante
HBTU. En el esquema 3 se muestra el mecanismo para la formacion del enlace amida,
utilizando este agente acoplante.

Uno de los inconvenientes de esta Ultima etapa de reaccion, es el débil caracter
nucleofilico del compuesto 2. Su grupo amino libre presenta una menor densidad
electrénica, debido al efecto resonante dador hacia el anillo benzimidazélico, lo que
disminuye la efectividad del ataque nucleofilico sobre el grupo &cido activado. Trabajos
previos realizados por nuestro grupo de investigacion, en el escalado del compuesto 1a,
demostraron que el HBTU es un agente apropiado para realizar reacciones de
acoplamiento, que involucren el compuesto 2. En esta instancia se ratifico la utilidad del
HBTU, obteniendo un rendimiento aceptable para la formacién del enlace amida.

Sin embargo, se debe considerar que una de las desventajas de la utilizacion de HBTU,
es la formacion del producto secundario tetrametilurea (ver esquema 3). La eliminacién
total de esta impureza resulta bastante laboriosa, permaneciendo en cantidades
significativas, aun después de realizar etapas de purificacion por cromatografia flash.
Como se indica en la metodologia de sintesis, la eliminacion de la tetrametilurea se logra

luego de sucesivas etapas de extraccién en AcOEt: H20.

40



Sintesis de nuevos compuestos
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Esquema 3. Mecanismo de reaccidn para la formacion de enlaces amida, utilizando HBTU como agente acoplante

Posteriormente se sintetizd el compuesto 10. En esta molécula se conserva el anillo
caprolactdmico, y se incorpora el grupo 4-carboxi-2-metilenoxazol como linker. En el
esquema 4 se muestra la ruta de sintesis utilizada. Sobre el compuesto 5 se realiza la
construccién del linker en una secuencia que involucra tres pasos: amidacion,
ciclodeshidratacion y oxidacion. Finalmente el compuesto 10 es obtenido de manera

convergente a través del acoplamiento con el resto benzimidazolico.
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Esquema 4. Sintesis del compuesto 10. Condiciones de reaccion: g) L-serina metil éster, EDCI, DIPEA,
DMAP, CHCl, 16 horas. R= 69%. h) deoxofluor, CHCl,, -20 °C. 1 hora. i) BrCCI3, DBU, CHCl,, 0°C,
20 horas. R= 38%. j) KOH, metanol: agua (1:1), 3 horas. R= 91%. k) HBTU, DMAP, DIPEA, 2, CH,Cl,,
20 horas. R= 58%.

En la primera etapa se realiza una reaccion de amidacion entre el acido (5) y el éster
metilico de la L-serina, obteniéndose el compuesto 7. El agente acoplante utilizado fue
EDCI. En el esquema 5 se muestra el mecanismo de reaccion involucrado. El EDCI
demostro ser poco efectivo en las reacciones de acoplamiento que involucraban al
compuesto 2, sin embargo en esta instancia se obtuvo un rendimiento satisfactorio (69%),
superior al obtenido utilizando HBTU (53%) para el mismo paso de reaccion. Una ventaja
en la utilizacién de EDCI, es que el subproducto de reaccién generado (ureido), se elimina

facilmente en las etapas de work up.

La construccion del linker se continu6é con la formacién del derivado oxazolico (8),
aplicando la metodologia descripta por Phillips y colaboradores [25]. Esta estrategia
consiste en la ciclodeshidratacion de sistemas [ hidroxi amida, utilizando el reactivo
deoxo fluor, obteniéndose la oxazolina correspondiente, la cual es oxidada con BrCCls

conduciendo al oxazol.

Posteriormente se realiza la hidrolisis basica del grupo éster, originando el derivado &cido

9. La dltima etapa de la sintesis consiste en la formacion del enlace amida, entre el los
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compuestos 9 y 2, utilizando HBTU como agente acoplante. EI compuesto 10 se obtiene

como mezcla racémica (ver anexo 1)

El ee del compuesto 8 fue determinado utilizando HPLC quiral (ver anexo 1) resultando
ser de un 12 % (S/R = 56/44). Esto nos permite sugerir, por un lado, que el ee del
compuesto 5 (que no logré determinarse experimentalmente) este muy cercano a este
valor. Por otro lado, la reaccion de hidrolisis basica sobre el éster metilico del compuesto
8 (utilizando KOH), nos acercaria ain mas a una mezcla racémica en el éacido 9,

justificando de esta manera la obtencion de 10 como racemato.
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Esquema 5. Mecanismo de reaccion para la formacion de enlaces amida, utilizando EDCI como agente acoplante

En funcion del andlisis realizado de los resultados de actividad antihelmintica obtenidos
para los compuestos sintetizados (los cuales se discuten en detalle en el capitulo 2), se
decidié aplicar una estrategia de deconstruccién molecular (ingenieria inversa) sobre los
compuestos 10 y 1a, a los efectos de poder aproximarnos a interpretar los mismos. De
esta manera se planted estudiar la influencia de los distintos fragmentos estructurales en

la actividad bioldgica observada para estos compuestos. Para ello se desacoplaron
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analiticamente diferentes dominios, generando variantes estructurales mas simples, que

contengan sélo uno de los dos dominios originales.

En la figura 6 se muestra la estrategia disefiada para el compuesto 10. Como resultado se
propusieron 4 posibles estructuras quimicas, para evaluar en los ensayos de actividad
antihelmintica. Tres de ellas corresponden a los compuestos 2, 3 y 8, lo cuales habian sido
previamente sintetizados como intermediarios de reaccion del compuesto 10. Los
compuestos 3 y 8 son variantes del dominio lactdmico, mientras que el compuesto 2 es
una variante del dominio benzimidazélico. EI cuarto compuesto propuesto (nimero 15),
es un derivado del dominio benzimidazdlico, unido al linker oxazol. La ruta de sintesis

se muestra en el esquema 6.
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Lo TR 10
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0 H N N
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Figura 6. Estrategia de deconstruccién molecular (ingenieria inversa) aplicada al compuesto 10.
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La estrategia de obtencion del compuesto 15, consistid en la sintesis del bloque estructural
metil oxazol carboxilico y su posterior acoplamiento al compuesto 2. En la primera etapa,
se sintetizd el reactivo acetoimidato de etilo (compuesto 11) [26]. Posteriormente el
compueso 12 fue obtenido mediante la aplicacién de la metodologia descipta por
Chattopadhyay [27]. El éster metilico de la serina, reacciona con el acetoimidato de etilo,
en medio bésico, para dar la oxazolina. La sintesis del compuesto 13, se obtiene por
oxidacion de la oxazolina, aplicando la misma metodologia de oxidacion descripta para
el compuesto 8. Posteriormente se realiza la hidrélisis basica del grupo éster,
obteniéndose el acido 14. La Ultima etapa de la sintesis consiste en la formacion del

enlace amida, entre el los compuestos 14 y 2, utilizando HBTU como agente acoplante.

0 H .HCI
N i X

(11) o
(12) (13) n
]/IL Ii
—< N/
0
OH
(15) (14)

Esquema 6. Sintesis del compuesto 15. Condiciones de reaccion: 1) reflujo, 3 horas. R=32%. m) clorhidrato
de L-serina metil éster, TEA, CH2Cl,, 20 horas. R= 61%. n) CBCI3, DBU, CHCl,, 0°C, 6 horas. R= 62%.
i) KOH, metanol: agua (1:1), 3 horas. R=95%. 0) HBTU, DMAP, DIPEA, 2, CH,Cly, 24 horas. R= 55%.

La deconstruccion del compuesto la (ver figura 7), mediante la separacion en sus
dominios lactamico y benzimidazdlico, dio origen a los compuestos 16 y 17. Ambas
secuencias de reaccion se muestran en el esquema 7. ElI compuesto 16 ha sido
ampliamente trabajado por nuestro grupo de trabajo, y se obtiene aplicando la misma

metodologia de sintesis del compuesto 3. EI mismo fue sintetizado en el Laboratorio
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Quimica Fina, IPTP. La proporcion de enantiomeros determinada para este compuesto
fue 55:45 (ver anexo 1). Por otra parte, el compuesto 17 deriva de la reaccién de
acetilacion del compuesto 2.

' H
. v, y

'
=y YRIOT0
o)
17

16

Figura 7. Estrategia de simplificacion molecular aplicada para el compuesto 1a.
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Esquema 7. Sintesis del compuesto 16, condiciones de reaccion: p) alimina neutra, tolueno,
reflujo, 4 horas. q) Boc,O, TEA, Dioxano: H,O (1:1), 20 horas R= 53%. Sintesis de
compuesto 17, condiciones de reaccion: r) Ac.0, Piridina, 15 horas. R= 42%
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Uno de los aspectos que se discutird en el capitulo 2, es la diferencia de actividad
observada entre los compuestos 1a y 6. El compuesto 1a constituye nuestro modelo de
disefio para las nuevas estructuras quimicas. EI mismo demostré ser activo en un modelo
in vitro frente al nematodo H.contortus, mostrando buen perfil de actividad bioldgica,
similar a los patrones benzimidazoles antihelminticos. EI compuesto 6 en cambio,
demostré ser inactivo, trabajando con el mismo modelo de ensayo. Un aumento
correspondiente a un carbono, en el tamafio del anillo lactdmico, significo la perdida de

actividad en el modelo ensayado.

Se busco entonces estudiar la influencia del anillo lactamico sobre la variabilidad en la
actividad antihelmintica. Un estrategia interesante seria modificar el tamafio de las
estructuras lactamicas, trabajando con anillos de 5 y 8 miembros. Esto apuntaria a
explorar un aumento y una disminucion en el tamafio de las estructuras lactdmicas
utilizadas en los compuestos 6 y 1a respectivamente. Sin embargo, la obtencion de estos
intermediarios lactdmicos no pudo realizarse, dado que resulta muy compleja desde el

punto de vista de su sintesis quimica.

Como alternativa, se propuso la sustitucion de las estructuras ciclicas lactamicas, por
analogos de cadena abierta, buscando explorar un menor volumen molecular y mayor
libertad de rotacién, en la zona modificada. Se sintetizaron dos analogos de cadena abierta
(compuestos 22 y 23), cuya ruta de sintesis se muestra en el esquema 8. EIl grupo
lactdmico es sustituido por un grupo amida, derivado de la unién de dos aminoéacidos.
Ambos compuestos se diferencian en la cadena lateral de uno de los aminoacidos

utilizados.
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Esquema 8. Sintesis de compuestos 22 y 23. Condiciones de reaccién: s) EDCI, DIPEA, DMAP, CHCl,,
6 horas. R: 18=60%; 19=90%. t) KOH, metanol: agua (1:1), 3 horas. R: 20= 93%; 21= 96%. u) HBTU,
DMAP, DIPEA, 2, CH.Cl,, 20 horas. R: 22= 25%; 23= 23%.

La primera etapa de sintesis consiste en la reaccion de acoplamiento entre el éster
metilico de la serina, y un aminoacido protegido con el grupo Boc. Se utilizaron los
derivados N-Boc Glicina (compuesto 18) y N-Boc L-alanina (compuesto 19). Como

agente acoplante se utiliz6 EDCI.

En la reaccion de obtencion de 18, se observé que cuando el agregado de EDCI se realiza
previo a al agregado del éster metilico de la serina, ocurre la formacion de un producto
secundario mayoritario (compuesto 18i). Analizando el espectro de RMN (ver anexo 2
espectroscopia RMN, compuesto 18i), se propuso una posible estructura y mecanismo de
formacion para el mismo (esquema 9). El agregado previo de EDCI genera la activacion
de los grupos acidos de la N-Boc glicina. Con el posterior agregado del éster metilico de
la serina, comenzaria la formacion del dipéptido. En estas circunstancias, una posible
explicacion mecanistica que diera lugar al producto secundario observado, seria que la

forma enolica del carbamato del dipeptido formado, reaccione a traves de su hidroxilo
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con el remanente de &cido activado, originando el producto secundario. Para confirmar la
presencia del grupo éster, se realiz6 la hidrélisis del compuesto 18i (ver esquema 10). En
el andlisis del espectro de RMN se infiere la presencia del compuesto 18 y la N-Boc

glicina en el producto de hidrolisis, confirmando la estructura del compuesto 18i.

La formacion de producto secundario se elimino, cambiando el orden de agregado de los
reactivos. EI EDCI (disuelto en el solvente de reaccion), se agrega de manera muy lenta,
a la mezcla de reaccidn, conteniendo glicina metil éster, y N-Boc glicina. De esta forma,
los grupos acidos activados que se originan con el agregado de EDCI, reaccionan
inmediatamente con el grupo amino de la glicina metil éster. La formacién del dipéptido
es concomitante a la activacion del grupo &cido, disminuyendo la probabilidad de
reacciones secundarias. Esta estrategia también fue aplicada para la sintesis del

compuesto 19.

Los derivados acidos (20 y 21), se obtienen por hidrolisis basica del grupo éster. La Gltima
etapa de reaccion consiste en el acoplamiento al compuesto 2, utilizando el agente
acoplante HBTU, para la formacion del enlace amida (compuestos 22 y 23). La
configuracién absoluta del carbono quiral de la L-alanina metil éster, parece mantenerse
incambiada en la secuencia de reacciones, por lo que el compuesto 23 se obtiene como

un enantiomero puro (ver anexo 1).
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Esquema 9. Estructura quimica y mecanismo de reaccion propuesto, para el producto secundario (18i)

obtenido en la sintesis del compuesto 18.
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Esquema 10. Hidrdlisis del producto secundario 18i. Condiciones de reaccion: v) KOH, metanol: agua (1:1),

3 horas. Como producto de reaccién se obtienen el compuesto 18 y N-Boc glicina.
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METDOLOGIA
Metodologia general

Las etapas de sintesis fueron realizadas en el laboratorio de Quimica Farmaceéutica de la
Facultad de Quimica, UdelaR, bajo la supervision del Prof. Dr. Eduardo Manta.

Los reactivos empleados se adquirieron de forma comercial, y fueron utilizados sin

posterior purificacion salvo en aquellos casos que se indique lo contrario.

El seguimiento de las reacciones se realizé mediante cromatografia en capa fina (TLC),
en placas de silica gel sobre plastico de 0.20 mm de espesor (Macherey/Nagel Ploygram
(R) SIL G/UV 254). Las placas se analizaron bajo luz UV a 254 nm, o por desarrollo de
color con ninhidrina. La purificacion de los productos por columna cromatogréfica se
realizé utilizando Silica Gel Flash 60 (JT Baker, con un diametro de particula promedio
de 40 nm).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se realizaron en un equipo
Brucker Avance Neo 400. Los desplazamientos quimicos se expresan en partes por millon
(ppm) y son relativos al estandar interno TMS. Las constantes de acoplamiento (J) se
informan en Hertz (Hz). Las siguientes abreviaciones se utilizan para indicar la
multiplicidad de las sefiales de RMN: s (singulete), d (doblete), t (triplete), g (quadriplete),

m (multiplete).

Los espectros de masa de baja resolucion (LRMS) se realizaron en un espectrémetro de

masas Shimadzu QP 1100-EX, por inyeccion directa, trabajando a 70 eV.

La espectroscopia infrarroja se realizd6 en un espectrofotometro infrarrojo con

Transformada de Fourier, IR Prestige 21 Shimadzu, utilizando pastillas de KBr.

La cromatografia HPLC se realiz6 en un equipo Waters, con bomba binaria modelo
Waters 1525 y detector de arreglo de diodos modelo Waters 2996. Se utilizé una columna
quiral Cellulose DMP (Supelco, ALLSCIENCE), 250mm x 4.6 mm y 5 um de tamafio de
particula. La fase movil utilizada consistié en una mezcla Hexano: Isopropanol (90:10).

El flujo utilizado fue 1 mL/min, y la absorbancia fue medida a 210 nm.
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Sintesis de productos

3) tert-Butil (2-oxoazepan-3-il)carbamato

i) A un balon conteniendo alimina basica seca (8 g), se agrega una suspension de L-lisina
(22 mmol) y NaOH (44 mmol) en Tolueno (140 mL), con agitacion y bajo atmosfera de
N2. La reaccion se lleva a reflujo, utilizando una trampa de Dean Stark para recolectar el
agua formada. Se deja reaccionar 72 horas. La mezcla de reaccion se filtray se lava con
10 x 10 mL de CH2Cl,: MeOH (9:1). Las aguas madres y los lavados se juntan, se secan

con Na2SOs, y se elimina el solvente a vacio. Se obtiene un aceite amarillo (2.2 g).

ii) El aceite obtenido se retoma en 100 mL de una solucion H>O: Terbutanol (1:1). Se
agregan trietilamina (TEA) (25.1 mmol), di-terbutil-dicarbonato (Boc20) (20.6 mmol) y
se deja reaccionando a temperatura ambiente, con agitacion, por 4 horas. Se evapora el
terbutanol a vacio y se extrae con 3 x 50 mL de AcOEt. Las fases organicas se juntan y
se lavan con solucidn saturada de NaHCOs. La fase organica se seca con Na>SOg, y se
elimina el solvente a vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase moévil AcOEt: Eter
de Petroleo (2:1). Se obtiene un sélido blanco amorfo. Rendimiento 29%. IR (v max, KBr)
cm "1: 3392.72 (estiramiento N-H lactama), 2978,09 (Estiramiento asimétrico C-H metilo)
2931,80 (Estiramiento asimétrico C-H metileno) 1687.71 (estiramiento C=0 carbamato),
1654,92 (estiramiento C=0 lactama), 1163.08 (estiramiento C-O carbamato). *H RMN
(400 MHz, CDCl3): 6 1.39 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.52 (m, 1H), 1.82 (m, 2H), 2.03 (m,
2H), 3.25 (m, 2H), 4.30 (d, J= 11.1 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H), 6.48 (s, 1H) ppm. *C RMN
(100 MHz, CDClz): & 28.09, 28.40, 28.85, 32.22, 42.20, 53.23, 79.47, 155.19, 175.97

ppm.

4) Etil 2-(3-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-oxoazepan-1-il)acetato

Una solucién de 3 (1.8 mmol) y NaH (7.3 mmol) en 15 mL de THF seco, con agitacion,
bajo atmoésfera de N2, y a temperatura ambiente, se deja reaccionar por 30 minutos. Luego
se agrega bromoacetato de etilo (7.3 mmol) gota a gota y se deja reaccionar por 20 horas.
Se corta la reaccion con 15 mL de solucion saturada de NaHCOg3, y se extrae con 3 X 15
mL de AcOEt. Se juntan las fases organicas, se secan con Na;SOs, y se evapora el
solvente a vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase movil AcCOEt: Eter de petroleo
(1:1). Se obtiene sélido blanco amorfo. Rendimiento 65%. *H RMN (400 MHz, CDCls):
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§1.29 (t,J=7.2 Hz, 3H), 1.45 (s, 9H), 1.62 (m, 2H), 1.81 (m, 2H), 2.04 (m, 2H), 3.20 (dd,
J=15.4, 5.3 Hz, 1H), 3.69 (dd, J=15.4, 11.5 Hz, 1H), 4.20 (m, 4H), 4.44 (dd, J=11.0, 6.1
Hz, 1H), 5.94 (d, J=5.6 Hz, 1H) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCls): § 14.16, 27.8, 27.96,
28.40, 32.40, 50.68, 50.92, 53.46, 61.33, 79.37, 155.37, 169.18, 173.71 ppm.

5) Acido 2-(3-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-oxoazepan-1-il)acético

A una solucion de 4 (1.2mmol) en 10 mL de metanol, se agrega 2.4 mmol de KOH
disuelto en 10 mL de H2O. Se deja reaccionar 3 horas con agitacion, a temperatura
ambiente. Se evapora el metanol a vacio, y se ajusta el pH de la fase acuosa a 3, utilizando
una solucién de HCI 5% v/v. Se extrae con 3 x 10 mL de AcOEt. Se juntan las fases
orgénicas, se secan con Na>SOa y se evapora el solvente a vacio. Se obtiene un sélido
blanco amorfo. Rendimiento 96%. *H RMN (400 MHz, CDCls): § 1.44 (s, 9H), 1.61 (m,
2H), 1.79 (m, 2H), 2.00 (m, 2H), 3.21 (dd, J=15.3, 4.8 Hz, 1H), 3.71 (dd, J=15.3, 11.6
Hz, 1H), 4.21 (d, J=7.2 Hz, 2H), 4.47 (dd, J=10.6, 6.5 Hz, 1H), 5.95 (d, J=6.3 Hz, 1H)
ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCls): § 26.87, 27.83, 28.39, 32.20, 50.78, 50.84, 53.41,
79.73, 155.33, 173.14, 174.20 ppm.

6) tert-Butil (2-0x0-1-(2-0x0-2-((5-(feniltio)-1H-benzo[d]imidazol-2-
il)amino)etil)azepan-3-il)carbamato

A una solucion de 5 (0.2 mmol) en 5 mL de CH2Cl. seco, con agitacion y bajo atmdsfera
de N2, se agregan DIPEA (0.4 mmol), HBTU (0.3 mmol), DMAP (0.04 mmol) y 2 (0.35
mmol). Se deja reaccionando por 20 horas, a temperatura ambiente. La reaccion se corta
con el agregado de 10 mL de solucién saturada de NaHCO3, Se extrae con 3 x 10 mL de
CHCl;. Se juntan las fases organicas, se secan con NaSOs, y se evapora el solvente a
vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase movil AcOEt: Eter de petroleo (4:1). El
solido obtenido se disuelve en 50 mL de AcOEt y se extrae con 3 x 50 mL de H20. Se
juntan las fases organicas, se secan con Na>SOg, y se evapora el solvente a vacio. Se
obtiene un sélido blanco amorfo. Rendimiento 63%. IR (v max, KBr) cm *: 3414.00
(estiramiento N-H de amida secundaria), 3057.17 (estiramiento C-H aromatico), 2929.87
y 2856.58 (estiramiento C-H metilénico), 1712.79 (estiramiento C=0 carbamato),
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1643.35 (estiramiento C=0 amida), 1581.63 y 1456.26 (estiramiento C=C-C anillo
aromatico), 1168.86 (estiramiento C-O carbamato), 871.25 y 810.10 (deformacion fuera
del plano C-H aromaético grupo benzimidazol), 740.67 y 690.52 (deformacion fuera del
plano C-H aromaético). *H RMN (400 MHz, CDClg): & 1.43 (s, 9H), 1.59 (m, 2H), 1.79
(m, 2H), 2.02 (m, 2H), 3.25 (d, J=14.5 Hz, 1H), 3.71 (t, J=13.4 Hz, 1H), 4.36 (m, 2H),
4.48 (m, 1H), 5.97 (d, J=5.27 Hz, 1H), 7.17 (m, 1H), 7.22 (m, 5H), 7.30 (d, J=8.1 Hz,
1H), 7.41 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H) ppm. *C RMN (100 MHz, CDCls): & 26.94,
27.85, 28.40, 29.70, 32.25, 51.12, 53.48, 79.61, 126.28, 127.84, 127.94, 129.05, 129.19,
137.85, 147.80, 155.23, 169.48, 174.60 ppm. MS (LMRS): m/z CH31Ns04S (M)*
calculado: 509.21, encontrado 509.20.

