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1. RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida que afecta a millones de personas
en el mundo. No existen vacunas para humanos contra ninguna de las formas clinicas de la
enfermedad y los tratamientos actuales son basados en quimioterapia, los cuales presentan
una variedad de limitaciones destacando alta toxicidad, baja eficiencia terapéutica, desarrollo
de resistencia parasitaria, altos costos y regimenes de administracion complejos. Esto obliga
al desarrollo de nuevas plataformas leishmanicidas potentes y selectivas, las cuales no solo
deben seguir los conceptos basicos de la quimica medicinal, sino que su disefio debe
considerar los aspectos claves de la supervivencia del parasito y su relacion con el
macrofago. En ese sentido, la quinolina, en particular aquellas funcionalizadas con cadenas
N-alquiladas, representa una plataforma conveniente para el desarrollo de agentes
leishmanicidas debido a su capacidad de inducir efectos especificos en el parasito y ademas
estar envueltas en aspectos relacionados con la relacion parasito-macrofago tales como
acumulacion en fagolisosoma del macrdéfago infectado (organelo donde se aloja el parasito)
asi como su potencial capacidad para inducir activacién inmunoldgica en macrofagos.
Inspirados en el sistema quinolina y en el potencial de una serie de derivados deshidroxilados
de isoquina previamente explorado por el grupo, en la presente investigacion se planted la
evaluacion leishmanicida in vitro de una serie de 54 compuestos (algunos de ellos preparados
en el marco de esta tesis de grado) basados en tres plataformas quinolinicas: i) una familia de
pre-analogos de imiquimod (un tipo de imidazolquinolina) 1-4 (4 derivados incluyendo el
imiquimod) que busca identificar la relevancia en la actividad leishmanicida de las
funcionalidades de 2-amino, N-isobutilo y la unidad de imidazol que estan presentes en la
estructura de imiquimod; ii) una familia de derivados deshidroxilados de isoquina 5-22 (18
derivados incluyendo la cloroquina) que busca responder la relevancia de la funcionalidad de
dialquilamino asi como la identificacion de farmacoforos claves en esta plataforma vy, iii) una
familia de quinolin-3-N-acilhidrazonas 23-54 (32 derivados) que buscan identificar el
potencial del nucleo de quinolina al conectar con este el farmacoforo reconocido de
N-acilhidrazonas. La actividad leishmanicida fue evaluada frente a un modelo in vitro de
promastigote de Leishmania infantum asi como contra un modelo de macrofagos humanos
(THP-1) infectados con Leishmania infantum. Citotoxicidad y solubilidad fueron estimadas
cualitativamente por microscopia para los compuestos mas activos.

De los pre-andlogos de imiquimod 1-4, solo el compuesto 3 mostré una moderada

respuesta contra promastigote (CEsy = 23.9 uM), la cual fue superior a aquella observada para

8



imiquimod 1 (CEs, = 37.1 yM). Aunque ninguno de estos dos mostré una actividad contra
amastigote intracelulares a 20 uM. Otros analogos quinolinicos carentes de la unidad de
imidazol fusionada a la quinolina no fueron activos contra promastigotes, pero si mostraron
actividad moderada (CEs;, ~ 20 pM) contra amastigotes intracelulares. Aunque mayores
experimentos son necesitados para confirmar el rol de la funcionalidad quimica en potencial
la actividad leishmanicida de estas imidazol-quinolinas, se puede ver que la presencia del
grupo 2-amino es prescindible contra el parasito (aunque debe ser clave para conservar la
actividad inmunoestimulante), la unidad de imidazol fusionado por la cara ¢ de la quinolina
es esencial para la actividad, mientras que el grupo inédito de N-bencilo puede representar
una cadena a considerar para futuros disefos, siendo inclusive superior a la cadena de
isobutilo tipica del imiquimod.

Del grupo de isoquinas deshidroxiladas 5-22, los derivados 5, 6 (Ila), 12, 11 (IIb), 14, 17,
19, 20 y 21 (Ilc), en ese orden fueron reconocidos como agentes promisorios por presentar
valores de CEs, en rangos submicromolares contra amastigotes de Leishmania infantum, asi
como una moderada actividad contra la forma promastigote del parasito para los compuestos
5, 6, 12, 17, pero discordancia con los demas que son inactivos en dicho estadio. De esta
familia fue identificado que los sustituyentes bencilicos (X): H (5 y 6), N4-metilpiperacinil
(14), N4-(2-pirimidinil)piperacinil (17), dietil-amino (19), terbutilamino (20) e N-imidazoil
(21) ofrecen compuestos activos con perfiles de bioactividad que pueden compararse con los
derivados morfolinil (FD1) y piperidinil (FD3) ya identificados en el trabajo precedente,
representan los farmacoforos preferentes en la optimizacion de isoquinas deshidroxiladas por
su mejor relacion actividad/toxicidad. Por su parte, el derivado deshidroxilado metilado 5 fue
tan activo como aquel derivado lider de piperidinil, siendo reconocido como un potencial Ait
para futuros ensayos. La ausencia de grupo dialquilamino en combinacion con incremento de
la lipofilia (ver derivados 11 y 12) ofrece mejoras en el perfil de actividad y selectividad en la
isoquina deshidroxilada como agente leishmanicida.

Finalmente, dentro del grupo de las quinolin-3-N-acilhidrazonas 23-53, dos compuestos 31
y 44 presentaron una significativa respuesta contra promastigote (CEsy =5.99 uM) y (CE5, =
0.79 uM), respectivamente, aunque estos no fueron activos contra amastigote intracelulares a
20 uM. Dentro de esta familia, el 5-nitro-furilo como N-acil sustituyente representa un
potencial farmaco6foro, aunque mayor optimizacion es necesaria para incrementar la actividad
en el modelo de amastigote intracelulares. Otras funciones en las posiciones R, (metoxi > F)

y R, (C1 > CH; > H) del anillo de quinolina ofrecieron ligeras mejoras en la actividad.



En resumen, la presente investigacion representa un punto de partida para el disefio de
nuevas  estructuras leishmanicidas basadas en analogos de imiquimod 'y
quinolin-3-N-acilhidrazonas, asi como un avance a la optimizacién final de la isoquina

deshidroxilada como plataforma lider para el disefio de agentes leishmanicidas.

Palabras clave: Leishmania, leishmanicida, 4-aminoquinolinas, promastigote, amastigote,

imiquimod, quinolin-3-N-acilhidrazonas, imidazolquinolina.
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2. INTRODUCCION

Las enfermedades tropicales desatendidas son un conjunto de enfermedades infecciosas que
afectan principalmente a las poblaciones vulnerables en regiones tropicales y subtropicales.
Se estima que mas de mil millones de personas tienen al menos alguna de estas
enfermedades, y cerca de 1.500 millones requieren medidas preventivas o terapéuticas (OMS,
2023). Estas enfermedades incluyen patologias provocadas por virus, bacterias, protozoarios,
helmintos y hongos, y se caracterizan por su impacto devastador que tienen en la salud, la
economia y en la calidad de vida de las comunidades afectadas (OMS, 2023).

La palabra “desatendidas” es debida a la poca visibilidad que tienen en las agendas de salud
global, la limitada inversidn en investigacion y desarrollo, y la falta de diagndstico y agentes
terapéuticos efectivos. Su persistencia no solo estd asociada a factores bioldgicos, sino que
también sociales, econdmicos y ambientales, incluyendo el cambio climatico, la falta de
acceso a agua potable, saneamiento y servicios de salud de calidad (World Health
Organization, 2021).

Dentro del conjunto de estas enfermedades, la leishmaniasis se destaca por estar presente en
diversas regiones del mundo, por el impacto que tiene en la salud publica y por las distintas
formas en que puede manifestarse. Esta enfermedad parasitaria es endémica en mas de 90
paises y representa un desafio epidemioldgico grande, en parte por la expansion de sus
vectores y reservorios hacia nuevas regiones del mundo (OMS, 2023; Organizacion

Panamericana de la Salud [OPS], 2020).
2.1. Conceptos basicos de la leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género
Leishmania, que principalmente son transmitidos al ser humano a través de la picadura de
mosquitos hembras infectadas del género Lutzomyia (en el Nuevo Mundo) o Phlebotomus (en
el Viejo Mundo) (Hide, 2007). Mas de 20 especies de Leishmania han sido identificadas
como agentes etioldgicos en humanos, y cerca de 90 especies de flebotomos tienen capacidad
vectorial comprobada (Torres-Guerrero et al., 2017). Por tanto, el ciclo de vida del parasito de
Leishmania se divide en dos etapas principales, una de ellas en el insecto y otra en el
mamifero huésped (ver Figura 1). En el insecto vector, el parasito vive como promastigote
que representa uno de los estadios del parésito, el cual se caracteriza por tener una forma
alargada y con flagelo. Estd forma se multiplica en el intestino medio del insecto hasta

transformarse en el promastigote metaciclico, el cual es capaz de infectar al ser humano
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(Torres-Guerrero et al., 2017). La transmision al humano ocurre cuando la hembra del
flebotomo se alimenta de sangre durante la noche, transfiriendo estos promastigotes
metaciclicos a la piel. En esta fase, el sistema inmunitario interviene y las células del sistema
fagocitico mononuclear, principalmente macrofagos fagocitan rapidamente a los parasitos y
son infectadas. Dentro del macrofago, el fagosoma que contiene el promastigote metaciclico
se fusiona con el lisosoma generando el fagolisosoma. Dentro del fagolisosoma, los
promastigotes se transforman en la forma amastigote, que es una variante mas pequefia
carente de flagelo y es la forma capaz de producir la infeccion dentro del macréfago. Esta
forma del parésito no sélo logra resistir las condiciones adversas del fagolisosoma (pH 45y
una alta actividad enzimatica) (Coimbra et al., 2016), sino que logra eludir el mecanismo
inmunologico de la célula huésped promoviendo el cambio de polarizacion en el macrofago,
los cuales son aspectos claves en la supervivencia del pardsito (Silva Almeida et al., 2023).
Una vez instalados alli, los amastigotes se multiplican asexualmente, destruyen la célula que
los contiene y se liberan al medio extracelular para infectar a nuevos macréfagos
(Torres-Guerrero et al., 2017; Mann et al., 2021). Posteriormente, para continuar el ciclo,
cuando un flebotomo sano se alimenta de un hospedador que ya porta amastigotes en sus
macrofagos, estos son ingeridos junto con la sangre y, en el intestino del insecto, se
transforman nuevamente en promastigotes, completando el ciclo (Centers for Disease Control

and Prevention [CDC], 2023).
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de vida de Leishmania. Modificado y
traducido al idioma espanol. (https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html)

Respecto a las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis, se reconocen tres tipos
principales: (i) la leishmaniasis cutdnea (LC), la mis comun que se caracteriza por la
aparicion de ulceras en la piel que varian en numero y gravedad; (ii) la leishmaniasis
mucocutanea (LMC), que da lugar a lesiones destructivas en nariz, boca y garganta y que
suele desarrollarse como una complicacion tardia de una infeccion cuténea previa y; (iii) la
leishmaniasis visceral (LV), la forma més grave que afecta 6rganos internos como el higado,
el bazo y la médula 6sea, y que se manifiesta con fiebre prolongada, pérdida de peso, anemia
y un marcado agrandamiento del higado y el bazo (Murray et al., 2005; Torres-Guerrero et
al., 2017). Esta variabilidad es una consecuencia de la variedad de especies de Leishmania
capaces de causar enfermedad en humanos y dependen ampliamente de la region tropical del
mundo.

Desde el punto de vista etiologico y epidemioldgico, la enfermedad se divide en dos grandes
formas geograficas: la del Viejo Mundo y la del Nuevo Mundo. En el Viejo Mundo, la LC es
causada por especies de Leishmania de L. major (principal), L. tropica y L. aethiopica
(Elmahallawy et al., 2014). Estas especies se distribuyen principalmente en Africa del Norte,
Medio Oriente, Asia Central y Etiopia, y presentan distintos modos de transmision, desde
formas zoonoticas rurales causadas, por ejemplo, por L. major (con roedores como
reservorios), hasta formas mas urbanas y antroponoticas como aquellas causadas por L.
tropica (Du et al., 2016; Lemma et al., 2009; Reithinger et al., 2007). En las Américas, la
principal especie responsable de LC es la L. braziliensis, aunque otras como L. panamensis y
L. guyanensis también pueden inducir afecciones mucocutaneas, especialmente en América
Central y del Sur (Llanes et al., 2015).

Respecto a la LV, en Asia y Africa Oriental, la principal especie responsable es Leishmania
donovani, cuya transmision es antropondtica (Ready, 2014). Por su parte, en América Latina
y en regiones del Mediterraneo, la LV es causada por Leishmania infantum, donde se
comporta como una zoonosis, siendo el perro el principal reservorio natural (Scarpini et al.,

2022).
2.2. Situacion actual de la leishmaniasis en el mundo, las Américas y el Uruguay

La leishmaniasis es endémica en 98 paises, concentrdndose en regiones tropicales y

subtropicales de Africa, Asia, Latino-América y la regién Mediterranea (Figura 2a). De
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acuerdo a la OMS, un total de 1.3 millon de nuevos casos de leishmaniasis y de 65.000
defunciones se registran anualmente. La mayoria de los nuevos casos corresponden a la LC
(entre 600.000 y 1 millén de nuevos casos), mientras las LV registran un promedio de 50.000
a 90.000 nuevos casos anuales (WHO, 2023). Aunque es importante mencionar que la LV es
la forma mdas mortal siendo responsable de més de 90% de muertes por leishmaniasis y fatal
en un 95% de los casos no tratados. Por su parte, la LMC presenta la menor incidencia global.

Desde el punto de vista demografico mundial, el 95% de los casos de LC se concentran en
las Américas, la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia Central, mientras el 90% de
los casos de LV se concentran en Brasil, la India y el este de Africa. La LMC esta
fundamentalmente presente en un 90% en Brasil, Bolivia, Perti y Etiopia (WHO, 2023).

Analizando la realidad dentro del continente americano, la leishmaniasis es endémica en al
menos 18 paises. La LC es la forma mas comun, con un promedio anual de 58.000 casos
registrados y una letalidad media del 7% (Pan American Health Organization [PAHO], 2020).
Seglin Maia-Elkhoury et al. (2021), los paises con mayor incidencia de LC incluyen Brasil,
Colombia, Peru, Bolivia y Venezuela, donde los casos estan fuertemente influenciados por
factores ambientales y socioecondomicos, como la deforestacion, la urbanizacion no
planificada y la pobreza.

Por otro lado, la LV, aunque es menos frecuente, es mas grave y con una transmision activa
en Brasil, Paraguay, Venezuela y algunas areas de Argentina y Colombia (PAHO, 2020). En
la regidn, la tasa de mortalidad por LV oscila entre el 5% y el 10%, dependiendo del acceso al
diagnostico y al tratamiento oportuno (WHO, 2023). Brasil concentra aproximadamente el
95% de los casos de LV en el continente, reflejando la importancia epidemiologica de esta
enfermedad en la region (Alegretti, 2022).

Para analizar la situacion local, Uruguay ha sido histéricamente un pais con baja incidencia
de leishmaniasis; sin embargo, entre 2017 y 2021 se han reportaron un total de 10 casos
confirmados de LV en humanos, con una distribucion predominante en el interior del pais y
una mortalidad acumulada del 20% (2 fallecidos en el periodo) (Alegretti, 2022). En cuanto a
la leishmaniasis cutanea, solo se registr6 un caso importado desde Argentina en 2019
(Alegretti, 2022). Sin embargo, hay una serie de factores, entre los que incluyen: 1) la
persistencia del parasito en reservorios animales que ha mostrado un creciente nimero de
casos autoctonos de LV canina (LVC) en ciertas zonas de la region litoral-norte desde 2015,
i1) la presencia del vector de la LV, la Lutzomyia longipalpis, en los departamentos de Salto y
Artigas, 1i1) la cercania geografica con el Brasil, que acumula un 95% de los casos de

leishmaniasis en América (Satragno et al., 2017) y iv) los aumentos de casos de LV en
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humanos desde 2017, los cuales indican que la LV puede convertirse en una enfermedad
persistente, siendo necesarias tomar no solo las precauciones correspondientes desde el punto
de vista preventivo sino que estimular el desarrollo de investigaciones en busqueda de nuevas

alternativas terapéuticas contra esta enfermedad.
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Figura 2. Mapa de la distribucion mundial de la leishmaniasis (Fuente:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK581526/figure/ch3.figl/).

2.3. Tratamiento clasico de la leishmaniasis

En la actualidad no existen vacunas para humanos ni un tratamiento quimioterapéutico
efectivo contra ninguna de las tres formas de la leishmaniasis. En el campo de desarrollo de
vacunas, sOlo se han encontrado avances en modelos animales. En 2020, fue desarrollada
una vacuna basada en la tecnologia CRISPR-Cas9 que logré la cura parcial de ratones
infectados con cepas de Leishmania major atenuados (Zhang et al., 2020). En 2022, otra
vacuna creada a partir de una cepa de Leishmania mexicana 2022 mostro cura de lesiones
cutaneas en modelo animal (Volpedo et al., 2022). En perros, una vacuna conocida como
LeishTech fue desarrollada para perros (Moafi et al., 2019). A pesar de los avances en
modelos animales, hasta el momento no existen vacunas en humanos, siendo la

quimioterapia la opcidon para el tratamiento de esta enfermedad en sus diferentes
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manifestaciones. En este sentido, el tratamiento se basa principalmente en Anfotericina B,
Miltefosina, Paromomicina y agentes antimoniales como Glucantime y Pentostam (Figura
3).

La anfotericina B es un antibiotico poliénico aislado en 1956 del Streptomyces nodosus'y
se utiliza como tratamiento de eleccion en casos de resistencia a antimoniales, especialmente
en India (Sangshetti et al., 2015). Su mecanismo de accidon se basa en la afinidad por el
ergosterol de la membrana de Leishmania, formando poros que alteran su permeabilidad y
provocan la muerte celular (Ramos et al., 1996). Las formulaciones méas comunes son la
anfotericina B desoxicolato (Fungizone®) y las liposomales como AmBisome®, disenadas
para mejorar su distribucion y reducir la toxicidad. Estas Gltimas se acumulan eficazmente
en el higado, principal 6rgano afectado en la leishmaniasis visceral (VL), y han mostrado
tasas de curacion de hasta un 95% con efectos adversos minimos tras una sola infusion
(Sangshetti et al., 2015). A pesar de su eficacia, este tratamiento presenta limitaciones
importantes, como lo son el alto costo, la necesidad de administracion intravenosa,
condiciones de conservacion restrictivas y efectos adversos como fiebre, escalofrios, dolor
6seo, hipotension y, en algunos casos, nefrotoxicidad e hipokalemia. Aunque no se han
reportado resistencias clinicas todavia, si hay evidencia de resistencias en cepas creadas en el
laboratorio.

Por su parte, la miltefosina que también es conocido por su nombre quimico como
hexadecilfosfocolina, fue desarrollada primero como un farmaco antitumoral de uso topico,
pero desde mediados de los afios 80 comenzd a estudiarse su potencial para el tratamiento
para la leishmaniasis. Es el primer medicamento eficaz por via oral aprobado para esta
enfermedad, lo que lo pone en ventaja frente a otros tratamientos inyectables mas dificiles de
administrar, sobre todo en zonas rurales o en ninos (Croft & Engel, 2006). Durante ensayos
clinicos en India, se observo una tasa de curacion del 94 % en pacientes con leishmaniasis
visceral, incluso en aquellos que no respondian bien a los tratamientos con antimoniales. A
partir de esos resultados, fue aprobado en India en 2002 y mas tarde en Alemania y Colombia
y se encuentra aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) (Aronson, 2017). Sin
embargo, cabe destacar que su eficacia varia segin el tipo de especie del parasito, por
ejemplo, en Colombia mostré un 91 % de curacion frente a L. panamensis, pero en
Guatemala, con L. braziliensis y L. mexicana, solo alcanz6 un 53 % (Soto et al., 2004). En
cuanto al mecanismo de accidon, el mismo no se conoce del todo. Se cree que actia
interfiriendo en la membrana celular del parasito, afectando la sefializacion intracelular o

induciendo mecanismos similares a la apoptosis (Verma et al., 2004). A pesar de sus ventajas,
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la miltefosina tiene limitaciones, ya que puede provocar efectos adversos tales como
trastornos gastrointestinales, hepatotoxicidad o nefrotoxicidad, y estd contraindicada en el
embarazo por su potencial teratogénico. También se han observado tasas de recaida mas altas
en algunos estudios y casos de resistencia en laboratorio.

