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Pensamiento

Para curar una enfermedad primero hay que curar ratones.
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Resumen
Resumen

La leishmaniasis es causada por protozoos parasitos del género Leishmania, que son
transmitidos por la picadura de fleb6tomos infectados. En la actualidad, no existe una
vacuna contra esta enfermedad y los medicamentos disponibles presentan limitaciones
por su toxicidad, alto costo y resistencia de los parasitos. Algunos derivados indazoles
han demostrado actividad in vitro e in vivo frente a Trichomonas vaginalis y Trypanosoma
cruzi. Siguiendo estos antecedentes se decidié evaluar la actividad de 41 derivados
indazoles sobre Leishmania amazonensis en modelos in vitro, in silico e in vivo. Se evaluo
la actividad en estudios in vitro sobre promastigotes y amastigotes de L. amazonensis y
se determind la citotoxicidad sobre macrofagos peritoneales. Con los resultados in vitro,
se identificaron los sustituyentes que aportaban mayor actividad/selectividad utilizando el
programa SARANEA. Finalmente, se estudiaron los compuestos frente a la leishmaniasis
cutanea experimental en ratones BALB/c. En los estudios in vitro, 16 compuestos
demostraron Clsp < 1 pg/mL sobre promastigotes y un indice de selectividad > 10. Entre
ellos, 10 mostraron Clso < 3 pg/mL sobre amastigotes intracelulares. En los estudios in
silico, los compuestos fueron separados en dos grupos de acuerdo a las estructuras
guimicas, la pirrolidina y las aminas terciarias fueron las cadenas laterales que mas
influencia tuvieron en la actividad de los compuestos. En el modelo in vivo fueron
evaluados tres compuestos, de los cuales el producto NV13 mostré6 una actividad
significativa (p < 0,05) al compararlo con el grupo control no tratado y similar (p > 0,05)
con el grupo tratado con anfotericina B. Los ensayos realizados evidenciaron la

potencialidad de los derivados indazoles como agentes antileishmaniales.
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Abstract

Abstract

Leishmaniasis are a group of parasitic diseases caused by different protozoan species of
Leishmania genus, transmitted by infected phlebotomine. Currently, a vaccine is yet to be
produced and the therapies are inadequate by high toxicities, prices and the emergence of
resistant parasites. Some indazoles derivatives have showed activity in vitro and in vivo
against Trichomonas vaginalis and Trypanosoma cruzi. Following these previous reports,
we have been evaluated the potentialities of 41 indazole derivatives against Leishmania
amazonensis in vitro, in silico and in vivo models. We determine the cytotoxicities of
compounds against macrophages peritoneal. We evaluate the activity of the products in
vitro study on promastigotes and amastigotes of L. amazonensis. Whith results on
promastigotes we determine de structure-activity relationship (SAR) in SARANEA
software. Finally, compounds were studied on experimental cutaneous leishmaniasis in
BALB/c mice. In the in vitro studies, 16 compounds were selected due to demonstrate: ICsg
< 1 pg/mL against promastigotes and selectivity indexes > 10. Among them 10 showed
ICs0 < 3 pg/mL on amastigote. In the in silico studies, compounds were grouped in two
main cluster according the chemical structures, which the pyrrolidine and tertiary amines
were the lateral side that most influence in the activity of compounds. In the in vivo model,
three compounds were evaluated in BALB/c mice. Among them, the NV13 was the best
compound, which significantly decrease (p < 0.05) the lesion size in relation to untreated
animals and treated mice with amphotericin B. The results evidenced the potential

antileishmanial activity of indazol derivatives.
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Abreviaturas

A

ADN: Acido desoxirribonucleico

AmB: Anfotericina B desoxicolato de sodio
ARN: Acido ribonucleico

C

CBQ: Centro de Bioactivos Quimicos, Villa Clara, Cuba

CCso: Concentracion Citotoxica Media

CCEP: Comisién Cientifica Especializada de Parasitologia, Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri”, La Habana, Cuba

CEI: Comité de Etica Institucional del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, La
Habana, Cuba

CCEP: Comisién Cientifica Especializada de Parasitologia,

CD4+: Células T CD4+

CD8+: Células T citotoxicas

CENPALAB: Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio,

Mayabeque, Cuba

Clso: Concentracion Inhibitoria Media

CMC: Carboximetil-celulosa

CP: Carga Parasitaria

CPM: Concentracion Parasiticida Media

D

DAT: Ensayo de aglutinacion directa (de sus siglas en inglés Direct Agglutination Test)
dClso: Valores de deseabilidad de la Cls, sobre promastigotes de L. amazonensis
dCCsq: Valores de deseabilidad de la CC50