7) Metil 2-(2-(3-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-oxoazepan-1-il)acetamido)-3-

hidroxipropanoato

A unasolucién de 5 (1.47 mmol) en 8 mL de CH2Cl; seco, con agitacion y bajo atmdsfera
de N, se agregan TEA (1.47 mmol), EDCI (2.94 mmol), HOBT (1.47 mmol) y se deja
reaccionando por 30 minutos. Luego se agrega una solucion de L-serina metil éster (2.2
mmol) y TEA (2.2 mmol) en 7 mL de CHCl.. Se deja reaccionando por 16 horas, a
temperatura ambiente. La reaccion se corta con el agregado de 30 mL de solucidn saturada
de NaHCO3. Se extrae con 3 x 30 mL de AcOEt. Se juntan las fases organicas, se secan
con NazSOg, y se evapora el solvente a vacio. Se purifica por cromatografia flash, primero
fase movil AcOEt, y luego AcOEt: MeOH (98:2). Se obtiene un aceite incoloro.
Rendimiento 69%. *H RMN (400 MHz, CDCls): § 1.44 (s, 9H), 1.57 (m, 2H), 1.81 (m,
2H), 1.99 (m, 2H), 3.34 (m, 1H), 3.72 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.89 (m, 1H), 3.98 (m, 1H),
4.08 (m, 1H), 4.20 (m, 1H), 4.45 (m, 1H), 4.64 (m, 1H), 5.83 (dd, J=11.6, 6.5 Hz, 1H),
7.11 (dd, J=21.3, 7.7 Hz, 1H) ppm. **C RMN (100 MHz, CDCls): § 26.77, 27.00, 27.77,
27.83, 31.62, 31.99, 50.74, 50.83, 52.69, 52.71, 53.21, 53.52, 54.71, 62.66, 62.71, 79.78,
155.41, 168.72, 168.84, 170.72, 170.81, 174.50 ppm.
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8) Metil 2-((3-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-oxoazepan-1-il)metil)oxazol-4-

carboxilato

A una solucion de 7 (0.6 mmol) en 10 mL de CH2Cl2 seco, con agitacion, bajo atmdsfera
de N2, a -20° C, se agrega gota a gota deoxofluor (0.76 mmol). Se deja reaccionar por 1
hora. Se agrega lentamente CBrCls (2.4 mmol). Se deja alcanzar 0° C y se agrega gota a
gota DBU (2.4 mmol). La reaccion se lleva a temperatura ambiente y se deja reaccionando
20 horas. La reaccion se corta con el agregado de 10 mL de solucién saturada de NaHCOs,
Se extrae con 3 x 10 mL de AcOEt Se juntan las fases organicas, se secan con NaxSOa, y
se evapora el solvente a vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase movil AcOEt:
Eter de petréleo (1:1). Se obtiene sélido blanco amorfo. Rendimiento 38%. IR (0 max,
KBr) cm 1. 3431.36 (estiramiento N-H amida secundaria), 2935,66 y 2856,58
(Estiramiento simétrico/asimétrico C-H metileno), 1753.29 (Estiramiento C=0 éster),
1705.07 (estiramiento C=0 carbamato), 1651,07 (estiramiento C=0 amida secundaria),
1639.49 (estiramiento C=0 lactama N sustituida), 1587.42 (estiramiento C=N oxazol)
1456.26 (estiramiento C=C-C aromatico), 1261.45y 1062.78 (estiramiento O-C-O éster),
1163.08 (estiramiento C-O carbamato), 871.82 y 840.96 (deformacion fuera del plano C-
H aromatico grupo benzimidazol), 775.38 (deformacién fuera del plano C-H aromatico).
'H RMN (400 MHz, CDCl3): & 1.28 (m, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.54 (m, 1H), 1.80 (m, 2H),
1.96 (m, 1H), 2.08 (m, 1H), 3.40 (m, 1H), 3.57 (m, 1H), 3.93 (s, 3H), 4.45 (dd, J=9.8, 6.4
Hz, 1H), 4.70 (d, J=15.6 Hz, 1H), 4.91 (d, J=15.6 Hz, 1H), 5.94 (d, J=5.9 Hz, 1H), 8.23
(s, 1H) ppm. *C RMN (100 MHz, CDCls): 26.99, 27.76, 28.27, 28.39, 32.50, 44.34,
48.75, 52.27, 53.40, 79.51, 133.39, 144.70, 155.11, 160.83, 161.29, 173.64 ppm. MS
(LRMS): m/z C17H25N30s (M)* calculado: 367.17, encontrado 367.15.

9) Acido 2-((3-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-oxoazepan-1-il)metil)oxazol-4-

carboxilico

A una solucion de 8 (0.22 mmol) en 3 mL de metanol, se agrega 0.45 mmol de KOH
disuelto en 3 mL de H20O. Se deja reaccionar 3 horas con agitacion, a temperatura
ambiente. Se evapora el metanol a vacio, y se ajusta el pH de la fase acuosa a 3, utilizando
una solucién de HCI 5% v/v. Se extrae con 3 x 5 mL de AcOEt. Se juntan las fases
orgénicas, se secan con Na>SOs y se evapora el solvente a vacio. Se obtiene un sélido
blanco amorfo. Rendimiento 91%. *H RMN (400 MHz, CDCls): & 1.29 (m, 1H), 1.45 (s,
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9H), 1.52 (m, 1H), 1.80 (m, 2H), 1.93 (m, 1H), 2.07 (m, 1H), 3.40 (dd, J= 15.2, 4.4 Hz,
1H), 3.60 (dd, J= 15.2, 11.9 Hz, 1H), 4.48 (m, 1H), 4.71 (d, J= 15.7 Hz, 1H), 4.94 (d, J=
15.7 Hz, 1H), 5.96 (d, J= 6.3Hz, 1H), 8.28 (s, 1H) ppm.

10) tert-Butil (2-oxo-1-((4-((6-(feniltio)-1H-benzo[d]imidazol-2-il)carbamoil)oxazol-

2-il)metil)azepan-3-il)carbamato

A una solucion de 9 (0.2 mmol) en 5 mL de CH>Cl2 seco, con agitacién y bajo atmdsfera
de N, se agregan DIPEA (0.4 mmol), HBTU (0.3 mmol), DMAP (0.04 mmol) y 2 (0.3
mmol). Se deja reaccionando por 20 horas, a temperatura ambiente. La reaccién se corta
con el agregado de 10 mL de solucién saturada de NaHCO3, Se extrae con 3 x 10 mL de
CH.CI>. Se juntan las fases organicas, se secan con Na>SOa, y se evapora el solvente a
vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase movil AcOEt: Eter de petroleo (2:1). El
solido obtenido se disuelve en 50 mL de AcOEt y se extrae con 3 x 50 mL de H20. Se
juntan las fases orgéanicas, se secan con Na»SOa, y se evapora el solvente a vacio. Se
obtiene un sdlido blanco amorfo. Rendimiento 58%. IR (v max, KBr) cm *: 3057.17
(estiramiento C-H aromatico), 2929,87 y 2856,58 (estiramiento simétrico/asimétrico C-
H metileno), 1703.14 (estiramiento C=0 carbamato), 1691.57 (estiramiento C=0 amida
secundaria), 1649.14 (estiramiento C=0 lactama N sustituida), 1562.34 (estiramiento
C=N oxazol), 1454.33 (estiramiento C=C-C aromatico), 1168.86 (estiramiento C-O
carbamato), 871.82 y 848.68 (deformacion fuera del plano C-H aromatico grupo
bencimidazol), 740 (deformacion fuera del plano C-H aromatico grupo fenol). *H RMN
(400 MHz, DMSO-d6): 6 1.37 (s, 9H), 1.47 (m, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.78 (m, 2H), 3.44
(m, 1H), 3.69 (m, 1H), 4.37 (m, 1H), 4.76 (g, J= 16.0 Hz, 2H), 6.65 (d, J= 7.2 Hz, 1H),
7.14 (m, 1H), 7.16 (m, 1H), 7.20 (m, 1H), 7.24 (dd, J= 8.3, 1.7 Hz, 1H), 7.28 (m, 3H),
7.51 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.58 (s, 1H), 8.85 (s, 1H) ppm. *C RMN (100 MHz, DMSO-d6):
027.22,27.79, 28.41, 32.47, 44.88, 49.47, 53.50, 79.56, 126.20, 127.59, 127.84, 129.03,
129.10, 134.97, 138.02, 143.50, 155.11, 159.68, 160.86, 173.79 ppm. MS (LRMS): m/z
C29H32N60sS (M)* calculado: 576.22, encontrado: 576.25.
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11) Clorhidrato de etil acetimidato.

20 mmol de cloroformiato de etilo se mezclan con 20 mmol de acetamida. Se mantiene
bajo agitacion, en bafio de aceite a 50° C, con refrigerante. Se continla la reaccion hasta
finalizar desprendimiento de CO>. (3 horas). El solido obtenido se lava con dietiléter.
Luego disuelve en CHClI3, se filtra y se evapora el solvente. Se obtiene solido blanco
amorfo. Rendimiento 30%. *H RMN (400 MHz, CDCls): § 1.47 (t, J= 5.3 Hz, 3H), 2.47
(s, 3H), 4.61 (d, J= 6.28 Hz, 2H), 11.41 (s, 1H), 12.33 (s, 1H) ppm.

12) (S)-2-metil-4,5-dihidrooxazol-4-carboxilato de metilo

A una suspension de 11 (3.4 mmol) y clorhidrato de L-serina metil éster (2.4 mmol) en
6émL de CH2Cl2 seco, se agrega gota a gota una solucion de trietilamina (6.0 mmol) en 4
mL de CH2Cly, con agitacion y bajo atmdsfera de N2. Se deja reaccionar 20 horas a
temperatura ambiente. Se evapora el solvente y se lava el residuo solido con 3 x 10mL de
dietiléter. Se juntan los lavados y se evapora el dietiléter. Se obtiene un aceite amarillo.
Se purifica por cromatografia flash, fase mévil AcOEt. Se obtiene un aceite amarillo.
Rendimiento 58%. 'H RMN (400 MHz, CDCls): § 2.05 (d, J= 1.3 Hz, 3H), 3.81 (s, 3H),
4.42 (dd, J=10.6, 8.8 Hz, 1H), 4.50 (t, J=8.3 Hz, 1H), 4.74 (m, 1H) ppm.

13) 2-metiloxazol-4-carboxilato de metilo

Una solucion de 12 (1.38 mmol) en 15mL de CH>Cl2 seco, con agitacion y bajo atmosfera
de N2, se enfria a -20°C. Se agrega gota a gota CBrClz (5.5 mmol). Se deja alcanzar 0°C
y se agrega gota a gota DBU (5.5 mmol). Se deja reaccionar 6 horas. La reaccién se corta
agregando 15 mL de solucion saturada de NaHCO3, La fase acuosa se extrae con 3 X
15mL de CHCI,. Se juntan las fases organicas, se secan con Na;SOa, y se evapora el
solvente a vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase moévil CHCI3: MeOH (98:2).
Se obtiene un sélido blanco amorfo. Rendimiento 62%. *H RMN (400 MHz, CDCls): &
2.53 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 8.16 (s, 1H) ppm. 1*C RMN (100 MHz, CDCls): § 13.82, 52.09,
133.24, 143.78, 161.71, 162.42 ppm.
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14) Acido 2-metiloxazol-4-carboxilico

A una soluciéon de 13 (0.82 mmol) en 6 mL de metanol, se agrega 1.64 mmol de KOH
disuelto en 6 mL de H2O. Se deja reaccionar 3 horas con agitacion, a temperatura
ambiente. Se evapora el metanol a vacio, y se ajusta el pH de la fase acuosa a 3, utilizando
una solucion de HCI 5% v/v. Se extrae con 3 x 10 mL de AcOEt. Se juntan las fases
orgéanicas, se secan con Na>SOs y se evapora el solvente a vacio. Se obtiene un solido
blanco amorfo. Rendimiento 95%. *H RMN (400 MHz, CDCls): § 2.58 (s, 3H), 8.24 (s,
1H) ppm.

15) 2-metil-N-(5-(feniltio)-1H-benzo[d]imidazol-2-il)oxazol-4-carboxamida

A una solucion de 14 (0.23 mmol) en 10 mL de CHCI; seco, con agitacion y bajo
atmosfera de Ny, se agregan DIPEA (0.69 mmol), HBTU (0.35 mmol), DMAP (0.04
mmol) y 2 (0.35 mmol). Se deja reaccionando por 24 horas, a temperatura ambiente. La
reaccion se corta con el agregado de 10 mL de solucién saturada de NaHCO3, Se extrae
con 3 x 10 mL de CH2Cl>. Se juntan las fases organicas, se secan con Na>SOs, y se evapora
el solvente a vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase movil CHCl3z: AcOEt (2:1).
El s6lido obtenido se disuelve en 30 mL de AcOEt y se extrae con 3 x 30 mL de H20. Se
juntan las fases organicas, se secan con NaxSOa, y se evapora el solvente a vacio. Se
obtiene un sdlido blanco amorfo. Rendimiento 55%. IR (v max, KBr) cm *: 1676.14
(estiramiento C=0 amida secundaria), 1550.77 (estiramiento C=N oxazol), 1450.47
(estiramiento C=C-C aromatico), 877.61 y 813.96 (deformacién fuera del plano C-H
aromatico grupo bencimidazol) 738.74 y 688.59 (deformacion fuera del plano C-H
aromatico grupo aromatico). *H RMN (400 MHz, CDCls): § 2.47 (s, 3H), 7.15 (m, 1H),
7.22 (m, 5H), 7.34 (dd, J=8.3, 1.6 Hz, 1H), 7.47 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.61 (s, 1H), 8.28 (s,
1H) ppm. 1*C RMN (100 MHz, CDCls): § 13.77, 126.10, 127.28, 127.84, 128.95, 129.00,
134.78, 138.19, 142.78, 147.11, 160.28, 162.19 ppm. MS (LRMS): m/z C1sH1aN4O2S
(M)* calculado: 350.08, encontrado: 350.10.
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17) N-(6-(feniltio)-1H-benzo[d]imidazol-2-il)acetamida

A una solucion de 2 (0.5 mmol) y DMAP (0.1 mmol) en 3mL de CH.Cl,, con agitacion y
bajo atmosfera de N2, se agrega lentamente una solucion de anhidrido acético (1.17 mmol)
y TEA (1.5 mmol) en 2mL de CHCl,. Se deja reaccionando 15 horas a temperatura
ambiente. Se corta la reaccion con 10 mL de HCI 5% v/v. Se extrae con 3 x 10 mL de
CH2ClI>. Se juntan las fases orgénicas y se lavan con 20 ml de solucién Brine. Se secan
con NazSOs4, y se evapora el solvente a vacio. Se purifica por cromatografia flash, fase
movil AcOEt: MeOH (98:2). Se obtiene un sélido blanco amorfo. R= 42%. IR (v max,
KBr) cm : 2960,73 y 2883,58 (Estiramiento simétrico/asimétrico C-H metilo), 1685.79
(estiramiento C=0 amida secundaria), 1269.16 (estiramiento C-N amida secundaria),
1450.47 (estiramiento C=C-C anillo aromético) 759.95 (deformacion fuera del plano C-
H benzimidazol) 732.95 (deformacion fuera del plano C-H aromatico). *H RMN (400
MHz, CDCls): 6 2.17 (s, 3H), 7.20 (m, 6H), 7.57 (m, 2H), 11.61 (s, 1H), 12.17 (d, J=23.7
Hz, 1H) ppm. ¥*C RMN (100 MHz, CDCls): § 23.71, 126.29, 127.71, 128.07, 129.65,
138.98, 148.16, 170.24 ppm. MS (LRMS): m/z Ci5H13N30OS (M)* calculado: 283.08,
encontrado: 283.10.

18) 2-(2-((tert-Butoxicarbonil)amino)acetamido)acetato de etilo

Se prepara una solucién de Boc glicina (1 mmol), clorhidrato de glicina etil éster (1.2
mmol), HOBT (1 mmol) y TEA (1.5 mmol) en 8 mL de CH2Cl; seco, con agitacion y
bajo atmosfera de No. Se agrega gota a gota una solucion de EDCI (2 mmol) y TEA (2
mmol), en 2 mL de CH2Cl> seco. Se deja reaccionando 6 horas a temperatura ambiente.
La reaccion se corta con el agregado de 15 mL de solucién saturada de NaHCO3._ Se extrae
con 3 x 15 mL de AcOEt Se lava la fase organica con HCI 5% v/v. Se juntan las fases
orgénicas, se secan con Na>SOs, y se evapora el solvente a vacio. Se purifica por
cromatografia flash, fase movil AcOEt: Eter de petroleo (1:1). Se obtiene aceite incoloro.
Rendimiento 60%. *H RMN (400 MHz, CDCls): § 1.29 (t, J= 7.2 Hz, 3H), 1.46 (s, 9H),
3.86 (d, J= 5.9 Hz, 2H), 4.05 (d, J= 5.3 Hz, 2H), 4.22 (q, J= 7.2 Hz, 2H), 5.18 (s, 1H),
6.64 (s, 1H) ppm.
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19) 2-(2-((tert-Butoxicarbonil)amino)propanamido)acetato de etilo

Se prepara una solucion de Boc L-alanina (1.5 mmol), clorhidrato de glicina etil éster (1.8
mmol), HOBT (1.5 mmol) y TEA (2.2 mmol) en 10 mL de CH2Cl> seco, con agitacion y
bajo atmosfera de N, Se agrega gota a gota una solucion de EDCI (3 mmol) y TEA (3
mmol), en 5 mL de CH2Cl> seco. Se deja reaccionando 6 horas a temperatura ambiente.
La reaccion se corta con el agregado de 15 mL de solucion saturada de NaHCO3, Se extrae
con 3 x 15 mL de AcOEt Se lava la fase orgénica con HCI 5%. Se juntan las fases
organicas, se secan con Na»SOs, y se evapora el solvente a vacio. Se purifica por
cromatografia flash, fase mévil AcOEt: Eter de pletrdleo (2:1). Se obtiene aceite incoloro.
Rendimiento 90%. *H RMN (400 MHz, CDCls): 6 1.28 (t, J= 7.2 Hz, 3H), 1.38 (d, J=7.1
Hz, 3H), 1.45 (s, 9H), 4.03 (dd, J=5.3, 2.4 Hz, 2H), 4.22 (g, J= 7.1 Hz, 3H), 5.00 (s, 1H),
6.67 (s, 1H) ppm.

20) Acido 2-(2-((tert-butoxicarbonil)amino)acetamido)acético

A una solucion de 18 (0.6 mmol) en 4 mL de metanol, se agrega 1.2 mmol de KOH
disuelto en 4 mL de H2O. Se deja reaccionar 3 horas con agitacion, a temperatura
ambiente. Se evapora el metanol a vacio, y se ajusta el pH de la fase acuosa a 3, utilizando
una solucién de HCI 5% v/v. Se extrae con 3 x 5 mL de AcOEt. Se juntan las fases
organicas, se secan con Na>SOa y se evapora el solvente a vacio. Se obtiene un sélido
blanco amorfo. Rendimiento 93%. *H RMN (400 MHz, DMSO-d6): § 1.39 (s, 9H), 3.57
(d, J= 6.1 Hz, 2H), 3.76 (d, J= 5.8 Hz, 2H), 6.98 (t, J= 6.1 Hz, 1H), 8.04 (t, J= 5.8 Hz,
1H), 12.53 (s, 1H) ppm.

21) Acido 2-(2-((tert-butoxicarbonil)amino)propanamido)acético

A una solucion de 19 (1.3 mmol) en 10 mL de metanol, se agrega 2.6 mmol de KOH
disuelto en 10 mL de H.O. Se deja reaccionar 3 horas con agitacion, a temperatura
ambiente. Se evapora el metanol a vacio, y se ajusta el pH de la fase acuosa a 3, utilizando
una solucion de HCI 5% v/v. Se extrae con 3 x 15 mL de AcOEt. Se juntan las fases
orgénicas, se secan con NaSO4 y se evapora el solvente a vacio. Se obtiene un sélido
blanco amorfo. Rendimiento 96%. *H RMN (400 MHz, CDCls): § 1.38 (d, J= 6.6 Hz,
3H), 1.44 (s, 9H), 4.12 (m, 3H), 5.30 (s, 1H), 7.05 (s, 1H) ppm.
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22) ter-Butil (2-0x0-2-((2-0x0-2-((6-(feniltio)-1H-benzo[d]imidazol-2-
ilJamino)etil)amino)etil)carbamato

A una solucién de 20 (0.43mmol) en 5mL de CH2Cl> seco, bajo atmdsfera de N2, se
agregan DIPEA (1.09 mmol), DMAP (0.09 mmol) y 2 (0.52 mmol). A continuacion se
agrega gota a gota, una solucién de HBTU (0.65 mmol) en 5mL de CH2Cl2 seco. Se deja
reaccionando 20 horas a temperatura ambiente. La reaccion se corta con el agregado de
10 mL de solucion saturada de NaHCOs, Se extrae con 3 x 10 mL de AcOEt, Se juntan las
fases orgéanicas, se secan con Na>SOqs, y se evapora el solvente a vacio. Se purifica por
cromatografia flash, fase mévil AcOEt: Eter de pletrdleo (9:1). Se realiza una segunda
purificacion por cromatografia flash, fase mévil CHCIs: MeOH (9:1). El s6lido obtenido
se disuelve en 50 mL de AcOEt y se extrae con 3 x 50 mL de HO. Se juntan las fases
orgéanicas, se secan con Na»SOg, y se evapora el solvente a vacio. Se obtiene un sélido
blanco amorfo. Rendimiento 25%. IR (v max, KBr) cm *: 3387.00 (estiramiento N-H
amida secundaria), 2929,87 (Estiramiento asimétrico C-H metileno), 1695.43
(estiramiento C=0 carbamato), 1654.00 (estiramiento C=0 amida secundaria), 1453.16
(estiramiento C=C-C aromaético), 1166.93 (estiramiento C-O carbamato), 858.32 y
817.82 (deformacion fuera del plano C-H aromético grupo bencimidazol), 740.43
(deformacion fuera del plano C-H aromatico). *H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 1.39
(s, 9H), 3.63 (d, J=5.6 Hz, 2H), 4.0 (d, J= 5.3 Hz, 2H), 7.03 (s, 1H), 7.21 (m, 6H), 7.49
(s, 1H), 7.57 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 11.64 (s, 1H), 12.19 (s, 1H) ppm. 3C RMN (100 MHz,
DMSO-d6): 6 28.67, 42.81, 43.64, 78.58, 126.35, 128.18, 129.67, 138.85, 147.83, 156.26,
169.65, 170.56 ppm. MS (LRMS) m/z C22H25Ns04S (M)* calculado: 455.16, encontrado
455.10.

23) (S)-tert-Butil (2-ox0-2-((2-0x0-2-((6-(feniltio)-1H-benzo[d]imidazol-2-
ilJamino)etil)amino)etil)carbamato

A una solucion de 21 (0.75mmol) en 12mL de CHCI; seco, bajo atmdsfera de No, se
agregan DIPEA (1.9 mmol), DMAP (0.15 mmol), HBTU (1.13 mmol) y 2 (1.13 mmol).
Se deja reaccionando 20 horas a temperatura ambiente. La reaccion se corta con el

agregado de 15 mL de solucion saturada de NaHCO3. Se extrae con 3 x 15 mL de AcOEt.
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Se juntan las fases organicas, se secan con Na2SOs4, y se evapora el solvente a vacio. Se
purifica por cromatografia flash, fase mévil AcOEt. Se realiza una segunda purificacion
por cromatografia flash, fase mévil CHClz: MeOH (95:5). El s6lido obtenido se disuelve
en 50 mL de AcOEt y se extrae con 3 x 50 mL de H20. Se juntan las fases organicas, se
secan con NaxSOg, y se evapora el solvente a vacio. Se obtiene un sélido blanco amorfo.
Rendimiento 23%. IR (v max, KBr) cm 1: 2978,09 (Estiramiento asimétrico C-H metilo)
2931,80 (Estiramiento asimétrico C-H metileno), 1685.79 (estiramiento C=0 carbamato),
1666,50 (estiramiento C=0 amida secundaria), 1579.70 y 1452.40 (estiramiento C=C-C
aromatico), 1166.93 (estiramiento C-O carbamato), 860.25 y 810.10 (deformacion fuera
del plano C-H aromético grupo benzimidazol) 740.43 (deformacion fuera del plano C-H
aromatico). *H RMN (400 MHz, CDCls): § 1.38 (s, 3H), 1.40 (s, 9H), 4.22 (dd, J=17.1,
5.1 Hz, 1H), 4.36 (dd, J=16.7, 5.1 Hz, 2H), 5.77 (s, 1H), 7.13 (m, 1H), 7.21 (m, 5H), 7.34
(d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.54 (d, J= 1.1 Hz, 1H), 7.79 (s, 1H) ppm. **C RMN (100 MHz,
CDCl3): & 18.36, 28.35, 43.48, 50.12, 80.26, 126.19, 127.64, 127.78, 129.01, 129.13,
137.95, 147.63, 155.97, 170.23, 174.37 ppm. MS (LRMS) m/z Cz3H27N504S (M)*
calculado: 469.18, encontrado 469.10. [0]p?® =— 10.8° (¢ 0.98, CHCls).
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CONCLUSIONES

En este capitulo se procedid con la sintesis de nuevas estructuras quimicas, para su
posterior evaluacion de actividad antihelmintica frente al nematodo H. contortus. La
busqueda de nuevas moléculas activas, tuvo como objetivo contribuir a ampliar la
biblioteca de compuestos potencialmente antihelminticos disefiada por nuestro grupo de
investigacion, pero también permitir ahondar en la comprension de la relacion estructura-

actividad de dichas moléculas.