Entre otros farmacos destaca la paromomicina que es un antibidtico aminoglucdsido de
amplio espectro que ha mostrado ser util en el tratamiento de la leishmaniasis, ya sea tanto
visceral como cutanea, aunque su eficacia es mayor frente a esta ultima (Pokharel et al.,
2021). Este farmaco fue originalmente producido por fermentacion a partir de Streptomyces
rimosus var. paromomycin, y esta aprobado por la OMS. Este farmaco esta disponible como
inyeccion intramuscular para infecciones sistémicas y como pomada para lesiones cutdneas,
aunque requiere de una dosis diaria de 16 o 20 mg/kg/dia durante 21 dias por via
intramuscular (Jha & Sundar, 2012; Jha et al., 1998). Respecto a su modo de accion, aunque
no esta completamente aclarado, se conoce que este farmaco afecta la sintesis proteica del
parasito al interferir con la asociacion de las subunidades ribosomales, tanto en el citoplasma
como en la mitocondria. También se ha propuesto que altera la fluidez de membrana y el
metabolismo lipidico (Chawla & Sundar, 2011). Entre los efectos adversos se han reportado
ototoxicidad (dafio al oido interno), aumento de enzimas hepaticas, molestias
gastrointestinales y dolor en el sitio de la inyeccion. En estudios de laboratorio, también se ha
visto la aparicion de resistencia en cepas de L. donovani (Sundar et al., 2007).

Finalmente, tenemos a los agentes antimoniales de antimoniato de meglumina
(Glucantime®) y el estibogluconato de sodio (Pentostam®). Ellos han sido la principal
herramienta terapéutica contra la leishmaniasis durante mas de medio siglo. Ambos se
administran por via intramuscular o intravenosa durante 20 dias lo cual puede ser una carga
significativa para el paciente, sobre todo considerando la necesidad de supervision médica,
los costos y el malestar asociado a la administracién parenteral diaria. Ademas, pueden
provocar efectos adversos frecuentes, como dolor en el sitio de inyeccion, fiebre, nauseas,
mialgias y, en algunos casos, toxicidad hepatica o renal, y se consideran equivalentes en
términos de eficacia clinica, aunque presentan algunas diferencias en toxicidad local y efectos
bioquimicos sobre el parasito (Henao et al., 2004). Aunque es un farmaco recomendado por
la OMS para administracion en diversas regiones, este no ha sido aprobado por la FDA
(Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2024; World Health Organization
[WHO], 2022).
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Figura 3. Farmacos de referencia para el tratamiento de la leishmaniasis.

Si bien estos farmacos son comunmente utilizados para el tratamiento de la leishmaniasis,
los mismos presentan una toxicidad considerable, tienen que ser administrados por via
intravenosa o intramuscular durante varias semanas, y en muchas zonas ya se observan casos
de resistencia a los mismos (Zulfigar et al., 2017; Alves et al., 2018; Aronson et al., 2017), lo
cual obliga al disefio de nuevos agentes leishmanicidas potentes, selectivos, seguros y de

bajo costo de produccion.

2.4. Recientes avances quimioterapéuticos en fase preclinica

Entre los avances recientes desde la quimioterapia destaca el compuesto DNDI-6174
(estructura en Figura 4), que tiene como blanco terapéutico al complejo citocromo bcl. Este
compuesto tiene una potente actividad in vitro y una buena reduccion de la carga parasitaria
en modelos animales, acompanado de un buen perfil de seguridad (Braillard et al., 2023).
Otro candidato relevante es el DNDI-6148 (estructura en Figura 4), el cual es un
benzoxaborole que inhibe la enzima CPSF3 y ha mostrado mas del 98 % de reduccion
parasitaria en modelos animales, con la ventaja que su administracion es oral (Mowbray et
al., 2021). Para la leishmaniasis cutanea, uno de los compuestos mas reciente y prometedor es
el LXE408, el cual ha mostrado una alta potencia frente a distintas especies de Leishmania 'y
también contra Trypanosoma cruzi. Su mecanismo de accion se basa en la interaccion
selectiva con las subunidades altamente conservadas b4 y b5 del proteasoma 20S de los

kinetoplastidos, sin afectar al proteasoma 20S humano. Esta especificidad sugiere que
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LXE408 podria ser un tratamiento seguro y eficaz. Actualmente se encuentra en fase II de
ensayos clinicos en India y Etiopia, donde se evaliia su eficacia frente a diferentes especies de
Leishmania en comparacion con la miltefosina, que es utilizada como control (Drugs for
Neglected Diseases initiative [DNDi], 2025). Sin embargo, a pesar de los avances, es
fundamental disefiar nuevas estrategias, las cuales mas alld de considerar los conceptos
basicos de la quimica medicinal, deben ir dirigidas a atacar los aspectos claves en la

supervivencia del parasito en el macroéfago y su relacion con este.
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Figura 4. Estructuras quimicas de los compuestos en desarrollo preclinico y clinico para el

tratamiento de la leishmaniasis.

En ese sentido, la quinolina, en particular la 4-aminoquinolina, representa una plataforma
muy atractiva debido a que este tipo de estructura esta envuelta en una serie de aspectos
claves en la supervivencia del parasito y su relacion con el macréfago tales como su habilidad
de favorecer acumulacion en el fagolisosoma, de inducir inmunoestimulacién como
agonista/antagonista de receptores tipo Toll [Toll like receptor (TLR) en inglés] 7 y 8
Talukdar et al., 2021) y su habilidad de afectar la funciéon mitocondrial parasitaria (Romero &
Delgado, 2025). Ademads, es una estructura altamente versatil desde el punto de vista
sintético, ya que existen una variedad de métodos de sintesis para la funcionalizacion quimica
diversa en cualquiera de las posiciones del anillo quinolinico, siendo estas metodologias
adaptables al disefio estructural requerido (Delgado et al., 2025).

La presente investigacion estudid aspectos estructurales de tres sistemas quinolinicos como
plataformas: 1) el imiquimod (un tipo de imidazol-quinolina), (i) la isoquina deshidroxilada
(como un tipo de 4-aminoquinolina) y (iii) quinolin-3-N-acilhidrazona, buscando la
identificacion de farmacoforos claves para la optimizacidn como leishmanicida de cada

sistema quinolinico.
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2.5. Potencial de imidazolquinolinas como agente leishmanicidas

La limitada tasa de éxito en el descubrimiento de nuevos agentes leishmanicidas ha puesto
en evidencia la necesidad de implementar estrategias mas innovadoras y mas eficaces para
abordar la complejidad de esta enfermedad (Zulfigar et al., 2017). En este sentido, resulta
fundamental considerar la interaccion intima del parasito con el macréfago, ya que constituye
el nicho principal de supervivencia y de replicacion de la Leishmania (Moradin &
Descoteaux, 2012). Diversos estudios han demostrado que el parasito tiene una notable
capacidad para evadir la respuesta inmunitaria innata mediante la reprogramacion del
fenotipo del macrofago. La Leishmania favorece la polarizacion hacia el perfil M2, asociado
a bajos niveles de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12) y a una elevada
produccion de IL-10 y TGF-p, lo que conlleva a una disminucion de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS) necesarias para eliminar al parasito (Tomiotto-Pellissier et
al., 2017). Ademas, se han descrito mecanismos mas sofisticados de inmunomodulacion por
parte del parésito tales como la induccidon de apoptosis linfocitaria por L. major a través de la
sobreexpresion de p53 y la regulacion negativa de Bel-2 (Tomiotto-Pellissier et al., 2018), o
la participacion de CTLA-4 en infecciones por L. donovani, cuya inhibicion farmacologica
favorece la produccion de IFN-y e IL-4 y reduce la carga parasitaria (Tomiotto-Pellissier et
al., 2017). En este contexto, la inmunoestimulacion dirigida emerge como una estrategia
prometedora para restablecer la capacidad microbicida del macréfago y potenciar la respuesta
adaptativa, lo cual posiciona a los inmunoestimulantes como una plataforma atractiva para el
disefio de agentes leishmanicidas.

Entre los agentes inmunoestimulantes estudiados contra modelos de leishmaniasis destacan
principalmente el imiquimod, el resiquimod (R848) (Buates & Matlashewski, 1999). Estos
compuestos representan un sistema de imidazolquinolina, donde el anillo de imidazol se
encuentra fusionado con la quinolina por la cara “c” de esta. En particular, el imiquimod y
resiquimod han sido identificados como agonistas de los TLR7/8. Estos receptores, que se
encuentran localizados en los compartimentos endosomales, actian como sensores de ARN
monocatenario de origen viral o parasitario (Sun, 2022) y cumplen un rol central en la
defensa frente a patogenos intracelulares. Por lo tanto, ellos tienen un papel clave en la
modulacion de la inmunidad innata y en la orientacion de la respuesta adaptativa hacia
perfiles mas bien protectores. Su activacion desencadena la produccion de un amplio espectro
de mediadores inmunitarios, incluyendo interferon-a, TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8, lo que

promueve la activacion de monocitos, macrofagos y células dendriticas asi como favorecer la
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diferenciacion de linfocitos T hacia un perfil Th1 que es esencial en el control de la infeccion

(Faria et al., 2012).
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Figura 5. Estructuras de inmunoestimulantes, agonistas de receptores TLR 7 y TLR 8.

La mayoria de investigaciones del potencial del imiquimod y sus andlogos como agentes
leishmanicidas estan aplicadas contra modelos in vitro de LC (El Hajj et al., 2018). Un
ejemplo resaltante mostré6 que en modelos animales deficientes en el TLR7 e infectados L.
amazonensis, donde la infeccidbn mostroé ser superior a un animal normal con una mayor
proliferacion parasitaria en neutrofilos (Regli et al., 2020), el tratamiento con resiquimod en
macrofagos infectados es capaz de estimular la activacion de factores de transcripcion como
AP-1 y NF-xB que son cruciales para la produccién de citocinas proinflamatorias
dependientes de TLR7 (Buates & Matlashewski, 1999; Kaushik et al., 2021; He et al., 2013).
Estos hallazgos posicionan a TLR7/8 no solo como sensores innatos, sino también como
blancos terapéuticos estratégicos en la busqueda de compuestos bioactivos capaces de
transformar el microambiente inmunologico en uno menos favorable para el parasito y mas
propicio para la eliminacion efectiva de la infeccion (Faria et al., 2012).

Contra modelos in vitro de LV, las investigaciones basadas en imiquimod y sus analogos
contra especies viscerotropicas son bastante escasas, encontrando sélo un reporte de 1999
(Buates & Matlashewski, 1999). Este reporte mostré6 que tanto el imiquimod como el
resiquimod presentan una significativa actividad leishmanicida contra un modelo de infeccion
in vitro de BMDM con L. donovani, obteniendo valores de CEs, en rangos sub-micro y
nano-molar, respectivamente. De manera interesante, tanto el imiquimod como el resiquimod
mostraron un nulo efecto contra formas axénicas del parasito tales como promastigote como
amastigote axénicos a 20 uM. Adicionalmente, la actividad leishmanicida en macréfagos
infectados fue consistentemente correlacionada con un incremento de o6xido nitrico y la
expresion del factor de transcripcion AP-1.

Estos resultados demuestran el potencial de estas imidazoquinolinas como una alternativa

terapéutica contra modelos de LV; sin embargo, mayores investigaciones son necesarias de
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caracter quimico-estructural con el objetivo de generar derivados de imiquimod que sean
capaces de promover una actividad leishmanicida propiamente independiente de la respuesta
inmunoestimulante. La induccion de una actividad leishmanicida en andlogos de imiquimod
puede ser fundamental para generar compuestos con actividad dual, leishmanicida e
inmunoestimulante, lo cual resulta toda una novedad en el campo. Para promover una
actividad leishmanicida propiamente, primeramente, es importante estudiar si modificaciones
quimicas en torno a alguna de las funciones claves en la estructura de imiquimod (ejemplo
2-amino, unidad de imidazol o N-sustituyente) pueden generar compuestos activos contra
modelos axénicos de Leishmania asi como conservar o mejorar su efecto contra los modelos

de infeccion.

2.6. 4-Aminoquinolinas como una plataforma privilegiada para el diseiio de agentes

leishmanicidas

Las quinolinas, en particular las 4-aminoquinolinas, representan una plataforma privilegiada
para el disefio de agentes leishmanicidas. En la Figura 6 se muestran una compilacién de los
derivados de quinolinas mas promisorios con perfiles preclinicos interesantes para mayores
ensayos (Romero & Delgado, 2025; Avanzo et al., 2025; Del Carpio et al., 2025; Romero,
2025a). Como se puede notar, la mayoria de ellos consisten de 4-aminoquinolinas
(estructuras 1-6). Los derivados mostraron respuestas significativas contra la forma de
amastigote intracelulares, moderada a baja citotoxicidad y altos indices de selectividades que
algunos casos superan el factor de 100 (ejemplo compuestos 1, 2, 3,4, 5y 7). De un analisis
estructura-actividad se puede extraer que la presencia de grupos lipofilicos (marcados en
rojo) y grupos basicos (marcados en verde) parecen ser claves para garantizar un efecto
leishmanicida y modular convenientemente la selectividad. Estos aspectos justamente son
claves para garantizar la acumulacion en el fagolisosoma (Romero & Delgado, 2025;
Romero, 2025a). Mas alla de aspectos estructurales, el uso de vehiculos tipo nanoparticulas,
liposomas, hidrogeles, entre otros, han permitido incrementar el potencial de algunos agentes
quinolinicos en modelos de infeccion in vitro e in vivo (Romero et al., 2025¢).

Desde el punto de vista del mecanismo de accion, es bien documentado que los derivados
de 4-aminoquinolinas promueven cambios en morfologias del parésito (derivado de
experimentos ejecutado contra promastigotes) con subsecuente muerte via apoptosis, lo cual
es causada por el estrés oxidativo en el pardsito, cambios en la funcién mitocondrial (en

especifico cambios de polaridad de la membrana mitocondrial) (Romero & Delgado, 2025).
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Figura 6. Derivados de quinolinas como candidatos promisorios para estudios preclinicos

[ver detalles y otros ejemplos en revision Romero, 2025a]. Cls,, concentracion inhibitoria 50

(definida contra estadio amastigote); CCs,, concentracion citotoxica 50 (definida contra

célula hospedera mamifera) e 1.S., Indice de Selectividad = CCs,/Cly,. Este esquema fue

tomado de Romero, 2025.

Desde el punto de vista inmunologico, mas alla de la conocida actividad antiparasitaria de

derivados de quinolinas, es bien documentado que este tipo de estructuras también pueden
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interactuar con los TLRs, especialmente con los 7LR7 y TLRS, que cumplen un papel clave en
la activacion de la inmunidad innata y en la polarizacion de la respuesta adaptativa hacia un
perfil protector (Romero & Delgado, 2025; Talukdar, et al. 2021). Se ha encontrado que
ciertas modificaciones en la estructura de las 4-aminoquinolinas permiten cambiar su
comportamiento frente a los TLRs, generando antagonistas o agonistas de estos receptores,
capaces de inducir una respuesta inmunoestimulante. Esto significa que es posible disefiar
derivados que no solo ataquen directamente al parasito, sino que al mismo tiempo promuevan
la liberacion de citocinas proinflamatorias (como IL-12, TNF-a e interferones tipo I),

reforzando asi la capacidad del macrofago de controlar la infeccion (Talukdar et al. 2021).

2.7. Sistemas de isoquina y antecedentes como agente leishmanicida

La isoquina es un derivado de 7-cloro-4-aminoquinolinas funcionalizada en la posicion 4
con un fragmento de (N, N-dialquilamino)metil-3-hidroxianilino (Figura 7). En estas
moléculas, el grupo hidroxilo y el dialquilamino cambian de posicion entre las posiciones 3 y
4 del fragmento anilico en comparacion con la amodiaquina, lo que explica el prefijo “iso” en
su nombre (Figura 7). Estos compuestos fueron desarrollados en sus inicios por el grupo de
Paul O’Neill en la década de 1980 y mostraron una buena actividad antimalarica tanto in vitro
contra Plasmodium falciparum como en la forma in vivo, con una reduccion significativa de
carga parasitaria y una buena tasa de supervivencia de los animales tratados (O’Neill et al.,
2003). Sin embargo, el desarrollo clinico de la isoquina se detuvo en fase preclinica II debido
a efectos adversos y la baja acumulacion plasmatica, probablemente asociados a la presencia
del grupo hidroxilo (O’Neill et al., 2009). Con el objetivo de mejorar el perfil de estas
moléculas, Romero y colaboradores desarrollaron versiones deshidroxiladas de isoquina
(Figura 7), las cuales mostraron excelente actividad antimaldrica contra modelos in vivo de
infeccion con Plasmodium berghei en combinacion con una inhibicion efectiva de la
polimerizacion de f-hematina en un experimento in vitro (Valverde et al., 2018).
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HN HN HN
o = 00 = O
Cl N/ cl N/ cl N/

Amodiaquina Isoquina Derivados deshidroxilados de isoquina

Figura 7. Estructura base de amodiaquine, isoquina y sistemas deshidroxilados de isoquina.
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En el contexto de la leishmaniasis, nuestro grupo estudio el potencial de los derivados
deshidroxilados de isoquina y otros derivados de isotebuquina (trece derivados) contra
modelos de LC y LV. Respecto a los modelos de LC, los trece derivados fueron evaluados
contra modelos in vitro de L. braziliensis y L. mexicana, identificando tres compuestos
activos, los compuestos I, II y III, con valores de I.S. entre 11 y 52. Estudios in vitro contra
amastigotes intracelulares de L. braziliensis mostraron que el compuesto III (CEs, = 13.9
uM; 1.S.=14.3) presentdé mayor actividad leishmanicida y selectividad que los compuestos I
(CEsy = 22.6 uM; 1.S.=6.1) y II (CE5, = 19.3 uM; 1.S.=5.2) (Figura 8). El compuesto I
mostr6é una actividad leishmanicida ligeramente superior a aquella derivada del farmaco de
referencia de glucantime (CE5y ~ 15.1 uM) (Romero, 2019). Adicionalmente, el compuesto
III mostr6 un efecto leishmanicida contra lineas resistentes de L. braziliensis (CEs;= 25.2
uM; 1.S.= 7.8) que fue superior a aquella respuesta derivada de amastigotes tratados con el
glucantime (CEs, > 50 uM). Adicionalmente, se observdé un aumento en la produccion de
oxido nitrico en macrofagos infectados, lo cual sugiere un posible efecto inmunoestimulador,
que ya habia sido reportado en otros derivados de 4-aminoquinolinas funcionalizadas
(Coimbra et al., 2016). Recientemente, nuestro grupo realizé una mayor profundizacidon sobre
el potencial de estos derivados de isoquina e isotebuquinas para extender a un modelo in vivo
de LC infectado con L. braziliensis. Compuesto II y III fueron seleccionados para mayores
estudios, encontrando para ellos, por ejemplo, una baja hematotoxicidad, no mutagenicidad,
alta estabilidad metabolica bajo fracciones citosolicas y microsomales y una moderada a
discreta solubilidad en agua con valores de solubilidad de 0.5 y 4 mg/mL para los compuestos
IIT y II, respectivamente (Romero et al., 2025b, por enviar). En animales infectados y bajo un
tratamiento intralesional, el compuesto III mostr6é una alta capacidad de reducir el tamano y
peso de la lesion, la cual fue superior a aquella derivada de los ratones tratados con
glucantime. Adicionalmente, el compuesto III promovid una significativa reducciéon de la
carga parasitaria (60%), la cual fue ligeramente superior a aquella promovida por el
glucantime, sin efectos adversos apreciables. Adicionalmente, de este reporte quedod claro que
la naturaleza del grupo fenilo extra tipico de los sistemas de isotebuquina puede ser clave
para modular la actividad y selectividad, lo cual fue clave para futuros disefios en nuestras

investigaciones.
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Figura 8. Estructura de derivados de isoquina e isotebuquina I, II y III, reportados por

Romero, 2019.