DDT: Diclorodifeniltricloroetano

DE: Desviacion estandar

DMSO: Dimetilsulfoxido

DMT: Dosis Maxima Tolerada
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Abreviaturas

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (de sus siglas en inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay)

H
h: horas
H,O,: Perdxido de Hidrégeno

|

IFA: Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (de sus siglas en inglés Indirect Fluorescent
Assay)

IFN-y: Interferbn gamma

IL: Interleucina

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, La Habana, Cuba

IS: indice de Selectividad

L

LC: Leishmaniasis Cutanea

LCD: Leishmaniasis Cutanea Difusa

LCR: Leishmaniasis Cutanea Recidiva

LMC: Leishmaniasis Mucocutanea

LPKA: Leishmaniasis Dérmica Post-kala-azar

LV: Leishmaniasis visceral

M

min: minutos

N
NSG: Redes de similitud estructural (de sus siglas en inglés Network-Like Similarity
Graphs)

O
OECD: Organizacion Econdmica para la Cooperacion y Desarrollo
OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OPS: Organizacién Panamericana de la Salud


zim://A/Organizaci%C3%B3n_Panamericana_de_la_Salud.html
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Abreviaturas

P
p.i.: Post-infeccion
p.t.: Post-tratamiento

R

RCP: Reaccion en cadena de la polimerasa

RI: Reduccién de la Infeccién

RPMI 1640: Medio Roswell Park Memorial Institute 1640

S
SAR: Relacion estructura-actividad (de sus siglas en inglés Structure-Activity Relation)

Sb": Antimonio trivalente
SbY: Antimonio pentavalente
SFB: Suero Fetal Bovino

T
Th1: Células T cooperadoras tipo 1
Th2: Células T cooperadoras tipo 2
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa (de sus siglas en inglés Tumor Necrosis Factor)

\Y
Vero: Linea celular aislada de células epiteliales de riidn del mono verde africano

(Cercopithecus aethiops)
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Introduccién

1. Introduccién

La leishmaniasis comprende un conjunto de enfermedades provocadas por protozoos
parasitos de la familia Trypanosomatidae, clase Kinetoplastida, género Leishmania
(Kaufer et al., 2017). En la actualidad, se describen 18 especies de Leishmania patégenas
al hombre. La forma natural de transmisién es vectorial, por dipteros de la familia
Psichodidae, del género Lutzomya en el continente americano y Phlebotomus en Europa,
Asia y Africa (Sacks y Kamhawi, 2001). El ciclo de vida de este parasito comprende dos
estadios: el promastigote, extracelular, alargado y flagelado, presente en el insecto vector;
y el amastigote, ovalado e inmdvil, intracelular obligado en células mononucleadas como

los macrofagos en el huésped vertebrado (Kaye y Scott, 2011).

Esta parasitosis es endémica en regiones tropicales y subtropicales de 98 paises de Asia,
Africa, América y la region del Mediterraneo, 72 de ellos en vias de desarrollo
(PAHO/WHO, 2018). Actualmente, se estiman de 12 a 15 millones de personas infectadas
en todo el mundo, 350 millones en riesgo de adquirir la enfermedad y una prevalencia de
1,2 a 2 millones de casos nuevos cada afio con 70 000 defunciones (Torres-Guerrero et
al., 2017).

En los ultimos 25 afios, han aumentado los casos de leishmaniasis en todo el mundo
debido a varios factores. En primer lugar, la globalizacion y el cambio climatico favorecen
la presencia de la enfermedad en areas no endémicas (Steverding, 2017). Otras acciones
como la deforestacién, inmunosupresion (pacientes con el Virus de Inmunodeficiencia
Humana, trasplantes de érganos o inmunoterapias), el desarrollo de resistencia a los
farmacos convencionales, las migraciones, la importacion de perros, las guerras y los
desastres naturales, son factores que favorecen la distribucion mundial de la enfermedad
(Okwor y Uzonna, 2016).

El desarrollo de esta parasitosis depende de las caracteristicas del parasito y la genética
del hospedero que determina o no una efectiva respuesta inmune. De acuerdo con las
manifestaciones clinicas, se describen tres formas principales: leishmaniasis cutanea
(LC), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV). La LC se manifiesta
con lesiones en la piel que pueden llegar a ulcerar y, en general, curan espontaneamente.
La LMC compromete fundamentalmente la boca, nariz y garganta, provocando la

destruccioén de los tejidos blandos, por lo que puede llegar a ser fatal. La LV afecta sobre

1
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todo el bazo, el higado y la médula 6sea, siendo letal en la mayoria de los casos no
tratados (Reithinger et al., 2007; Torres-Guerrero et al., 2017).