En primer lugar, basados en el compuesto 1a, se sintetizaron los compuestos 6 y 10. Se
realizaron modificaciones a nivel del anillo lactdmico y del linker de unién de los
dominios estructurales. EI compuesto 6 explora la incorporacion el anillo caprolactamico,
manteniendo como linker el grupo acetoamida, presente en el compuesto la. El
compuestos 10 incorpora el dominio caprolactamico y utiliza como linker el grupo 4-

carboxi-2-metilenoxazol.

Aplicando estrategias de deconstruccion molecular (ingenieria inversa), a los compuestos
lay 10, se obtuvo una nueva serie de moléculas, muchas de las cuales correspondian a
intermediarios sintéticos de las secuencias de reaccion utilizadas. Considerando el
compuesto 10, se propusieron las moléculas 2, 3, 8 y 15, como modelos estructurales que
aporten a la comprensién de los resultados bioldgicos obtenidos. Por otra parte

considerado el compuesto 1a, se propusieron las estructuras 16 y 17.

Finalmente se sintetizaron los compuestos 22 y 23, lo cuales constituyen analogos de la
y 6. Las estructuras lactamicas son sustituidas por cadenas abiertas, conteniendo el grupo
funcional amida. Estos compuestos pretenden ser de utilidad para comprender los

diferentes perfiles de actividad observados en los compuestos 1a y 6.
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ANEXO 1

Determinacioén de relaciones enantioméricas

En este apartado se detalla el estudio de la relaciones enantioméricas de aquellos

compuestos que presentaban carbonos quirales, mediante cromatografia HPLC,

utilizando columna quiral, y a través de la medicion de la actividad Optica.

En primer lugar se analizé el compuesto 3, cuyo cromatograma se muestra a continuacion.

Como se observa la relacion de enantidmeros es 70:30. La actividad optica fue medida
arrojando un valor de [o]p® =19.9° (¢ 0.90, CHCl5).

Cromatograma compuesto 3
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El proceso de racemizacion continda en la siguiente etapa de sintesis. EI compuesto 4

presenta una relacién enantiomérica 64:36.

Cromatograma compuesto 4
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El compuesto 6, presenta una relacién enantiomérica 50:50. No presenté actividad

Optica

Cromatograma compuesto 6
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El compuesto 8 no pudo ser analizado de manera satisfactoria. En el cromatograma se
observa que los enantiomeros no pudieron ser separados correctamente. Se probo
modificar la composicion de la fase movil, variando la proporcién Hexano: Isopropanol,
sin lograr mejores resultados. De todas formas en el cromatograma se observa una
proporcion similar de ambos enantiémeros. El calculo realizado en base a una integracion
aproximada (debido a la mala resolucion de ambos picos), arrojé una proporcion 56:44.
Esta proporcion de enantiomeros coincide con la ausencia de actividad dptica medida

para este compuesto.

Cromatograma compuesto 8
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Para el compuesto 10 se observa solamente un pico en el cromatograma. Sin embargo
esto no se debe a la presencia de unico enantiomero, sino a una imposibilidad del sistema
cromatogréafico para separar ambos isomeros. La composicion reacémica de su precursor
estructural (compuesto 8), sugiere que no seria posible estar en presencia de un
enantiémero puro. La ausencia de actividad éptica confirma esta observacion, sugiriendo
que estamos en presencia de una mezcla racémica. Al igual que con el compuesto 8, se
probé modificar la composicion de la fase movil, variando la proporcion Hexano:

Isopropanol, sin lograr mejores resultados.

Cromatograma compuesto 10

0,060
0,050+
0,040

0,030

AU

237,800

0,020

| |

! \

| \
\

P
0,010 ‘

o,oocéwxj Lu

|
0,00 5,00 10,00 1500 20,00 2500 30,00 3500 40,00 4500 50,00 5500 60,00

| Y
| f i f 'III II"\«
| | | AN E,
bt \\HV‘J J\,\- B I T AN S L S e S L Y S L S S SN S

Minutes
Tiempo de retencion | Altura Area Area porcentual
37,800 112658 2374680 100,00

71



Anexo 1- Determinacién de relaciones enantioméricas

El compuesto 16, fue sintetizado en el Instituto de Quimica Fina, IPTP. Presentd una

relacion enatiomérica 55:45. No presento actividad optica.

Cromatograma compuesto 16
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El compuesto 23, deriva del aminoacido L-alanina, el cual presenta un carbono quiral. La

configuracién absoluta de este centro quiral parece no sufrir racemizacion en las sucesivas

etapas de sintesis, que dieron lugar al compuesto 23. En el cromatograma se observa

solamente un pico, por lo que podriamos estar en presencia de un compuesto

enatioméricamente puro. Dicho compuesto presento actividad Optica, arrojando un valor

de [a]p® =—10.8° (¢ 0.98, CHCls).

Cromatograma compuesto 23
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ANEXO 2

Espectros de resonancia magnética nuclear
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Ensayos in vitro de actividad antihelmintica

INTRODUCCION

El proceso de busqueda y desarrollo de nuevos antihelminticos para uso veterinario, ha
ido cambiando a lo largo del tiempo, en cuanto a las estrategias de disefio utilizadas. Este
es un fendmeno propio de la investigacion de farmacos en general, en donde ha habido

un cambio acentuado en las ultimas décadas, producto de los diversos avances cientificos.

Uno de los aspectos claves en la estrategia de investigacion de farmacos, son los ensayos
de cribado o screening, para la deteccion de moléculas activas. Estos ensayos buscan
evaluar el potencial de nuevos compuestos para lograr el efecto biolégico deseado,
trabajando en condiciones simplificadas de laboratorio, de forma de direccionar el
proceso de bdsqueda de nuevas moléculas activas. La evaluacion de la actividad in vivo
de un compuesto, sobre hospederos infectados, es un proceso muy costoso, sobre todo si
consideramos el disefio de farmacos destinados a animales de produccion. Por
consiguiente, esta etapa estd restringida a un grupo selecto de moléculas, que hayan
demostrado, entre otras cualidades, tener buenos perfiles de actividad en ensayos de
screening in vitro realizados previamente. La robustez del modelo de ensayo elegido, esta
directamente relacionada con su caracter predictivo, de manera que nos permita poder
anticipar de forma mas eficiente, la potencial actividad in vivo de un compuesto, a través

de ensayos in vitro.

El descubrimiento de nuevos farmacos antihelminticos se ha basado en la aplicacion de
diversas estrategias [1], identificandose dos grandes metodologias de ensayos de

screening in vitro.

1) Ensayos basados en el organismo entero (fisiologia-guiados):

Los compuestos son evaluados directamente sobre el organismo invasor de interés, el
cual puede ser un parasito, una bacteria, un virus, etc. EI organismo utilizado, se cultiva
y se desafia con los compuestos que se desean ensayar, midiendo el efecto mediante

cambios en fenotipos indicadores de la sobrevida del blanco fisiologico.

2) Ensayos basados en el mecanismo molecular (blanco-guiados):

Los compuestos son evaluados a partir de su capacidad de interaccionar con un blanco
molecular especifico, cuya actividad se desea modular. Los ensayos se pueden realizar
directamente sobre el blanco molecular, el cual es obtenido a partir de su extraccion del

organismo de origen, o mediante su produccidn recombinante.
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Avances en las técnicas de manipulacion genéticas, han permitido obtener variantes de
organismos modificados genéticamente, generando cambios conocidos en su perfil
molecular. Como resultado se han podido implementar ensayos basados en el mecanismo
de accion, utilizando organismos enteros, sin necesidad de aislar el blanco molecular. En
este sentido se han utilizado bacterias modificadas genéticamente, expresando proteinas
heterdlogas, las cuales son blancos de interés para el screening masivo de farmacos. La
expresion de estas proteinas genera cambios conocidos en el metabolismo bacteriano, y
su inhibicion puede ser constatada evaluando la sobrevida de las bacterias, en condiciones
controladas de cultivo [2]. Otro ejemplo interesante en la misma linea, ha sido el
screening de farmacos con afinidad por proteinas G humanas, utilizando variantes de la
levadura Saccharomyces cerevisiae modificada genéticamente, para expresar de forma

recombinante proteinas G de origen humano [3].

Sin dudas la eleccion del tipo de ensayo a utilizar en el proyecto de disefio de un farmaco,
dependerd de varias consideraciones propias del proceso de investigacién. Ambas
metodologias no son excluyentes, pudiendo coexistir en las distintas etapas del proceso

de busqueda de nuevas moléculas activas.

Los ensayos fisiologia-guiados han sido implementados desde larga data y siguen siendo
utiles, dada la capacidad de evaluar la actividad sobre un organismo en su conjunto,
pudiendo explorar implicitamente blancos moleculares aun desconocidos. Ademas,
trabajar con el organismo entero, permite evaluar simultineamente los procesos de
difusion y metabolizacion parasitaria, los cuales pueden tener gran incidencia en la

actividad de un farmaco.

El complejo ciclo de vida de los helmintos parasitos, alternando estadios de vida libre con
estadios parasitarios, resulta un desafio para la utilizacion de estos organismos en ensayos
de screening. Es necesario forzosamente contar con un hospedero infectado para poder
completar su ciclo, y obtener el material bioldgico de estudio. Habitualmente se utilizan
los estadios de vida libre debido a que su obtencion es mas sencilla que los estadios
parasitarios. Estos Ultimos se alojan en el hospedero, y su obtencion implica,
generalmente, el sacrificio del animal infectado. Sin embargo ambos tipos de estadios
difieren en varios aspectos fisioldgicos, como por ejemplo la presencia de boca, el
metabolismo celular, la capacidad de detoxificacion, la permeabilidad celular, la
presencia de cuticula/vaina, lo que puede hacer variar la susceptibilidad frente a los
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antihelminticos. Poder realizar los ensayos de screening utilizando el estadio para el cual

se pretende disefiar un farmaco, resulta una ventaja en este sentido.

Otro aspecto importante para la implementacion de ensayos fisiologia-guiados, es la
eleccion del fenotipo para evaluar el efecto de los compuestos. Diversos parametros han
sido utilizados, entre ellos: desarrollo larvario, eclosion de huevos, motilidad, capacidad
de reproduccion, muerte [4, 5, 6, 7]. El pardmetro de medicion elegido, debe ser apropiado
para evaluar el efecto bioldgico generado por las moléculas en estudio. De lo contrario,
moléculas con potencial actividad antihelmintica, pueden ser erréneamente descartadas,
si el parametro de medicion del ensayo de secreening, no es el adecuado para medir el

efecto generado.

Los ensayos blanco-guiados tienen la ventaja de ser apropiados para la implementacion
del cribado de alta eficiencia (high-troughput screening), dada su capacidad de
automatizacion, y por consiguiente la posibilidad de evaluar la actividad de muchos
compuestos en un corto periodo de tiempo. Otro aspecto interesante de este enfoque, es
que permite realizar modificaciones estructurales en las moléculas sintetizadas, para la
compresion de la relacién estructura-actividad de los compuestos sintetizados, y

optimizacion de los mismos

Sin embargo, hay un atraso importante en el conocimiento de la fisiologia molecular de
helmintos parasitos, lo que constituye una limitante para la implementacién de ensayos
de screening blanco guiados [1]. Es necesario ahondar en la comprension de la biologia
basica de los helmintos, para poder seleccionar blancos moleculares de relevancia en el

disefio de farmacos.

Los nematodos gastrointestinales son foco de atencion y estudio de la parasitologia
veterinaria, debido al impacto negativo que tienen sobre la industria agropecuaria. Estos
nematodos se alojan a los largo del tracto digestivo del hospedero, principalmente en el
abomaso y en el intestino delgado y grueso [8], causando cuadros agudos de
gastroenteritis, que afectan severamente la salud del ganado, con una alta tasa de

mortalidad.

Con excepcion de algunos géneros como Strongyloides, Nematodirus y Trichuris, los
nematodos gastrointestinales tienen un ciclo de vida similar, el cual es directo, ya que

carece de hospederos intermediarios [9]. Los adultos hembra, alojadas en el interior del
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hospedero, ponen huevos, los cuales pasan al exterior a través de las haces. La eclosion
de los mismos da origen al estadio larvario, que luego de sucesivas mudas, se convierte
en el estadio infectivo (L3), el cual es ingerido, desde las pasturas, por el rumiante durante
su alimentacion. La duracion de los ciclos no supera las tres semanas en la mayoria de las
especies. Ademas las hembras pueden poner hasta miles de huevos por dia, lo que explica
el gran potencial bidtico de estos parasitos. Dada su importancia en la industria
agropecuaria, por las pérdidas que tales afecciones ocasionan en el ganado, estos
organismos constituyen blancos interesantes para el disefio de nuevos farmacos

antihelminticos.

En este trabajo se utilizé el nematodo Haemonchus contortus, como organismo modelo
para la evaluacion de actividad, en el proceso de busqueda de nuevas moléculas
antihelminticas. Este nematodo es de gran interés productivo, tanto a nivel nacional como

internacional, motivo por el cual es foco de estudio de nuestra linea de investigacion.

El nematodo H.contortus es un parasito gastrointestinal de rumiantes, que afecta
principalmente a ovejas y cabras. Es un gusano hemat6fago, que se aloja en el abomaso
de su hospedero, desde donde extrae la sangre para alimentarse. Las infecciones causadas
por este nematodo ocasionan serios problemas de salud en su hospedero, principalmente
por los cuadros de anemia generados, muchas veces ocasionando la muerte del mismo
[10]. Es un parasito que ha venido generando gran impacto en la industria ovina mundial
[11], debido a su alta patogenicidad y su extraordinaria capacidad de generar resistencia
a los tratamientos farmacologicos disponibles. En este sentido resulta de gran interés

poder trabajar en el desarrollo de nuevos farmacos contra este nematodo.

En la figura 1 se muestra un esquema del ciclo de vida de H.contortus. El estadio adulto
se aloja en el abomaso del rumiante hospedero. Las hembras ponen los huevos que son
liberados al medio exterior a través de las heces del animal infectado. Los huevos
eclosionan para generar el primer estadio larvario L1, el cual sufre sucesivas mudas
originando los estadios larvarios L2 y posteriormente L3. Esta etapa lavaria es capaz de
migrar desde las heces hacia las pasturas, donde es ingerida por el animal hospedero.
Dentro del rumen, la larva L3 infectante, elimina su cuticula (desenvaina), y migra hacia
el abomaso, donde muda hacia el estadio larvario L4. Finalmente, luego de un periodo de

entre dos y tres semanas, se origina el estadio adulto, reiniciando el ciclo de infeccion.
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El nematodo H.contortus es un organismo de referencia en el estudio de las helmintiasis,
y ha servido de modelo para la busqueda de nuevos farmacos antihelminticos, disefio de
vacunas, y estudios de resistencia farmacoldgica [12, 13, 14]. Los ensayos de screening
basados en este nematodo se han enfocado principalmente en el estadio larvario, midiendo
parametros como la motilidad [15, 16], o el desarrollo larvario [17]. Los ensayos de
eclosion de huevos de H.contortus también han sido utilizados, pero su aplicabilidad se
ha restringido sobre todo al estudio de resistencia a antihelminticos benzimidazolicos
(BZs) [18, 19].

Larva L4 muda al estadio
adulto, en el abomaso

| Adultos macho y hembra

Larva L3 libera su vaina en
el rumen del hospedero, y
muda a estadio larvario Ly

v - ~
\
(hematéfago), en el j ) Los  gusanos  adultos
abomaso. bt \\ hembras ponen huevos,
/ AN/ que salen al exterior del
v u /4 hospedero a través de las
heces
Larva L3 es ingerida por el
rumiante

Ciclo dentro del hospedero

L3 ‘5,

Huevo

Ciclo fuera del hospedero

Larva L2 muda al estadio Los huevos eclosionan en
infestivo L3, el cual migra las heces, dando lugar al
hacia las pasturas. estadio larvario L1

L2 \_,« Shses ~ u

Larva L1 muda a larva L2
en las heces

Figura 1. Ciclo de vida del nematodo H. contortus. Los adultos se alojan en el abomaso del rumiante, adheridos a la mucosa
del 6rgano, desde donde se alimentan de la sangre del hospedero. Las hembras liberan los huevos hacia el exterior, a través
de las heces. Los huevos eclosionan originando el estadio larvario L1, el cual sufre sucesivas mudas hasta llegar el estar
larvario infestivo L3. La larva L3 es ingerida y se aloja en el abomaso, para mudar el estadio L4, el cual es hemat6fago, y

posteriormente al estadio adulto, iniciando nuevamente el ciclo
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En este trabajo se utilizaron dos bioensayos in vitro de actividad fisiologia guiados, sobre
los estadios huevo y adulto, del nematodo H.contortus. En primer lugar se aplicd un
ensayo de screening basado en el estadio adulto, por adaptacion del ensayo descripto por
O’Grady & Kotze [20]. Este modelo de ensayo emplea la motilidad del parasito, como
parametro para evaluar la actividad antihelmintica. Los ejemplares adultos hembras, son
extraidos del abomaso de ovejas infectadas artificialmente, y son colocados en tubos de
ensayos conteniendo medio de cultivo, en presencia de los compuestos a ensayar. Luego
de un determinado periodo de tiempo, la motilidad de los nematodos es evaluada
visualmente, y se pondera en base a un score. Este ensayo fue utilizado para guiar el
proceso de sintesis de nuevas moléculas, y ahondar en la comprensiéon de la influencia de
los fragmentos estructurales en la actividad bioldgica observada.

Por otra parte, se aplic el ensayo de eclosion de huevos (EHA, egg hatch assay) de
H.contortus, por adaptacion de lo publicado por Adamu [21]. Este ensayo utiliza como
fenotipo de evaluacién la capacidad que tienen algunos compuestos antihelminticos de
inhibir la eclosion de huevos, impidiendo la liberacion de larvas (efecto ovicida). Como
ya indicaramos, los ensayos de eclosion de huevos son bastante limitados para ser
utilizados en el screening de nuevos compuestos. Diversas familias de antihelminticos
comerciales, no resultan ovicidas, pese a ser activos frente a estadios parasitarios. Los BZ

son una excepcion a esta observacion.

Es por ello, que el ensayo fue utilizado de forma complementaria, buscando ahondar en
el perfil de actividad de aquellas moléculas que previamente habian resultado activas
sobre el estadio adulto. Dado que el disefio de nuestras moléculas incluye un dominio
estructural benzimidazolico, resulta de interés conocer la respuesta en este ensayo.
Brevemente, los huevos de H.contortus son extraidos a partir de heces de ovejas
infectadas artificialmente y los mismos son cultivados e incubados en presencia de los
productos a ensayar. Luego de un tiempo establecido, se determina la cantidad de huevos
que eclosionaron a larvas, y se calcula el porcentaje de inhibicion de la eclosion de

huevos.

Los detalles de la implementacion de ambos ensayos de evaluacion de actividad, se

exponen en la siguiente seccion (metodologia).

La seleccion de la especie de helminto utilizada en los ensayos de screening in vitro, debe

estar basada en la probabilidad de obtener similares respuestas quimioterapéuticas in vivo,
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contra el organismo blanco final de accion. Sin lugar a dudas, poder contar con un
bioensayo de screening que involucre la misma especie de helminto contra la cual se
pretende disefiar nuevos farmacos, representa una gran ventaja en el proceso de busqueda
de nuevos antihelminticos, considerando las diferencias que pueden existir en la

susceptibilidad farmacoldgica entre las distintas especies.

Por otra parte, el ensayo de screening utilizado como guia en el disefio de compuestos,
involucra el estadio parasitario del nematodo (estadio adulto), lo que confiere una mayor
precision en la busqueda de nuevas moléculas activas. Como mencionaramos
anteriormente, los distintos estadios del parasito pueden diferenciarse en cuanto a la

susceptibilidad farmacolégica.
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METODOLOGIA
Ensayo de actividad basado en el estadio adulto

El ensayo de actividad antihelmintica utilizando el estadio adulto del nematodo de interés
productivo Haemonchus contortus, fue realizado por adaptacion con cambios menores de
lo comunicado por O'Grady & Kotze [20]. Se instal6 una infeccion artificial de H.
contortus en ovinos, mantenidos en el Campo Experimental del Instituto de Higiene,
Facultad de Medicina, Udelar, a cargo del Dr. Pablo Alonzo. Se utilizo la cepa susceptible
H. contortus Kirby, proporcionada por el Dr. M. Knox (Laboratorio CSIRO McMaster
Laboratory, Armidale, Australia). Los ovinos se infectaron por via oral, con el estadio
larvario L3. Los gusanos adultos son extraidos manualmente del abomaso de los ovinos
infectados y necropsados aproximadamente 20-30 dias post infeccion.

Los gusanos se limpian con solucion buffer PBS, y se distribuyen en grupos de a 10, en
tubos de ensayo con 2 mL de medio de cultivo (RPMI-1640, conteniendo 0.8% de
glucosa, 0.25 pg/mL de anfotericina B, 10 U/mL de penicilina, 10 pg/mL de
estreptomicina, 10 mM de buffer HEPES y 20% de suero fetal bovino). Los compuestos
a ensayar (disueltos en DMSO) son agregados a cada tubo de forma de alcanzar la
concentracion de trabajo deseada, fijando la concentracion final de DMSO en 0.5% v/v
en cada tubo. En todos los experimentos se realiza un control positivo (antihelmintico
comercial utilizado en la validacion del modelo), un control negativo (medio de cultivo)
y un control de vehiculo (0.5% de DMSO). Cada compuesto se analiza por sextuplicado.
Los tubos son incubados por 72 horas a 37 °C, en una atmosfera conteniendo 5% de COa.
Luego de 72 horas se evalla visualmente la motilidad de los gusanos, estableciendo un

valor de motilidad (score) que varia de 0 a 3, definido como:

3= Lamayoria de los individuos muestran movimiento sinusoidal normal, similar al inicio

del cultivo

2= Movimiento significativo en un pequeiio numero de individuos. Al menos uno

presenta movimiento sinusoidal normal.

1= Movimiento muy limitado en un pequefio grupo de individuos. No se observa

movimiento en varios gusanos. Ningn gusano presenta movimiento sinusoidal normal.

0= No se observa movimiento
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Se consideran activos aquellos compuestos con un indice de motilidad promedio menor
alb

El protocolo de experimentacion correspondiente a este modelo estad en cumplimiento de
la ley N° 18611 (procedimientos para la utilizacion de animales en actividades de
investigacion cientifica) y fue aprobado por la Comision de Etica en Uso de Animales
(CEUA) de Facultad de Medicina, UdelaR (Protocolo N° exp.: 070153-000586-16).