Por su parte, contra un modelo in vitro de LV basado en macréfagos (THP-1) infectados
con L. infantum, estos trece derivados y otros nuevos derivados fueron evaluados (Delgado,
2025). Estos estudios fueron realizados en colaboracion con el Institut Pasteur de Montevideo
y aun se encuentra en fase de investigacion avanzada. Aunque forma parte de una
investigacion en curso, podemos mencionar algunas caracteristicas estructurales importantes
(Figura 9). Por ejemplo, se encontrd que el grupo morfolinil gener6 los compuestos menos
toxicos, aunque en un detrimento ligero de la actividad leishmanicida contra amastigote tanto
en derivados de isoquina como de isotebuquinas. Por su parte, el grupo pirrolidinil generd
compuestos muy potentes pero toxicos con una baja selectividad en general, mientras el
sustituyente piperidinil generé compuestos activos de toxicidad discreta y buenas
selectividades. Por su parte, respecto al rol de sustituciones que modulan la lipofilia,
encontramos que los derivados de isotebuquinas, aunque mostraron una buena potencia,
presentaron una menor toxicidad que los derivados de isoquina, lo cual nos llevo a evaluar el
efecto de sustituyentes menos lipofilicos que los fenilos tal como los haldégenos para
funcionalizar la posicion 3 del fragmento anilinico. Con ello, encontramos una mejor
modulacion de la selectividad, muy especialmente con el sustituyente de bromo, los cuales
mostraron respuestas muy superiores en comparacion a aquellas encontradas en los analogos
clorados o fluorados. Aunque las conclusiones son claras, es necesario hacer un mayor

estudio sobre el rol de este sustituyente en la actividad leishmanicida de los derivados de
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isoquinas que resultaron mas selectivos, siendo necesario expandir a otros sustituyentes tales
como dietilamino, terbutilamino o sustituyentes de piperacinil N-sustituidas. También resulta
interesante evaluar la importancia real de este sustituyente de dialquilamino, que aunque se
presume sea clave para la acumulacion en el fagolisosoma, ya se ha documentado derivados
de 4-aminoquinolinas altamente activos y selectivos carentes de esta funcionalidad (ejemplo
moléculas 5, 6 y 7 en Figura 6). Estos dos aspectos son necesarios abordar para dar cierre al
rol de esta funcionalidad en los derivados de isoquinas como agentes leishmanicidas contra

modelos de LV.

Serie isoquina Serie isotebuquina
Todos solubles Solubilidad modulable
Haldégenos o hidroxilo no mejoran potencia, excepto 4-CF,: solubles, no toxicos.
el Br que reduce toxicidad (mejora 1.S.) en derivados 3-CF;: solubles, no toxicos.
pirrolidina y piperidina, pero no los de morfolina. Potencia: 4-F > 3-F > 3-CF ; > 4-CF; (no activos)

Morfolina reduce la
toxicidad sobre piperidina y
cl N/ pirrolidina. ~ IV.Iorf(.)Ii.na rf-:‘duc.e. la toxicidad sobre
Piperidina mejora potencia. _J | piperidinay pirrolidina.
cl N Morfolina favorece solubilidad.
Piperidina y pirrolidina aumentan potencia.

N N
R, R,= Q Q D R,=H, OH, F, Cl, Br R, = 4-F, 3-F, 4-CF; , 3-CF,

Figura 9. Identificacion del sistema deshidroxilado de isoquina e isotebuquina como
plataformas potenciales para el disefio de agentes leishmanicidas y su respectivo analisis de la
relacion estructura-actividad derivada de estudios preliminares en el modelo de infeccion de
macréfagos humanos con L. infantum. Imagen tomada de la Tesis Francisco Delgado

(Delgado, 2025).

2.8. N-acilhidrazonas como farmacoforo potencial en el disefio de agentes leishmanicidas

El fragmento de N-acilhidrazona, que consiste de un grupo hidrazona (-C=N-NR-)
conectado al nitrégeno terminal a un grupo acilo para dar el siguiente tipo de funcion
quimica: R;-C=N-NR,-C(O)-R; (Figura 10), el cual ha sido reconocido como un

farmacoforo interesante en el disefio de agentes leishmanicidas con una constante evolucion a
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lo largo del tiempo hasta llegar a la formulacion de estructuras altamente activas y selectivas

contra modelos de leishmaniasis.

O

NS

|
Ri Ry

Figura 10. Estructura general de una N-acilhidrazona del tipo: R;-C=N-NR,-C(O)-R;.

Comenzando con una resefia cronologica, en 2005 Bernardino y colaboradores (Bernardino
et al., 2006) reportaron la actividad leishmanicida de N-acilhidrazonas caracterizadas por un
grupo acilo (R;) del tipo N°-fenilpirazol y como sustituyente R, el grupo 4-nitrofenilo,
generando compuestos con una actividad leishmanicida muy discreta (CEs, entre 50 y 80 uM)
(ver Figura 11A) contra amastigote de L. amazonensis.

Posteriormente, Cerecetto y Gonzalez (Hernandez et al., 2013) reportaron en 2013 la
actividad de una serie de N-acilhidrazonas que consistian de un grupo N-acilo (R;) de fenilos
sustituidos y furoxano asi como benzofuroxanos, furoxanos y fenilos sustituidos como
sustituyente R;. Esta conectividad di6 con la identificacion de dos compuestos muy potentes
y selectivos con valores de CE, en rangos sub-micromolares asi como L.S. superiores a 100
contra amastigote de L. amazonensis (ver Figura 11B). De esta investigacion se extrae que
los furoxanos, benzofuroxanos y fenilos oxigenados representan farmacoforos potenciales,
siendo requerido al menos un grupo furoxano o benzofuroxano entre las funcionalidades R; o
R, para generar compuestos altamente activos y selectivos.

Acomplejamiento de N-acilhidrazonas con oxo-vanadio (IV) (Benitez et al., 2013) generd
compuestos con respuesta leishmanicida discreta contra amastigote de L. major (ver Figura
11C), siendo necesario mayores investigaciones para evaluar el real potencial del
acomplejamiento con especies de vanadio en orden de mejorar la respuesta leishmanicida y
selectividad, al menos en este tipo de N-acilhidrazonas.

Otro tipo de combinaciones entre los sustituyentes R; y R, por ejemplo, grupo cinamoilo
y fenilo sustituidos, respectivamente, genera compuestos de actividad moderada con valores
de CEs, entre 3 y 10 uM contra L. donovani para sus derivados mas activos y selectivos (ver
Figura 11D) (Carvalho et al., 2014).

Otros ejemplos enmarcado en el uso de furoxano y benzofuroxano como sustituyente de

acilo R; (Dutra et al., 2014) ha permitido a acceder a compuestos con actividades
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leishmanicida en rangos sub-micromolares de CEs, e indices de selectividades mayores a 15

contra amastigote de L. amazonensis (ver Figura 11E).
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Figura 11. Estructura de tres tipos de N-acilhidrazonas (A), (B), (C), (D) y (E) como agentes

leishmanicidas. Actividad focalizada en estudios in vitro contra amastigote intracelulares.

Mas alla de la relevancia de los grupos de furoxano y benzofuroxano, sustituyentes
heterociclicos han sido identificados como potenciales farmacéforos como sustituyente
N-acilo R;. Por ejemplo, el pirazol conectado a piracina-1,2 por la cara “e” como sustituyente
N-acilo R; genera un derivado con una buena actividad leishmanicida (CEs, = 3.8 uM contra

L. amazonensis) e indice de selectividad de 60 (ver Figura 12A) (Jacomini et al., 2018). Por
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otra parte, el uso de pirazol dimetil carbono-sustituidos genera compuestos de actividad
leishmanicida moderada contra amastigote de L. amazonensis (CEs, entre 10 y 42 uM) para
los derivados mas activos de la serie (ver Figura 12B) (Monteiro et al., 2025; Socea et al.,
2022). Finalmente, la introduccién de benzimidazol mediante el carbono C2 al grupo N-acilo
en combinacion con S-nitrofurilo como sustituyente R, generdé compuestos con una actividad
in vitro contra amastigote de L. amazonensis, pero en rangos sub-micromolares contra el
modelo de infeccion de un parésito andlogo como 7. cruzi (ver Figura 12C) (Ramos et al.,

2024).

CE5y = 3.8 uM (L. amazonensis)
1.S.=60

B OH

O I,\I’— '®) N=
N AN/ N N AN
H

CEs5y =10.5 M (L. amazonensis) CEgy = 42.8 uM (L. amazonensis)

CEgg =18 uM (L. amazonensis) CEsg = 21 uM (L. amazonensis)
CEs5p = 0.033 uM (T. cruzi) CEs5p = 3.6 uM (T. cruzi)

Figura 12. Estructura de diversas de N-acilhidrazonas (A), (B) y (C) como agentes

leishmanicidas. Actividad focalizada en estudios in vitro contra amastigote intracelulares.

Desde el punto de vista del mecanismo de accion, se han propuesto la induccion de estrés
oxidativo (para los nitroheteroarenos) y la inhibicion de la tripaniotoma reductasa (TR). Esta
ultima enzima esta implicada en la homeostasis redox del parasito, siendo asi enzimas vitales
para Leishmania.

Mas alla de las N-acilhidrazonas, sus analogas N-heteroarilhidrazonas, que se diferencian
de sus antecesoras por el reemplazo del grupo acilo R; por un heteroareno (1,3-piracina,
piridina, ftalacina, quinazolina, etc) generalmente, también muestran un gran potencial,
siendo esencial la incorporacion del nitroheteroarenes como sustituyente R,. En la Figura 13

se muestran algunos ejemplos resaltantes. Por ejemplo, Coimbra y colaboradores (Coimbra et
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al., 2019) mostraron que la combinacion de 1,3-piracinas como N-heteroareno y S-nitrofuilo
como sustituyente R, generé compuestos altamante activos, dando valores de CEs, en rangos
nanomolares contra amastigote de L. amazonensis, en contraposicion de su moderada
respuesta contra promastigote (CEs;= 10.8 uM) (ver Figura 13A). Por su parte, nuestro
grupo de investigacion ha venido explorando el potencial de N-acilhidrazonas como agente
leishmanicida (Romero et al., 2017; Romero et al., 2017¢c; Romero et al., 2019; Romero et al.,
2023) y contra un parasito analogos tal como el 7. cruzi en modelos in vitro (Romero et al.,
2017b; Romero et al., 2023). Por ejemplo, el reemplazo de 1,3-piracina por el heteroareno de
1,4-ftalacina, también funcionalizado con el grupo S-nitrofurilo como sustituyente R,
permitié generar un compuesto activo con una respuesta a niveles sub-micromolar (CEs,= 0.5
uM) contra amastigote de L. braziliensis en un modelo de infeccion bastante robusto como el
de BMDM (ver Figura 13B) (Romero et al., 2017). Aprovechando a la 1,4-ftalacina, una
doble N-arilhidrazona mediante las posiciones 1 y 4 en combinacién con 4-fluorfenilo como
sustituyente R; permitié acceder a un derivado con una buena actividad leishmancida contra
amastigote de L. braziliensis y de muy baja citotoxicidad contra modelos de infeccion de
BMDM (ver Figura 13C) (Romero et al., 2019). Finalmente, la introduccion de un
N-heteroareno como quinazolina mediante la posiciéon 4 en combinacién con S-nitrofurilo
como sustituyente R; ha permitido acceder a compuestos altamente activos en modelos
axénicos de L. infantum con valores de CEs, en rangos sub-micromolares (ver Figura 13D)
(Romero et al., 2023). En particular, el derivado 4-flaorsustituido (Figura 3D, izquierda) fue
no mutagenico, mientra su analogo 3-clorosustituido (Figura 3D, derecha) resulto altamente
mutdgenico. La mayoria de estas N-arilhidrazonas funcionalizados por el sustituyente
S-nitrofurilo actian en parte a mediante un mecanismo de estrés oxidativo, sugerido a partir
de la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante mediciones
fluorométricas.

Como se puede notar, la N-acilhidrazona representa una plataforma altamente versatil y
atractiva para el desarrollo y disefio racional de agentes leishmanicidas, con una alta
plasticidad que permite introducir sustituyentes que son capaces de modificar la lipofilia, la
reactividad y el perfil electronico del compuesto. En general, de la compilacion se puede
notar que el uso de N-heteroareno en el fragmento de N-acilo asi como nitro heteroarilo como
sustituyente R, parece ser esenciales al momento de disefiar compuestos altamente potentes
contra modelos in vitro de Leishmania. Por tanto, combinar un nucleo de probada actividad

leishmanicida como la quinolina como sustituyente R; con diferentes arilos y heteroarilos
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incluyendo el S-nitrofurilo como N-acilo sustituyente pueden ser muy interesante para el

diseno de nuevas estructuras de N-acilhidrazonas.
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Figura 13. Estructura de diversas N-arilhidrazonas (A-D) como agentes leishmanicidas.

Actividad focalizada en estudios in vitro contra amastigote intracelulares.

2.9. Importancia de la basicidad y lipofilicidad en el disefio de agentes leishmanicidas

El disefo racional de farmacos contra la Leishmania no debe centrarse unicamente en la
potencia propia de las moléculas sobre los blancos del parasito, sino que también en su
capacidad de llegar al sitio donde este se encuentra dentro de la célula. Durante la infeccion,
los amastigotes se localizan en el interior de los fagolisosomas de macrofagos, lo cual suma
un grado mas a la dificultad al disefio de agentes leishmanicidas potentes y selectivos contra
modelos infectivos in vitro e in vivo de leishmaniasis, siendo una etapa donde muchos

compuestos suelen ser descartados en ensayos preclinicos. Sin embargo, algunas
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caracteristicas propias del organelo tales como una membrana altamente lipofilica y un
interior acido ofrece una oportunidad para el desarrollo de agentes leishmanicidas dirigidos
selectivamente al fagolisosoma modulando dos propiedades de los compuestos tales como la
lipofilicidad y la basicidad en términos de la constante de ionizacion (Coimbra et al., 2016;
Konstantinovi¢ et al., 2018).

En términos generales, desde el punto de vista fisicoquimico es posible modular la
capacidad de la quinolinas y cualquier otro agentes quimioterapéutico para acumularse en el
fagolisosoma y otros organelos anédlogos (ej. lisosoma, acidocalcisomas, vacuola, etc). S.
Trapp y colaboradores (Trapp et al. 2008) mostraron que farmacos (especialmente quinolinas
antimaldricas) con grupos basicos débiles poseen una alta capacidad para acumularse en el
lisosoma celular, en un porcentaje superior a otros sitios celulares como citosol o
mitocondria. Del estudio, una alta y selectiva acumulacion fue encontrada para bases mono- y
di-valentes que tengan valores de alto a intermedia de Log P entre 4 y 10. Para bases
monovalentes, el pardmetro dptimo estuvo entre 6 y 10 para el pK, y entre 0 y 3 para el Log
P. Para bases bivalentes, el valor optimo de pK,, (dialquilamina) fue entre 8 y 10 y entre 4 y
8 para el pK,,, mientras el valor optimo para el Log P fue entre 3 y 6. Para mostrar la
relevancia de la presencia de grupos basicos, un compuesto neutro carente de este tipo de
grupos, ejemplo la artemesinina, mostré una inapreciable acumulacion en el lisosoma.
Autores propone que la acumulacion efectiva y selectiva del compuesto es derivada de un
mecanismo de “ion-trapping” (Figura 14), donde la protonacion parcial en el entorno acido
(pH 4-5) favorece la ionizacion y posterior acumulacion con baja tasa de intercambio hacia el
exterior.

Por su parte, la lipofilia es esencial para asegurar su penetracion a través de la membrana.
En esta direccion, Marceau y colaboradores identificaron una efectiva correlacion entre la
lipofilicidad en términos de Log P y su 6ptima acumulacion en el lisosoma (Marceau et al.,
2012). Basado en estudio en una serie de derivados incluyendo trietanolamina, procainamida,
trietilamina, lidocaina, imatinib, cloroquina, astenizol, quinacrina, dronedarona y amiodarona
que presentaron valores de pK, 6ptimos en el rango entre 8 y 10, los autores encontraron que
la acumulacion fue Optima para compuestos con valores de Log P entre 1 y 4, mientras una
menor acumulacion fue apreciada para compuestos con valores de Log P menores a 4.

Por lo tanto, la combinacion de estas dos propiedades pueden ser claves para garantizar su
acumulacion en el fagolisosoma. La introduccion de grupos lipofilicos que provean un Log P
entre 1-4 busca facilitar la penetracion de la quinolina a través de la membrana lipofilica,

mientras los grupos basicos buscan asegurar su acumulacion con baja tasa de difusion al
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exterior como consecuencia de su protonaciéon mediante el mecanismo de “ion trapping” tal

como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Mecanismo tentativo de acumulacion de la quinolina dentro del fagolisosoma a
través de la penetracion lipofilica y subsecuente mecanismo de atrapamiento iénico mediante
protonacion de grupos basicos en un ambiente 4dcido. Este esquema fue tomado de Romero,

2025a.

Aunque no existe un reporte claro, Romero, 2025a mostrd a partir de un grupo selecto de
quinolinas y basado en su actividad leishmanicida contra amastigote intracelulares, mostro
cierta correlacion con estas propiedades, encontrando que los derivados mas potentes y
selectivos presentan constante de ionizacion (pK,,) entre 6 y 9, mientras la lipofilicidad en
términos de Log Py se ubica entre 4 y 6 (ver datos de actividad leishmanicida, pK,, y Log P
en Figura 6). Este dato es importante ya que para el disefio de agentes leishmanicidas es
necesario una lipofilia superior a la recomendada por Marceau, que fue determinado como
una perspectiva mas general. Por lo tanto, la evidencia apunta a que la basicidad y la lipofilia
son parametros clave para la optimizacion y disefio de agentes leishmanicidas. Ajustar el pK,
y el Log P en derivados quinolinicos no solo garantiza su acumulacidon selectiva en
compartimentos acidos del hospedero y del parésito, sino que también potencia su eficacia y
su selectividad biologica (Romero, 2025a; Romero & Delgado, 2025). Mas alla del
fagolisosoma, otras estructuras acidas del parasito, como los acidocalcisomas, también
pueden ser blanco de compuestos con propiedades lisosomotropicas. Estos organelos
cumplen un rol clave en la homeostasis del calcio y el metabolismo energético de la

Leishmania (Carvalho et al., 2011). Algunos farmacos, como la sitamaquina, han demostrado
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acumularse rapidamente en estas estructuras, induciendo desequilibrios celulares que

favorecen la muerte del parasito (Lopez-Martin et al., 2008; Coimbra et al., 2010).
2.10. Propuesta y justificacion de la tesina

En vista de la importancia de las quinolinas para el disefio de agentes leishmanicidas, en
particular, las 4-aminoquinolinas por su potencial de actuar como inmunoestimulador, su
habilidad de acumular en el fagolisosoma con un control adecuado de la constante de
ionizacion y la lipofilicidad y su alta versatilidad estructural para introducir funcionalidades
claves, en la presente tesis de grado se planed la sintesis (en algunos casos) y evaluacion
leishmanicida contra modelos in vitro de LV de una serie de tres tipos de sistemas
quinolinicos: (i) derivados pre-analogos de imiquimod (1-4, 3 derivados + imiquimod,
grupo I, Figura 15); (ii) derivados deshidroxilados de isoquina funcionalizados (14-22, 17
derivados, grupo II, Figura 15) con diversos grupos de dialquilamino asi como otros
carentes de esta funcionalidad y, (iii) derivado de quinolin-3-N-acilhidrazonas (23-53, 30
derivados, grupo II1, Figura 15).