La vacunacion podria constituir el método mas seguro para la prevencién de esta
enfermedad, ya que la estimulacién de una respuesta inmune protectora mediada por
células cooperadoras tipo 1 (Thl, del inglés T helper) y citotoxicas (CD8+) contribuyen a
eliminar la infeccion. Sin embargo, en la actualidad no se dispone de una vacuna eficaz y
segura para prevenir la leishmaniasis (Kumar et al.,, 2017). Existen otras medidas
principalmente en areas endémicas encaminadas al control de vectores, la educacion
sanitaria y la eliminacion de los reservorios, pero no son suficientes para disminuir el
namero de casos nuevos que se presentan cada afio (Davies et al., 2003; Alvar et al.,
2012).

En muchos paises, los derivados de antimonio pentavalente son aun los farmacos
antileishmaniales de primera linea; pero su utilizacién ha disminuido con el aumento de la
resistencia (Jeddi et al., 2011). Como segunda linea, se recomiendan la pentamidina y la
anfotericina B (AmB); aunque su utilizacion se ve limitada por la toxicidad, alto costo y la
necesidad de hospitalizar a los pacientes para la administraciéon y monitoreo de los
efectos adversos (Oliveira et al., 2011). La miltefosina es otra de las alternativas
terapéuticas, y sus principales ventajas incluyen la administracion oral y corta duracion del
tratamiento. Sin embargo, sus efectos teratogénicos constituyen una limitacién (Ghorbani
y Farhoudi, 2018). Por lo tanto, la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas eficaces

y seguras para el tratamiento de esta enfermedad continGa siendo una necesidad.

A lo largo de los afos, se han llevado a cabo distintas estrategias para el desarrollo de
nuevos farmacos contra la leishmaniasis (Monzote, 2011; Gémez V, 2013; Grogl et al.,
2013). Entre ellas, se distingue la evaluacion de familias de compuestos obtenidos por
sintesis quimica en busca de nuevos agentes antileishmaniales. En estudios previos,
fueron estudiados diferentes derivados del 5-nitroindazol frente a Trypanosoma cruzi
(Fonseca-Berzal et al., 2016; Fonseca-Berzal et al., 2018) y Trichomonas vaginalis
(Fonseca-Berzal et al., 2018) con resultados alentadores. Posiblemente, el mecanismo de
acciéon de estos compuestos esté relacionado con la formacion de radicales libres que
causan un desbalance del estado redox en el parasito y como consecuencia la muerte
celular (Boiani et al., 2009). Considerando las potencialidades de estos compuestos frente
a diferentes protozoos relacionados desde el punto de vista genético con Leishmania, en
particular T. cruzi que pertenece a la misma familia Trypanosomatidae, y el posible

2
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mecanismo antiparasitario sugerido, en el presente trabajo se evallan 41 compuestos
pertenecientes a cuatro series de derivados del 5-nitroindazol frente a L. amazonensis en

modelos in vitro, in silico e in vivo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antileishmanial de 41 derivados indazoles in vitro, in silico e in vivo

sobre L. amazonensis.

2.2 Objetivos especificos

1. Seleccionar los derivados indazoles promisorios a partir de estudios in vitro de
actividad antileishmanial y citotoxicidad.

2. Determinar las cadenas laterales que aportan mayor actividad y selectividad en
los derivados indazoles a través de su relacion estructura-actividad.

3. Evaluar el efecto de los derivados indazoles seleccionados frente la LC en

ratones BALB/c infectados experimentalmente con L. amazonensis.
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3. Revision Bibliogréfica

3.1 Taxonomia

Los primeros estudios sobre la taxonomia del parasito Leishmania estaban basados en
criterios como vectores, distribucion geogréfica, tropismo, propiedades antigénicas y
manifestaciones clinicas (Bray, 1974; Lumsden, 1974; Pratt y David, 1981; Lainson y
Shaw, 1987). Actualmente, se propone una clasificacion basada en los datos de
distribucion geografica, sintomas clinicos asociados y desarrollo en el insecto vector en
combinacion con marcadores bioquimicos, inmunolégicos y moleculares. A continuacion
se muestra la taxonomia de las especies de Leishmania donde el hombre actia como
reservorio (Akhoundi et al., 2017).