Ensayo de eclosion de huevos (EHA)

Recuperacion de huevos

El material parasitario proviene de ovejas infectadas artificialmente con el nematodo
H.contortus, acorde a lo especificado en la seccion anterior. Los huevos son extraidos a
partir de las heces de ovejas infectadas siguiendo el procedimiento que se detalla a
continuacidn. El material fecal se mezcla con una solucion NaCl 0.9 %, en una proporcion
1:10 (v/v). La mezcla se filtra con una gasa y la solucién recuperada se centrifuga a 23009
durante 5 minutos. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el sedimento con una
solucién NaNOs 40% (p/v), en una proporcion 1:4 (v/v). Se agita y se centrifuga a 2300g
durante 10 minutos. El sobrenadante se filtra utilizando papel Whatman N° 1. El papel de
filtro, conteniendo los huevos, se lava con 250 mL de agua destilada, recogiendo el lavado
en un vaso de bohemia. La solucién de lavado se coloca en tubos Falcon de 50 ml y se
centrifuga a 2300g durante 5 minutos. Se descarta el sobrenadante conservando 5 mL en
cada tubo. Se homogeniza la solucién y se realiza el conteo de huevos en microscopio

optico.
Ensayo EHA

El ensayo se realizo siguiendo el protocolo comunicado por Adamu y colaboradores [21].
Una solucién conteniendo huevos limpios se coloca en placas de 96 pocillos (50 huevos
por pocillo), trabajando a un volumen final de 200 pL. El volumen final se alcanza
agregando agua destilada y 5 pL de DMSO conteniendo el producto a ensayar
(concentracion final de DMSO 2.5% v/v). Los productos se ensayan a una concentracion
final de 25 puM en pocillo. Se realiza un control positivo conteniendo Fenbendazol 25

puM. También se realiza un control negativo conteniendo agua destilada, y un control de
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vehiculo conteniendo DMSO (concentracion final 2.5% v/v). Las placas se incuban a 27°
C por 48 horas, y se realiza el conteo de larvas y huevos en cada pozo, utilizando
microscopio invertido Nikon TS100, previo agregado de 10 pL de una solucién de lugol
1% en cada pozo. Cada compuesto se analiza por sextuplicado. El porcentaje de eclosion

de huevos se calcula segun:
% Eclosion de huevos= 100 x N° de larvas/ (N° de larvas + N° de huevos)

Los resultados obtenidos para los diferentes compuestos ensayados se procesaron
estadisticamente aplicando un test de comparacion maltiple, test de Tukey, con un 95 %
de confianza (GraphPad Prism 5.00, La Jolla, CA, USA), y se estimaron diferencias

significativas entre ellos.

104



Ensayos in vitro de actividad antihelmintica

DISCUSION DE RESULTADOS
Ensayo de actividad basado en el estadio adulto

El ensayo de actividad con el estadio adulto fue previamente instalado por el grupo de
Farmacologia de la Facultad de Quimica, UdelaR, de forma satisfactoria, obteniéndose
resultados concordantes con lo descripto por O"grady y Kotze [20]. Los resultados de
motilidad obtenidos para los compuestos ensayados usando dicho modelo resultaron
reproducibles tanto para las réplicas realizadas con material derivado de un animal

infectado, como con el material proveniente de al menos dos animales mas.

En la figura 2 se muestran iméagenes del proceso de implementacion del ensayo. Los
ovinos infectados artificialmente son necropsados, para luego extraerles el abomaso. Los
ejemplares adultos de H.contortus son extraidos desde el abomaso del ovino (2B), en
donde se encuentran adheridos a la mucosa del 6rgano. Luego son limpiados, para retirar
los restos del contenido del abomaso (2C), y finalmente colocados en los tubos de ensayo

conteniendo medio de cultivo y los productos a ensayar.

La motilidad de los helmintos es evaluada visualmente, utilizando los criterios de
clasificacion que se detallan en la seccion metodologia del presente capitulo. En la figura
2D, se observan dos tubos correspondientes a un ensayo de screening; uno conteniendo
un compuesto activo (izquierda), y otro utilizado como control negativo (derecha). En el
tubo conteniendo el compuesto activo, se pueden apreciar los helmintos depositados en
el fondo del mismo, practicamente sin movilidad. En el tubo control negativo en cambio,
se observan los nematodos realizando un movimiento caracteristico, de forma sinusoidal,

en direccion hacia la superficie del medio.

Los scores de motilidad, utilizados como criterio de clasificacién en el ensayo de
screening, tienen un caracter categorico. Las categorias estan definidas por un valor
numérico, el cual esta en relacion con la magnitud del movimiento. Sin embargo el
criterio de clasificacion utilizado no esta basado en una proporcionalidad numeérica entre
el score y la motilidad, sino méas bien, que cada score constituye una descripcion

cualitativa del movimiento.

Este hecho sin dudas limita el manejo estadistico que se puede realizar para interpretar

los datos obtenidos. Como criterio de clasificacion se consideran activos aquellos
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compuestos con indice de motilidad promedio menor a 1.5. Este punto de corte fue
establecido en la validacion original del método [20] analizando los resultados de
motilidad que surgieron de ensayar un gran nimero de antihelminticos comercializados,

pertenecientes a diversas clases farmacologicas.

Figura 2. Imagenes de la implementacion del ensayo in vitro de actividad antihelmintica, realizado por

nuestro grupo, utilizando el estadio adulto del nematodo H.contortus. A) Ovinos infectados artificialmente.
B) Abomaso extraido de ovino necropsado, en donde se encuentran los ejemplares adultos de H.contortus,
adheridos a la mucosa del 6rgano. C) Limpieza de los ejemplares adultos de H.contortus, con solucién buffer
PBS. D) Tubos utilizados en el ensayo de screening, conteniendo ejemplares adultos de H.contortus y medio
de cultivo. El tubo de la derecha corresponde a un control negativo (score 3), mientras que el tubo de la

izquierda contiene un producto activo frente a H.contortus (score 0).
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Es interesante sefialar que parametros farmacoldgicos de gran utilidad, como la
concentracion inhibitoria 50 (ICsg), habitualmente obtenidos en ensayos de screening,
no pueden ser calculados a partir de este sistema de clasificacion. Sin embargo este ensayo
de actividad antihelmintica no se limita solamente a una clasificacion binaria, entre
compuestos activos e inactivos. El posible identificar ciertos perfiles o fenotipos en el
tipo de movimiento de los gusanos, los cuales podrian sugerir distintos mecanismos de

toxicidad.

A modo de ejemplo, el antihelmintico ivermectina (IVM), ejerce su accién antiparasitaria
mediante el agonismo sobre un tipo de canales ionicos acoplados a Glutamato,
permeables al anion cloruro, denominados GIuCl [22]. La accion neurotoxica resultante
sobre el parasito, ocasiona paralisis muscular en el nematodo. Como consecuencia, en el
presente ensayo de screening, la IVM ejerce una notoria inhibicion de la motilidad,
registrandose scores cercanos a 0, en rangos amplios de concentracion (y del orden pM)

y a tiempos cortos de incubacion.

En cambio, familias de farmacos como los BZs, ejercen su accion antihelmintica
interfiriendo con procesos metabolicos celulares, sin ejercer una accién directa sobre el
sistema neuromuscular. Los BZs inhiben la polimerizacién de tubulinas [23] lo que
genera una serie alteraciones celulares, que conducen a la muerte del parésito [24]. Los
efectos de citotoxicidad causados por BZ, no tienen un impacto directo y rapido sobre la
motilidad de los helmintos, lo que se evidencia en el presente ensayo de screening,
alcanzando scores de actividad generalmente cercanos a 1, a concentraciones y tiempos

mayores comparados por ejemplo con IVM.

Otro aspecto a destacar de este ensayo, es que al tener una duracion de 72 horas, permite
detectar compuestos con lenta respuesta de accion sobre el fenotipo motilidad. Tal es el
caso de la familia de los BZs. Dado su mecanismo de accion, la respuesta citotoxica de
estos farmacos ocurre de forma lenta, lo que aumenta la probabilidad de clasificarlos
incorrectamente como no activos, en algunos ensayos in vitro (utilizando tiempos
menores de screening, por ejemplo) [15]. En este sentido, el tiempo de evaluacion del
ensayo de screening es un factor clave para poder evidenciar la actividad de estos

farmacos [25], y evitar su inclusion en resultados falsos negativos.
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Para nuestro trabajo en particular, es fundamental contar con un ensayo capaz de detectar
la actividad de BZs, dada la relacion estructural que presentan con las nuevas moléculas

sintetizadas en la presente tesis.

En la tabla 1 se muestran los resultados del ensayo actividad antihelmintica para los
nuevos compuestos, cuya estrategia de sintesis se detallo en el capitulo 1. Los
antihelminticos comerciales IVM y el fenbendazol fueron incluidos en el ensayo, como
controles positivos. También fueron incluidos dos controles negativos, conteniendo

medio cultivo, y medio de cultivo con 0.5% de DMSO.

Inicialmente se ensayaron los compuestos 6 y 10, dado que fueron las primeras moléculas
sintetizadas. Estos compuestos son andlogos estructurales del compuesto 1a, que surgen
a partir de realizar modificaciones a nivel del anillo lactamico y el linker. EI compuesto
6 resultd inactivo, mientras que el compuesto 10 resulto activo, presentando un score de

motilidad similar al compuesto 1a, y al patron fenbendazol.

Analizando estos resultados de actividad antihelmintica, se realizaron modificaciones
moleculares con la finalidad de ahondar en la compresion de la influencia de los distintos
componentes estructurales, sobre la actividad bioldgica observada para los compuestos
lay 10. Se buscd reconocer las subunidades estructurales minimas, que fueran capaces
de presentar actividad en el ensayo bioldgico utilizado. Para ello se procedié a desacoplar
el domino lactdmico del dominio benzimidazolico, generando variantes moleculares mas

simples, que contengan solo uno de los dos dominios originales.

Como resultado de la simplificacion estructural del compuesto 10, se obtuvieron los
compuestos 2, 3, 8 y 15, cuya actividad fue ensayada. Tres de ellos (2, 3 y 8) corresponden
a intermediarios de reaccion del compuesto 10. Los compuestos 3 y 8 son derivados del
anillo lactamico, y resultaron inactivos. Por otra parte, los compuestos 2 y 15 son
derivados del anillo benzimidazoélico; el compuesto 2 es considerado inactivo, mientras
que el compuesto 15 resultdé activo, presentando un score de actividad similar al

compuesto 10, su andlogo estructural superior.

La simplificacién estructural del compuesto 1a, dio origen a las estructuras 16 y 17. El
compuesto 16 es un derivado del dominio lactamico, considerado inactivo, mientras que
el compuesto 17 es una variante derivada del dominio benzimidazélico, que present6 un

score de actividad comparable a su andlogo 1a.
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Tabla 1. Resultados de actividad antihelmintica sobre gusanos adultos de H. contortus, de los compuestos
sintetizados. Todos los compuestos fueron ensayados a una concentracién igual a 10 pug/mL (acorde [20]) salvo

la IVM que se ensay6 a una concentracion igual a 0.01 pg/mL.

. SCORE DE
COMPUESTO ESTRUCTURA QUIMICA MOTILIDAD
Control medio - 2.8
Control 0.5% DMSO - 2.7
Ivermectina 0.3
Fenbendazol 1.0
la 1.2
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3 2.8
6 3.0
8 2.8
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Los resultados obtenidos sugieren en primer lugar, que el residuo benzimidazolico seria
fundamental para la actividad antihelmintica observada, aunque no es una condicion
suficiente, lo que se constata en la falta de actividad de los compuestos 2 y 6. Por otra
parte los derivados que contienen unicamente el dominio lactamico (compuestos 3, 8 y
16), demostraron no ser activos en este ensayo. Este resultado contrasta con lo reportado
previamente por el grupo de trabajo [26], en donde derivados lactamicos resultaron tener
gran actividad en ensayos in vitro, frente el nematodo Nippostrongylus brasiliensis L4.
La susceptibilidad farmacologica para estos compuestos, resulta diferente para las
especies de nematodos utilizadas en ambos bioensayos, lo que obliga a reconsiderar la
estrategia de sintesis utilizada. Por otra parte los compuestos 15 y 17 mostraron perfiles

de actividad similares al fenbendazol.

En base a los resultados obtenidos, se podria pensar que el dominio benzimidazélico
constituye la unidad farmacoférica responsable de la actividad observada en los
compuestos 1a y 10. Sin embargo, a pesar de que los derivados conteniendo Unicamente
el dominio lactamico, no resultaron activos, surge el interrogante acerca de la influencia
que este dominio estructural podria ejercer en la actividad de los compuestos hibridos.
Esto queda de manifiesto observando la diferencia de actividad entre los compuestos 1a

y 6, hecho que resulta llamativo, dada la similitud estructural de ambas moléculas.

El aumento del tamafio del anillo lactdmico en un carbono, significé la pérdida de
actividad para el compuesto 6. Un interpretacion posible, seria que la modificacion
estructural del dominio lactdmico, genere un cambio conformacional que afecte la
actividad de la molécula. Un aumento en la flexibilidad del anillo lactamico, a través de

la homologacion en un carbono, podria generar una disposicion espacial diferente de los
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restos mas lipofilicos y voluminosos de las moléculas, y como consecuencia la pérdida

de actividad.

Para estudiar este aspecto, se procedio a la sintesis de analogos de los compuestos 1ay 6,
sustituyendo el anillo lactdmico por una cadena abierta, conteniendo un grupo amida. El
objetivo era poder estudiar la influencia del tamafio molecular y la flexibilidad estructural
de esta region, en la actividad antihelmintica. Como resultado se sintetizaron los
compuestos 22 y 23. Los mismos fueron evaluados, obteniendose scores considerados

como inactivos.

Observando estos resultados, podemos afirmar que la presencia del anillo lactamico
pareceria aportar a la actividad de las moléculas hibridas. Sin embargo la influencia de la
conformacién estructural de esta region en la actividad bioldgica, no resulta clara.
Pequefias modificaciones estructurales, tienen como resultado la pérdida o disminucion
de actividad, lo que se observa en los compuestos 6, 22 y 23. El panorama se complejiza
aun mas, si consideramos el compuesto 10. EI mismo es activo, pese a contener el anillo
lactamico de siete miembros, lo que sugiere que el linker oxazol debe estar jugando un
rol importante en la actividad de la molécula. Sera necesario profundizar en el estudio de

estos aspectos para poder esclarecer las interrogantes planteadas.

Ensayo de eclosion de huevos (EHA)

Los resultados obtenidos en la seccién anterior indicarian que el dominio benzimidazolico
es una estructura fundamental para la actividad antihelmintica, estando presente en todas
las moléculas que resultaron activas. En este sentido se buscé profundizar en el perfil de
actividad de las nuevas moléculas, intentando comprender el rol del dominio estructural

benzimidazoélico, en la actividad observada. Para ello utilizamos el ensayo EHA.

El ensayo EHA habia sido previamente instalado por el grupo de Farmacologia de la
Facultad de Quimica, UdelaR, de forma satisfactoria. En la figura 3 se muestran imagenes
del ensayo utilizado para la evaluacion de compuestos de la presente tesis. En la misma
se muestran fotografias de los pocillos, tomadas desde el microscopio invertido, al final
del periodo de incubacidn de huevos. Las imagenes corresponden al control negativo con

agua (donde se aprecia claramente una gran proporcién de larvas emergidas de huevos
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eclosionados) y un control positivo conteniendo Fenbendazol (donde se observa

mayoritariamente huevos sin eclosionar).

Figura 3. Imégenes del ensayo de eclosién de huevos (EHA) de H.contortus. A) Control

negativo conteniendo H-O. B) Control positivo conteniendo Fenbendazol 25 uM.
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Se ensayaron los compuestos 1a, 10, 15y 17, los cuales habian resultado activos frente al
estadio adulto de H.contortus. En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos,
indicando el porcentaje promedio de eclosion de huevos para cada compuesto, luego de
finalizado el periodo de incubacion. Los resultados fueron analizados mediante un test de
comparacion multiple, aplicando el test de Tukey (ver figura 4). Se busco determinar si
los valores obtenidos para cada muestra presentaban diferencias significativas con el
control de DMSO.

Como podemos observar, los compuestos 15y 17 resultaron activos. El perfil de actividad
de estos compuestos es muy similar al de su analogo Fenbendazol, en base a los ensayos
realizados hasta el momento, sugiriendo que estos compuestos podrian corresponder a

nuevas variantes de BZs.

Los compuestos la y 10 en cambio, no presentaron diferencias significativas con el
control de DMSO. Si bien el dominio benzimidazdlico resulto clave para su actividad
antihelmintica frente al estadio adulto, no se conserva el mismo perfil de actividad que en

los BZs, no resultando ovicida, a las concentraciones ensayadas.

En este sentido, se podria suponer que la actividad de los compuestos 1a y 10 frente al
estadio adulto, no podria estar explicada exclusivamente por la actividad de sus analogos
inferiores, 17 y 15 respectivamente, pudiendo sugerir para los compuestos 1a y 10, un

mecanismo distinto al observado en los BZs mencionados.
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Tabla 2. Resultados del ensayo de eclosion de huevos de H.contortus (EHA). Todos los compuestos
fueron evaluados a una concentracion de 25 pM. Para cada compuesto se informa el promedio del

porcentaje de eclosion para seis réplicas, y su respectiva desviacion estandar (SD)

Control | Control

Compuesto H,0 DMSO Fenbendazol la 10 15 17
% Eclosion
98 84 21 78 74 20 43
Promedio
SD 2 6 6 8 9 3 8

% Eclosion de huevos

Figura 4. Porcentaje de eclosion de huevos de H.contortus. Los resultados se analizaron
utilizando el test de Tukey (p= 0.05). (*) Presentaron diferencias significativas con el control
DMSO.

114




Ensayos in vitro de actividad antihelmintica

CONCLUSIONES

En el presente capitulo se presenta el uso de un ensayo fisiologia guiado sobre el estadio
adulto del nematodo H. contortus, con el fin de evaluar la actividad antihelmintica de los
nuevos compuestos sintetizados en el capitulo 1. Las nuevas moléculas pudieron ser

evaluadas de forma satisfactoria.

Se ensayaron un total de 10 compuestos, de los cuales 3 resultaron activos (compuestos
10, 15y 17). El andlisis de los resultados obtenidos sugiere en primer lugar que el dominio
benzimidazolico resulta necesario para la actividad observada, estando presente en todas
las moléculas activas, aunque no es una condicion suficiente para la presencia de
actividad. El dominio lactamico en cambio, parece no ser activo de forma aislada frente
a H. contortus, en contraposicion con resultados previamente obtenidos frente al
nematodo N. brasiliensis, lo que sugiere diferente susceptibilidad farmacoldgica para los

diferentes nematodos, al menos para estos compuestos.

A pesar de ello, el dominio lactamico parece tener influencia en la actividad de los
compuestos hibridos. La modulacién de esta region molecular tiene incidencia en los
perfiles de actividad, lo que se evidenci¢ al ensayar los compuestos 6, 10, 22 y 23. No fue
posible establecer una relacion entre la conformacién de esta region y la actividad

antihelmintica.

Finalmente se busc6 profundizar en el perfil de actividad de los compuestos que habian
resultado activos frente al estadio adulto de H.contortus, utilizando el ensayo de eclosion
de huevos. Los compuestos 15 y 17 resultaron activos, mientras que los compuestos
hibridos 1a y 10 no presentaron diferencias significativas con el control DMSO. Estos
resultados conducen a pensar que en los compuestos hibridos, el dominio
benzimidazoélico no estaria teniendo el mismo perfil de actividad que en los BZs, o que
en sus analogos 15 y 17, sugiriendo que la accién antihelmintica de los compuestos

hibridos pueda ocurrir por un mecanismo de accion distinto al de sus precursores BZs.
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INTRODUCCION

La identificacion del mecanismo de accién de un compuesto activo o una familia de
compuestos activos, resulta de gran utilidad en el proceso de desarrollo de un farmaco. El
conocimiento del blanco molecular, asi como el sitio de unién al ligando, y las posibles
interacciones entre ambos, permite direccionar las etapas de modulacion quimica en el
disefio de nuevas moléculas, con el fin de optimizar los perfiles farmacodindmicos y/o

farmacocinéticos.

La identificacion del blanco de accidn es una tarea para nada simple, que involucra la
aplicacion de diversas metodologias complementarias, basadas principalmente en
enfoques bioguimicos, genéticos, y computacionales [1]. En este capitulo buscamos
ahondar en la comprension del mecanismo de accion de los nuevos compuestos activos,
sintetizados en el marco de la presente tesis, mediante la aplicacion de un ensayo in vitro

blanco guiado.

El blanco molecular utilizado en los estudios in vitro fue elegido teniendo en cuenta el
mecanismo de accion del precursor estructural benzimidazolico, dada la relevancia que
este dominio estructural parece tener en la actividad antihelmintica de los nuevos
compuestos, lo que se expuso en el capitulo 2. EI mecanismo de accion de los
antihelminticos benzimidazolicos, como ya fuera mencionado, consiste en la alteracién
del proceso de formacion de microtabulos, inhibiendo la polimerizacion de tubulinas [2].
En este sentido, se pretendid instalar un ensayo in vitro de polimerizacion de tubulinas,
basado en la turbidimetria, por adaptacion del método original reportado por Shelanski et

al., y Lee etal. [3, 4], sobre el cual profundizaremos a continuacion.

Los microtubulos son biopolimeros constituyentes del citoesqueleto celular, formados por
la polimerizacion de un dimero de dos proteinas globulares, la o tubulina y B tubulina [5].
Estas estructuras cumplen funciones esenciales a nivel celular, participando en procesos
fundamentales como en el transporte intracelular, divisién y movimiento celular. Su
importancia a nivel molecular los convierte en blancos atractivos, que han sido explotados
para el disefio de diversas clases de farmacos como antineoplésicos [6], antihelminticos

[7], o antiprotozoarios [8].

El proceso de polimerizacion es un fendmeno de equilibrio dindmico, en el que se alternan

fases de polimerizacion y crecimiento de microtubulos, y fases de despolimerizacion y
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contraccion de microtdbulos [5]. Este dinamismo es la base para poder ejercer sus
funciones en la célula. El proceso de polimerizaciéon estd ademés regulado por una
compleja maquinaria enzimética que coordina su funcionamiento acorde a las
necesidades celulares. EIl nucledtido GTP también cumple un rol fundamental en este
proceso; se encuentra unido a los dimeros de tubulina, y facilita su ensamblaje al
microtubulo en crecimiento. Su hidrolisis a GDP, desestabiliza la polimerizacion,
promoviendo los eventos de despolimerizacion. En la figura 1 se esquematiza el

fendmeno de equilibrio dinamico de los microtubulos.

Fase de crecimiento

(polimerizacion) (03] @
[AtATAtRta
(OEORAIQIARARAN v A ' i i
HHHHT ‘ @ — Dlg}rell;o af tubulina
) H
GDP
Catastrofe Rescate GTP
[ o~ S » @
(0I0501010t0501010L0! > Dimero aff tubulina
IOTOEOEOIDIDIONY 1 ——
e SAEAL % + GDP
Fase de contraccion (b

(despolimerizacion)

Figura 1. Proceso de equilibrio dinamico de los microtibulos. El crecimiento y contraccion de los
microtlbulos ocurre debido a la alternancia entre la polimerizacién y despolimerizacion de los dimeros de
af} tubulina, en el extremo final de los microtubulos. Los dimeros de off tubulina unidos a GTP (mostrados
en verde) se unen al extremo del filamento en crecimiento. EI GTP es hidrolizado a GDP, un vez que el
dimero es incorporado al microtibulo. En la fase de despolimerizacion se liberan dimeros de af§ tubulina
unidos a GDP (mostrados en blanco). La transicidn desde la fase de crecimiento hacia la fase de contraccién

se denomina catastrofe, mientras que la transicion opuesta se denomina rescate.
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Wisenberg y colaboradores lograron por primera vez en 1972, polimerizar en condiciones
in vitro, tubulinas aisladas a partir de cerebro de ratas [9]. En esta publicacion se
establecieron las condiciones fundamentales para llevar a cabo el proceso de
polimerizacion in vitro, que implicaban la presencia de GTP, Mg?* y quelantes de calcio,
en el buffer de trabajo. Por otra parte se establecio la dependencia del proceso de
polimerizacion con la temperatura. Las tubulinas polimerizaban por encima de 35°, y se
despolimerizaban de forma reversible a temperaturas cercanas a 0°. La constatacion de la

formacion de microtublos la realizaron mediante microscopia electronica.