La idea del primer sistema quimico es verificar la actividad leishmanicida de una serie de
pre-analogos de imiquimod y verificar la relevancia del grupo 2-amino y el fragmento de
imidazol (que son tipicos en la estructura del imiquimod) en la actividad leishmanicida de
este tipo de estructuras. Ademas, demostrar si el reemplazo de la cadena de N-isobutilo por la
incorporacion de un fragmento de N-bencilo mejora la actividad leishmanicida.

Por su parte, el segundo grupo busca verificar el rol de la funcionalidad dialquilamino en la
actividad leishmanicida de derivados deshidroxilados isoquina. Para ello, primeramente, se
estudio el efecto de la supresion de este farmacoforo en la actividad leishmanicida, lo que
llevo al disefio de los derivados 5-10 (6 derivados). En una segunda parte, se estudi6 el
efecto de la supresion de este grupo dialquilamino en combinacidon con un incremento de la
lipofilia mediante la incorporacidén de sustituyentes lipofilicos carentes de grupos basicos
como alternativa al sustituyente de dialquilamino (3 derivados). Finalmente, en un tercer
renglon, se estudid el efecto de otras funcionalidades de dialquilamino incluyendo
dietilamino, terbutilamino, piperacinil N-sustituidas y imidazol (8 derivados), en orden de
identificar un farmacoforo mas alld de los reconocidos morfolinil y piperidinil (Delgado,
2025).

Finalmente, del grupo III (quinolin-3-N-acilhidrazonas) se busca verificar si el uso de

quinolinas como sustituyente del grupo N-acilo en combinacién con una variedad de
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sustituyentes R1 puede generar compuestos altamente activos contra modelos in vitro de
Leishmania. Diversos grupos arilo incluyendo el 5-nitrofurilo, un farmacéforo leishmanicida
identificado en otras plataformas de N-acilhidrazonas, forman parte de las estructuras a

estudiar.

36



GRUPO | i?
?N/‘—\\ NH
[N mNO?
N7 NH, N
2

Imiquimod lider
como agonista de TLR7(8)

GRUPQO I

Derivados deshidroxifados
de isoquina
Deigado, Tesina 2025

Joh
HN Y

cl N”
Estructura lider

x=-N_y-NJ-N_o

Explarar incremento de
fa lnofila en ausencia
delf grupa dialguilaming

F F
N*‘Q\ NH
N
% N N NO,
N/ s
3 4 N
Z
Z=-CH;,-H
Y =-H, -F, -Cl, -Br
-10
6 derivados

iog
Lre
HN
m A =-CH3, -F, -Cl
P
Cl N

11-13
3 derivados

I
pd
=

()
)

¥ =Br,Cl,F H
Cl
GRUPOQ Il
. \N,N Ar/Het-Ar
| - 30 derivados
N A
22-53

Figura 15. Estructuras de compuestos a evaluar distribuidos por familia:

grupo IIIL
37

S
—
P N NBn =N NPz
N L— L—
14-21 FoyMe &N
— —M - =
8 derivados e -
grupo I, grupo I 'y



En resumen, la presente investigacion busca la optimizacion de tres sistemas quinolinicos
para generar nuevas plataformas para el desarrollo de nuevos compuestos con buena potencia
leishmanicida y selectivos.

Concretamente esta investigacion busca responder las siguientes preguntas:

(Es posible mejorar la selectividad de los derivados de isoquina con la modulacion del grupo
dialquilamino?

(Es posible mejorar la selectividad de los derivados de isoquina con la supresion del grupo
dialquilamino?

(Es posible reconocer compuestos activos andlogos de imiquimod carentes del grupo
imidazol y 2-amino en la estructura base de imidazolquinolina?

(Es posible reconocer compuestos activos de N-acilhidrazonas activos basados en quinolinas?

(Es posible reconocer un potencial 4it para avanzar en los estudios preclinicos?
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Identificar aspectos estructurales claves en analogos de imiquimod, isoquina deshidroxiladas
y quinolin-3-N-acilhidrazonas como agentes leishmanicidas en modelos in vitro de L.

infantum
3.2. Objetivos especificos

1. Sintesis y caracterizacion de pre-analogos de derivados de imiquimod 2-4

2. Sintesis y caracterizacion de algunos analogos deshidroxilados de isoquina 5-10

3. Evaluacién in vitro de actividad leishmanicida contra promastigote de L. infantum de
derivados del grupo I, grupo Il y grupo III

4. Evaluacion in vitro de actividad leishmanicida contra amastigote de L. infantum de un
selecto grupo provenientes de los grupos I, I y III.

5. Identificar el rol de diferentes funcionalidades quimicas en la actividad leishmanicida de
los pre-analogos de imiquimod 2-4, analogos deshidroxilados de isoquina 5-21 y derivados

de quinolina-3-hidrazonas 23-54
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Parte Quimica

4.1.1 Generalidades

Para llevar a cabo la sintesis y caracterizacion de alguno de los compuestos organicos
presentados en este trabajo, se dispuso de los siguientes materiales y equipos:
e Material de vidrio presente en el Laboratorio de Quimica Organica Medicinal, Instituto de
Quimica Biologica, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.
e Evaporacion de solventes a presion reducida (puntos de ebullicion bajos y medios). La
destilacion de solventes tales como CH,Cl,, CHCl;, n-hexano y acetato de etilo fueron
realizados en un rotaevaporador marca BUCHI, modelo R-114, conectado a un bafio de
calentamiento marca BUCHI, modelo B-180, y a una bomba de vacio de marca Welch.
e Puntos de fusion: los puntos de fusidon fueron medidos en un fusiometro marca Fisher-John
con un termoémetro de 300 °C (1), y no estan corregidos.
e Resonancia Magnética Nuclear (RMN): los espectros de "H-RMN, “C-RMN, ""F-RMN,
'H/'H-COSY, 'H/"®C-HMBC y 'H/"C-HSQC fueron realizados en un espectrometro marca
BRUKER Avance DPX-400 (400 MHz para los experimentos de '"H-RMN; 100 MHz para
BC-RMN), tomados en solventes deuterados como CDCl; y DMSO-d,.
e Un equipo de analisis elemental marca Perkin Elmer 2400 CHN analyser para la
caracterizacion de productos finales (< 0.4%).
e El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se controlaron por
cromatografia en capa fina con fase estacionaria silica-gel (Kieselgel 60 F254) de la firma
MERCK® y disolventes adecuados como fase movil. Los métodos empleados para revelar las
placas de TLC fueron: exposicion a luz ultravioleta y exposicidon a vapores de iodo.
e Todos los espectros correspondientes a los intermedios y derivados finales se pueden

encontrar en un documento digital llamado ANEXO.

Los siguientes reactivos como funcion de casa comercial fueron empleados sin previo
tratamiento:
Sigma-Aldrich Co: 4,7-dicloroquinolina (99%), etanol absoluto (100%), estafio (99%),
4-fluorbencilamina, 2-fluor-4-nitrotolueno, anilina, 4-hidroxiacetanilida,

N-3,5-piracinil-piperacina, = N-metilpiperacina,  N-fenilpiperacina, = N-bencilpiperacina,
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dietilamina, imidazol, N-metilhomopiperacina, miltefosina y sal de cloroquina didosfato.

Cayman: 4-Hidroxiquinolina.

MERCK?®: trietilamina (99%), 4-metil-3-cloroanilina, Fe (99.9%), p-toluidina (99%), Cul

(99%) y H,SO, (98%).
Dorwil: HCI (37%).

Disolventes tales como diclorometano, acetato de etilo, n-hexano fueron adquiridos bajo

forma técnica y posteriormente fueron purificados siguiendo el tratamiento correspondiente y

posterior destilacion de acuerdo a técnica descrita (Vogel, 2003). Otros disolventes como

acetonitrilo (MERCK®), tolueno (MERCK®™), cloroformo (MERCK®), diclorometano

(Sigma-Aldrich Co), etanol anhidro (Sigma-Aldric Co) fueron utilizados sin previa

purificacion.

4.1.2 Procedimientos de sintesis

4.1.2.1. Sintesis de derivados pre-andlogos de imiquimod 2-4

OH

-
N

OH OH
O,N S 02 o -NO2
a
_a . . + P
N N

Nitracion 1
11

b) hiddroxi-cloracion b) hfdfvxf-fbracién
¢) aminacion ¢} aminacion
F F F
NH NH N —-\\N
OoN S NO2 - NO g L
e
“ = Simuiténea o
N N reduccion/ 3 N
4 2 ciclacion -
I 3 derivados .-~ e
N '—“N -
S Imiquimod lider
= como agonista de TLR7(8)
1 N7 NH;

Esquema 1. Ruta general para la sintesis de derivados pre-analogos de imiquimod 2-4.
Condiciones de reaccion: (a) I (1 eq.), HNO; (1.2 eq.), AcOH, 90 °C, 24 h. (b) I1 6 III (1 eq.),
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POCI; (7 eq.), 80 °C, 2 h y luego, (c) 4-fluorbencilamina (1.1 eq.), acetonitrilo, 80 °C, 24 h.
(d)2 (1.0 eq.), Fe (10 eq.), HCOOH (10 eq.), NH,Cl (5 eq.), isopropanol, 80 °C, 2 h.
4.1.2.1.1. Sintesis de los intermedios de 4-hidroxi-3-nitro-quinolina II 'y

4-hidroxi-3,6-dinitroquinolina I1I a partir de nitracion de 4-hidroxiquinolina I

OH OH OH

O,N NO>
N/ AcOH N/ N/

| 90°C, 24 h I n

Esta reaccion fue realizada de acuerdo a un protocolo con pequefias modificaciones
(Buckle et al., 1975). En un balon de fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se
agregd 4-hidroxiquinolina I (200 mg, 1 eq.) y se disolvid en acido acético (5 mL).
Seguidamente, se afiadio a la mezcla 4cido nitrico (1.2. eq.) y se llevé a calentamiento a 90 °C
bajo agitacion por 24 horas. El avance de la reaccion se sigui6 por 7LC utilizando una mezcla
de n-hexano: acetato de etilo (8:2) como fase movil. Al culminar la reaccion, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y el precipitado resultante fue filtrado y posteriormente, se purificd por
una cromatografia rapida para obtener el 4-hidroxi-3-nitroquinolina II (R~0.3 en
n-hexano/AcOEt). Por su parte, de la solucion resultante de la filtracion se realizé una
extraccion con acetato de etilo. Se evapord el disolvente al vacio y se aplicd una
cromatografia en columna utilizando la fase moévil n-hexano/AcOEt (9:1), logrando separar el
4-hidroxi-3,6-dinitroquinolina I (R=0.6 en n-hexano/AcOEt) y la
4-hidroxi-3,5,6,7,8-pentanitroquinolina  (R~0.8 en n-hexano/AcOEt). Estos intermedios
fueron caracterizados por '"H-RMN vy algin caso por “C-RMN para comprobar su efectiva
obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Datos espectroscdpicos:

4-Hidroxi-3-nitroquinolina (II): solido amarillo palido, 40 mg (rendimiento 20%), R,=0.3
(n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400 MHz, acetone-d): & 8.17 (s, 1H), 7.81 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 7.72 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H).
BC-RMN (100 MHz, acetone-d6): 156.2, 143.1, 139.5, 135.4, 134.4, 129.4, 126.5, 123.4,
117.5.

4-Hidroxi-3,6-dinitroquinolina (III): solido amarillo intenso, 80 mg (40%), R~0.6 en
n-hexano/AcOEt (8:2). "H-NMR (400 MHz, acetone-dy): & 8.42 (s, 1H), 8.1 (d, J= 2.8 Hz,
1H), 8.02 (d, J=8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.46 (d, /= 8.0 Hz, 1H).
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4.1.2.1.2. Sintesis de los intermedios de N-(4-fluorbencil)-3-nitro-quinolin-4-amina 2 y
N-(4-fluorbencil)-3,6-dinitroquinolin-4-amina 4

OH OH 1) POCI5 (10 eq.) NH NH
6

2) F-BnNH, (1.0 eq. Z Z

7 7 ) 2(1.0eq) N N

Il " CH4CN 4

NO,

90 °C, 24 h

Esta reaccion fue realizada de acuerdo a un protocolo con pequefias modificaciones
(Romero et al., 2015; Valverde et al., 2018). En un balén de fondo redondo (25 mL) provisto
de un condensador, se agregd 4-hidroxi-3-nitroquinolina III (6 II) (50 mg, 1 eq.) y
seguidamente POCIl; (10 eq.). La mezcla se llevo a reflujo bajo agitacion por 2 horas. El
avance de la reaccion se siguié por 7LC utilizando una mezcla de n-hexano: acetato de etilo
(8:2) como fase moévil. Al culminar la reaccion, se dejé enfriar a temperatura ambiente y el
POCI; fue evaporado al vacio hasta obtener un aceite de color beige. Se dejo enfriar y se
agregd acetonitrilo y seguidamente, 4-fliorbencilamina (1.0 eq.) y la solucion resultante se
llevo a reflujo por 24 horas. El avance de la reaccion se siguio por 7LC utilizando una mezcla
de n-hexano: acetato de etilo (8:2) como fase movil. La mezcla se sejo enfriar, see evaporo el
disolvente al vacio y se aplicod una cromatografia en columna utilizando la fase movil
n-hexano/AcOEt (9:1), logrando separar el producto deseado 2 6 4 como so6lidos amarillos
palidos. Estos productos fueron caracterizados por 'H-RMN y *C-RMN para comprobar su
efectiva obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Datos espectroscopicos:

N-(4-fluorobencil)-3-nitroquinolin-4-amine (2): sélido amarillo palido, 23 mg (rendimiento
22%), R,=0.3 (n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400 MHz, acetone-dy): & 8.14 (s, 1H), 7.78
(d, J=8.0 Hz, 1H), 7.74 (dd, /= 8.0, 8.0 Hz, 1H), 7.62 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.0,
8.0 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.01 (dd, J = 8.0 Hz, 2H), 3.62 (s, 2H). *C-RMN (100
MHz, acetone-dy): 156.2, 143.1, 139.5, 135.4, 134.4, 132.2 (2C), 129.4, 127.1 (2C), 126.5,
123.4,117.5, 115.1 (2C), 62.1. "F-RMN (500 MHz, acetone-d;): -121.12.
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N-(4-fluorobencil)-3,6-dinitroquinolin-4-amine (4): solido amarillo intenso, 28 mg (29%),
R~=0.6 en n-hexano/AcOEt (8:2). 'H-NMR (400 MHz, acetone-d,): & 8.42 (s, 1H), 8.1 (d, J=
2.8 Hz, 1H), 8.02 (d, J= 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.45(d, J = 8.0 Hz, 2H),
7.11 (dd, J = 8.0 Hz, 2H), 3.62 (s, 2H). “C-RMN (100 MHz, acetone-d6): 157.2, 144.3,
141.8, 138.4, 135.4, 132.7, 131.1, 129.4, 128.3 (2C), 126.8, 124.4, 119.5, 116.2 (2C), 69.8.
YF-RMN (500 MHz, acetone-d,): -118.87.

4.1.2.1.3. Sintesis de 1-(4-fluorbencil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina 3

F F
Fe (10 eq.)
NH N
NO HCOOH (10 eq.) ’\\N
X 2 NH4Cl (10 eq.) X
~ isopropanol =
o N 80°C, 2 h 3 N

Esta reaccion fue realizada de acuerdo a un protocolo con pequeiias modificaciones (Hanan
et al., 2010). En un balon de fondo redondo (25 mL) provisto de un condensador, se agregd
N-(4-fluorobencil)-3-nitroquinolin-4-amine (2) (20 mg, 1 eq.), Fe (10 eq.), acido formico (10
eq.), cloruro de amonio (10 eq.), isopropanol (5 ml). La mezcla se llevo a reflujo bajo
agitacion por 2 horas. El avance de la reaccion se sigui6é por 7LC utilizando una mezcla de
n-hexano: acetato de etilo (8:2) como fase mdvil. Al culminar la reaccidn, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y el isopropanol y el acido férmico fueron evaporados al vacio hasta
obtener un aceite de color beige. La solucion resultante se neutralizo hasta pH 7, se extrajo
con acetato de etilo y el producto final se purifico mediante una cromatografia Flash
utilizando silica gel como fase estacionaria y una mezcla n-hexano: acetato de etilo (8:2)
como fase movil, logrando separar el producto deseado 3 como un sélido amarillos palido.
Este producto fue caracterizado por 'H-RMN y *C-RMN para comprobar su efectiva
obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Datos espectroscopicos:

1-(4-Fliorbencil)-1H-imidazo[4,5-c|quinolina (3): so6lido amarillo palido, 19 mg
(rendimiento 17%), R,=0.3 (n-hexano/AcOEt 8:2). 'H-RMN (400 MHz, acetone-d,): 6 8.3 (s,
1H), 8.17 (s, 1H), 7.71 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.62 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H), 7.58 (d, /= 8.0 Hz,
1H), 7.46 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.21 (dd, J = 8.0 Hz, 2H), 3.62
(s, 2H). YF-RMN (500 MHz, acetone-d,): -112.45.
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4.1.2.2. Sintesis de derivados de isoquina 5-21
Z
X
HN Y
Xy  Z=-CHs,-H
) Y=-H -F -Cl -Br
Cl N

5-10
6 derivados

Derivados deshidroxilados
de isoquina
Delgado, Tesina 2025

| Explorar incremerito de |
la lipofilia en ausencia HN
HN Y del grupo dialquilamino
N [ =) Xy A=-CHs,-F -Cl
e
= Cl N

Cl N 11-13
Estructura lider 3 derivados

=-N_)-NJ-N_D

Y =Br, CI,F H
N Y
WwW=-N NMe —N N-Ph
\ N | —
Y Y
- —N N-Bn —N N-Pz
14-21 oy Me T <N

—N
8 derivados \\/

Esquema 2. Dibujo general para la preparacion de derivados deshidroxilados de isoquinas
5-21.

4.1.2.2.1. Sintesis de derivados de isoquina deshidroxilados 5-10

cx
|
. Y=H) z HN Y

IVa (Z=Me

:32 é§=|\|\//||:: $=IC::?) 4,7-dicloroquino|ina7 SN Z=_CH,,-H

IVd (Z=Me, Y=Br) EtOH _ Y =_-H, -F, -Cl, -Br
IVe (Z=H, Y=H) NH 100°C, 24 h Cl N

IVF (Z=HO, Y=H) 2 5-10

6 derivados

Esta reaccion fue realizada de acuerdo a un protocolo con pequefias modificaciones

(Romero et al.,, 2015; Valverde et al., 2018). En un balén de 10 mL provisto de un
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condensador, se colocd 4,7-dicloroquinolina (1 eq) disuelta en etanol y dos gotas de HCl
concentrado, seguida de la adicion de la correspondiente anilina IVa-f (1.1 eq) disuelta en
etanol. Luego, esta mezcla se calienta a reflujo por 24 horas bajo agitacion constante y se
sigue por 7LC, empleando una mezcla n-hexano/AcOEt (1:1). Durante el transcurso de la
reaccion se aprecia la formacion de un sélido. Al culminar, se deja a temperatura ambiente y
el solido resultante se filtra al vacio obteniendo el correspondiente derivado de isoquina 5-10.
Estos nuevos productos finales de isoquinas deshidroxiladas fueron debidamente
caracterizados por '"H-RMN, *C-RMN vy algunos casos ""F-RMN para comprobar su efectiva
obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).

Datos espectroscopicos:

7-Cloro-N-(4-metilfenil)quinolin-4-amina (5): solido amarillo palido, 34 mg (87%), R,=0.4
(n-hexano/AcOEt 1:1). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-d,): 6 8.59 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 8.21 (d,
J= 3.1 Hz, 1H), 7.92 (d,d J = 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.70 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.12 (d, J= 5.9 Hz,
1H), 6.82 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.69 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.51 (sa, 1H), 2.92 (s, 2H). *C-RMN
(100 MHz, DMSO-d,): 148.2, 144.5, 139.1, 137.3, 135.4, 133.6, 130.3, 129.7, 128.7, 122.2
(20), 119.2 (2C), 118.2, 114.2,43.2.

7-Cloro-N-(3-flior-4-metilfenil)quinolin-4-amina (6): s6lido amarillo palido, 42 mg (82%),
R,;=0.4 (n-hexano/AcOEt 1:1). "H-RMN (400 MHz, DMSO-d): 3 8.57 (d, J = 5.9 Hz, 1H),
8.19 (d, J= 3.1 Hz, 1H), 7.95 (d,d J = 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.69 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.19 (d, J=
5.9 Hz, 1H), 6.88 (dd, J= 8.0, 8.0 Hz, 1H), 6.79 (dd, J= 12.0, 8.0 Hz, 1H), 6.72 (dd, J= 8.0,
3.0 Hz, 1H), 6.51 (sa, 1H), 2.94 (s, 2H). *C-RMN (100 MHz, DMSO-d): 148.4, 143.9,
139.4, 137.5, 136.1, 133.9, 132.5, 129.9, 129.0, 128.7, 122.2, 120.5, 118.9, 118.6, 114.2,
43.2. YF-RMN (500 MHz, DMSO-d,): -119.76.
7-Cloro-N-(3-cloro-4-metilfenil)quinolin-4-amina (7): s6lido amarillo palido, 52 mg (89%),
R;=0.4 (n-hexano/AcOEt 1:1). "H-RMN (400 MHz, DMSO-d,): 3 8.59 (d, J = 5.9 Hz, 1H),
8.24 (d, J=3.1 Hz, 1H), 7.99 (d,d J = 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.74 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.17 (d, J=
5.9 Hz, 1H), 7.10 (d, J= 3.0 Hz, 1H), 6.99 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 6.72 (dd, J= 8.0, 3.0 Hz, 1H),
6.51 (sa, 1H), 2.98 (s, 2H). *C-RMN (100 MHz, DMSO-d,): 148.6, 141.4, 140.2, 138.2,
136.8, 134.8, 133.4, 131.2, 129.4, 129.0, 125.7, 121.7, 119.9, 118.7, 115.2, 44.7.
7-Cloro-N-(3-bromo-4-metilfenil)quinolin-4-amina (8): sélido amarillo palido, 49 mg
(88%), R,=0.4 (n-hexano/AcOEt 1:1). "H-RMN (400 MHz, DMSO-d): § 8.65 (d, /= 5.9 Hz,
1H), 8.28 (d, J= 3.1 Hz, 1H), 7.97 (d,d J= 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.77 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.19 (d,
J= 509 Hz, 1H), 7.13 (d, J= 3.0 Hz, 1H), 6.98 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 6.77 (dd, J= 8.0, 3.0 Hz,
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1H), 6.52 (sa, 1H), 2.97 (s, 2H). *C-RMN (100 MHz, DMSO-d,): 148.6, 141.4, 140.2, 138.2,
136.8, 134.8, 133.4, 131.2, 129.4, 129.0, 125.7, 121.7, 119.9, 118.7, 115.2, 44.7.
7-Cloro-N-(fenil)quinolin-4amina (9): sélido amarillo pélido, 41 mg (91%), R, =0.5
(n-hexano/AcOEt 1:1). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-d,): 6 8.65 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 8.28 (d,
J= 3.1 Hz, 1H), 7.97 (d,d J = 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.77 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.19 (d, J= 5.9 Hz,
1H), 6.81 (m, 2H), 6.72 (m, 1H), 6.62 (dd, J= 8.0, 3.0 Hz, 1H), 6.52 (sa, 1H). "C-RMN (100
MHz, DMSO-d,): 147.2,142.1, 139.2, 138.4, 136.1, 133.2, 132.9, 130.4, 130.0, 125.7, 120.9,
116.9, 115.7.

7-Cloro-N-(4-hidroxi-fenil)quinolin-4-amina (10): solido amarillo palido, 29 mg (78%), R,
=0.1 (n-hexano/AcOEt 1:1). "H-RMN (400 MHz, DMSO-d,): 4 8.52 (d, J= 5.9 Hz, 1H), 8.18
(d, /= 3.1 Hz, 1H), 7.88 (d,d /= 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.72 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.07 (d, /= 5.9 Hz,
1H), 6.71 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.62 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.51 (sa, 1H). "C-RMN (100 MHz,
DMSO-dy): 148.2, 144.5, 139.1, 137.3, 135.4, 133.6, 130.3, 129.7, 128.7, 122.2 (2C), 119.2
(20), 118.2, 114.2,43.2.

4.1.2.2.2. Sintesis de los derivados de isoquina deshidroxilados 11-13

A
el
S
S |
HN
\

EtOH m A =-CHs, -F, -ClI

100°C N7

NH; 24N 11-13

Va-¢ 3 derivados

Esta reaccion fue realizada de acuerdo a un protocolo con pequefias modificaciones
(Romero et al.,, 2015; Valverde et al., 2018). En un baléon de 10 mL provisto de un
condensador, se colocod 4,7-dicloroquinolina (1 eq.) disuelta en etanol y dos gotas de HCI
concentrado, seguida de la adicion de la correspondiente anilina Va-c¢ (1.1 eq) disuelta en
etanol. Luego, esta mezcla se calienta a reflujo por 24 horas bajo agitacion constante y se
sigue por TLC, empleando una mezcla n-hexano/AcOEt (1:1). Durante el transcurso de la
reaccion se aprecia la formacion de un sélido. Al culminar, se deja a temperatura ambiente y
el solido resultante se filtra al vacio obteniendo el correspondiente derivado de isoquina
11-13. Estos nuevos productos finales de isoquinas deshidroxiladas fueron debidamente
caracterizados por '"H-RMN, “C-RMN vy algunos casos ""F-RMN para comprobar su efectiva
obtencion (ver datos espectroscopicos abajo).
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Datos espectroscipicos:

7-Cloro-N-[ (4-flGortiofenoxi)metilfenil)quinolin-4-amina (11): sélido amarillo palido, 39
mg (81%), R,=0.6 (n-hexano/AcOEt 1:1). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-dj): § 8.57 (d,J=5.9
Hz, 1H), 8.19 (d, J/=3.1 Hz, 1H), 7.93 (d,d /= 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.72 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.09
(d, J= 5.9 Hz, 1H), 7.03 (dd, J= 12.0, 8.0 Hz, 2H), 6.82 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.73 (d, J= 8.0
Hz, 2H), 6.66 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.51 (sa, 1H), 3.32 (s, 2H). "C-RMN (100 MHz,
DMSO-dy): 148.7, 143.9, 139.9, 138.2, 136.7, 133.6, 131.0, 129.7, 128.7, 127.9, 127.1,
125.2,123.9, 122.8,119.9, 119.2, 116.2, 49.3. F-RMN (500 MHz, DMSO-d;): -116.56.
7-Cloro-N-[ (4-clorotiofenoxi)metilfenil)quinolin-4-amina (12): solido amarillo palido, 34
mg (85%), R,=0.6 (n-hexano/AcOEt 1:1). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-dj): 6 8.59 (d,J=5.9
Hz, 1H), 8.21 (d, /=3.1 Hz, 1H), 7.90 (d,d /= 8.0, 3.0 Hz, 1H), 7.77 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.13
(d, J=5.9 Hz, 1H), 7.09 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.86 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.77 (d, J= 8.0 Hz, 2H),
6.69 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.49 (sa, 1H), 3.39 (s, 2H). *C-RMN (100 MHz, DMSO-d,): 148.9,
144.3, 139.8, 138.6, 137.1, 134.6, 133.0, 131.7, 129.9, 128.3, 127.9, 125.4, 124.5, 124.1,
121.2,119.9, 116.9, 49.9.

4.2. Parte biologica

La parte bioldgica comprende la evaluacion in vitro de los compuestos contra las formas
promastigote y amastigote de L. infantum. El ensayo de promastigote se realizé durante cinco
dias y se analiz6 por turbidimetria. Por su parte, el ensayo in vitro contra la forma amastigote
se llevo a cabo en el Institut Pasteur de Montevideo, cuyo equipo tuvo un alto protagonismo
en la ejecucion de los ensayos in vitro del modelo de infeccion en sus diferentes facetas. Este
ultimo ensayo se efectu6 durante cuatro dias y se cuantifico mediante mediciones de
bioluminiscencia, ya que se emple6 una cepa transgénica bioluminiscente de L. infantum.

Adicionalmente, del ensayo contra amastigote intracelulares, se indicé un dato cualitativo de
citotoxicidad y la solubilidad a 20 pM de los compuestos mas activos mediante la
observacion por microscopia de levantamiento de células (o no) asi como la verificacion
formacion de cristales en el pocillo testeado, respectivamente. A partir de estos ensayos se
realizd el analisis de la relacion estructura—actividad con el fin de establecer aquellas
modificaciones estructurales asociadas a la respuesta bioldgica observada.

Adicionalmente, de forma alternativa se determind el efecto in vitro de todos los
compuestos contra epimastigote de 7. cruzi. Datos obtenidos se encuentra listados en el

Tablas A1-3 del Apéndice (seccion 8). El procedimiento para el ensayo anti-epimastigote es
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muy similar al descrito arriba para promastigote de Leishmania y se encuentra detallado en el

Apéndice.

4.2.1 Cultivo de parasitos, promastigotes de Leishmania infantum

Los promastigotes de Leishmania (V) infantum (MHOM MAG67I7TMAP263) fueron
provistos por el Dr. M. Comini (Laboratorio de Biologia Redox de Tripanosomas, Institut
Pasteur, Montevideo, Uruguay). Los parasitos se mantuvieron en medio BHI (brain-heart
infusion, Oxoid) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor
(Capricorn), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 mg/mL). Los cultivos se incubaron
a 28 °C y los promastigotes se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial. Para los
tratamientos, las cé€lulas en crecimiento exponencial se recolectaron, contaron,

resuspendieron en medio fresco.
4.2.2. Evaluacion in vitro contra promastigote de L. infantum

El efecto de todos los compuestos del grupo I (1-4), grupo II (5-22) y del grupo III (23-54)
sobre la viabilidad de los promastigotes de L. infantum (MHOM MAG6717TMAP263) se
determin6 mediante una técnica turbidimétrica. Para ello, se prepararon soluciones madre de
los compuestos en DMSO a una concentracion de 3000 mM. El cribado se llevo a cabo en
placas de 24 pocillos, con un maximo de 1 % de DMSO por pocillo, mantenidas a 25 °C,
utilizando cultivos de L. infantum en medio con base BHI (Romero et al., 2023) ajustados a
una densidad inicial de 3x10° parasitos/mL, determinada por conteo en camara de Neubauer a
partir de una dilucion 1/10 en medio de cultivo para facilitar el recuento. Inicialmente, se
probd una concentracion estandar de 25 pM y para derivados de una inhibicién de la
proliferacion celular por encima del 50% fueron realizados experimentos adicionales
exponiendo a los cultivos de parasitos a una serie de concentraciones crecientes (4
concentraciones entre 3.125; 6.25; 12.5 y 25 pM para la mayoria de los casos, algin caso
excepcional como compuesto 44 se requirieron nueve concentraciones entre 0.05 y 25 uM).
La exposicion de los compuestos en el medio de cultivo de pardsito fue por 120 h (5 dias)
continuos. Como controles se incluyeron medio con 1 % de DMSO (control negativo) y
miltefosina como farmaco de referencia (control positivo). El efecto bioldgico de los
compuestos se evalud6 mediante mediciones de absorbancia a 595 nm en un Varioskan
ThermoFischer al quinto dia del ensayo. Los parasitos sin tratar se utilizaron para calcular el

porcentaje de inhibicion (P.L.).
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El P.I. a cada concentracion se determiné segin la siguiente formula: (A, - Ag,)/(A, - Ay,)
-100, donde:

A, = Asys es la absorbancia del pocillo que contiene el compuesto al dia 5

Ay, = Asoses la absorbancia del pocillo que contiene el compuesto al dia 0

A, = Asos es la absorbancia del pocillo en la ausencia del compuesto (control) al dia 5
Ay = Asys es la absorbancia del pocillo en la ausencia del compuesto (control) al dia 0

Los célculos de CEs, fueron obtenidos a partir de la construccidon de curvas dosis/respuesta
(P.I. vs. Log Concentracion de compuesto) y a partir de un calculo aplicando aproximacion de
Boltzmann se determiné el valor de CEs, (concentracion efectiva del 50 % del crecimiento)
mediante procesamiento matematico en el programa Origin 2021 (Origin, 2021) incluyendo

sus respectivos valores de DE (desviacion estandar).
4.2.3. Cultivo de parasitos, linea bioluminiscente de Leishmania infantum.

Se utiliz6 una linea bioluminiscente de L. infantum que expresa de forma constitutiva una
enzima luciferasa de Photinus pyralis (PpyRE9H o REOSHLUC) que se mantiene en estado
infectivo por ciclos de infeccién de ratones Balb/c [protocolo del Comité y Uso de Animales
(CEUA), Institut Pasteur de Montevideo niumero 013-2023] y aislamiento de parasitos de
bazo de animales infectados. La forma promastigote de L. infantum (cepa
MHOM/MA/67/ITMAP263) utilizados para promover la infeccion de macréfagos se cultivo
en medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) con GlutaMAXTM (Invitrogen),
complementado con 25 mM de sal sédica de HEPES (MERCK®) a pH 7,4, 10% v/v de suero
fetal bovino inactivado (SFBi, Gibco®), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina (Gibco®) y 15 pg/mL higromicina B de Streptomyces hygroscopicus
(Gibco®), en botella de cultivo con tapa de cierre hermético de 25 cm? (Corning®), en

incubador a 28 °C.
4.2.4. Cultivo de la linea celular monocitica

Las células de la linea monocitica humana THP-1 (ATCC® TIB-202TM) se cultivaron en
una botella de cultivo de 175 c¢cm? con tapa ventilada (Corning®) en una atmosfera
humidificada de 5% CO,/ 95% aire a 37 °C, en medio RPMI complementado con 10% v/v de
SFBi, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (medio completo RPMI para
THP-1).

4.2.5. Conteo de células
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La concentracion de macrofagos viables se cuenta luego de tefiir la muestra con azul de
tripan (MERCK®) 0.2% p/v. La concentracion de parasitos viables fue determinada luego de
realizar una dilucion en PBS—glucosa 1% p/v, contando parasitos moéviles. Se utiliza un

microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) y una cdmara de Neubauer (Precicolor HBG).

4.2.6. Preparacion de farmacos y compuestos

Se prepard una solucion stock de los compuestos en DMSO (MERCK®), a partir de la cual
se obtuvieron las soluciones intermedias en el mismo disolvente, para luego preparar una
solucion de trabajo en medio de cultivo completo RPMI para THP-1, que se coloca en la
placa de 96 pocillos (Corning®), para crear la placa de compuestos.

La miltefosina (MERCK®) se disolvio al inicio a 20 mM en agua destilada, y se esterilizo
por filtracion con membrana de 0.22 uym (MERCK®). A partir de esta se prepard una
solucion intermedia de 1 mM y una de trabajo de 5 uM (CEs,), agregando 6 puL en 1194 pL
de medio completo RPMI.

La cloroquina se prepard de forma parecida, se hizo una solucién madre de 20 mM en agua
destilada, esterilizada con filtro de 0.22 pm, a partir de la cual se obtuvo una solucion
intermedia de 4 mM y una de trabajo de 20 uM (CEjs).

Para el cribado primario, se prepararon soluciones intermedias de 4 y I mM en DMSO, de
las cuales se obtuvieron las soluciones de trabajo mezclando 6 pL con 1194 pL de medio
RPMI completo. Estas se evaluaron a concentraciones finales de 20 y 5 puM, verificando
visualmente la solubilidad antes de agregar 270 pL por pocillo (en cuadruplicado).

En los ensayos de concentracion-respuesta, se realizaron diluciones seriadas (1:2 0 1:3 en
DMSO) a partir de las soluciones intermedias (4 o 1 mM), de modo que el rango de
concentraciones abarcara valores de viabilidad parasitaria entre 100 y 0 %, permitiendo
estimar la CEs,, definida como la concentracion capaz de reducir la viabilidad en un 50 £+ 10

%.

4.2.7. Ensayo de cribado

El protocolo descrito por Benitez (Benitez et al., 2022) fue adaptado sustituyendo la célula
hospedadora, el macréfago de la linea J774.A1 (ATCC® TIB67™), por macrofagos
derivados de la linea monocitica humana THP-1. Esta linea se cultivd en botellas de 175 cm?

con tapa de ventilacion (Corning®) y, una vez alcanzada la densidad celular adecuada, se
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transfirid a unos tubos conicos de 50 mL, incubandose con 100 ng/mL de forbol 12-miristato
13-acetato para inducir la diferenciacion a macrofagos. Posteriormente, las células se
distribuyeron con una pipeta multicanal en una placa de 96 pocillos, a razén de 200 pL por
pocillo, con una densidad de 150.000 monocitos/pocillo. Luego de 48 horas, los macrofagos
se lavaron con PBS y se infectaron con promastigotes en fase estacionaria en una relacion 1:4
(macréfago: parasito), durante 24 h. Antes de la infeccion, se asegura que no queden residuos
del antibiotico de seleccion (higromicina) en el cultivo de parasitos, para esto, se realizan dos
lavados con PBS—glucosa al 1 % (p/v) y resuspendiendo los parasitos en medio completos
RPMI para THP-1. Después de la infeccion, se realizaron tres lavados con 200 uL de PBS
precalentado a 37 °C para eliminar promastigotes no internalizados, y se transfirieron 200 pL
desde la placa de compuestos hacia la placa de cribado. Las placas se incubaron durante
cuatro dias. La lectura del ensayo se realizo siguiendo el procedimiento de Benitez et al.,
2022 donde se utiliza el kit d¢ PROMEGA E4530, que incluye un buffer de lisis (x5,
PROMEGA E397A) y el reactivo de bioluminiscencia (LAR, Luciferase Activity Reagent,
PROMEGA E151A). Tres pocillos por condicion se lisaron y se utilizaron para determinar la
carga parasitaria por bioluminiscencia, mientras que uno se fij6 con etanol absoluto (CARLO

ERBA) y se analiz6 mediante microscopia de fluorescencia.
4.2.8. Lectura de viabilidad parasitaria por bioluminiscencia

En las filas B a G (ver Figura 16), se agregaron 30 pL del buffer de lisis %1 por pocillo y
se homogeneiz6 exhaustivamente para asegurar el lisado celular pipeteando de forma circular
contra el borde del pocillo, de arriba hacia abajo, diez veces. Se ajust6 el volumen de forma
de obtener una sefial para el control negativo (DMSO) en el orden de 0.5 a 1 millén de
unidades relativas de luminiscencia y se transfirié dicho volumen desde la placa de cribado a
una placa de lectura opaca de 384 pocillos (NUNC®) (placa de lectura). Se incub6 dicha
placa a 30 °C por 5 min en el lumindémetro [LUMIstar OPTIMA Microplate (BMG
LABTECH)]. Se descongeld el LAR a temperatura ambiente. Se agregd 30 pL por pocillo.
Se midi6 intensidad de BL configurando los siguientes parametros: 30 °C de temperatura, 10
segundos de agitacion, 5 segundos de adquisicion por pocillo, 0.2 segundos de espera en la

medida, maxima ganancia.
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Figura 16. Esquema de plaqueo para cribado de compuestos y lectura del ensayo. Cada
condicién de compuesto (Cn, compuestos a determinada concentracion) es evaluado por
cuadruplicado, por triplicado para bioluminiscencia y monoplicado para microscopia
(pocillos marcados en gris). El control negativo (rectdngulo en azul) corresponden a las
células tratadas con DMSO 0.5% (v/v) y el control positivo (rectangulo en rojo) a las células

tratadas con miltefosina 5 pM (CEs,). Este esquema fue tomado de Benitez et al., 2022.