En los trabajos de Shelanski et al., y Lee et al. [3, 4] se modifico la metodologia descripta
por Wisenberg, incorporando potenciadores de la polimerizacion, como sacarosa 0
glicerol, los cuales aumentaban la estabilidad y rapidez del proceso de polimerizacion.
Por otra parte, modificaron el sistema de deteccion de microtubulos, utilizando un método
turbidimétrico, que se basa en la capacidad que tienen los microtdbulos de dispersar la
luz. De esta forma, el proceso de polimerizacién pudo ser seguido de forma dinamica,
mediante la medida concomitante de la dispersion éptica, cuyo valor es proporcional a la
masa de microtubulos formada. Estas modificaciones dieron lugar a una modalidad de
ensayo in vitro, que ha sido de gran utilidad, tanto en los estudios para comprender el
mecanismo de la polimerizacion [10, 11], como en la busqueda de nuevos farmacos que

actlien sobre las tubulinas [12, 13].

Un detalle importante, es el origen de las tubulinas que son utilizadas en el ensayo in
vitro. A pesar de que las tubulinas son proteinas muy conservadas dentro de los
organismos eucariotas, existen diferencias en las secuencias primarias y en las
modificaciones postraduccionales, que modulan su funcionamiento, y ademéas pueden

modificar su susceptibilidad a farmacos [14, 15].

En el presente capitulo presentamos la implementacion del ensayo in vitro de
polimerizacion, trabajando con tubulinas de dos origenes distintos. Por un lado utilizamos
tubulinas de origen mamifero, obtenidas a partir de cerebro porcino, las cuales estan
disponibles comercialmente. Las tubulinas son un insumo esencial para la realizacion del

ensayo, por lo cual contar con disponibilidad de este material bioldgico, significa una
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ventaja para poder poner a punto la metodologia y darle continuidad a los ensayos de

actividad.

Por otra parte buscamos realizar el ensayo de polimerizacion, trabajando con tubulinas
procedentes de helmintos parasitos. Sin lugar a dudas este seria el escenario 6ptimo para
la realizacion del ensayo, ya que estariamos evaluando la interaccion molecular de los
nuevos compuestos, con un blanco bioldgico de origen parasitario, minimizando las

diferencias de susceptibilidad.

La desventaja de esta estrategia, radica en la dificultad para obtener tubulinas procedentes
de helmintos. Las mismas no estan disponibles comercialmente, y dada su baja
concentracion en el material parasitario, resulta poco viable la aplicacion de técnicas
clasicas de purificacion [16]. Estas metodologias se basan en ciclos de polimerizacién y
sedimentacion de microtublos, y han sido exitosas principalmente trabajando con
cerebros de mamiferos, dada la abundancia de las tubulinas en estos tejidos [17], lo que

permite su polimerizacion en los extractos crudos.

En este sentido hemos utilizado una novedosa metodologia, basada en el principio de

cromatografia de afinidad, la cual se describe a continuacion.

Este trabajo fue realizado colaborando con la Dra. Beatriz Munguia, en el marco de un
proyecto de investigacion de nuestro grupo de trabajo. Dicho proyecto se realiz6 en
colaboracién con la Dra. Mdnica Marin (Seccién Bioquimica, Facultad de Ciencias,
UdelaR), cuyo laboratorio, instalaciones y equipamiento puso a disposicion para la

realizacién del mismo.

Purificacion de tubulinas de helmintos.

Como mencionaramos anteriormente, contar con tubulinas nativas del organismo en
estudio, supone una ventaja a la hora de realizar ensayos in vitro de polimerizacion,
pudiendo arrojar resultados mas representativos del problema abordado. Los estudios de
polimerizacion, requieren grandes cantidades de tubulinas, lo que se detalla en la seccion
metodologia. Esto ha limitado la aplicacion de ensayos de polimerizacion trabajando con

material de origen parasitario, sobre todo teniendo en cuenta la dificultad para aislar
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tubulinas a partir de estos organismos, donde hay una baja concentracion de estas

proteinas a nivel celular.

Widlund y colaboradores desarrollaron una novedosa cromatografia de afinidad, que les
permitio aislar tubulinas de diversos organismos, como levaduras, insectos, helmintos y
mamiferos, arrojando resultados promisorios [18]. Nuestro grupo de trabajo ha
implementado esta técnica cromatogréfica [19] trabajando con dos especies de helmintos:
el nematodo Haemonchus contortus, el cual es un parasito ovino de interés productivo, y
ha sido utilizado para el modelo in vitro fisiologia guiado de actividad antihelmintica, que
hemos instalado en el laboratorio para la busqueda de nuevos compuestos; y el cestodo
Mesocestoides Vogae, parésito murino, utilizado como modelo bioldgico para el estudio
de helmintos, que tiene la ventaja de proporcionar gran cantidad de material biol6gico, y
su ciclo de vida puede desarrollarse en el laboratorio, mediante infeccion artificial en

ratones.

La metodologia de purificacion desarrollada por Willund [18] se basa en la afinidad de
union entre un grupo de proteinas denominadas MAP (microtubule associated proteins)
y los microtubulos. Las MAPS son un vasto grupo de proteinas presentes en todos los
organismos eucariotas, que se encargan de regular el funcionamiento de los microtabulos
en las células. Particularmente la familia MAP215/Dis 1, cumple la funcion de facilitar
la unién de los dimeros de af tubulina en la fase de crecimiento de microtubulos. La
unién con las tubulinas ocurre de forma no covalente, a través de un dominio proteico
caracteristico, denominado dominio TOG (Tumor Overexpressed Gene). La estrategia
utilizada consiste en expresar, de forma recombinante, el dominio TOG, e inmovilizarlo

en un matriz, de forma de construir una columna de afinidad para purificar tubulinas.
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A B
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Figura 2. A) Esquema del funcionamiento de la familia de proteinas MAP215/Dis1. Este grupo de proteinas facilita
la union de los dimeros de tubulina al microtibulo en crecimiento. La unién a las tubulinas ocurre a través dominios
proteicos caracteristicos, denominados TOG. B) Margen superior; proteina Stu2 de S.crevisiae. Margen inferior:

proteina de fusion GST-TOGL utilizada para construir la columna de afinidad.

Particularmente se utiliza el dominio TOG1 perteneciente a la proteina MAP STU2 (una
variante de la familia MAP215/Dis1, presente en la levadura Saccharomyces cerevisiae).
Este dominio proteico es expresado de forma recombinante en Escherichia coli, como
proteina de fusion, unido a la enzima Glutation S- Transferasa (GST) (Figura 2B). La
proteina de fusion es purificada e inmovilizada covalentemente en una columna con
matriz de agarosa modificada. Los extractos parasitarios son purificados en la columna,
guedando retenidos los dimeros de tubulina, los cuales son eluidos posteriormente

mediante modificacion de las concentraciones salinas.
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METODOLOGIA
Ensayo de polimerizacion de tubulinas de origen porcino

El ensayo de polimerizacion de tubulinas fue llevado a cabo utilizando el kit comercial
Tubulin Polymerization Assay Kit BKOO6P (Cytoskeleton, Denver, CO), acorde a las
instrucciones del fabricante [20]. Se prepard una solucion de tubulinas de origen porcino,
purificadas (> 99% de pureza), en 100 pL de una solucion buffer conteniendo 80 mM
acido 1,4-Piperazindietanosulfonico [PIPES], 2 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA, 1 mM GTP
y 10% glicerol, pH 6.9. Se utilizaron 300 pug de tubulinas, alcanzando una concentracion
final de 3 mg/mL. La solucidn se prepar6 a 4° C, e inmediatamente fue transferida a una
placa de 96 pozos, precalentada a 37° C, la cual contenia 10 pL de la solucion del
compuesto a ensayar o de solucidn control. Los compuestos a ensayar se diluyeron en una
solucién buffer conteniendo 80 mM PIPES, 2 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA y 5% de
DMSO. La solucion de control consistié en el buffer de disolucion de compuestos. Se
midié la absorbancia de la placa a 340 nm y 37°C, utilizando el lector de placa multimodo

Synergy HTX (BioTek Instruments), durante 60 minutos.

Purificacion de tubulinas de M. vogae y H.contortus mediante cromatografia de
afinidad TOG

Produccion recombinante de la proteina GST-TOG1

El dominio TOGL1 de la proteina MAP STU2 de S. cerevisiae fusionado a la proteina GST
fue expresado en E.coli, acorde a Widlund et al., 2012 [18] con modificaciones menores.
El plasmido pGEX-6P-1 Stu2 1-306 (Addgene plasmid #38315) fue utilizado para
transformar la cepa Rosetta, de E.coli. Se cultivo la cepa transformada en 50 mL de medio
de cultivo Terrific Broth (TB), conteniendo ampicilina (50 pg/mL) y cloranfenicol (34
pg/mL), durante toda la noche, con agitacion, a 37°C y 200 rpm. 15 mL del cultivo
anterior fueron transferidos a 185 mL de TB, conteniendo los mismos antibidticos, con
agitacion, a 37°C y 200 rpm. Una vez alcanzado un valor de densidad éptica (OD600) de
0.5, se modificd la temperatura a 18°C, y se indujo la expresion de GST-TOG1 con el
agregado de 0.2 mM Isopropil-b-D-tiogalactésido (IPTG). Se deja agitando toda la noche,
a 18°C y 200 rpm. La biomasa formada se sedimentd por centrifugacion (6300g, 15

minutos a 4°C). El pellet formado se resuspendié en 2X buffer fosfato salino (2X PBS:

127



Capitulo 3

NaCl 274 mM, Na;HPO4 16.2 mM, KCI 5.4 mM, KH2PO4 3 mM, pH 7.4), conteniendo
0.5 mM de ditiotreitol (DTT), coctel inhibidor de proteasa (Complete EDTA-free, Roche)
y 5 mg/mL DNAsa. Las células se lisaron utilizando homogeneizador de ultrasonido
Sonic Ruptor 250, Omni International (4 ciclos de 10 minutos, 40% amplitud, 40 %
pulser) y el lisado fue clarificado por centrifugacion (27000g, 15 minutos, 4°C). La
fraccion soluble se introdujo en una columna de Glutation-Agarosa (Glutathione-
Sepharose 4B, GE HealthCare, tamafio 1 mL), pre equilibrada con 10 mL de buffer 2X
PBS, conteniendo 0.5 mM DTT (buffer de lavado), y se dejo incubando toda la noche a
4°C. La columna fue lavada con 10 mL de buffer de lavado conteniendo 1% de Tween
20, y se realizo la elucion de la proteina GST-TOG1 con 10 mL de buffer 2XPBS pHS8,
conteniendo 0.5 mM DTT y 5 mM de glutation reducido. Se realizé cambio de buffer
para una solucién conteniendo 100 mM NaHCOz y 100 mM NacCl, utilizado una columna

de exclusion molecular PD10 (PD10 desalting columns GE Healthcare, Suecia).

Preparacion de columna de afinidad TOG1

La columna de afinidad TOGL1 se prepard inmovilizando la proteina de fusion GST-TOG1
a una columna de resina de agarosa activada con N-hidroxisuccinimida (NHS) (HiTrap
NHS-activated HP, GE Healthcare, 1 mL). Previo a realizar la inmovilizacion, se agregd
MgCl; a la solucion conteniendo la proteina de fusion GST-TOG1, alcanzando una
concentracion final de 80 mM MgClz, 100 mM NaHCO3 y 100 mM NacCl. La columna
se activa, previo a la inmovilizacion, mediante el lavado con 6 mL de solucion helada de
HCIl 1 mM (velocidad de flujo: 1 mL/min.). La inmovilizacion se realiza mediante la
recirculacién de la solucién conteniendo la proteina de fusion, durante 3 horas, a 4° C
(velocidad de flujo: 1 mL/min.). El percolado se conservo para posterior evaluacion de la
eficiencia de la inmovilizacién (para la cuantificacién proteica el buffer se cambia a una
solucion conteniendo 100 mM NaHCOs y 100 mM NacCl, utilizado una columna de
exclusion molecular PD10). Los grupos NHS sin reaccionar se bloquean incubando la
resina por 30 minutos, a temperatura ambiente, con 10 mL de una solucién conteniendo
0.5 M etanolamina y 0.5 M NacCl, pH 8.3. Posteriormente la columna se lava con 6 mL
de buffer 6X PBS, 6 mL de buffer 1X PBS y 6 mL de buffer 1X PBS conteniendo 50%

glicerol (solucion de almacenamiento).
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Preparacion de muestra de M.vogae

El mantenimiento de la infeccién de M.vogae y la recuperacion de especimenes en el
estadio larvario tetrathyridia (TT), se realizO acorde a la metodologia reportada
previamente por nuestro grupo de investigacion [21, 22]. El protocolo de experimentacion
(N° 02-05-10) se encuentra regulado por la ley N° 18611 (procedimientos para la
utilizacion de animales en actividades de investigacion cientifica), y estd aprobado por
la Comision de Etica en Uso de Animales (CEUA) de Facultad de Quimica-UdelaR. Las
larvas de M.vogae TT se lavaron con buffer BRB80 (80 mM PIPES, 1 mM EGTA, 1 mM
MgClz, pH 6.9). Posteriormente las larvas TT se suspendieron en igual volumen de buffer
BRB80, conteniendo coctel inhibidor de proteasa (Complete EDTA-free, Roche) y 1 mM
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). La suspension se congel6 con nitrégeno liquido
y se moli6é en mortero, hasta lograr un polvo fino y homogéneo. Se dejé descongelar el
polvo en bafio de hielo, y se clarifico la solucion mediante centrifugacion (20600g, 15
minutos, 4° C). El sobrenadante se filtro utilizando una membrana de celulosa de 0.45
um, y se reservo en bafio de hielo hasta su posterior purificacion en la columna de afinidad
TOG1.

Preparacion de muestra de H.contortus

La obtencién de ejemplares adultos de H.contortus fue realizada acorde a lo ya descripto
en la seccién metodologia, capitulo 2, de la presente tesis. Una vez extraidos, los gusanos
fueron lavados con buffer PBS y luego buffer BRB80. Posteriormente se suspendieron en
igual volumen de buffer BRB80 conteniendo 1 mM DTT, 10 mM EDTA, 100 pM
leupeptina y 1.25 uM pepstatina A. La suspension se congeld con nitrégeno liquido y se
molié en mortero, hasta lograr un polvo fino y homogéneo. Se dejé descongelar el polvo
en bafio de hielo, y se clarifico la solucion mediante centrifugacion (20600g, 15 minutos,
4° C). El sobrenadante se filtré utilizando una membrana de celulosa de 0.45 um, y se

reservo en bafio de hielo hasta su posterior purificacion en la columna de afinidad TOGL.
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Purificacion de tubulinas

La purificacion se llevd a cabo a 4° C. La columna de afinidad TOG1 fue previamente
equilibrada con 10 mL de buffer BRB80 (velocidad de flujo 0.5 mL/min.). Posteriormente
se sembraron las muestras procesadas de M. vogae y H. contortus (0.5 mL/min.). A
continuacion se realizé un lavado con 4 mL de buffer BRB80 conteniendo 0.1 mM Mg**
GTP (0.5 mL/min), el cual es recolectado junto con el percolado. El segundo lavado se
realiz6 con 10 mL de buffer BRB80 conteniendo 0.01 mM Mg?* GTP (cambiando el flujo
a 1 mL/min). La elucion de las tubulinas se realiz6 con 5 mL de buffer BRB80
conteniendo 0.01 mM Mg?* GTP y 500 mM (NH4).SO4. Rapidamente se hizo un desalado
del eluato con el buffer BRB80 conteniendo 0.01 mM Mg?* GTP, utilizado una columna
de exclusién molecular PD10. La solucién obtenida se concentrd utilizando filtros para
centrifuga (Microsep Advance Centrifugal Devices, Pall Corporation, punto de corte 3
KDa) La columna se regenerd lavando con 6 mL de buffer 10X PBS y 6 mL de buffer
1X PBS, y se almaceno en buffer 1X PBS conteniendo 50% de glicerol, a -20° C.

SDS-PAGE y Western blot

Las proteinas fueron analizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) [23], trabajando con concentraciones de acrilamida
de 8% y 10%, utilizando como método de tincién el azul de Coomassie. Para realizar el
Western blot [24], los geles fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, GE Healthcare), mediante
transferencia hiumeda (400 mA, 1.5 h, 4° C). La membrana se mantuvo en buffer de
bloqueo (5% de leche descremada en solucion buffer tris conteniendo tween 20 (TBST)),
durante toda la noche, a 4° C. Posteriormente la membrana se incub6 con anticuerpos anti
a tubulina (anticuerpo monoclonal AA4.3, DSHB, Universidad de lowa) dilucion 1:73 en
buffer de bloqueo, durante 1h, a temperatura ambiente, con agitacion. Se realizaron
sucesivos lavados con TBST y se incubd con anticuerpos secundarios goat anti mouse
(SC-2005, Santa Cruz), dilucion 1:2000 en buffer de bloqueo, durante 1h, a temperatura
ambiente, con agitacion. El revelado se realiz6 utilizando el reactivo Pierce™ ECL

Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific). Las proteinas reactivas se
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visualizaron utilizando el analizador G-Box (SynGene, Synoptics Ltd.). Las imagenes
digitales fueron procesadas utilizando el software GeneTools Software (Syngene,
Synoptics Ltd).

Cuantificacion proteica

La cuantificacion proteica fue realizada aplicando el método del Acido Bicinconinico
(BCA), utilizando el kit comercial BCA Protein Assay Kit (Thermo Fischer Scientific).

Espectrometria de masas

Las bandas de proteinas seleccionas en los geles de SDS-PAGE, fueron recortadas y
digeridas con tripsina (Sequence Grade, Promega), durante toda la noche a 37° C. El
espectro de masas de los péptidos resultantes fue adquirido en un equipo 4800 MALDI
TOF/TOF Analyzer (Applied Biosystems), en el laboratorio de Bioguimica y Protedmica
Analiticas del Institut Pasteur Montevideo. Las proteinas fueron identificadas utilizando

las bases de datos NCBI nr y http://parasite.wormbase.org/index.html, utilizando el

software de busqueda Mascot search engine (Matrix Science), con lo siguientes
parametros de busqueda: tolerancia de masa isotdpica 0.08 Da; tolerancia de masa de

fragmento 0.40 Da, tolerancia de un clivaje triptico faltante.

Polimerizacion de tubulinas de M.vogae

Se prepararon 100 puL de wuna solucién de tubulinas de M.vogae, en solucion buffer
conteniendo 80 mM PIPES, 2 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA, 1 mM GTP y 10% glicerol,
pH 6.9. Se utilizaron 200 pg de tubulinas, alcanzando una concentracion final de 2
mg/mL. La solucidn fue preparada a 4° C, e inmediatamente transferida a una placa de 96
pozos, precalentada a 37° C, la cual contenia 10 pL de una solucién de paclitaxel 100 mM
disuelto en una solucion buffer conteniendo 80 mM PIPES, 2 mM MgCI2, 0.5 mM EGTA
y 5% de DMSO. Se midi¢ la absorbancia de la placa a 340 nm y 37°C, utilizando el lector
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de placa multimodo Synergy HTX (BioTek Instruments), realizando una lectura por 1

minuto, durante 60 minutos.
Ensayo de sedimentacion de tubulinas de M.vogae.

Luego de finalizar el ensayo de polimerizacion de tubulinas de M.vogae, el contenido del
pocillo de la placa (100 uL), fue trasferido a un tubo Eppendorf y centrifugado (20.000g,
45 minutos, 35° C). Se retir0 el sobrenadante y el pellet se reconstituyé en 100 pL de
solucidn buffer conteniendo 80 mM PIPES, 2 mM MgCI2, 0.5 MM EGTA y 0.5% DMSO.

Se realizé cuantificacion proteica del sobrenadante y del pellet reconstituido.
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DISCUSION DE RESULTADOS
Ensayo de polimerizacion de tubulinas de origen porcino

En esta etapa se implemento el ensayo de polimerizacion de tubulinas, trabajando con
tubulinas de origen porcino, disponibles comercialmente. El objetivo principal de esta
instancia era poner a punto la metodologia para la realizacion del ensayo in vitro de
polimerizacion. Por otra parte, era de interés poder evaluar el efecto de determinados
compuestos sobre el proceso de polimerizacion, a pesar de estar trabajando con un blanco

molecular de origen mamifero.

Como explicaramos en la introduccion, el ensayo se basa en la capacidad que tienen los
microtUbulos de dispersar la luz, de forma proporcional a la masa de polimero formada.
Las tubulinas son sometidas a condiciones in vitro de polimerizacion, y la dispersion
Optica (OD) es medida concomitantemente al proceso. Como resultado se construye una
curva de polimerizacion, graficando los valores de OD en funcién del tiempo.

En la figura 3A se muestran tres réplicas independientes de curvas de polimerizacion
control, obtenidas en nuestro laboratorio, utilizando el kit comercial de tubulinas
porcinas. La curva muestra un perfil sigmoideo, en el que se pueden identificar las tres
fases del proceso de polimerizacién, indicadas en el grafico: fase I= nucleacion (es una
fase de lenta velocidad de polimerizacion, en la que se forman pequefios polimeros que
serviran de nucleos para el ensamble de los mircotdbulos); fase Il= crecimiento
(corresponde a una fase de rapida velocidad de polimerizacion, en la que se observa un
gran crecimiento en la masa microtibulos formada); fase Il1= estado estacionario (la
velocidades de polimerizacion y despolimerizacidn se igualan, manteniendo constante la

masa de microtibulos formada).

De este modo, los compuestos que tengan la capacidad de interferir con el proceso de
polimerizacion, alteraran el perfil caracteristico de la curva. En la figura 3B se muestra el
grafico obtenido, cuando se realizé el ensayo de polimerizacion, agregando farmacos
patrones, cuya actividad sobre los microtubulos esta reportada. Por un lado, utilizamos el
antihelmintico comercial albendazol, cuyo mecanismo de accidn consiste en la inhibicién
de la polimerizacion de tubulinas [3]. Su efecto en la curva se traduce en una disminucion,
tanto en la velocidad de polimerizacion, como en el valor de OD maximo alcanzado en el

estado estacionario.

133



Capitulo 3

0,35 1
0,30 Pttt 2 kit
0,25
op 0,20

0,15

15 30 45 60
Tiempo (minutos)

0,35 -

0,30 -

-

0,25

OD 0,20 -

=== Control
Polimerizacion

w=a==Paclitaxel 10 uM

0,15 -

0,10 -

Albendazol 12.5 pMm
0,05 -

0,00 +
15 30 45 60
Tiempo (minutos)

Figura 3. Curvas de poilimerizacion de tubulinas. A) réplicas independientes de curvas de
polimerizacidn control. Se indican las tres fases del proceso de polimerizacion: fase I= nucleacion, fase
I1= crecimiento, fase Il1= estado estacionario. B) Perfiles de curvas de polimerizacion con el agregado
de farmacos que interfieren con el proceso de polimerizacion de tubulinas: Albendazol 12.5 pM,

Paclitaxel 10 uM. Se incluye ademas un control de polimerizacion.
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Por otra parte, el equilibrio dindAmico de formacion de microtubulos, puede ser afectado
por compuestos que estabilicen de forma anormal el proceso de polimerizacion, como es
el caso del farmaco antineopléasico paclitaxel [25]. En la figura 3B, observamos que la
presencia de paclitaxel elimina la fase nucleacion, generando un aumento notorio en la

velocidad de polimerizacion en la fase de crecimiento.