4.2.9. Lectura por microscopia para evaluar densidad celular y confirmacion de

compuestos activos

Para la evaluacion se utilizaron las filas A y H de la placa de cribado (ver Figura 17). En
ellas se retiro el etanol de fijacion y se adicionaron 100 pL de verde de metilo al 0.0004 %
(p/v) en PBS, con el fin de tefiir el ADN. Se visualiza por un microscopio de fluorescencia
invertido (Olympus IX-81) con una cdmara ORCA (Hamamatsu) y el software libre
uManager, utilizando una longitud de excitacion de 633 nm y una longitud de emision de 677
nm. Para cada condicion se tomaron cinco imédgenes 100 x (visiéon panoramica del pocillo
control cualitativo de toxicidad sobre la célula hospedera) y al menos 10 imadgenes con
aumento 400 x cubriendo los 4 cuadrantes y el centro del pocillo. Se realiz6é una evaluacion
cualitativa de densidad de células hospederas en el pocillo y de carga parasitaria. Se
consider6 una condicion no téxica cuando mas del 80% de las células hospederas
permanecieron adheridas, y toxica cuando mas del 80% se desprendieron. Asimismo, se
defini6 clearance como una reduccion de la carga de amastigotes superior al 90 % respecto al
control negativo (ver Figura 17). Las imagenes obtenidas se procesaron y analizaron

mediante el programa FIJI.
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Figura 17. Imégenes de cultivos de macroéfagos humanos infectados y tefiidos con verde de
metilo (ADN), obtenidas con un microscopio de fluorescencia invertido Olympus IX-81. (A)
Control negativo tratado con vehiculo (DMSO 0.5 % v/v), donde se observan macréfagos
infectados. (B) Muestra tratada con un compuesto o firmaco a una concentracion parasiticida,
mostrando una reduccidon >90 % de la carga parasitaria sin afectar las células hospederas, esto

es lo que se denomina “clearance”.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Parte quimica

La parte quimica involucr6 la preparacion de los derivados pre-analogos de imiquimod
(2-4) del grupo I asi como algunos de los derivados deshidroxiladas de isoquina 5-13 del
grupo II. Derivados del 14 al 21 fueron proporcionados por el Dr. Romero, mientras los
derivados del grupo III (23-54) fueron proporcionados por el grupo del Dr. Simén Lopez de
la Universidad de Florida (EEUU). Estos grupos de compuestos del 14 al 21 y del 23 al 54 se

encuentran debidamente purificados y caracterizados.

5.1.1. Sintesis de derivados del grupo 1

Respecto a la sintesis de los derivados del grupo I, estos compuestos fueron preparados
siguiendo una ruta de sintesis de tres pasos partiendo de la 4-hidroxiquinolina como se
muestra en el Esquema 1. El primer paso envolvid una reaccion nitracion utilizando 4cido
nitrico como agente nitrante y acido acético que actuaba como disolvente y agente activante
de la deshidratacion del acido nitrico. La reaccidn fue ejecutada bajo agitacion a 80°C por 24

horas, permitiendo obtener la 4-hidroxi-3-nitroquinolina con un rendimiento del 20%. El
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producto fue obtenido mediante una filtracion directa al tratar la mezcla de reaccion con agua
fria. Del filtrado fueron detectados diferentes sub-productos de nitracion tales como
4-hidroxi-3,5,6,7,8-pentanitroquinolina, 4-hidroxi-3,6-dinitroquinolina y la
4-hidroxiquinolina que no reacciond. Estos sub-productos fueron aislados mediante una
cromatografia en columna tomando ventaja de sus diferentes valores de Rf de 0.9, 0.7 y 0.2
en n-hexano/acetato de etilo, respectivamente. La cromatografia fue ejecutada utilizando
silica como fase estacionaria y una fase movil por gradiente comenzando con una mezcla
n-hexano acetato de etilo (9:1).

Es importante mencionar que a temperaturas superiores a 80 °C se observo un incremento
de los productos de polinitracion, mientras una reduccion de la misma implicé una baja
conversion de la 4-hidroxiquinolina (Tabla 1). Una ligera mejoria en el rendimiento fue
encontrado (25%) con el uso de una mezcla 4cido acético e isopropanol, manteniendo la
concentracion de 4-hidroxiquuinolina en solucién (&cido acético/isopropanol 1:1). Otras
condiciones empleando acido sulfirico como activante de la deshidratacion del &cido nitrico
bajo condiciones suaves de reaccion (50°C, 2 h) conllevdé a una conversion total de la
4-hidroxiquinolina, pero hacia el 4-hidroxi-8-nitroquinolina. Todas las condiciones de
reaccion probadas se detallan en la Tabla 1. La presente reaccion representa una alternativa a
la estrategia reportada en la literatura (Mariotti et al., 2005), la cual ejecuta la reaccion de
nitracion en acido nitrico en presencia de acido propanoico. Aunque nuestro procedimiento
ejecutado en acido acético presenta un menor rendimiento respecto al presentado en acido
propanoico, 20% vs. 40%, es importante destacar la simplicidad operacional de la presente
estrategia para obtener la 4-hidroxi-3-nitroquinolina. El producto fue debidamente
caracterizado mediante espectroscopia de 'H-RMN, donde se distinguen cinco protones
aromaticos. A diferencia de la 4-hidroxiquinolina, que presenta seis protones aromaticos, los
protones en el compuesto nitrado se desplazan a un campo mas bajo (mayores valores de ppm
en el '"H-RMN). Un punto distinguible se aprecia en los protones del ntcleo piridinico, donde
el portén H2 se aprecia como un doblete de constante de acoplamiento (J ~ 8 Hz) derivado de
un acoplamiento H2 con el proton lactamico (NH). En contraparte, la 4-hidroxiquinolina este
protobn H2 se caracteriza por aparecer como un doble-doblete (J, ~8, J, ~8 Hz) en el
"H-RMN, mientras el proton H3, que estd ausente en el 4-hidroxi-3-nitroquinolina, aparece
con un doblete a campo alto (~6.2 ppm). Estd evidencia certifican la nitraciéon de la
4-hidroxiquinolina en la posicion 3.

Otro resultado de interés encontrado durante la presente investigacion fue encontrar una

dependencia del tautomerismo del sistema como funcién nitro-funcionalizacién. Un estudio
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detallado fue realizado para un grupo variado de 4-hidroxiquinolinas incluyendo la
4-hidroxiquinolina, 4-hidroxi-3-nitroquinolina, 4-hidroxi-3,6-dinitroquinolina,
4-hidroxi-6-nitroquinolina, 4-hidroxi-8-nitroquinolina y
4-hidroxi-3,5,6,7,8-pentanitroquinolina.En general, sin entrar en mayores detalles, este tipo
de quinolinas mostr6 una dominancia del tautomero ceto y su prevalencia fue atin mas
significativa e incluso rigida con la 8-nitro funcionalizacion. Por su parte, la polinitracion en
torno a la 4-hidroxi posicion, por ejemplo en la 4-hidroxi-3,6-dinitroquinolina y la
4-hidroxi-3,5,6,7,8-pentanitroquinolina, favorece el tautomerismo enolico.

Con la 4-hidroxi-3-nitroquinolina y la 4-hidroxi-3,6-dinitroquinolina en mano, el siguiente
paso involucra la cloracion del grupo hidroxi para dar la 4-cloro-3-nitroquinolina y
4-cloro-3,6-dinitroquinolina, respectivamente. Estd reaccion fue ejecutada en condiciones
anhidras con el uso del oxi-cloruro de fosforo (POCl;) como agente clorante y disolvente bajo
reflujo y agitacion por 1 hora. El producto fue reconocido por TLC teniendo un R,
significativamente alto (R, ~ 0.95 y 0.75 en n-hexano/acetato de etilo 7:3) respecto a la
4-hidroxi-3-nitroquinolina (R, ~ 0.3) y la 4-hidroci-3,6-dinitroquinolina, en la misma fase
movil, respectivamente. Ambos intermedios clorados fueron aislados y considerados lo
suficientemente puro para el siguiente paso de reaccion.

Con estos intermedios clorados en mano, se procedid a la preparacion de los pre-analogos
de imiquimod 2 y 4. Para ello, se procedi6 a hacer reaccionar estos intermedios clorados en
presencia de 4-fliorbencilamina en acetonitrilo como disolvente bajo reflujo por 24 horas. La
reaccion consiste de una sustitucion nucleofilica aromatica aprovechando la alta electrofilia
del anillo piridinico por la presencia del grupo 3-nitro adyacente al carbono-4, el cual se
encuentra conectado al cloro como grupo saliente. La reaccion procedio exitosamente dando
una conversion total del material de partida y los productos fueron debidamente purificados
por cromatografia en columna en silica y fase mévil de n-hexano y acetato de etilo con
rendimientos del 22 y 29%, respectivamente. Los productos fueron debidamente
caracterizados por RMN, distinguiéndose de sus respectivos materiales de partida por la
aparicion de sefiales extras en la region aromadtica que corresponden al anillo de bencilo.
Adicionalmente, la presencia del fluor fue distinguible por el multiplete tipico del proton
aromatico alfa (H3) al flaor, que no solo acopla con el proton H2 sino con el 4-flaor. Del
espectro de 'H-RMN, adicionalmente es distinguible la aparicion de una nueva sefial en 4,2
ppm correspondiente a los protones bencilicos. También la aparicion de una sefial en -77 ppm

en el espectro de "F-RMN demuestra la correcta sustitucion del 4-fliorbencilamina en el
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ntcleo de quinolina. Del espectro de *C-RMN, se distinguen 14 tipos de carbonos diferentes,
lo cual confirma la sustitucion del fragmento de 4-fluorbencilamina.

Como ultima parte, se plante6 la preparacion del compuesto 3, un tipo de
imidazolin-quinolina fusionados entre si por la cara ¢ de la quinolina. Para su preparacion, se
partio del compuesto 2 y se sometid6 a un procedimiento de reduccidon-ciclacion
intramolecular en un s6lo paso de reaccién en presencia de acido formico. La reaccion fue
ejecutada en presencia de hierro metalico en medio acido (&cido formico) para promover
primeramente la reduccion del grupo nitro al grupo amino para formar un intermedio de
1,2-diamino. Uno de estos grupos amino condensa con el acido formico para un intermediario
N-formilado, el cual en condiciones de acidez y calor pueden promover la condensacion
intramolecular entre el carbono del amino formilado y el orfo-amino adyacente para dar el
imidazolquinolino. La reaccion fue ejecutada de acuerdo a procedimiento de la literatura
(Hannan et al., 2010), en isopropanol como disolvente a 80 °C por 2 horas. El producto fue
purificado por cromatografia en columna y se obtuvo un bajo rendimiento alrededor del 17%.
El producto fue debidamente caracterizado por RMN, distinguiendo la aparicién de una
nueva sefial en 8.1 ppm correspondiente al proton NHC del anillo imidazol. Adicionalmente,
se aprecia ligero corrimiento de protones aromaticos y bencilico cuando se compara con el
material de partida, compuesto 2. Mas verificacion fue obtenida de los espectros de ’F-RMN
y BPC-RMN. Es importante mencionar que el compuesto imidazol-quinolina (compuesto 4)
fue intentado preparar, pero la reaccion resultd en una mezcla compleja, por lo cual aunado al
bajo rendimiento de la reaccién anterior, refleja que una mayor optimizacion de las

condiciones de esta reaccidn es necesarias para mejorar los rendimientos.

5.1.2. Sintesis de derivados del grupo 11

El grupo II consistido de tres sub-familias, IIA, IIB y IIC. La primera consiste de seis
derivados desaminados, donde el nucleo de 7-cloroquinolina estd funcionalizado en la
posicion 4 por un grupo anilino sustituido para completar los derivados 5-10. La segunda
sub-familia consiste de tres derivados desaminados donde el nucleo de 7-cloroquinolina esta
conectado en la posicion 4 por 4-(metil-tiofenoxidos) para completar los derivados 11-13.
Finalmente, la sub-familia IIC consiste de varios derivados deshidroxilados de isoquinas
14-21 funcionalizados por grupos piperacinos N-sustituidos, dietil-amino, terbutilamino e
imidazol. La incorporacion de estos grupos dialquilamino buscan verificar si estés

sustituciones pueden mejoran la actividad leishmanicida contra amastigote de L. infantum ya
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encontrada previamente en derivados deshidroxilados de isoquina funcionalizados con
morfolina, pirrolidina y piperidina.

Para preparar estos derivados se recurrid a una reaccion de acoplamiento directo entre la
4,7-dicloroquinolina con la correspondiente anilina sustituida. Las anilinas correspondientes
fueron proporcionadas por Dr. Romero. Los derivados de las sub-familias ITA (5-10) y IIB
(11-13) fueron preparadas en la presente tesis, mientras los derivados de la sub-familia IIC
(14-21) fueron proporcionados por Dr. Romero.

Los compuestos 5-13 de fueron obtenidos en un procedimiento bien optimizado por el grupo
que consiste de la adicion de acido clorhidrico en forma catalitica, etanol como disolvente, la
anilina (1.1 eq.) y la 4, 7-dicloroquinolina previamente disuelta. Se lleva a reflujo bajo
agitacion por 24 horas, resultando en un sélido amarillo al final de la reaccion. Este se filtra y
se purifica por cromatografia en columna de forma rapida utilizando n-hexano/acetato de
etilo (1:1), hasta obtener el producto con rendimientos entre 78-91% (Ver datos en seccion 4).
Los compuestos fueron debidamente caracterizados por RMN de protones y carbono,
distinguiendo las sefiales caracteristica del nuevo fragmento anilinico, metil bencilico y ligero

corrimiento de sefiales del nticleo de quinolina respecto a la 4,7-dicloroquinolina.

5.2. Parte biologica

5.2.1. Filosofia de los ensayos in vitro

Con los compuestos de la familia I, IT y III en mano, se procedi6 a probar su efecto in vitro
contra promastigote y amastigote de L. infantum. Adicionalmente, de forma alternativa se
determin¢ el efecto de todos los compuestos contra epimastigote de 7. cruzi y los resultados
se encuentran detallados en la Tabla A1 del Apéndice.

La parte biologica comprende la evaluacion in vitro de los compuestos en las formas
promastigote y amastigote de L. infantum. El ensayo in vitro sobre promastigotes se lleva a
cabo durante cinco dias y el andlisis se realiza por turbidimetria. Este ensayo en una fase
inicial busca la determinacion del porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular (P.1.)
para una concentracion fija de 25 pM del compuesto a probar. Para los compuestos activos,
aquellos que presenten una P.I. mayor a 50% fueron seleccionados para evaluar su efecto

leishmanicida a menores concentraciones del compuesto en orden de determinar un CEs,.
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Por su parte, en el ensayo in vitro contra los amastigote intracelulares, los compuestos
fueron incubados con células infectadas por cuatro dias y la lectura de la inhibicion de
proliferacion celular se realizo mediante bioluminiscencia. Esto se facilita por el uso de una
cepa transgénica bioluminiscente de L. infantum. Al final del experimento dependiendo del
nivel de luminiscencia (mayor luminiscencia menor o baja inhibicion de proliferacion celular,
mientras una baja luminiscencia implica una alta inhibicion de la proliferacion celular), se
determina el porcentaje de inhibicion y con ellos se determina el CEs, si el compuesto
muestra suficiente actividad. Adicionalmente, la cuantificacion por luminiscencia se confirma
mediante microscopia Optica en orden de determinar si existe o no el clearance. Como se
menciond anteriormente, clearance es la capacidad que tiene el compuesto de reducir la carga
de amastigotes intracelulares (>90%), dejando integros a los macréfagos.

Ademas, este ensayo nos permite hacer una evaluacion cualitativa de la citotoxicidad de los
compuestos mas activos, asi como evaluar la solubilidad cualitativa del compuesto a la
concentracion probada. Luego, a partir de los resultados obtenidos, se procedio a identificar a
los compuestos mas activos (CEs, menor a 20 uM) y con la informacién completa, se buscod
realizar un analisis estructura-actividad con el proposito de identificar farmacoforos claves
para cada uno de los tres sistemas quinolinicos estudiados para avanzar hacia estudios mas

detallados.

5.2.2. Resultados in vitro contra promastigote de L. infantum

Los resultados y su respectivo andlisis se van a presentar por familia en funcién de la
actividad leishmanicida contra promastigotes de L. infantum, destacando a los compuestos
activos, asi como un analisis estructura-actividad cualitativo por cada grupo. Posteriormente,
se presentard un andlisis global de los resultados derivados del experimento in vitro contra
amastigote de L. infantum. Este experimento envolvidé una seleccion basada en los
compuestos mas activos contra promastigote (CEs;< 25 uM), asi como otros derivados con

una actividad discreta a 25 uM con P.I. mayores al 35%.
5.2.2.1. Actividad antipromastigote de los derivados de grupo 1

Dentro de los derivados del grupo I, que consisten de cuatro compuestos 1-4 incluyendo el
imiquimod, se encontr6é que uno de los pre-analogos de imiquimod, el derivado 3, exhibié un
CEs, de 23.9 uM, el cual fue superior a la actividad antipromastigote del imiquimod contra

promastigote de L. infantum (CEs, de 37.10 uM). Por su parte, los otros dos pre-analogos,
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compuestos 2 y 4, que son derivados de 3-nitro-4-aminobencil-quinolina, mostraron una
actividad leishmanicida discreta contra promastigote de L. infantum con P.1. de 31.7 y 28 %,
respectivamente, bajo una concentracion de tratamiento de 25 puM.

Desde una perspectiva estructural, podemos observar que la presencia de la unidad de
imidazol fusionada a la quinolina por la cara ¢ es fundamental para generar un efecto
leishmanicida intrinseco, lo cual se demuestra por la actividad leishmanicida mostrada por los
derivados 1 y 3. En contraparte, los derivados no fusionados, compuestos 2 y 4, mostraron un
efecto leishmanicida discreto e inferior a los derivados fusionados, lo cual deja en evidencia
relevancia esta funcionalidad imidazol-quinolina. Por otra parte, los resultados encontrados
para los compuestos 1 y 3 muestran que el grupo amino no parece ser crucial en la actividad
leishmanicida, ya que su ausencia no provoca una pérdida de la actividad, sino méas bien se
observa un ligero incremento de la misma, 23.89 vs. 37.10 uM en compuesto 3 (no
2-aminado) y el imiquimod (2-aminado), respectivamente. Es importante mencionar que
aunque la relevancia del grupo 2-amino sea cuestionada para inducir una actividad
leishmanicida, si debe ser importante para promover la actividad inmunoestimulante en el
modelo de infeccion, por lo cual, no se puede descartar de esta primera evidencia.

Adicionalmente, la comparativa entre la actividad antipromastigote del imiquimod 1 y el
compuesto 3 nos deja claro que el grupo isobutilo puede ser reemplazado por el grupo
4-fluorofenil, generando un compuesto con una mejor respuesta leishmanicida. Su
contribucioén, asi como la relevancia contra amastigote intracelulares es discutida mas
adelante.