Una vez puesta a punto la metodologia, se realizo el ensayo de polimerizacién evaluando
los compuestos que habian presentado actividad antihelmintica en el ensayo de screening
detallado en el capitulo 2 (compuestos 1a, 10, 15 y 17). Se incluyeron un control de
polimerizacion, y los patrones activos albendazol y paclitaxel. En la figura 4 se muestran

las curvas de polimerizacion obtenidas.
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Figura 4. Ensayo de polimerizacion de tubulinas. Se ensayaron los compuestos 1a, 10, 15y 17, los cuales
habian presentado actividad antihelmintica contra H.contortus. Ademés se incluyeron un control de

polimerizacion, y los patrones activos albendazol y paclitaxel.
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La evaluacion de los graficos se realiza de forma cualitativa, y cuantitativa, a través del
calculo de tres parametros: 1) La velocidad maxima de polimerizacion (Vmax), obtenida
a partir del valor méximo de pendiente observado en el gréfico. 2) El tiempo al que ocurre
Vmax, denominado Tmax. 3) El porcentaje de polimerizacion (% Pol.), definido como
el cociente entre el valor de OD final para una muestra, y el valor de OD final para el
control de polimerizacion. Este Ultimo pardmetro esté relacionado con la cantidad total
de microtubulos formados. Los parametros de evaluacién obtenidos en el ensayo de

polimerizacion se muestran en la tabla 1

Tabla 1. Pardmetros de evaluacion de las curvas de polimerizacion, mostradas en la figura 4.

Compuesto (mo\gr?n?i)(riuto) (rIir:l?t)c(Jé) %6 Pol.
Control de polimerizacion 22 12.5 100
Albendazol 12.5 uyM 10 13.5 72
Paclitaxel 10 uM 56 2.5 100
la 21 12.5 95
10 25 12.5 103
15 28 10.5 106
17 22 12.5 103

Analizando los resultados obtenidos podemos destacar en primera instancia, el efecto de
los patrones activos en el proceso de polimerizacion, lo que coincide con lo observado en
la puesta a punto de la metodologia (Figura 3B). El paclitaxel elimina la fase de
nucleacién, debido a un aumento significativo de la velocidad polimerizacion. Como
resultado la Vmax obtenida es de mayor magnitud (56 mOD/min), y ocurre a tiempos
menores (2.5 minutos), en comparacion con el control de polimerizacion. Por otra parte
no se observan cambios en el porcentaje de polimerizacién. El albendazol en cambio,
inhibe la polimerizacion de tubulinas, lo cual se traduce en una disminucion de la
velocidad de polimerizacion (Vmax.= 10 mOD/min), y una menor masa total de
mircotUbulos formados (% Pol.= 72%).
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Finalmente, considerando los compuestos 1a, 10, 15 y 17, el andlisis cualitativo del
grafico en conjunto con los pardmetros calculados, sugieren fuertemente que dichos
compuestos presentan un comportamiento similar al control de polimerizacién. En las
condiciones ensayadas, ninguno de los compuestos interferiria con la polimerizacion de

tubulinas porcinas.

Cabe sefialar que los benzimidazoles antihelminticos presentan mayor afinidad de union
a las tubulinas de paréasitos helmintos, en comparacion con las tubulinas de origen
mamifero [26], lo que explicaria la mayor selectividad de accidon farmacoldgica de estos
compuestos, y por ende su aplicacion comercial como antihelminticos. Como
consecuencia, el ensayo podria presentar resultados falsos negativos, cuando se trabaja
con compuestos selectivos por tubulinas de origen parasito. En este sentido, se busco
aislar tubulinas nativas de helmintos, con el objetivo de utilizarlas en el ensayo de

polimerizacion. Los resultados de esta etapa se exponen a continuacion.

Purificacion de tubulinas de M. vogae y H.contortus mediante cromatografia de
afinidad TOG

En esta instancia se buscd purificar tubulinas nativas de helmintos parasitos, mediante la
aplicacion de una novedosa cromatografia de afinidad, basada en los fendmenos de
interaccion presentes entre las proteinas de la familia MAP215/Disl y las tubulinas, a
través de los dominios proteicos TOG. La columna de afinidad se realiz6 mediante la
expresion recombinante en E.coli, de una proteina de fusion, la GST-TOG1, la cual es
inmovilizada en una matriz de agarosa, modificada con grupos N-hidroxisuccinimida
(NHS).

Puntualmente utilizamos el dominio TOG1 de la proteina STU2 (una proteina
perteneciente a la familia MAP215/Dis1, presente en S.cerevisiae), acorde a lo descripto
en el desarrollo original de la metodologia [18]. Es interesante sefialar que los residuos
aminoacidicos responsables de la interaccion entre el dominio TOGL1 de la proteina STUZ2,
y los dimeros de tubulina, se encuentran conservados en organismos eucariotas mayores,
como mamiferos y helmintos [27, 28]., lo que permitiria la utilizacién de este dominio en

la purificacién de tubulinas pertenecientes a organismos distintos de S.cerevisiae.
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Por otra parte la fusion con la proteina GST, tiene como objetivo permitir la posterior
purificacion del producto de expresion, utilizando columnas de afinidad conteniendo
glutation reducido. La estrategia explora la afinidad que esta enzima presenta por el

glutation, su ligando natural.

La transformacion bacteriana y la expresion de la proteina GST-TOG1 pudieron
realizarse de forma satisfactoria. En la figura 5 se muestra el analisis mediante
electroforesis en gel (SDS-PAGE), de las distintas fracciones del lisado bacteriano. La
proteina de fusién se concentra mayoritariamente en la fraccion soluble (FS),
observandose una intensa banda molecular entre 55 y 70 kDa (el peso teorico de la
proteina de fusion es 61.8 kDa). La purificacion de la GST-TOG1 mediante cromatografia
de afinidad, arroj6 un rendimiento de 2.8 mg de proteina por gramo de bacteria. La
proteina purificada fue analizada por SDS-PAGE (ver figura 5) y confirmada por

espectrometria de masas MALDI-TOF.
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Figura 5. Expresion y purificacion de GST-TOGL1. A) SDS-PAGE 8% de las distintas fracciones
del lisado bacteriano: extracto total (ET), fraccion soluble (FS) y fraccion insoluble (FI). B) SDS-
PAGE 10% de la proteina GST-TOGL1 purificada. (PP). Método de tincion: azul de Coomassie. M:

Marcador de peso molecular.
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La proteina de fusion se inmovilizé a la columna de agarosa activada con NHS, con una
eficiencia de 70%, quedando lista para su utilizacion en la purificacion de tubulinas. En
la figura 6 se esquematiza el proceso molecular que da lugar a la inmovilizacion de la
proteina GST-TOGL1 en la columna. Los grupos NHS se encuentran unidos a la matriz de
agarosa, mediante enlaces éster, los cuales son desplazados por el ataque de grupos amino
de la proteina de fusién. Como resultado la proteina queda inmovilizada mediante la

formacion de enlaces amida de alta estabilidad, liberdndose los grupos NHS.

Columna Agarosa-NHS 0

~
0=CH,=CH=CH,=NH =(CH)), ~CO=-0-N
|
OH

O H,N—{ GST-TOG1 »

O-CH,=CH=CH ,~NH =(CH,), c NH—§ GST-TOG1 +HO =N
|

OH

Columna GST-TOG1 N-hidroxisuccinimida

Figura 6. Inmovilizacion de la proteina GST-TOGL, en la columna de agarosa activada con NHS.

Posteriormente se procedio a la purificacion de los extractos de helmintos paréasitos. El
andlisis de las distintas fracciones se realizd mediante SDS-PAGE y Western blot (ver
figuras 7 y 8). Esta ultima técnica permite la identificacion méas precisa de una proteina,
debido a que la interaccion esta basada en el reconocimiento de anticuerpos especificos.

En este caso utilizamos anticuerpos especificos para la a-tubulina. Por otra parte se realizd
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la cuantificacion proteica de los distintos extractos, para evaluar los rendimientos del

proceso.

Tanto en el procedimiento aplicado para M.vogae, como en H.contortortus, se observd
una gran perdida de tubulinas en el percolado y en las sucesivas etapas de lavado. Sin
embargo se logro aislar tubulinas de ambos organismos, lo que se evidencia en la fraccion
correspondiente a la elucion (eluato). En ambos casos se observa una banda en el entorno
de los 55 kDa, que revela positivamente en el western blot, indicando la presencia de alfa
tubulina. Es interesante resaltar, que si bien las proteinas a y 3 se encuentran conformando
un dimero en su estado nativo, las condiciones desnaturalizantes de la electroforesis,
rompen las uniones entre ambas proteinas. Por este motivo el peso molecular de la banda
obtenida en el eluato no corresponde al peso molecular del dimero de tubulinas, sino al
de sus componentes por separado. Coincidentemente la o y B tubulina tienen un peso
molecular tedrico similar, aproximado a 50 kDa, en ambos organismos, por lo que ambas

bandas se superponen en el gel.

La confirmacion de las proteinas aisladas se realiz6 mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF. En el eluato de M.vogae se identificaron las proteinas a tubulina 2 y
tubulina 1, correspondientes a dicho organismo. En el eluato de H.contortus, se identificd
la proteina B tubulina 1 y la enzima glutamato desidrogenasa (GDH) del mismo
organismo. La coelucion de ambas enzimas podria deberse a interacciones inespecificas
de la GDH con la columna de afinidad. Esta enzima presenta gran expresion en el estadio
adulto de H.contortus [29], lo que podria contribuir al fendmeno de interaccion
inespecifica. Curiosamente no se confirmo la presencia de a tubulina, pese a haber sido
identificada mediante western blot, lo que se podria deber a una diferencia en el limite de

deteccién de ambas técnicas.

Mediante cuantificacion proteica se pudo determinar la obtencién de 0.076 mg de
tubulinas de M.vogae, en una sola utilizacion de la columna, a partir de una fraccion
soluble conteniendo 111 mg de proteinas totales. Sucesivas etapas de purificacion
permitieron la obtencién de un total de 0.310 mg de tubulinas. Por otra parte la
purificacion de H.contortus permitio la obtencidn de 0.034 mg de tubilinas, que resultaron

estar impuras con la enzima GDH. El total de proteinas sembrada en este caso fue 66 mg.
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Figura 7. Purificacion de tubulinas de M.vogae. A) SDS-PAGE 10%, tincién azul de Coomassie. B)
Western blot, revelado con anticuerpo anti a tubulina. Se analizaron las siguientes fracciones: Extracto total
(ET), Fraccion soluble (FS), Fraccion insoluble (FI), Percolado (P), Lavado 1 (L1), Lavado 2 (L2) y Eluato
(E). M: marcador de neso molecular.
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Figura 8. Purificacion de tubulinas de H.contortus. A) SDS-PAGE 10%, tincién azul de Coomassie. B) Western
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soluble (FS), Fraccion insoluble (FI), Percolado (P), Lavado 1 (L1) y Eluato (E). M: marcador de peso molecular.
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Los resultados sugieren que la cromatografia de afinidad TOG no es aplicable para la
obtencion de tubulinas de H.contortus, dado que las mismas se obtienen impuras y en
muy baja cantidad. Por otra parte, si bien la purificacion de tubulinas de M.vogae fue
exitosa, se obtuvo una baja cantidad de tubulinas, pese a realizar varios ciclos de

purificacion, lo que torna bastante laboriosa su obtencion.

Ensayo de polimerizacion de tubulinas de M.vogae

En esta etapa buscamos polimerizar de forma in vitro, las tubulinas del cestodo M.vogae,
obtenidas utilizando la cromatografia de afinidad TOG, como se describid en la seccion
anterior. Se aplicaron las condiciones de polimerizacion que surgieron luego de poner a
punto el método utilizando tubulinas de origen porcino, con la salvedad de trabajar a una
concentracion de 2 mg/mL de tubulinas, dado que fue la maxima concentracion que se

pudo alcanzar, en vista de la cantidades de tubulinas purificadas.

En lafigura 9 se muestra la curva de polimerizacion obtenida a partir del ensayo realizado
con tubulinas de M.vogae. Como podemos observar, la curva presenta un comportamiento
bastante irregular, en comparacién a las curvas obtenidas trabajando con tubulinas
porcinas. La presencia de oscilaciones en la curva se debe a los bajos valores de OD
registrados, lo que indica una menor formacion de microtdbulos. La OD méaxima
alcanzada fue de 15 mOD, lo que corresponderia a 15 pg de microtabulos formados [20].
Considerando que se utilizaron un total de 200 pg de tubulinas el ensayo, podriamos
sefialar que so6lo el 8% de las mismas pudieron polimerizar. Este porcentaje es bastante
pequenio, si consideramos que las tubulinas porcinas alcanzan valores superiores al 90%

de polimerizacion.

Para confirmar esta observacion, se realiz6 un ensayo de sedimentacion, luego de
polimerizar las tubulinas de M.vogae. El ensayo se basa en la propiedad que presentan
los micortabulos cuando son sometidos a centrifugacion, los cuales sedimentan formando
un pellet, mientras que las tubulinas sin polimerizar permanecen en el sobrenadante [30].
De esta forma se puede cuantificar la cantidad de proteinas sedimentadas y estimar la
masa de microtubulos formada. La cuantificacion proteica de pellet arrojé un total de 14
ug de de microtibulos formados, lo que coincide que los valores obtenidos observando

la curva de polimerizacion.
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Figura 9. Ensayo de polimerizacion de tubulinas de M.vogae. El ensayo fue realizado en presencia

de paclitaxel (10 uM) para potenciar la formacién de microtdbulos.

La baja cantidad de tubulinas de M.vogae obtenidas utilizando la cromatografia de
afinidad, sumado al bajo porcentaje de funcionalidad de las mismas, sugiere que seria
poco factible poder instalar un ensayo de polimerizacién de tubulinas, en estas
condiciones. Debemos tener en cuenta ademas, que para la realizacion del ensayo se
requieren en el entorno de 300 pg de tubulinas por muestra, debiendo incluir controles
positivos y negativos de polimerizacion, para la correcta validacién del método. Si
consideramos que las sucesivas etapas de purificacion de tubulinas de M.vogae, fueron
apenas suficientes para ensayar una muestra control, resulta bastante improbable lograr
resultados de interés, en esta direccion. Evidentemente resulta necesario poder optimizar
la metodologia de purificacion, o explorar metodologias alternativas, que puedan cumplir

con el requisito de obtener tubulinas funcionales y en las cantidades requeridas.
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CONCLUSIONES

En este capitulo se buscé trabajar en la instalacidn de un ensayo in vitro de polimerizacion
de tubulinas, con el fin de evaluar la posible participacién de este blanco molecular en el
mecanismo de accion de los nuevos compuestos activos, sintetizados en la presente tesis.
El abordaje se realizo pretendiendo trabajar con tubulinas de dos origenes distintos. Por
un lado, tubulinas de origen porcino disponibles comercialmente; y por otra parte,
tubulinas nativas de helmintos parasitos, las cuales intentamos purificar a partir de los

helmintos M.vogae y H.contortus.

La instalacion del ensayo utilizando tubulinas de origen porcino, pudo realizarse de forma
satisfactoria. La posibilidad de poder contar con este insumo de forma comercial, permitio
disponer de las cantidades de tubulinas necesarias para poner a punto la metodologia.
Posteriormente se ensayaron los compuestos 1a, 10, 15 y 17. Ninguno de ellos presentd
un comportamiento distinto al control de polimerizacion, si bien debemos considerar que
los benzimidazoles antihelminticos presentan menor afinidad por tubulinas de origen

mamifero, pudiendo presentarse resultados falsos negativos en este ensayo.

La purificacion de tubulinas nativas de helmintos buscéd realizarse mediante la
implementacién de la cromatografia de afinidad TOG. La construccion de la columna de
afinidad se llevo a cabo, acorde a lo descripto en el desarrollo original de la metodologia.
Se logrd la produccion recombinante de la proteina de fusién GST-TOGL, con buenos

rendimientos, asi como su inmovilizacién en columnas de agarosa-NHS.

La metodologia de purificacion demostréd ser inadecuada para aislar tubulinas de
procedentes de H.contortus, dado que las mismas se obtenian impurificadas con la enzima
GDH, y en un muy bajo rendimiento, lo cual se constatd en sucesivos experimentos
realizados. La abundancia de esta enzima en el estadio adulto H.contortus, posiblemente

influya en la interaccion inespecifica observada.

Por otra parte, se logré purificar tubulinas procedentes de M.vogae, las cuales fueron
confirmadas mediante espectrometria de masas MALDI TOF. Las cantidades obtenidas
fueron muy bajas, y luego se sucesivas etapas de extraccion, se logro realizar solamente
un ensayo control de polimerizacion de tubulinas. La curva de polimerizacion, asi como
los ensayos de sedimentacion, demostraron que las tubulinas obtenidas presentaban

aproximadamente 10 % de funcionalidad.
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Los bajos rendimientos de purificacion, asi como la baja funcionalidad de la tubulinas
obtenidas, sugieren que la cromatografia de afinidad TOG, no es un método adecuado
para obtener tubulinas, a partir de los helmintos parasitos utilizados. La descripcion
original de la metodologia, demostraba gran versatilidad de la técnica, lo cual no fue

reproducible, trabajando con nuestras matrices parasitarias.

A partir de los resultados obtenidos, no podemos demostrar ni descartar que los nuevos
compuestos con actividad antihelmintica, sintetizados en la presente tesis, ejercen su
accion mediante la inhibicion de la polimerizacidn de tubulinas. Seria necesario poder
lograr purificar tubulinas nativas de helmintos de forma eficiente, ya sea mediante la
optimizacion de la metodologia presentada en este capitulo o mediante la exploracion de

nuevas técnicas de purificacion.

Gran parte de estos resultados fueron comunicados, Munguia, Teixeira et al., 2017 [19].
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INTRODUCCION

El objetivo de esta instancia es poder aportar a la comprension del mecanismo de accion
de los nuevos compuestos sintetizados, que hayan presentado actividad antihelmintica,
mediante la aplicacion de herramientas bioinformaticas. Los estudios in silico utilizados
permitieron simular la interaccion de los nuevos compuestos sintetizados con la 8
tubulina del nematodo Haemonchus contortus. Particularmente aplicamos las técnicas de

docking molecular y modelado por homologia, las cuales se introducen a continuacion.

Para la aplicacion de estas herramientas, se contd con una pasantia en el Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo de Bioactivos de la Universidad Nacional de La Plata,
Argentina, a cargo del Prof. Dr. Alan Talevi, y bajo la supervision de la Prof. Dra.

Luciana Gavernet.

Docking molecular.

El docking molecular, también conocido como docking, es una herramienta que consiste
en una simulacion computacional, orientada a predecir la conformacion adoptada, la
afinidad de union y las interacciones presentes, entre un complejo receptor-ligando. Las
posibilidades de complejos cominmente estudiadas abarcan: proteina-acido nucleico,
proteina-proteina y proteina-ligando, siendo esta Ultima estrategia de gran importancia

en el disefio de farmacos, y por ende es la variante mas utilizada.

El docking puede ser clasificado teniendo en cuenta la libertad de movimiento permitida
para las estructuras, tanto del receptor como del ligando. Se pueden reconocer tres
modalidades distintas [1]:

-Receptor rigido-ligando rigido: Ambas estructuras poseen geometrias rigidas durante
el estudio. Se permiten solo variaciones traslacionales entre el ligando y el receptor. Su
utilidad radica principalmente en el andlisis de la complementariedad tridimensional de
estructuras. Fue utilizada en las primeras versiones de los programas de docking, dada su
simplicidad, y actualmente se aplica mayoritariamente en algunos de estudios de docking

del tipo proteina-proteina.

-Receptor rigido-ligando flexible: Es la modalidad méas aplicada en la actualidad, y es

en la cual enmarcamos nuestro trabajo. Se permiten variaciones conformacionales del
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ligando durante el estudio, lo cual conlleva un aumento de la exactitud del método, si bien

implica un aumento en el costo computacional del procedimiento.

-Receptor flexible-ligando flexible: Ambas estructuras permanecen flexibles para
maximizar el estudio de las posibles interacciones que podrian generase. Es un reflejo
mas apropiado del fendmeno de interaccion entre una proteina y su ligando. Sin embargo,
su aplicacién implica mayor complejidad en los calculos computacionales utilizados, lo

cual no siempre resulta redituable.

Los protocolos utilizados por los distintos programas de docking se pueden describir
como la combinacion de dos grandes procedimientos: 1) la busqueda de distintas
conformaciones relativas entre el ligando y el receptor; 2) la evaluacion de la energia de
unién para las distintas conformaciones [2]. Estos procedimientos se llevan a cabo
mediante la aplicacion de algoritmos de bdsqueda, y algoritmos de evaluacion
respectivamente, para los cuales existe una variedad de alternativas utilizadas por los

distintos programas de docking [3].

Los algoritmos de busqueda tienen como objetivo explorar los posibles modos de union
entre el ligando y el receptor [4]. Estos algoritmos deben ser capaces de reproducir un
namero de configuraciones dentro de las cuales estén incluidas aquellas que serian
observables experimentalmente. Un algoritmo ideal deberia elucidar exhaustivamente
todos los posibles modos de unién entre el receptor y el ligando. Sin embargo, una
exploracién de esta magnitud es imposible desde el punto de vista practico. S6lo una
pequefia parte del espacio muestral puede ser analizado, por lo que esta exploracion debe
ser efectiva. Por lo tanto, en el andlisis conformacional se aplican restricciones y
aproximaciones, que permitan reducir la dimension del problema abordado, logrando
resultados confiables, en tiempos razonables. Cada algoritmo utiliza distintas estrategias
para lograr una exploracion eficaz del espacio conformacional. Los principales métodos

de busqueda se pueden clasificar como:

1) sisteméticos: la busqueda de conformaciones distintas se realiza mediante la
exploracién de los grados de libertad de una molécula, a través de cambios sistematicos

en los mismos.
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2) estocasticos: también denominados métodos random, exploran las diferentes
posibilidades de conformaciones, mediante cambios generados al azar. Las
conformaciones generadas son evaluadas y seleccionadas mediante funciones de
probabilidad.

3) basado en simulaciones: las distintas conformaciones son obtenidas mediante

simulaciones moleculares como la dinamica molecular o la minimizacién de energia.

Los algoritmos de evaluacion buscan cuantificar la energia de union mediante la
evaluacion numeérica de las interacciones no covalentes entre el ligando y el receptor, para
cada conformacidén explorada [5]. Estos deberian ser capaces de cuantificar correctamente
las distintas conformaciones, de forma de poder predecir los modos de unién
experimentales. Una correcta cuantificacion de la energia de union también permitiria
distinguir la afinidad de distintos compuestos sobre un determinado blanco, permitiendo
predecir su actividad bioldgica. Sin dudas esta es la etapa mas compleja del analisis de
docking, en donde se observan las mayores imprecisiones en los resultados obtenidos. La
aplicacion de estos algoritmos continla siendo el factor limitante en la aplicaciéon del

docking. Los métodos de evaluacion se agrupan en cuatro grandes categorias:

1) métodos basados en el conocimiento: utilizan la informacion reportada sobre la
interaccion de diversos complejos proteina-ligando, resueltos experimentalmente. Esta
informacién es utilizada como referencia para evaluar las conformaciones simuladas

computacionalmente.

2) métodos basados en campos de fuerza: utilizan los conceptos de la mecénica

molecular para calcular la energia de unién entre el ligando y el receptor.

3) métodos empiricos. La energia de union es calculada mediante la sumatoria de
términos energéticos independientes, los cuales son parametrizados a partir de datos

disponibles experimentalmente.

4) métodos consenso. Utilizan una combinacién de funciones de evaluacion, con el
objetivo de poder mejorar la exactitud de los resultados obtenidos aplicando funciones de

evaluacion individuales.

Los estudios de docking requieren ser validados previa su aplicacion, de forma de poder

evaluar si los programas utilizados son capaces de reproducir resultados confiables, para
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nuestro sistema en estudio [6]. Existen dos grandes enfoques en la validacion del docking
proteina-ligando, los cuales son complementarios si. Un aspecto consiste es tratar de
reproducir mediante la simulacién computacional, la conformacion experimental
descripta para un ligando que haya sido cocristalizado con el receptor en estudio. Esta
estrategia se denomina re-docking. De esta forma, para que el método utilizado en el
docking molecular sea valido, debe arrojar conformaciones para el ligando similares a las
observadas en la estructura cristalina. El parametro utilizado para comparar las distintas
conformaciones es el RMSD (Root Mean Square Desviation). En lineas generales,
programas que arrojen valores de RMSD menores a 2 A° (entre la conformacion calculada

y la descripta experimentalmente) son considerados exitosos [7].

El otro enfoque de la validacién, apunta a evaluar la capacidad que tiene el programa de
docking utilizado, de distinguir entre compuestos activos y no activos, frente a un
determinado blanco molecular. Para ello se utilizan subconjuntos de testeo en los que se
incluyen compuestos de actividad conocida sobre el receptor considerado, y compuestos
que son inactivos frente a este receptor. Las energias de unién de ambos grupos deben ser
estadisticamente distintas, siendo mas favorable para los compuestos activos. Esto
indicaria que el programa utilizado es capaz de distinguir posibles ligandos para el

receptor.

La construccion de una curva ROC (Receiver operating caracteristic) es una herramienta
estadistica atil para la evaluacién de los subconjuntos de testeo. Esta metodologia
estadistica consiste en una representacion grafica, que permite evaluar la calidad de un
sistema clasificador binario, segin varia el umbral de discriminacion o punto de corte
seleccionado [8]. La idea es poder constatar si existe diferencia entre las energias de unién
calculadas para ambos grupos, y establecer cudl seria el punto de corte 6ptimo. En la
seccién discusion de resultados, profundizaremos sobre esta ultima metodologia de

validacion, dado que seré utilizada para validar nuestros estudios de docking,

El docking molecular se ha convertido en una herramienta fundamental para la quimica
in silico. En las Gltimas décadas, ha constituido una metodologia de gran utilidad en el
desarrollo de farmacos por parte de la industria farmacéutica, debido a sus numerosas
aplicaciones: screening virtual de bibliotecas de compuestos para la identificacion de
estructuras “hit”, o cabezas de serie; optimizacion de compuestos activos; identificacion

y estudios de sitios de accion; estudios de metabolismos de farmacos, entre otras.
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A pesar de los avances continuos en el desarrollo de los programas de docking, una de
sus grandes limitaciones, es que sus calculos estan basados principalmente en
consideraciones entalpicas. Los factores entropicos y la influencia de los fenémenos de
solvatacion, son dos puntos clave en el proceso de interaccion ligando-receptor, que no
han sido estudiados exhaustivamente por los programas de docking, dada la complejidad
de su abordaje. Otra limitante de esta metodologia es que para poder realizar los estudios
de docking, es necesario contar con la estructura cristalina elucidada del receptor,
mediante métodos tales como difraccion de rayos X, o resonancia magnética nuclear
(RMN).

Si bien el nimero de estructuras proteicas resueltas y reportadas en base de datos es
enorme y aumenta de forma significativa cada afo, se desconoce la estructura cristalina
de la mayor parte de las proteinas reportadas. Una alternativa a esta disyuntiva es la
creacion computacional de modelos tedricos tridimensionales, mediante la aplicacion de

técnicas de modelado de proteinas, sobre las cuales hablaremos a continuacion.

Modelado de proteinas

Las técnicas de modelado de una proteina tienen como objetivo predecir su estructura
tridimensional a partir de su secuencia peptidica. En otras palabras, buscan lograr una
representacion de la estructura secundaria y terciaria de una proteina, tomando como
unica informacion su estructura primaria. Los métodos de modelado se pueden clasificar

en dos grandes grupos [9]:

1) Métodos comparativos: Se basan en estructuras proteicas que han sido previamente
resueltas, las cuales son utilizadas como moldes de construccion para la proteina
problema. Los dos principales métodos comparativos son: modelado por homologia y

threading o enhebrado de proteinas.

2) Métodos ab initio: Buscan predecir la estructura tridimensional proteica basandose
solamente en la informacién contenida en la secuencia peptidica, mediante la aplicacion
de modelos fisicoquimicos que intentan predecir el proceso de plegamiento. Tienen la

ventaja de no estar restringidos a estructuras previamente reportadas, pero son muy
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costosos desde el punto de vista computacional, por lo cual su aplicacion muchas veces

esta limitada a péptidos pequefios.

En este capitulo aplicaremos el método de modelado por homologia. Esta metodologia
busca predecir la estructura terciaria de una proteina problema, utilizando como molde
estructuras cristalinas resueltas experimentalmente, correspondientes a otras proteinas,
con las cuales existe homologia en la secuencia primaria. EI fundamento de esta
herramienta supone que proteinas de similar secuencia peptidica, poseen estructuras
tridimensionales similares. De esta forma, cuanto mayor sea la similitud de secuencias,

mejor sera la prediccion de la estructura [10].

El procedimiento de modelado por homologia se puede resumir en cuatro etapas [11]:

1) seleccion de un molde: consiste en una alineacion preliminar de la secuencia blanco,
con secuencias de proteinas cuyas estructuras tridimensionales son conocidas y estan
disponibles en bases de datos. EIl Protein Data Bank (PDB) [12] es la principal base de
datos, que contiene informacion estructural tridimensional de una gran cantidad de
proteinas y 4&cidos nucleicos, que han sido elucidados experimentalmente. El
procedimiento de seleccion se realiza con algoritmos de busqueda, siendo el método
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [13] el més utilizado para tal fin. Para la
seleccion del molde se buscan aquellas secuencias que presenten homologia con la
secuencia blanco. Por otra parte, la calidad de la estructura cristalina del molde a elegir,

es un factor para tener en cuenta, ya que condicionara la calidad del modelo generado.

2) alineamiento de la secuencia problema con el molde: Se realiza un re-alineamiento
entre el la secuencia blanco y el molde elegido. EIl objetivo es mejorar el resultado del
alineamiento obtenido en la etapa de seleccidn, aplicando algoritmos mas exhaustivos, de
forma de poder encontrar la maxima correspondencia de aminoacidos entre ambas

estructuras.

3) creacion del modelo tridimensional: En esta etapa se busca transferir la informacion
contenida en la estructura molde, para la construccion de un modelo tridimensional del
blanco. Se establecen las coordenadas tridimensionales para el esqueleto peptidico y las
cadenas laterales, considerando la identidad y similitud de los residuos aminoacidicos,

pero también las inserciones o deleciones que existen entre ambas secuencias.
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4) optimizacion y validacion del modelo: En el proceso de optimizacion se busca remover
posibles errores estructurales generados en la construccion del modelo, y minimizar la
energia final de la estructura. Las simulaciones de dinamica molecular son generalmente
utilizadas para la optimizacion. Finalmente se realiza la validacion del modelo, en la que
busca evaluar la calidad de la estructura tridimensional obtenida. Se consideran distintos
aspectos que evaltan la factibilidad de las conformaciones adoptadas en el modelo
creado. Existen diversos metodos y softwares para llevar a cabo esta etapa, los cuales
difieren en los parametros considerados para la evaluacion. En la siguiente seccién se

detallaran los métodos de validacion utilizados.
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METODOLOGIA

Modelado de proteinas

Los modelos tridimensionales de las proteinas fueron creados mediante la técnica de
modelado por homologia, utilizando el software Modeller 9 [14]. La busqueda de
templates (secuencias utilizadas como molde) se realizé utilizando el servidor NCBI-
BLAST, a través del software UCSF Chimera [15]. Se model6 la secuencia de la proteina
B tubulina isotipo 1 de Haemonchus contortus (codigo Uniprot: ¢5j0j1), trabajando con
los residuos 1-426, utilizado como template la  tubulina 3 de Homo sapiens (codigo
PDB: 6S8L). La energia del modelo fue minimizada utilizando el campo de fuerza
AMBER99. El modelo fue validado utilizando el software PROCHEK [16] y el servidor
QMEAN [17].

Docking molecular

Los estudios de docking fueron realizados utilizando el programa Autodock 4.2.6 [18].
El tamafio de la grilla utilizado fue de 80x80x80, con un espaciado de grilla de 0.375 A°.
La grilla estaba centrada en el aminoacido fenilalanina 200 (PHE 200) de la B tubulina.
Se utilizé el algoritmo genético de Lamarckarian, como algoritmo de bulsqueda de
conformaciones. Los ligandos fueron minimizados energéticamente utilizando el campo
de fuerza MMFF94. Se permitié libre rotacidn para todos los enlaces a excepcién del
enlace amida. Se consideraron los distintos isomeros cis-trans de los enlaces amida, y el

tautomerismo de los anillos benzimidazélicos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los estudios de modulacion estructural realizados en el capitulo 1, sugieren que el
dominio benzimidazolico seria necesario para actividad biologica observada. En este
sentido se busca estudiar si los nuevos compuestos podrian compartir el mismo

mecanismo de accion que su precursor benzimidazolico fenbendazol.

La B tubulina esta reportada como el blanco principal involucrado en el mecanismo de
accion de los farmacos benzimidazoles antihelminticos (BZs) [19]. En este capitulo se
procedio a estudiar la factibilidad de union entre los compuestos sintetizados, que hayan
presentado actividad antihelmintica in vitro, y la B tubulina istotipo 1 del nematodo H.
contortus. Este subtipo de tubulina, estd asociada a los principales fenémenos de
resistencia a BZs [20], y su presencia es fundamental para la presencia de actividad de

BZs en H. contortus.

Tal como se mencion6é anteriormente, un insumo imprescindible para el estudio
computacional del proceso de interaccion ligando-receptor, es contar con un modelo
tridimensional de la estructura del receptor. La calidad del modelo utilizado es una
variable importante a tener en cuenta, ya que condiciona el desempefio y la veracidad de
los resultados obtenidos, en las simulaciones computacionales. Por este motivo, la
eleccion y la preparacion del blanco molecular, es un paso clave previo a realizar los
estudios de docking. Dado que al momento no se encuentra reportada ninguna estructura
cristalografica de la B tubulina de H.contortus, se procedid a crear un modelo tedrico,

aplicando la metodologia de modelado por homologia.

La secuencia de la B-tubulina isotipo 1 fue obtenida a partir de la base de datos Uniprot.
La estructura tridimensional fue modelada utilizando la B-tubulina 3 de Homo sapiens
(codigo PDB: 6S8L). Para realizar la eleccion del template se tuvieron en consideracion
los siguientes aspectos: el porcentaje de identidad de ambas secuencias, la resolucion de
la estructura cristalina del template y la calidad de los modelos generados.

Las secuencias proteicas presentaron un 86% de identidad de secuencia. La estructura
correspondiente al PDB 6S8L tiene una resolucion de 1.8 A°, lo cual es considerado como

alta resolucion.
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El modelo fue construido utilizando el software Modeller. La validacion de modelo fue
realizada mediante el analisis los graficos de Ramachandran [21] obtenidos utilizando el
software PROCHEK. Estos son graficos bidimensionales que analizan las distribuciones
de los angulos diedros ¢ (phi) y y (psi) presentes en los enlaces peptidicos de una proteina.
El fundamento radica en que no todas las combinaciones de angulos diedros son factibles
de ocurrir dentro de la estructura de una proteina, debido a impedimentos estéricos entre
los residuos aminoacidicos de las cadenas laterales. De esta manera se definen en el
gréfico zonas con distintos grados de restriccion, basadas en la informacion experimental
cristalogréfica de diversas proteinas, depositada en bases de datos. La distribucion de los
pares de angulos ¢-y de la proteina a evaluar, nos permite identificar posibles errores en
la determinacion de la estructura, y asi evaluar la calidad de nuestro modelo. En la figura
1, se muestra el diagrama de Ramachandran obtenido para el modelo creado de la B-
tubulina isotipo 1 de H.contortus. El diagrama muestra el 82.0% de los residuos en
regiones mas favorecidas, 17.7% en regiones permitidas, y solamente 1 residuo (0.3%)
en regiones generosamente permitidas, careciendo de residuos en regiones prohibidas.

Otra herramienta aplicada en la evaluacion de la calidad del modelo fue la funcion de
evaluacion QMEAN (Quality Model Energy ANalysis) [22]. La misma consiste en una
funcion de puntuacidn, basada en la evaluacion de parametros geométricos estructurales
de las proteinas. El resultado de la funcion es un valor de calidad global de la proteina, el
cual esta basado en anélisis geométricos locales. Los parametros considerados por la
funciébn QMEAN son: los potenciales de interaccion basados en las distancias atomicas,
los potenciales derivados de la torsion angular entre los aminoécidos, y los potenciales de

solvatacion de los residuos aminoacidicos.

El valor de la funcion QMEAN obtenido es normalizado contra valores de potenciales
medios calculados para estructuras cristalinas, reportadas con alta resolucion,
correspondientes a proteinas de similar tamafio. El valor normalizado (también Ilamado
Z-Score), es independiente del tamafio de la proteina. El analisis del modelo obtenido de
B-tubulina, arrojo un valor QMEAN (Z-Score) = -1.05. Esto significa que el valor
QMEAN calculado para nuestro modelo, se aparta de los valores medios obtenidos para
proteinas de similar tamafio, en una proporcion igual a 1.05 veces la desviacion estandar
de dicha poblacién de referencia, lo cual es considerado dentro de los rango de calidad
esperados para una estructura correcta [23].
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Figura 1. Diagrama de Ramachandrén obtenido para el modelo estructural de B-tubulina isotipo
1 de H.contortus. El diagrama fue construido utilizando el servidor PROCHEK. Se grafican los
angulos diedros para cada residuo aminoacidico. En el eje de las abscisas se disponen los &ngulos

¢ (phi) y en el eje de las ordenadas se disponen los angulos v (psi).

De esta forma se obtuvo un modelo por homologia de la B-tubulina isotipo 1 de
H.contortus, el cual cumple satisfactoriamente con los pardmetros de calidad necesarios
para su aplicacion en estudios bioinformaticos. En esta instancia el modelo fue utilizado
para la implementacion de estudios de docking. Si bien es cierto que el escenario ideal
para el estudio de la interaccion receptor-ligando, implicaria contar con la estructura
cristalogréfica del receptor (elucidada experimentalmente), los estudios de docking
basados en modelos por homologia parecen arrojar resultados igualmente satisfactorios.

Trabajos recientes [24, 25] comparan los resultados de estudios de docking utilizando
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como blancos moleculares, tanto estructuras cristalinas como modelos obtenidos por
homologia. Si bien los resultados obtenidos trabajando con estructuras cristalinas son de
mayor precision, ambas metodologias fueron apropiadas para el estudio de los sistemas

considerados.

Otro aspecto importante para en el procedimiento de docking, es la eleccion del sitio del
unién, sobre el cual se analizara la posible interaccion con el ligando. La busqueda de
esta region en toda la superficie de la proteina, implicaria un aumento excesivo del costo
computacional y por ende de los tiempos de trabajo. EI conocimiento previo acerca de la
naturaleza de la interaccion ligando-sitio de unién es un insumo de gran utilidad en esta
etapa. El conocimiento de la ubicacién de los sitios activos enzimaticos, sitios alostéricos,
sitios de union a cofactores, etc., puede resultar una buena estrategia para acortar tiempos

de calculo.

Como mencionaramos anteriormente, los BZs interfieren con la formacion de
microtubulos, mediante su union a la B tubulina. Sin embargo, los detalles concretos de
esta interaccion no estan elucidados. Las tubulinas son proteinas sin actividad catalitica,
por lo cual no es posible aplicar la logica de identificacion de un sitio de union a un
sustrato. A su vez, como hemos sefialado, la carencia de estructuras cristalinas reportadas
para tubulinas de parasitos helmintos, dificulta ain mas la identificacion del sitio de
accion de los BZs.

Diversos trabajos de biologia molecular han estudiado los fendmenos de resistencia a
BZs, asociados a mutaciones en genes que codifican para la B-tubulina [26], buscando
ahondar en la comprension del modo de interaccion de estos farmacos con su blanco. Los
amino&cidos fenilalanina 167 (PHE 167), glutamato 198 (GLU 198) y fenilalanina 200
(PHE200), identificados en la secuencia de la B-tubulina isotipo 1 de H.contortus, estan
conservados en la mayoria de los helmintos sensibles a BZs, y constituyen factores claves
en la interaccién con estos ligandos [27]. Por otra parte, ensayos in vitro para el estudio
de union de farmacos a tubulinas, sugieren que antihelminticos como Mebendazol,
competiria con la colchicina por el sitio de union a tubulinas. [28]. La colchicina es un
agente inhibidor de la polimerizacion de tubulinas, con gran afinidad sobre tubulinas de
origen mamifero. La misma se encuentra cocristalizada con el dimero o/f tubulina
procedente del mamifero Bos taurus (PDB ID: 1SAQ) [29], informacion que resulta de
gran utilidad para poder identificar el sitio de unién de BZs.
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Arguayo-Ortiz y colaboradores realizaron un andlisis computacional integrado [30]
aplicando herramientas de modelado por homologia, docking molecular y dinadmica
molecular, en el cual proponen un sitio de unién a BZs, trabajando con la 3 tubulina del
nematodo Trichinella spiralis. El sitio consiste en un bolsillo hidrofébico ubicado en la
parte N-terminal de la proteina, préximo a la interface de union con el mondémero a
tubulina. El sitio propuesto esta en consonancia con las observaciones experimentales
mencionadas anteriormente. Estudios posteriores [31] implementaron este sitio de union
para el estudio in silico de la B-tubulina de H.contortus, obteniendo resultados de gran

relevancia para la compresion de los fendmenos de resistencia a BZs.

Basados en el trabajo de Arguayo-Ortiz et al., (2013) [30], hemos definido la regién en
nuestro modelo de B-tubulina, sobre la cual realizaremos el estudio de docking de los
compuestos a evaluar. La regién esta centrada en el aminoacido PHE 200, y consiste en
un cubo de 30 A de lado. En la figura 2 se muestra la region seleccionada en nuestro

modelo tridimensional.

PHE 200

PHE 167

Figura 2

Region seleccionada en el modelo de [} tubulina isotipo 1 de H.contortus, para realizar el
docking molecular. La seleccion de la region estd basada en los estudios de Arguayo-Ortiz y
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colaboradores [31]. En rojo se sefialan los principales residuos aminoacidicos que estarian
involucrados en la interaccion con los BZs

Una vez construido el modelo del receptor, y elegido el sitio de estudio en el mismo, se
precedid a definir las condiciones del estudio de docking propiamente dicho. El programa
seleccionado para realizar las simulaciones de docking fue el AutoDock 4.2.6. Este
programa utiliza un algoritmo de blsqueda de conformaciones del tipo estocéstico.
Particularmente se utilizé el algoritmo genético Lamarckariano [32]. Este tipo de
algoritmo utiliza los conceptos de biologia evolutiva para la exploracion de las distintas
conformaciones del ligando. Las variables que definen una posicion particular del ligando
con respecto al receptor son incluidas en “genes”, dentro de un “cromosoma”. A partir de
una poblacién inicial de conformaciones, las cuales estan definidas es sus respectivos
cromosomas, se realizan fendmenos analogos a la mutacién y recombinacion genética,
para la generacion de nuevas conformaciones al azar. Por otra parte, el programa
AutoDock aplica funciones de evaluacion basadas en campos de fuerza. Particularmente

utiliza el campo de fuerza AMBER.

Como mencionaramos anteriormente, previo a la aplicacion de un programa de docking,
es necesario realizar una validacion del mismo, de forma de poder evaluar la aptitud de
su implementacion, considerando el sistema en estudio. La estrategia de re-docking no
pudo ser utilizada, dado que no contamos con estructuras cristalograficas de ligandos del
tipo BZs, unidos a la p-tubulina. Se procedio a aplicar la estrategia de subconjuntos de

testeo.

El escenario ideal para la aplicacion de esta estrategia, implicaria contar con resultados
de ensayos in vitro, realizados sobre el blanco molecular 3 tubulina, de forma de poder
definir los distintos conjuntos de testeo. Los resultados de este ensayo permitirian la
clasificacion de los patrones utilizados segun su actividad, lo cual serviria de referencia

para evaluar los resultados obtenidos mediante docking.

Dado que la disponibilidad de ensayos moleculares in vitro, realizados con las tubulinas
de helmintos parasitos es muy limitado, se procedio a realizar la siguiente aproximacion:
como control positivo se utilizaron antihelminticos comerciales de la familia de los
benzimidazoles, cuyo mecanismo de accion antihelmintica esté reportado, y consiste en
la inhibicion de la polimerizacion de tubulinas, mediante su union a la subunidad

tubulina [19]. Como control negativo se utilizaron compuestos antihelminticos
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comerciales, que pertenecen a diversas familias de farmacos, cuyos mecanismos de
accion estan reportados [33, 34], e involucrarian blancos moleculares distintos a las

tubulinas.

En la tablas 1 y 2, se muestran la estructura y la energia de unién calculadas, para los
compuestos elegidos para la validacion (controles positivos y negativos respectivamente).
En la tabla 1 se muestran las distintas variantes de isbmeros que se pueden presentar para
los BZs, los cuales se estudian de forma separada. El tautomerismo del anillo
benzimidazolico genera las conformaciones 1-5 y 1-6. Por otra parte, la rotacion
restringida del enlace amida, es contemplada en los estudios de docking, impidiendo el
intercambio entre la conformaciones cis-trans para una misma molécula. De esta forma
los isomeros cis-trans (referentes al enlace amida del grupo carbamato), son considerados
como compuestos distintos. El caracter enantiomérico del sulfoxido de albedazol también
fue tenido en cuenta, considerando los isomeros S y R. Se evaluaron 10 BZs
estructuralmente distintos, lo que implico el ensayo de un total de 42 isémeros. En cuanto
a los controles negativos se ensayaron un total de 11 compuestos.
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Tabla 1. Benzimidazoles antihelminticos utilizados como grupo control positivo en la validacion del estudio de
docking. Se muestra la estructura de cada compuesto y la respectiva energia de union calculada. Se consider6 el
tautomerismo del anillo benzimidazélico (isémeros 1-5 y 1-6), la rotacién restringida del enlace amida (cis-trans) y

los isomeros S y R del sulfoxido de albendazol.
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H H
B _<Nl T . ) X H Nl \(./R H N \(/R
f\ s N i )
N | o5, M '\4<\ 1 A o~ ’\{\ I:IO
o . R 0‘< N Z SR O:< N o g N 7
o

s v 2 e B b 2
CH, Cis 1-5 Trans 1-5 CH, Cis 1-6 Trans 1-6
COMPUESTO R ISOMERO ENERGIA DE UNION
(Kcal/mol)
Cis 1-5 -8,48
Trans 1-5 -7,90
S 7
Albendazol N, Cis 1-6 -8,69
Trans 1-6 -8,46
Cis 1-5 -8,81
S
Fenbendazol g Trans 1 -
Cis 1-6 -9,08
Trans 1-6 -7,89
(6]
Cis 1-5 9,12
Mebendazol Trans 1-5 -9,05
Cis 1-6 -8,67
Trans 1-6 -8,37
) Cis 1-5 7,78
Trans 1-5 -7,96
Flubendazol Cis 1-6 -8,04
- Trans 1-6 -7,53
fe) CIS 1'5 _8;35
Trans 1-5 -9,01
S
Nocodazol Cis 1-6 -8,11
\ / Trans 1-6 -7,48
Cis 1-5 -7,54
. o) Trans 1-5 -7,55
Oxibendazol A e, Cis 1-6 748
Trans 1-6 -7,43
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Tabla 1. Continuacion

COMPUESTO R ISOMERO ENERGIA DE UNION

(Kcal/mol)
Cis 1-5 -7,60
Trans 1-5 -7,94
Parbendazol SN e, gl gl
Trans 1-6 -8,38
5 Cis 1-5 -7,66
Il Trans 1-5 -7,68

oO—=S ’
Luxabendazol Y c”)‘© g 819
Trans 1-6 -7,75
Carbendacima H Cis -7,06
Trans -7,04
Cis 1-5 -8,42

(0]

- 2 Trans 1-5 -7,46

Albendazol sulféxido (R) "S/ ) y
AN, Cis 1-6 9,19
Trans 1-6 -8,88
Cis 1-5 -8,64

O,

2 1o & Trans 1-5 -8,11

Albendazol sulféxido (S) N Y y
o \/\CH3 Cis 1-6 -8,99
Trans 1-6 -8,74
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Tabla 2. Antihelminticos comerciales utilizados como grupo control negativo en la validacién del estudio

de docking. Se muestra la estructura de cada compuesto y la respectiva energia de union calculada

COMPUESTO ESTRUCTURA ENERGIA DE UNION
(Kcal/mol)
H
N
Fenotiazina @[ @ -5,74
S
Piperazina @H -5,37
HN
N
Butamisol 0 : NA:S> -7,87
‘2~NH
. N ]
Levamisol W} 6,01
Oxantel @A/QOH -6,61
N\
X [
[
Pirantel C S 6,32
N‘\
N [
Morantel NN s -6,95
N‘\
i
cl P cl
Haloxon oo 4,21
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Tabla 2. Continuacion

COMPUESTO ESTRUCTURA ENERGIA DE UNION
(Kcal/mol)
Befenio ©\/\N[ © -7,99
0
Cl

|
Closantel Q—{ O O -5,94

| OH g \\N

Derguantel -6,51
Tirbendimidina -5,14
lvermectina > 0*
Monepantel -6,38

* Para el caso de la Ivermecticina se evidencia en el docking la incapacidad del compuesto de ubicarse en el
sitio de estudio, lo cual se constata mediante un valor de energia de unién positivo. Posiblemente el gran
tamafio molecular de la Ivermectina imposibilite un correcto posicionamiento de esta molécula en el sitio del

receptor seleccionado para realizar la simulacion de docking.
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A partir de los resultados de energia de union obtenidos para los compuestos controles,
se construy6 una curva ROC. Esta herramienta estadistica consiste en la construccion de
un gréfico que relaciona los parametros sensibilidad y especificidad de un método de
clasificacion binario, a medida que se varia el punto de corte. Ambos pardmetros estan
directamente relacionados con la exactitud del método en la clasificacion de las variables.
La sensibilidad es un estimador que determina la relacion de verdaderos positivos
detectados por el método, mientras que la especificidad, es un estimador que determina
la relacion de verdaderos negativos detectados por el método. Ambos estimadores se

definen a continuacion:
o VP
Sensibilidad= —
TP

Siendo VP la cantidad de casos verdaderos positivos detectados por el método, mientras
que TP es la cantidad de casos positivos totales en la muestra

I VN
Especificidad=—
TN

Siendo VN la cantidad de casos verdaderos negativos detectados por el método, mientras
que TN es la cantidad de casos negativos totales en la muestra.