Comparando con la literatura, el imiquimod ha sido principalmente evaluado contra
modelos de LC (Hajj et al., 2018; Buates & Matlashewski, 1999; Arevalo et al., 2007;
Miranda-Verastegui et al., 2009) y solo existe un ejemplo en modelo in vitro de LV. Dicho
ejemplo muestra un modelo in vitro de L. donovani (Buates & Matlashewski, 1999). Este
ejemplo mostrd que el imiquimod no presento actividad leishmanicida contra promastigote de
L. donovani a 20 uM, lo cual est4 en consistencia con nuestro resultado contra promastigote
de L. infantum. Sin embargo, experimentos contra modelos de infeccion son claves ya que
este agonista actia como un inmunoestimulante cuya actividad contra amastigote
intracelulares fue demostrada y la misma no fue derivada de una actividad leishmanicida
intrinseca sino de la inmunoestimulacién del macréfago infectado (Buates & Matlashewski,
1999). Detalles seran discutidos mas adelante en la seccion de actividad leishmanicida in

vitro contra amastigote intracelulares de L. infantum.
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Tabla 1. Actividad leishmanicida in vitro de compuestos de grupo I contra promastigote de

L. infantum
F F F
\?/q K?NH ?i\\ ?H
mN CKTNOZ N OQN\©\)TNOZ
f N” >NH, , N” s N” f N
Compuesto P.I (%)* CE;, (uM)®
1 475+3.2 37.10+1.70
2 31.7+1.3
3 72.8+5.1 23.89+2.12
4 28+1.9

“P.I: porcentaje de inhibicién a 25 M. *Concentracion effectica (CEs,) determinada a partir de 4 concentraciones de
tratamiento del compuesto probado. Ensayos se realizaron por triplicado.

5.2.2.2. Actividad antipromastigote de los derivados de grupo 11

Respecto a la actividad antipromastigote de los derivados del grupo II, su analisis es
realizado primeramente por subgrupos y luego se presentara un analisis global del grupo. Los
derivados del grupo II se dividieron en tres sub-familias: (i) derivados deshidroxiladas de
isoquina carentes del grupo dialquilamino 5-10 (grupo IIA) (i1) derivados deshidroxiladas de
isoquina carentes del grupo dialquilamino pero de alta lipofilia 11-13 (grupo IIB) y (iii) los
derivados deshidroxilados de isoquinas funcionalizados con diversos dialquilamino
incluyendo  diversas  piperacinilo = N4-sustituidas,  dietilamino,  terbutilamino,
N4-metilhomopiperacinil (N-1,4-diazepanil) e imidazoil 14-21 (grupo IIC). Los primeros
derivados buscan demostrar la relevancia del grupo dialquilamino en la actividad
antipromastigote asi como evaluar el efecto del halégeno en el anillo anilinico. Por su parte,
el segundo sub-grupo busca verificar el efecto neto de la lipofilia en ausencia del grupo

dialquilamino, mientras el sub-grupo IIC busca reconocer otro farmacoforo de dialquilamino
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mas alla de los tipicos morfolinil, pirrolidinil y piperidinil que tienden a generar derivados de
isoquina e isotebuquina altamente activos y selectivos (Delgado, 2025).

Comenzando el analisis con los derivados del grupo I1A, sus derivados mostraron una buena
actividad antipromastigote a 25 pM, mostraron P.I. entre 70 y 81%, exceptuando los
compuestos 9 y 10 que presentaron P.I. mas bajos de 38 y 51%, respectivamente. En general,
el compuesto 5 presentd el valor de CEsy menor (9.58 uM), seguido por los derivados
orto-halogenados de cloro, bromo y flior con valores de CEs, de 10.17, 13.71 y 22.17 uM,
respectivamente. El derivado hidroxilado 10 exhibi6 un CEs, de 25.1 puM, mientras el
derivado 9 fue el menos activo de la sub-familia (P.I. =38%, CEs, < 25 uM). De los
resultados de la sub-familia IIA se puede extraer que el sustituyente de 4-metilanilino
sustituidos genera compuestos mas activos que el sustituyente de 4-hidroxianilino y el anilino
propiamente, lo cual demuestra que la ligera mayor lipofilia derivada del grupo metilo puede
ser clave en la actividad leishmanicida de estos compuestos. Dentro de los derivados de
4-metilanilinos, en general, la incorporacion del orfo-haldogeno (compuestos 6-8) decrece
discretamente la actividad antipromastigote en relacion al derivado no halogenado (5).

Por otra parte, si comparamos la actividad antipromastigote de estos derivados 5-10 con los
derivados de isoquinas dialquilamino sustituidos (ej. morfolinil pirrolidinil y piperidinil)
podemos notar que el primer grupo gener6 compuestos tan o igualmente activos (CEs, entre
10 y 14 uM) que los derivados preliminares [derivado de morfolinil (CEs,=12.5 uM) y
aquellos de piperidinil y pirrolidinil (CEsy > 25 uM)] (Delgado, 2025). Por tanto, se puede
inferir que el grupo dialquilamino es prescindible y no representa un farmacoforo esencial
para la actividad antipromastigote en el sistema de isoquinas deshidroxiladas. Mayores
detalles son discutidos en la seccion dedicada al estudio contra amastigotes intracelulares.

Respeto a los compuestos del grupo IIB que se caracterizan por reemplazar el grupo
dialquilamino por grupos lipofilicos de tiofenoxidos 4’-fltor-, 4'-cloro-, y 4 -metil-sustituido,
se observa que el derivado clorado 12 tiene la mejor actividad bioldgica del sub-grupo contra
promastigote con un P.I. de 97.6% a 25 puM y un valor de CEs, de 12.03 uM. El derivado
fluorado 11 y metilado 13 mostraron P.I. muy discreto a 25 uM con valores alrededor de
28%. En general, su actividad es comparable a aquellas registradas por los derivados del
grupo IIA y superior a derivados deshidroxilados de piperidinil y pirrolidinil contra
promastigote. Mayores detalles son discutidos en la seccion dedicada al estudio contra
amastigote intracelulares.

Por ultimo, respecto a los compuestos del grupo IIC (9 derivados incluyendo la

cloroquina), se puede observar que los derivados 16, 17 y 21 presentaron la mejor
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actividad antipromastigote con P.I. de 99.6, 69.1 y 56.8%, respectivamente, a 25 uM
de tratamiento. En contraste, los otros compuestos con sustituyentes mas lipofilicos
mostraron una disminucion marcada de la actividad. Los derivados 15 y 14
alcanzaron inhibiciones moderadas (41.2 % y 40.8 %, respectivamente), mientras
que los compuestos 19 y el 20 que se encuentran funcionalizados con grupos
dietilamino y terbutilamino, respectivamente, presentaron P.l. cercanas al 40 %. El
caso mas extremo fue el compuesto 18, que posee un sustituyente de
N4-metilhomopiperacinil, cuya actividad fue casi nula (1 % de inhibicién). Cloroquina
como referencia mostré un P.. del 51%. En general, los derivados 16, 17 y 21
fueron los compuestos mas activos del sub-grupo |IC, mostraron valores de CEs, de
12.7, <25 y 25 uM, respectivamente. De los resultados, se identificaron al grupo
piperacin-N-bencil (16) y N4-(2-pirimidinil)piperacinil (17) y el imidazoil (21) como
sustituyentes bencilico convenientes para generar compuestos con actividad
antipromastigote intrinseca, mientras terbutilamino (20), dietilamino (19),
N4-metilhomopiperacinil  (18) y N4-fenilpiperacinil (15) no mejora la actividad
antipromastigote.

En términos generales y comparando con derivados plataforma de morfolinil, pirrolidinil y
piperidinil, se puede notar que la incorporaciéon del grupo piperacin-N-bencil favorece
significativamente la actividad antipromastigote, ya que estos derivados (ver FD2 y FD3 en
Tabla 2) mostraron una baja inhibicion de crecimiento de promastigotes a 25 uM,
exceptuando el derivado de morfolinil (FD1). Por tanto, el grupo piperacin-N-bencil puede
representar un farmacoforo interesante para generar una actividad leishmanicida intrinseca.
Ademas, este tipo de sustitucion favorece la lipofilia, lo que favorece probablemente la

penetracion a través de membranas del parasito y facilita el acceso a blancos moleculares.

Tabla 2. Actividad leishmanicida in vitro de compuestos del grupo II contra promastigote de

L. infantum
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FD1 FO3
Compuesto P.I (%)* CE5, (uM)®
5 81.1 £6.7 9.58 +£0.6
6 72.8+5.9 22.17 £1.9



7 77.5+7.2 10.17 £0.9

8 70.6 £ 6.1 13.71 £1.2

9 38.0+2.1

10 51.1+4.7 253 +£2.1

11 286+ 1.9

12 97.6 +8.4 12.02 +1.1

13 289+ 1.9

14 40.8+3.2

15 412+4.1

16°¢ 99.6 +8.9 12.70 £1.2

17¢ 69.1£5.9 <25.0

18 1.0+£0.6

19 423+32

20 38.7+3.2

21 56.8+4.7 ~25.0
22 (Cloroquina) 51.0+4.2 ~25.0
Referencia FD1 71.2+6.1 1234+ 1.12
Referencia FD2 422 +£3.7 >25.0
Referencia FD3 339+29 >25.0

P.I: porcentaje de inhibicion a 25 uM. "Concentracion effectica (CEs,) determinada a partir de 5 concentraciones de
tratamiento del compuesto probado. Ensayos se realizaron por triplicado. “Bn: bencilo. ‘Pz: N-(2-pirimidinil)piperacinil.

Una comparacién global nos permite identificar a ocho potenciales candidatos, 5, 6, 7, 8, 12,
16, 17 y 21 de los 17 derivados, con valores de CEs, entre 9.58 y 25 uM. Esta actividad es
ligeramente inferior a la actividad antipromastigote observada por el firmaco de referencia de
miltefosina (CEs;= 5.2 uM) y superior a aquella encontrada por la cloroquina (CEsy ~ 25
uM). Desde el punto estructural es destacable, primeramente, que es posible acceder a
compuestos activos con la remocion del grupo dialquilamino, mientras la incorporacion de
piperacinos N-sustituidos (fenil, metil, bencil o pirimidinil) puede representar una sustitucion
alternativa a los grupos de morfolinil y piperidinil. Sin embargo, ensayos contra amastigote

intracelulares son claves para dilucidar la relevancia de cada sustitucion.
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5.2.2.3. Actividad antipromastigote de los derivados de grupo 111

Dentro del grupo III de compuestos de quinolin-3-N-acilhidrazonas, el analisis fue
primeramente realizado en sub-grupos y posteriormente, se realizd un analisis global del
sistema. El primer subgrupo consiste de los compuestos del 23 al 31 que son quinolinas
sustituidas con un grupo metoxi en la posicion 2 y carentes de sustituyente en el anillo
bencénico, asi como una variedad de sustituyentes de arilo/hetero-arilo incorporado al
carbono del grupo N-acilo. En general, los compuestos mostraron una actividad de baja con
valores de P.I. entre 12.8 y 26.5 para la mayoria de los casos. Otros casos aun mas extremos
tales como aquel de los compuestos 26 y 28 presentaron valores de P.I. de 4.1 y 2.3,
respectivamente. De este sub-grupo, solo destaca el compuesto 31 que exhibi6 un alto P.I.
(83.1%) a 25 pM y un CEs, de 5.99 uM. Por tanto, entre los sustituyentes de N-acilo
probados se encontrd que solamente el 5-nitrofurilo generé un compuesto significativamente
activo, mientras grupos de arilos sustituidos (3-cloro, 4-cloro, 4-fluor, 3-flGor, 4-nitro y
4-triifluorometil) no mejoraron la actividad leishmanicida. Esto deja claro que el grupo
S-nitrofurilo es un farmacéforo potencial en este tipo de derivados.

Respecto al segundo subgrupo de compuestos (32 al 39), este se caracteriza por el grupo
metoxi en posicion 2, un grupo metilo en la posicién 7 del anillo quinolinico asi como una
variedad de sustituyentes de arilo/hetero-arilo incorporado al carbono del grupo N-acilo.
N-Heteroarilo tal como 5-nitrofurilo no fue probado. En general, los compuestos 32, 34 y 39
exhibieron la mejor actividad leishmanicida con P.I. de 59.6, 48.1 y 40.2%, respectivamente,
mientras el resto de los derivados 33, 35, 36, 37 y 38 mostraron una modesta inhibicién con
PI. de 24.3, 11.1, 0.0, 12.5 y 9.9%, respectivamente, a una concentracion de tratamiento de
25 uM. Estos resultados muestran que la incorporacion del grupo metilo en posicién 7
favorece la actividad antipromastigote en relacion a derivados carentes de benzo-sustitucion
(23-30). Adicionalmente, se puede notar que los 3-clorofenilo, 3-metoxifenilo e inclusive
4-trifluorometilfenil generan compuestos mas activos que el resto de sustituciones arilicas.

Del tercer subgrupo de compuestos (40 al 45), que se diferencian de los derivados previos
por la introduccién del atomo de cloro como sustituyente en la posicion 7 del anillo
quinolinico, presentaron los mejores valores de P.I. respecto a los dos subgrupos anteriores.
Los compuestos 40, 41, 42, 43 y 44 exhibieron P.I de 42.1, 44.2, 69.9, 53.1 y 88.7,
respectivamente, bajo una concentracion de tratamiento de 25 puM. En particular, los

derivados 42, 43 y 44 presentaron CEs, entre > 25 y 0.79 uM. Cémo se observo en el
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sub-grupo IIIA, la presencia del 5-nitrofurilo es esencial para generar compuestos altamente
activos, siendo un farmacoéforo potencial. Otro aspecto relevante a discutir es que la
funcionalizaciéon con 7-cloro, incrementé la actividad en relacion a los compuestos
7-metil-sustituidos y no benzo-sustituidos.

El ultimo subgrupo de compuestos (46 al 54), que son caracterizados por presentar un
atomo de flior como sustituyente en la posicion 2, mostr6 una nula actividad
antipromastigote con P.I. alrededor de cero para la mayoria de los casos, exceptuando el
compuesto 53 que exhibié un P.I. de 21%, bajo una concentracion de tratamiento de 25 uM.
Desde el punto de vista estructural, este resultado demuestra que el reemplazo del grupo
metoxi por el atomo de fllor compromete la actividad leishmanicida de la isoquina
deshidroxilada.

En términos generales, la identificacion de compuestos activos demuestra que la
funcionalizacion de N-acilhidrazona con quinolinas genera compuestos no muy potentes
contra la forma promastigote. Para ello, es necesaria la incorporacion del farmacoforo de
S-nitrofurilo como N-acil-sustituyente. Si lo comparamos con nuestros antecesores basados
en ftalacinas y quinazolinas basados en 5-nitrofurilo, podemos notar que la quinolina es un
farmacoforo interesante comparable con los heterociclos de 4-cloroftalacina (Romero et al.,
2017; Romero et al., 2019) y 2-(4-fluorfenil)quinazolina (Romero et al., 2023). Otros
aspectos estructurales de estas nuevas quinolin-3-N-acilhidrazonas indican que la seleccion
de la funcionalizacion en la posicion 2 es fundamental, siendo preferible el grupo metoxi
sobre el flaor. Por su parte, respecto a la sustitucion en el anillo bencénico, la incorporacion
del 7-cloro mejora la actividad sobre el 7-metil y alin més para anillo bencénico no
funcionalizado. Finalmente, respecto a la naturaleza del grupo N-acilo, el 5-nitrofurilo generd
remarcablemente los compuestos mas activos, dando CEs, en rangos submicromolares y
nanomolares, mientras 4-clorofenilo y 3-clorofenilo gener6 compuestos con actividades
discretas entre 20 y 25 uM. La combinacion de estas funcionalidades generd el compuesto
mas activo, el compuesto 44. Este compuesto mostrd una actividad antipromastigote superior

a la miltefosina (CEs,= 5.2 uM) y atin mas sobre cloroquina (CEsy~ 25 pM).

Tabla 3. Actividad leishmanicida in vitro de compuestos de grupo III contra promastigote de

L. infantum
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

14.1 £0.8
4.1 £0.2
319 £2.3
23 +£0.1
13.8 £1.0
24.8 £1.8
83.1 £7.1
59.6 £4.3
243 £1.8
48.1 £3.2
11.1 £1.1
0.0
12.5 £0.8
9.9 £0.8
402 +£34
42.1 £3.5
442 +4.1
699 £54
53.0 £4.7
88.7 £7.9
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53 21.0 +£1.2
54 0

“P.I: porcentaje de inhibicion a 25 uM. *Concentracion efectiva (CEs,) determinada a partir de 6 concentraciones de
tratamiento del compuesto probado. ‘Determinacion de CEs, requirié de 10 concentraciones de 0.1 a 25 uM. Ensayos se
realizaron por triplicado.

5.2.2.3. Actividad antiamastigote de los derivados mds promisorios de los grupos I, I1 y 111

En este ensayo fueron seleccionados los compuestos que se consideran promisorios en base
a la actividad que se obtuvieron contra la forma promastigote. Esta seleccion incluy6 a todos
los derivados que presentaron un P.I. superior al 50% asi como también algunos compuestos
con un P.I. inferior pero que cumplan una caracteristica estructural a analizar. En total se
evaluaron 22 compuestos, los cuales incluyen a derivados de las tres familias quimicas. Del
grupo I fueron seleccionados todos los derivados: el imiquimod 1 (referencia) (CEs,
promastigote=3 7-1 UM, 2 (CEsg promastigote= 23-9 UM), 3'y 4 (CEsg promastigote™ 25 UM). La seleccion
de este ultimo derivado busca verificar y confirmar la relevancia de la funcionalizacién
imidazol sobre la actividad antiamastigote.

Por su parte, dentro del grupo II fueron seleccionados todos los derivados de los
sub-grupos IIA y IIB (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13), algunos del sub-grupo IIC (19 y 20) y la
cloroquina (como referencia). Los derivados 9, 10, 11 y 13 fueron seleccionados a pesar de su
baja actividad, en orden de analizar el efecto de las funcionalidades quimicas en el modelo
amastigote. Del sub-grupo IIC, algunos derivados activos contra promastigote tales como 16,
17 y 21 no fueron probados por su falta de disponibilidad al momento de montar el ensayo
antiamastigote que se realiza en unos momentos muy puntuales del afio. Este grupo de tres
compuestos se estiman evaluar en las proximas semanas en orden de complementar la data
generada y extraer el rol definitivo de la funcionalidad de dialquilamino.

Finalmente, del grupo III, solamente fueron seleccionados los derivados 31 y 44 por su
significativa actividad contra promastigote. Otros derivados tales como 32, 34, 42 y 43 se
estiman incluir en el proximo ensayo para verificar su potencial. No entran en la discusion de
la presente tesis de grado. Miltefosina fue seleccionada como farmaco de referencia.

Para la evaluacion fueron usadas dosis seriadas de entre 20 pM y 60 uM para la mayoria de
casos y concentraciones entre 1 y 20 uM para derivados que resultaron muy activos contra el
modelo de amastigotes intracelulares. Este ensayo es critico ya que emplea la forma
amastigote del parasito, la cual es la clinicamente relevante, y nos permite distinguir entre los

compuestos que realmente tienen un efecto leishmanicida dentro de la célula y aquellos que
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aunque muestran buena actividad en la forma promastigote, no necesariamente mantienen esa
actividad en la infeccion intracelular. Por lo tanto, estos resultados nos ayudan a identificar
cuales compuestos tienen el potencial de convertirse en hits e identificar el rol de
funcionalidad quimica para dirigir o redirigir futuros disefios.