El punto de corte se define como el valor limite para clasificar los resultados como
positivos o negativos. De esta forma, los pardmetros sensibilidad-especificidad adoptaran
valores definidos, segun el punto de corte elegido. La curva ROC se construye graficando
el pardmetro sensibilidad (ordenadas), en funcion del pardmetro 1-especificidad
(abscisas), calculados para cada posible punto de corte. El area bajo la curva del grafico
(AUC) brinda informacion acerca de la calidad el método utilizado. Valores de area
cercanos a 0.5 indican una distribucion aleatoria de los resultados, demostrando que el
método es totalmente inadecuado para distinguir las variables correctamente. El valor
méaximo e ideal de AUC, es 1, lo que implicaria que el metodo utilizado fue capaz de

clasificar correctamente todas las variables utilizadas como referencia [35].

En la figura 3 se muestra el grafico ROC construido considerando la energia de unién

calculada para los controles positivos y negativos. El valor de energia de unién 6ptimo
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elegido como punto de corte fue -7.04 Kcal/mol. Utilizando este criterio de clasificacion,
el 100% de los controles positivos son clasificados correctamente (sensibilidad 1.0),
mientras que 91% de los controles negativos fueron clasificados correctamente
(especificidad 0.91). Por otra parte el AUC obtenida fue 0.937, lo que implica un

excelente desempefio del método utilizado [6].

ROC
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20
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0 "-.'..1...1...1...1...1
20 40 60 80 100

o
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Figura 3. Grafico ROC construido a partir de los valores de energia de

unién calculados para los controles positivos y negativos.
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Un aspecto importante en el analisis de los resultados de docking, es la inspeccion visual
de las conformaciones obtenidas para el ligando, y el anlisis de las posibles interacciones
moleculares que se llevarian a cabo con el receptor. En la figura 4 se muestra la
superposicién de las conformaciones de mas baja energia de unién, obtenidas para cada
uno de los benzimidazoles utilizados como grupo control positivo. Todas las
conformaciones se disponen de manera similar, sugiriendo un modo de unién concordante
para estos compuestos. Se distingue una interaccion molecular principal entre los ligandos
y el receptor, que corresponde con la formacion de enlaces de hidrogeno entre el grupo
carboxilo del residuo Glu 198, y los hidrégenos presentes en anillo benzimidazolico y el
grupo carbamato, pertenecientes a los ligandos. Por otra parte, aunque en menor
proporcion, se constato la interaccion entre el grupo amida del residuo glutamina 134
(GLN 134) y el grupo carbamato de los ligandos. Estas interacciones estan en
concordancia con los resultados previamente reportados acerca del estudio computacional

de la interaccion entre los BZ y la B-tubulina [31].

Figura 4. Disposicion de las conformaciones de menor energia obtenidas para los BZs

utilizados como grupo control positivo en el estudio de docking.
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Una vez validado el sistema, se procedio a realizar los calculos de docking (en las mismas
condiciones de simulacion) para aquellos compuestos que presentaron actividad
antihelmintica contra el nematodo H.contortus, en los ensayos in vitro realizados (ver
capitulo 2). Los compuestos seleccionados fueron 1a, 10, 15y 17. El objetivo era poder
analizar las conformaciones de menor energia, (considerando tanto la disposicién
adoptada en la proteina, como el valor de energia de unién calculado), y comprarlas con
las obtenidas para los controles positivos. En la tabla 3 se muestran los valores de energia
de unidn obtenidos para cada compuesto. Se realizaron los calculos considerando todas
las variantes isoméricas de cada estructura (ismoeria cis-trans enlace amida/
tautomerismo anillo benzimidazolico). Cabe sefialar que los compuestos la y 10
presentan dos centros de isoméria geométrica: el enlace amida del grupo
terbutiloxicarbonilo (Boc), y el enlace amida contiguo al dominio bezimidazolico.
Ademas ambos compuestos presentan un carbono quiral en el dominio lactamico. Dado
que estamos trabajando con mezclas racémicas, las variantes de los isomeros R y S

también fueron consideradas en los célculos.

Analizando los resultados obtenidos podemos afirmar que todos los valores de energia de
unién calculados poseen valores absolutos mayores al punto de corte (-7.04 Kcal/mol).
Esto indicaria que los compuestos analizados estarian considerados dentro del grupo
control positivo. En otras palabras, los estudios de docking realizados en las condiciones
descriptas, identificarian a las moléculas estudiadas como posibles ligandos de unién a la
B tubulina 1 de H.contortus, considerando el factor de energia de unién como parametro

de evaluacion.

Por otra parte, se analizaron las disposiciones adoptadas en torno a la  tubulina, para las
conformaciones de menor energia de union, lo cual se representa en la figura 5. Los
compuestos 15y 17 se ubican muy proximos entre si, y presentan una disposicién similar
a la observada para los patrones BZs, constatandose la formacién de enlaces de hidrégeno
con el residuo Glu 198. Los compuestos 15 y 17 poseen gran similitud estructural con su

precursor Fenbendazol, por lo cual los resultados observados serian esperables.

Los compuestos 1a 'y 10 en cambio, se disponen en un sitio un poco apartado del sugerido
para los BZ. Si bien estan cercanos al Glu 198, se ubican desde la parte exterior de la
tubulina, sin constatarse la formacion de enlaces de hidrogeno con este residuo. Se debe

considerar que estos compuestos poseen un mayor tamafio molecular que sus analogos
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15, 17, por lo que al parecer, no seria energéticamente favorable su ubicacion dentro del

bolsillo de la proteina, en el que se unirian los BZs.
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Tabla 3. Ensayo de docking de los nuevos compuestos sintetizados que presentaron actividad antihelmintica in
vitro. Se muestra la estructura de cada compuesto y la respectiva energia de unién calculada. Se considero6 la
rotacion restringida de los enlaces amida (cis-trans), el tautomerismo del anillo benzimidazoélico (isémeros 1-5
y 1-6) y los isdmeros R y S correspondientes al carbono quiral del anillo lactamico. Para los compuestos 1ay 10
la primera especificacién de isomeria geométrica corresponde al enlace amida del grupo Boc, mientras que la

segunda especificacién corresponde al enlace amida contiguo al dominio benzimidazélico.

COMPUESTO ESTRUCTURA ISOMERO ENERGIA DE UNION
(Kcal/mol)
Cis Cis 1-5 -8,29
Cis Trans 1-5 -8,58
o wo N s Trans Cis 1-5 -9,89
BocHN,, N— D/ @ Trans Trans 1-5 -8,23
N N ,
1a (9) @ /\g/ Cis Cis 1-6 9,22
Cis Trans 1-6 -8,82
Trans Cis 1-6 -9,39
Trans Trans 1-6 -7,99
Cis Cis 1-5 -9,28
H Cis Trans 1-5 -8,90
-~ o H{N S Trans Cis 1-5 -9,66
1a (R) e \d\l/\[( N Trans Trans 1-5 -9,29
o Cis Cis 1-6 -9,77
Cis Trans 1-6 -8,55
Trans Cis 1-6 -8,70
Trans Trans 1-6 -8,70
Cis Cis 1-5 -7,13
o v 0 H Cis Trans 1-5 7,06
S .
BocHN,, N/\(/ JAN/G U Trans Cis 1-5 -9,39
10 (S) @ o H N Trans Trans 1-5 -8,40
Cis Cis 1-6 -10,00
Cis Trans 1-6 -7,58
Trans Cis 1-6 -9,74
Trans Trans 1-6 -7,17
Cis Cis 1-5 -8,85
o Cis Trans 1-5 -8,12
o /I\% N s Trans Cis 1-5 -9,92
10 (R) BocHN N/\% J u’ﬁNU \© Trans Trans 1-5 -7,90
Cis Cis 1-6 9,76
Cis Trans 1-6 -9,69
Trans Cis 1-6 -9,27
Trans Trans 1-6 -10,29
(e} H Cis 1-5 -9,25
S
15 \(/N N’(\ ) Tr:ans 1-5 -8,06
5 /. H N Cis 1-6 -10,03
Trans 1-6 -8,79
Cis 1-5 -9,00

Trans 1-5 -8,24

(@]
S
17 )L”/ﬁ @ Cis 1-6 9,16
N Trans 1-6 -8,46
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Figura 5. Conformaciones adoptadas por los compuestos analizados en el ensayo de docking, frente a la
f tubulina 1 de H.contortus. En azul y en rojo se muestran los compuestos 15y el 17 respectivamente. En

naranja y verde se muestran los compuestos 1a y 10 respectivamente.
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CONCLUSIONES

En el presente capitulo se presentaron las herramientas usadas de quimica in silico con el
objetivo de ahondar en la comprensién sobre posible mecanismo de accion de los nuevos
compuestos sintetizados. Puntualmente se evalud la factibilidad de union entre los
ligandos seleccionados y la B tubulina 1 de H.contortus, mediante la aplicacion de

docking molecular.

En primer lugar se obtuvo un modelo tridimensional de la estructura de la § tubulina 1 de
H.contortus, aplicando la estrategia de modelado por homologia. EI modelo obtenido,
cumplio satisfactoriamente con los criterios de validacion utilizados. La creacion del
modelo fue un paso clave para realizar el estudio de docking, dado que no contdbamos
con la estructura cristalina del blanco molecular en estudio. Ademas, representa un
insumo importante para continuar con estudios in silico sobre esta proteina. Contar con
el modelo tridimensional de una proteina permite profundizar en el estudio estructural y
funcional de la misma. Por otra parte, constituye un elemento fundamental para la
aplicacion de otras técnicas bioinforméticas, como la dindmica molecular, que permitan
continuar aportando a la comprension de la interaccion entre la B tubulina y sus posibles

ligandos.

El programa de docking utilizado, Autodock 4.2.6, demostré ser adecuado para el sistema
en estudio. La validacién del ensayo de docking, en las condiciones utilizadas, arrojo
resultados satisfactorios. Mediante el estudio de subconjuntos de testeo, el programa de
docking presentd un valor de sensibilidad de 100%, y un valor de especificidad de 91%

para el valor de corte seleccionado (-7.04 Kcal/mol).

Finalmente se hizo el estudio de docking de los nuevos compuestos sintetizados, que
habian presentado actividad antihelmintica, en modelos in vitro, frente al nematodo
H.contortus. Los compuestos estudiados fueron 1a, 10, 15y 17. Todos los compuestos
arrojaron valores de energia de inferiores al valor de punto de corte establecido, para la

identificacion de compuestos activos.

En cuanto al estudio de las conformaciones de menor energia, los compuestos 15 y 17
presentaron disposiciones similares a las adoptadas por los BZs, utilizados como control.
Ambos compuestos se disponen dentro del bolsillo proteico, que estaria sugerido como

sitio de unidn para los BZs, adoptando la misma orientacion que sus precursores
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estructurales, e interaccionado con el aminoacido GLU 198. Desde el punto de vista de
los estudios de docking realizados, los compuestos 15 y 17, podrian ejercer su accion

biologica mediante la union a la B tubulina.

En cambio, las conformaciones de menor energia obtenidas para los compuestos 1lay 10,
se ubican en un sitio del receptor distinto al descripto para los BZs, ubicado sobre la
superficie de la tubulina. EI mayor tamafio molecular de estos compuestos impediria su

disposicion dentro del bolsillo de la tubulina, donde se unirian los benzimidazoles.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se sintetizaron seis compuestos nuevos basados en el precursor estructural 1a, con el
objetivo de ampliar la biblioteca de compuestos potencialmente antihelminticos
disponibles, asi como también, profundizar en la comprension de la relacién estructura-

actividad de dichas moléculas.

Las nuevas estructuras fueron obtenidas realizando modificaciones a nivel del anillo
lactdmico y del linker de union de los dominios estructurales del precursor 1a. En funcion
de los resultados de actividad bioldgica obtenidos y a los efectos de intentar acercarnos a
la interpretacion de los mismos, se aplicaron sobre los compuestos sintetizados, técnicas
de simplificacion molecular e ingenieria inversa (deconvolucién), las cuales nos

permitieron extraer una serie de conclusiones importantes.

La actividad antihelmintica de las nuevas moléculas sintetizadas fue evaluada mediante
ensayos in vitro fisiologia guiados, utilizando el nematodo Haemonchus contortus.
Puntualmente se realizaron ensayos de actividad trabajando con el estadio adulto y el
estadio huevo de dicho nematodo, aplicando metodologias que habian sido previamente
validadas por nuestro grupo de investigacién, y que demostraron ser reproducibles para

su aplicacion en la presente tesis.

Se evalud la actividad biol6gica de diez compuestos sobre el estadio adulto de
H.contortus, de los cuales 3 resultaron activos (compuestos 10, 15 y 17). El andlisis de la
relacién estructura actividad sugiere que el dominio benzimidazdlico resulta necesario
para la actividad observada, aunque no es una condicion suficiente para la presencia de
actividad. . El dominio lactdmico en cambio, parece no ser activo de forma aislada frente
a H. contortus. Sin embargo, la modulacion estructural en el dominio lactdmico, ejerce
influencia sobre el perfil de actividad de los compuestos hibridos, aunque no fue posible

establecer una relacion entre la conformacion de esta regién y la actividad antihelmintica.

Los compuestos 1a, 10, 15y 17 fueron evaluados en el ensayo de eclosion de huevos. Los
compuestos 1a y 10 resultaron inactivos mientras que 15 y 17 fueron activos. Estos
resultados permiten suponer que el dominio benzimidazdlico de los compuestos hibridos
no estaria teniendo el mismo perfil de actividad que en los benzimidazoles
antihelminticos, sugiriendo un mecanismo distinto de accién para ambos grupos de

compuestos.
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Se puso a punto un ensayo in vitro de polimerizacion de tubulinas, con el fin de evaluar
la posible participacion de este blanco molecular en el mecanismo de accion de los nuevos
compuestos activos sintetizados. Ninguno de los compuestos ensayados modifico el perfil
de polimerizacion de tubulinas de origen porcino, por lo que no se pudo constatar

actividad frente a este blanco molecular.

Se buscé aislar tubulinas nativas de helmintos, para ser utilizadas en el ensayo de
polimerizacion, mediante la aplicacion de la cromatografia de afinidad-TOG. La
metodologia de purificacion demostro ser inadecuada para aislar tubulinas procedentes
de H.contortus, dado que las mismas se obtenian impurificadas con la enzima glutamato
deshidrogenasa, y en muy bajo rendimiento. Por otra parte se pudo purificar tubulinas
procedentes del cestodo Mesocestoides vogae, aunque la cantidad y la funcionalidad de
las tubulinas obtenidas, resultaron inadecuadas para su implementacion en ensayos in

vitro de actividad bioldgica.

Se aplicaron herramientas de quimica in silico, con el objetivo de ahondar en la
comprension sobre posible mecanismo de accion de los nuevos compuestos sintetizados,

que habian presentado actividad antihelmintica.

El modelo tridimensional de la 8 tubulina 1 de H.contortus, creado aplicando la estrategia
de modelado por homologia, cumplié con los criterios de validacion y pudo ser utilizado

para los estudios de docking molecular.

El programa Autodock 4.2.6, utilizado en los estudios de docking, demostrd ser
adecuando para el sistema en estudio, arrojando valores de sensibilidad y especificidad

aceptables, para los compuestos utilizados como control.

Los resultados del docking molecular sugieren que los compuestos 15y 17 podrian ejercer
su accion biologica mediante la union a la B tubulina, de forma similar a los
benzimidazoles antihelminticos. Los compuestos 1a y 10 en cambio, no pueden ubicarse
correctamente en este sitio descripto, sugiriendo, o bien un mecanismo de accion distinto

para estos compuestos, 0 su union a otra region de las tubulinas.
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PERSPECTIVAS

Continuar con el disefio y sintesis de nuevas moléculas con potencial actividad
antihelmintica, basadas en el modelo de moléculas hibridas, con el objetivo de ampliar la
biblioteca de compuestos disponibles, buscando optimizar perfiles fisicoquimicos y de
actividad bioldgica. Por otra parte continuar con el disefio de moléculas que permitan
ahondar en la compresion de la relacién estructura-actividad de los nuevos compuestos
hibridos y sus derivados, haciendo hincapié en esclarecer el rol que juega el dominio

lactamico en el perfil de actividad de estos compuestos.

Implementar nuevos bioensayos de actividad antihelmintica que permitan ampliar la
caracterizacion del perfil de actividad de los compuestos sintetizados, y que sirvan de
insumo para el disefio de nuevas moléculas. En este sentido, el grupo de Farmacologia-
LEA ha venido trabajando en la instalacion de nuevos ensayos de secreening fisiologia
guiados basados en el nematodo Haemonchus contortus. Puntualmente se ha trabajado
en un ensayo de motilidad, utilizando el estadio larvario L3 desenvainado (xL3), y un

ensayo de desarrollo larvario del estadio xL3, para dar larvas L4.

En linea de lo anteriormente expuesto, seria de gran interés, podes contar con ejemplares
adultos de H.contortus con fenotipo salvaje, provenientes de infecciones naturales, para
ser utilizados en ensayos de motilidad, lo que permitiria evaluar el potencial
antihelmintico de los compuestos sintetizados frente a infecciones naturales. En este
sentido nuestro equipo de trabajo ha estado intentado establecer conexiones con

frigorificos que se dedican a la produccion ovina, para obtener el material parasitario.

Aislar tubulinas nativas de parasitos helmintos para utilizarlas en ensayos in vitro de
polimerizacion de tubulinas, con el objetivo de evaluar la actividad de los compuestos
sintetizados sobre este blanco molecular. Para ello se pueden probar técnicas como la
purificacion mediante ciclos de precipitacion, las cuales han sido ampliamente descriptas

para aislar tubulinas de origen mamifero, pero con limitada aplicacion en helmintos.

Continuar con los estudios in silico sobre la proteina B tubulina, para ahondar en la
comprension del posible mecanismo de accion de los compuestos sintetizados. Poder
implementar la herramienta de dinamica molecular seria de gran utilidad para profundizar

en los resultados preliminares obtenidos aplicando docking molecular.
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Purification of native M. vogae and H. contortus tubulin by TOG affinity @ oot
chromatography
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ABSTRACT

Microtubules are non-covalent cylindrical polymers formed by alpha- and beta-tubulin heterodimer
units, crudal for cell division, intracellular transport, motility and differentiaton. This makes them very
attractive pharmacological targets exploited to develop different drugs such as anthelmintics, antifun-
gals, and antineoplastics, In this work, in order to establish an in vitro target-based screen to integrate to
the search for new anthelmintics, we explored the extracton of native assembly -competent tubulin from
two helminth parasites: Mesocestoides vopoe tetrathy ridia (syn. corti, Cestoda: Cyclophyllidea), a useful
cestode biological model, and Hoemonchus contortus, a sheep gastrointestinal nematode of interest in
livestock produdion. For this purpose, a novel tubulin affinity chromatog raphy prooedur e was employed,
based on the binding capacity of TOG (Tumor Overexpressed Gene) domain from MAPs (microtubule-
associated proteins). The TOG domain of the protein Stu2 from Seccharomyces cerevisios fused to GST
[glutathione 5- transferase) were produced in E. cofi, and the immobilized recombinant proteins allowed
for native tubulin extracion from parasites. The binding Gpacity of TOG 1 affinity column (3.6%) was
estimated using commercial porane brain tubulin, A total amount of up to 126 pg of M. vogae tubulin was
purified, whereas H. confortus tubulin co-eluted with glutamate dehydrogenase eneyme. The identity of
tubulins was confirmed by western blotting and mass spectrometry. The abundance of tubulin estimated
in M. vogae was 10% soluble extract, which probably could explain differences observed between tubulin
purification results of both helminth parasites,

€ 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Molecular analysis of benzimidazole-resistance associated SNPs in m
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ABSTRACT

Haemonchaes contornes is one of the most important parasite nematodes of small rominants around the world and
cases great economic losses in livestock production Contmol of gastmintestinal nematode infections, like
haemanchosis, relies mainly on anthelmintic drugs, bt its excessive and inappropriaie use has cawsed serious
drug resistance isues in many countries, incuding Uruguay, where sheep producton occupies an important
place in the country’s economy. Berzimidazole (BZ) anthelmintics have been used for decades to treat sheep
against H. conmrnes infection and resistance to this anthelmintic group has been widely described. Molecularky,
BZ registance in H. conformes has been correlated with single nucleotide polymorphizms (SNPs) of the fmubulin
isotype 1 gene at codon 200 and 167 (both TTC to TAC, F167Y and F200Y) and at codon 198 (GAA to GCA,
E19RA). The aim of thiz work was to explore the presence of these tubulin SNPs in H. comornes adult woms
meeovered from sheep abomasa from a slaughterhowse in Uruguay. The mean regstant alleic frequencies at
positdons FI&TY and F200Y were 20,25 and 47.45%, respectively, for worms recovered from nanurally infected
sheep slaughtered in 2013, while those that were daughtered in 2014 presented only FZO0Y SNP with a fre-
quency of 86,8040, Also H contormes Kirby adult worms (anthelmintic- susceptible McMaster isolate), recovered
from artificially infected sheep, were analyzed as reference for comparative purposes This analyzis showed
asceptible genotype at 167 and 198 posidon, and a low level of the resistance allele atthe 200 position [3.66%:).
This is the first study for the presence of SNPs in the izofype-1 f-mbulin gene of H. comfome populatons in
Uruguay, which is consistent with the previous epidemiological studies carred out through the method of fecal
egg count reduction test (FECHT), thus confirming the serious resistance levels to BEZ anthelmintics also in this
COUNITY.