Del primer grupo se encontrd que tanto el imiquimod 1 como el derivado 3 no presentaron
actividad antiamastigote exhibiendo P.I. de 31 y 25%, respectivamente, mientras los
derivados 2 y 4 que estan carentes del grupo imidazol mostraron actividad antiamastigote
(CEsy ~20 uM) con evidente clearance del compuesto 2 a 40 pM. Estos resultados muestran
que la estructura de imidazol-quinolina en si no parece suficiente para inducir una actividad
antiamastigote. Esto entra en contraposicion, en parte, con los resultados de Buates &
Matlashewski, 1999 donde en modelos de infeccion de BMDM con L. donovani se observd
una respuesta leishmanicida (clearance completo a 4 uM). Las variables como tipo de
macrofagos y especie de Leishmania, en nuestro caso utilizamos células THP-1 y L.
infantum, puede estar influyendo en las discrepancias en la actividad leishmanicida. Con
estos dos ejemplos y experimentos realizados no es posible responder acerca de la relevancia
de las funcionalidades en estos imidazol-quinolinas en la actividad antiamastigote. Otros
experimentos relacionados con la inmunoestimulacién (produccion de citoquinas claves,
liberacion de 6xido nitrico o expresion de proteinas de superficie del macréfago infectado tal
como el complejo MCII) puede ayudar a analizar el rol de la inmunoestimulacion en la
actividad antiamastigote asi como el efecto de la funcionalidad quimica (imidazol, 2-amino o
N-sustituyente). También un mayor nimero de compuestos con diversas funciones quimicas
puede ser de utilidad para extraer una conclusion estructural sélida. Por el momento, s6lo la
actividad antipromastigote nos indica que tanto la presencia de unidad de imidazol y la
presencia del N-(4-flaorbencilo) pueden ser relevantes al momento de disefiar agentes
leishmanicidas intrinseca. Para futuros disefos, para conservar la actividad
inmunoestimulante, es mandatorio conservar las funcionalidades de imidazol y 2-amino, y
buscar otros cambios sustanciales, probablemente a nivel del N-imidazol. En este ultimo
caso, grupos bencilos emergen como una potencial sustitucion.

Por otra parte, los derivados 2 y 4, quienes fueron considerados inactivos a 25 uM contra
promastigote, mostraron una actividad leishmanicida contra los amastigote intracelulares,
dando CEs, de aproximadamente 20 puM. Esta actividad, no implica que la ausencia de la

unidad de imidazol incrementa la actividad leishmanicida, sino mas bien que estd respuesta
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puede estar asociada a un efecto propio del grupo 3-nitro, que es muy comuin en agentes
tripanosomicida (Zuma et al., 2022).

Respecto al segundo grupo II, se probaron once compuestos. Del sub-grupo IIA, el
compuesto 5 mostrd una actividad leishmanicida significativa (CEs, ~ 1.25 uM) con un claro
clearance, el compuesto 6 exhibié una moderada actividad (CEs, ~ 1.25 uM) con clearance,
mientras los compuestos 7, 8 y 9 presentaron un CEs, alrededor de 20 uM pero sin un notable
clearance. El compuesto 10 no mostrd una actividad apreciable a 20 uM (CEy, > 20 uM). De
este grupo se puede extraer, similarmente, como fue apreciado contra promastigote (ver
Tabla 1), que la ausencia del grupo dialquilamino sigue generando compuestos activos; sin
embargo, situaciones extremas como una disminucién de la lipofilia por incorporacion de
grupo hidrofilico (hidroxilo en 10) o un remocion de grupo metilo (9) asi como un mayor
incremento de la misma por la incorporacion de halégeno lipofilicos (ej. cloro en 7 y bromo
en 8) comprometen la actividad leishmanicida de esta sub-familia de compuestos, siendo por
tanto los compuestos 5 y 6 los mas promisorios de esta sub-familia. Esto Gltimo compromete
el potencial del sistema y si lo comparamos con los derivados previos de morfolinil (CEs, 5
UM, no téxico a 20 uM) y piperidinil (CEs, 0.625 uM, téxico a 20 uM) que fueron altamente
activos 'y no toxicos a 20 puM, estos sustituyentes de dialquilamino funcionan como un
modulador del toxicidad, siendo un farmacéforo clave en el disefio de agentes leishmanicidas.

Del sub-grupo 1IB, los compuestos 11 y 12 fueron activos a potencia submicro-molar con
un claro clearance a 20 uM y CEs, de ~ 5 y 1.25, respectivamente, con solubilidad y no
toxicidad a 20 uM, mientras el compuesto 13 no mostr6é actividad. Interesantemente, el
compuesto 11 que fue inactivo contra promastigote presentd actividad antiamastigote,
mientras el compuesto 13 fue consistente con su inactividad contra ambos estadios del
parasito. En resumen de este grupo IIB, este reemplazo del grupo dialquilamino por un grupo
lipofilico como el tiofenoxi-metilo, que tenemos en los derivados 11 y 12, generaron
compouestos tan activos como las referencias FD1 (morfolinil) y FD3 (piperidinil).

Respecto al sub-grupo IIC, los compuestos 17, 19, 20 y 21, mostraron una apreciable
actividad antiamastigote (CEs,~ 5 uM), mientras el compuesto 16, que mostrdo la mejor
actividad antipromastigote, exhibié una actividad antiamastigote discreta (CEsq~ 5 pM). En
particular, el compuesto 20 si mostro lisis de macrofagos, mientras el resto de compuestos
probados del sub-grupo IIC no mostraron lisis de macrofagos. Al comparar la actividad de
estos derivados con aquella de los derivados previos de morfolinil (CEsy~ 5 uM y no toxico a

20 uM) y piperidinil (CE5~0.625 uM y toxico a 20 uM), los sustituyentes de dietilamino
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(19), N4-(2-pirimidinil)piperacinil (17) , N-metilpiperacinil (14), terbutilamino (20) y
N-imidazol (21), a pesar de generar compuestos activos, no representan una significativa
mejora y el grupo piperidinil sigue siendo un sustituyente de dialquilamino esencial en el
disefio de isoquinas deshidroxiladas potentes.

En el caso del grupo III, fueron evaluados los compuestos 31 y 44, y si bien los mismos
mostraron una potencia que fue notable en el modelo promastigote con valores de CE;, de
5.99 uM y 0.80 pM, respectivamente, su actividad frente a la forma amastigote fue
significativamente menor, es decir, ambos presentaron valores de inhibicion cercanos a los 20
uM. Aun asi, es importante destacar que ninguno mostr6 citotoxicidad en la linea THP-1, lo
que indica que la pérdida de potencia no estaria asociada a efectos toxicos sobre la célula
hospedera.

En general, la presente investigacion logro el objetivo de identificar funcionalidades
esenciales en cada uno de los tres sistemas quinolinicos estudiados, siendo un aspecto clave
para futuros disefios. Del grupo I y II se identificaron funcionalidades claves, asi como
funciones inocuas, lo cual nos permite generar una perspectiva general para futuros disefos.
Por su parte, dentro del grupo II, las preguntas formuladas antes de la tesina fueron
respondidas, encontrando que el grupo dialquilamino es importante para para modular la
potencia de los compuestos y actlia como un modulador de la citotoxicidad, siendo el
morfolinil y en especial, el piperidinil, farmacoforos claves de eleccion en el disefio de
isoquinas deshidroxiladas. La carencia de esta funcionalidad genera compuestos mas potentes
y selectivos. Ver detalles de un analisis estructura-actividad comprimido de los tres sistemas

quinolinicos en el Esquema 3.

Tabla 4. Actividad antiamastigote, solubilidad y citotoxicidad cualitativa en la linea celular

THP-1 de los compuestos mas promisorios de los grupos I, 11 y III.

Compuesto Grupo CEs, (uM) [P.L | Clearance’ Solubilidad® Citotoxicidad?
o)l
1 I >20.0 [31%] No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
2 ~20.0 [50%)] Clearance a 40 | Soluble a 20 uM | No toxico a 62.5 uM
3 >20.0 [25%] | No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
4 ~20.0 [50%] | No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
5 IIa ~1.25 [~50%)] | Clearance Soluble a 20 pM | No téxico a 20 pM
6 ~1.25 [<50%)] | Clearance Soluble a 20 pM | No téxico a 20 pM
7 ~20.0 [~50%] | No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
8 ~20.0 [~50%] | No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
9 ~ 20 [~50%] No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
10 > 20 [15%)] No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
11 IIb ~5 [~50%] Clearance Soluble a 20 pM | No toxico a 20 uM
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12 ~1.25 [~50%)] | Clearance Soluble a 20 pM | No téxico a 20 pM
13 > 20 [10%] No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
14 IIc ~5.0 [~50%] Clearance Soluble a 20 uM | No téxico a 20 pM
16 ~20.0 [~50%] | No clearance Soluble a 20 uM | No téxico a 20 uM
17 ~5.0 [~50%] Clearance Soluble a 20 pnM | No téxico a 20 pM
19 ~5.0 [~50%] | No clearance Soluble a 20 pM | No toxico a 20 uM
20 ~5.0 [~50%] | No clearance Soluble a 20 pM | Téxico a 20 pM
21 ~5.0 [~50%] | No clearance Soluble a 20 pM | No téxico a 20 pM
22 Cloroquina ~ 25 [~50%] No clearance Soluble a 20 uM | No téxico a 20 uM
31 I >20.0 No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
44 >20.0 No clearance Soluble a 20 uM | No toxico a 20 uM
FDI1° IIc-Referencia ~5.0 Clearance Soluble a 20 pM | No téxico a 20 pM
FD2¢ IIc-Referencia >20.0 No clearance Soluble a 20 uM | Téxico a 20 uM
FD3¢ IIc-Referencia ~0.625 Clearance a 2.5 | Soluble a 20 pM | Téxico a 20 pM

%CEs, and P.I. (porcentaje de inhibicion a 20 uM) entre paréntesis. "Clearance a la concentracion de prueba (20 pM en
general). “Solubilidad cualitativa en medio de cultivo (medio acuoso) apreciada por precipitacion o no de cristales del
compuesto probado. ‘Citotoxicidad cualitativa en THP-1 apreciada por lisis 0 no de las células bajo el tratamiento del
compuesto probado. °Estructuras de compuestos de codigo FD1, FD2 y FD3 ver en Tabla 2.

Grupo Il (promastigote)

-Fluorbencilo mejora
Actividad antipromastigote

antivromastigote
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Grupo Il - Discreta/moderada actividad antipromastigote
n - Remarcable actividad antiamastigote como funcion del grupo
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~ JY'I\N/\ ;\Nk ;J\N/\ _res\N/\ _;\N/\\
cl NT ~ " LN LN h
“Pz Me
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Esquema 3. Andlisis estructura-actividad cualitativo global para los compuestos estudiados:
(Grupo I) pre-anéalogos de imiquimod 1-4; (Grupo II) derivados deshidroxilados de isoquina
5-21 y (Grupo III) derivados de quinolin-3-N-acilhidrazonas 23-54.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se estudiaron tres familias de derivados de quinolinas con el objetivo de
identificar farmacoforos claves que determinen la actividad leishmanicida y ademas
seleccionar aquellos compuestos con el potencial para avanzar hacia mas ensayos preclinicos.

En los preandlogos de imiquimod (grupo I) se confirmdé que el grupo amino no es
indispensable para la actividad antipromastigote, mientras que la estructura base de
imidazol-quinolina es esencial y el grupo N-(fltior)bencilo representa un potencial
farmacoforo. Sin embargo, mayores investigaciones son necesarias, incluyendo la
preparacion de un grupo mas amplio de compuestos con diversas funcionalidades asi como
estudios  inmunoldgicos, en orden de  buscar una  respuesta  dual
leishmanicida/inmunoestimulantes.

El grupo II (derivados deshidroxilados de isoquina) fue la familia mas prometedora. Se
observd que los grupos dialquilamino producen compuestos activos, aunque con diferencias
en la citotoxicidad. De manera destacada, los derivados desaminados conservaron e incluso
mejoraron la actividad, siendo los compuestos 5, 6 y 12 los mas relevantes de las tres familias
quimicas, con un CEso del orden de submicromolar en ambas formas del parésito. Estos
derivados representan potenciales hits para futuros ensayos y optimizacion de la isoquina
deshidroxilada como estructura lider. Por su parte, los sustituyentes de dietilamino y
terbutilamino generaron compuestos activos; sin embargo, su moderada respuesta y toxicidad
en algunos casos, confirm6 que el grupo morfolinil y en especial el piperidinil son los
farmacoforos de eleccion para el disefio de isoquinas deshidroxiladas potentes y selectivas
contra modelos de infeccion, al menos in vitro de L. infantum. El derivado de piperidinil
emerge como un potencial candidato para extender nuestro estudio a ensayos preclinicos
avanzados.

Respecto a las 3-quinolin-hidrazonas (grupo III), se identificaron compuestos altamente
activos en promastigote (como el 31 y 44), pero con pérdida de la actividad en amastigote,
evidenciando asi limitaciones relacionadas a la penetracion de la membrana celular. El
analisis de estructura-actividad permitid establecer que el 5-nitrofurilo es un farmacéforo ya
que genera compuestos altamente activos, mientras que la introduccion las sustituciones en
las posiciones 7 y 2 actuan como un amplificador de la potencia leishmanicida, siendo
preferido el cloro y metoxi en la posicion 7 y 2, respectivamente. Por su parte, la pérdida de
la actividad observada en amastigote para estos compuestos 31 y 44 invita a que es

fundamental realizar cambios estructurales que faciliten el acceso del compuesto al
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amastigote. Probablemente, estos deben ir dirigidos a la incorporaciéon de grupo basicos y un
ligero incremento de la lipofilia, manejando dichas variables en simultaneo o en forma
separada en los sistemas quimicos modificados.

En resumen, la presente tesis de grado logr6 el objetivo planteado de investigar las
funcionalidades claves en la actividad leishmanicida en nuevos sistemas pre-analogos de
imiquimod y quinolin-3-N-acilhidrazonas asi como alcanzar una mayor optimizacion de la
plataforma de isoquina deshidroxiladas. Esta informacion ha permitido abrir nuevas puertas
para afinar el disefio de los sistemas quinolinicos del grupo I y II, asi como continuar el

desarrollo de las isoquinas deshidroxiladas como plataforma lider.
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9. APENDICE
9.1. Cultivo de parasitos, epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Los epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tulahuen 2 (clon CL Brener) fueron provistos por el Dr.
H. Cerecetto (Laboratorio de Quimica organica Medicinal, Facultad de Ciencias, Instituto de
Quimica Biologica, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay). Los parasitos se
mantuvieron en medio BHI (brain-heart infusion, Oxoid) suplementado con 10 % de suero
fetal bovino (SFB) inactivado por calor (Capricorn), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina
(100 mg/mL). Los cultivos se incubaron a 28 °C y los epimastigotes se cosecharon en la fase
de crecimiento exponencial. Para la diferenciacion y el mantenimiento de los promastigotes
también se empled el medio LIT, compuesto por triptosa (15 g/L), extracto de levadura (5
g/L), extracto de higado (2 g/L), hemina disuelta en NaOH (0,02 g/L), glucosa (4 g/L), NaCl
(9 g/L), KCI (0,4 g/L) y Na-HPO«: (7,5 g/L), ajustado a pH 7,4. Dicho medio se suplementd
con 10 % de SFB y los cultivos se mantuvieron a 29 °C. Para los tratamientos, las células en

crecimiento exponencial se recolectaron, contaron, resuspendieron en medio fresco.
9.2. Evaluacion in vitro contra epimastigote de T. cruzi

El efecto de todos los compuestos del grupo 1 (1-4), grupo 2 (5-22) y del grupo 3 (23-54)
sobre la viabilidad de los epimastigotes de 7. cruzi (Tulahuen, clon CL Brener) se determin6
mediante una técnica turbidimétrica. Para ello, se prepararon soluciones madre de los
compuestos en DMSO a una concentracion de 3000 mM. El cribado se llevo a cabo en placas
de 24 pocillos, con un maximo de 1 % de DMSO por pocillo, mantenidas a 25 °C, utilizando
cultivos de 7. cruzi ajustados a una densidad inicial de 3x10° parasitos/mL, determinada por
conteo en camara de Neubauer a partir de una dilucion 1/10 en medio de cultivo para facilitar
el recuento. Inicialmente, se probd una concentracion estandar de 25 uM y para derivados de
una inhibicion de la proliferacion celular por encima del 50% fueron realizados experimentos
adicionales exponiendo a los cultivos de pardsitos a una serie de concentraciones crecientes
(5 concentraciones entre 3.125; 6.25; 12.5 y 25 uM para la mayoria de los casos, algin caso
excepcional como compuesto 44 se requirieron nueve concentraciones entre 0.05 y 25 uM).
La exposicion de los compuestos en el medio de cultivo de parasito fue por 120 h (5 dias)

continuos. Como controles se incluyeron medio con 1 % de DMSO (control negativo) y
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miltefosina como fiarmaco de referencia (control positivo). El efecto bioldgico de los
compuestos se evalud6 mediante mediciones de absorbancia a 595 nm en un Varioskan
ThermoFischer al quinto dia del ensayo. Los parasitos sin tratar se utilizaron para calcular el
porcentaje de inhibicion (P.L.).

El P.I. a cada concentracion se determiné segun la siguiente formula: (A, - Ag,)/(A, - Ay,)
-100, donde:

A, = Asys es la absorbancia del pocillo que contiene el compuesto al dia 5

Ay, = Asoses la absorbancia del pocillo que contiene el compuesto al dia 0

A, = Asos es la absorbancia del pocillo en la ausencia del compuesto (control) al dia 5
Ay = Asys es la absorbancia del pocillo en la ausencia del compuesto (control) al dia 0

Los célculos de CEs, fueron obtenidos a partir de la construccion de curvas dosis/respuesta
(P.I. vs. Concentracion de compuesto) hasta obtener las correspondientes curvas con
tendencia logaritmica y a partir de un calculo aplicando aproximacion de Boltzmann se
determino el valor de CEso (concentracion efectiva del 50 % del crecimiento) mediante
procesamiento matematico en el programa Origin 2021 (Origin, 2021) incluyendo sus

respectivos valores de DE (desviacion estandar).
9.3. Resultado de actividad antiepimastigote de compuestos 1-54

Tabla Al. Actividad tripanosomicida in vitro de compuestos de grupo I contra epimastigote

de T cruzi
Compuesto P.I (%)* CE5, (uM)®
1 64.3 28.1£2.1
2 37.1
3 55.1 22.3
4 30.2

*P.I: porcentaje de inhibicién a 25 M. *Concentracién effectica (CEs,) determinada a partir de 5 concentraciones de
tratamiento del compuesto probado. Ensayos se realizaron por triplicado. Desviacion estandar (DE) se encuentran por debajo
del 10% para todos los compuestos probados.
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Tabla A2. Actividad tripanosomicida in vitro de compuestos del grupo II contra

epimastigote de 7. cruzi

Compuesto P.1. (%) CE5, (nM)
5 11.6 8.2
6 52.1
7 56.5 11.9
8 61.9 154
9 28.3 14.6
10
11
12 79.9 8.8
13 29.9
14 28.7
15 39.7
16 95.7 14.9
17 37.0
18 0
19 35.6

20 39.2
21 26.6
22 34.1

P.I: porcentaje de inhibicion a 25 uM. "Concentracion effectica (CEs,) determinada a partir de 5 concentraciones de
tratamiento del compuesto probado. Ensayos se realizaron por triplicado. Desviacion estandar (DE) se encuentran por debajo
del 10% para todos los compuestos probados.

90



Tabla A3. Actividad tripanosomicida in vitro de compuestos de grupo III contra

epimastigote de T cruzi.

Compuesto P.I (%)* CE5, (uM)®

23 34

24 15.2

25 13.5

26 34.1

27 28.8

28 18.2

29 13.1

30 31.0

31 81.8 6.2
32 100

33 100

34 100

35 0

36 8.9

37 30.8

38 14.3

39 31.4

40 66.3

41 44.4

42 52.1

43 53.6

44 77.9 1.3

91



45 1.3
46 0
47 0.1
48 13.8
49 1.2
50 2.0
51 0
52 10.0
53 6.5
54 4.8

P.I: porcentaje de inhibicion a 25 uM. "Concentracion effectica (CEs,) determinada a partir de 5 concentraciones de
tratamiento del compuesto probado. Ensayos se realizaron por triplicado. Desviacion estandar (DE) se encuentran por debajo
del 10% para todos los compuestos probados.
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