Reino: Protista
Phylum: Protozoa
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
L. major L. major
.g L. tropica L. tropica L. aethiopica
g L. donovani L. donovani L. infantum
< |3 . . | L
= o| L.mexicana % L. mexicana L. amazonensis )
E %_ e venezuelensis
2 €| L.braziiensis | 2| L. braziliensis L. peruviana
E’ <s © L. guyanensis - L. guyanensis L. panamensis L. shawi
% L. lainsoni L. naiffi L. lindenbergi
> L. enrietti L. siamensis
L. herreri L. colombiensis

3.1.1 Agente etioldgico

El parasito Leishmania tiene dos estadios fundamentales en su ciclo de vida: promastigote
y amastigote (Figura 1 y 2, respectivamente). Los promastigotes son moviles, alargados,
de 10-15 pm de longitud, con un solo flagelo anterior. Son extracelulares y se encuentran

en el insecto vector. En cambio, los amastigotes son inmoviles, tienen forma esférica, de
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3-5 um de longitud, sin flagelo, son intracelulares obligados y estan presentes en el
hospedero vertebrado (Dawit et al., 2013).

- .

~ o
Figura 1 Promastigotes modviles de Leishmania teflidos con Giemsa. (Tomado de
https://www.google.com/search?q=Leishmania&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahU

KEwi33Knk78jkAhWhzlkkHaKgDjcQ_AUIEigB#imgdii=108ZdPIsgBiWrM:&imgrc=yDpsX9
W7sL_AYM:Promastigote)

o 8
.‘u'. -
LR -

\j

Figura 2 Macréfagos peritoneales de raton BALB/c infectados con amastigotes de L.
amazonensis, tefiidos con la técnica de Giemsa. Aumento 1000x. (Foto tomada por los

autores en el Laboratorio de Parasitologia del Centro de Bioactivos Quimicos, Villa Clara).

3.1.2 Ciclo biolégico

El ciclo de vida comienza cuando una hembra del insecto vector toma sangre para
alimentarse de un vertebrado hospedero infectado. Una vez en el vector adopta la forma
de promastigote en el intestino, se multiplican y migran a la cavidad bucal. Cuando el
insecto realiza una segunda toma de sangre en un hospedero sano lo infecta con el

parasito a través de la transmision de promastigotes metaciclicos. La diferenciacion a
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amastigotes ocurre dentro de los macrofagos maduros, sus dianas principales, alli
sobreviven a las altas temperaturas y pH bajo de los fagolisosomas y se multiplican hasta
causar la lisis de estas células. Los amastigotes libres pueden infectar nuevos
macroéfagos, diseminando la infeccion hasta causar las primeras manifestaciones clinicas
(Dawit et al., 2013; Rossi y Fasel, 2017). En la Figura 3 se muestra el ciclo de vida de

Leishmania.
Estadio en el vector - ) Estadio en el ifero hospedero —
e ) _ — G
1b. La hembra del Macréfago ~7 > N o "i‘:f‘;? ‘;g:ss ::rn

1a. La hembra del vector toma o

vector toma la sangre N
la sangre y trasmite los

con los macrofagos

{ los
\ | promastigotes

infectados con promastigotes a la piel del —
amastigotes hospedero P . ’
Amastigote k- : D

de otras
S P células

2b. Los macrofagos = \) J 3a.
infectados son / = N P Promastigotes
ingeridos por el vector [ | P < ) setransforman
2 — /-.\ & T-:‘ || enamastigotes
@) ) ’ ( 6a.Infeccion (o ¢

5a.Ruptura o8 ' _ &
de células \»
infectadas P @)

3b. Amastigotes se e
transforman en y ®
promastigotes _d

—p
® }/

L

4a. Crecimientoy
multiplicacion de

J e amastigotes dentro de los
macrofagos de diferentes
4 S tejidos

4b. Transformacion de promastigotes
a las formas metaciclicas infecciosas

Figura 3 Ciclo de vida de Leishmania. (Tomado de Lipoldova y Demant, 2006)

3.2 Epidemiologia

La leishmaniasis es una enfermedad presente en Asia, Africa, América y la region del
Mediterraneo (Torres-Guerrero et al., 2017). Su distribucién geogréafica depende tanto de
los fleb6tomos como de las condiciones de desarrollo del parasito (Dawit et al., 2013).
Entre las enfermedades parasitarias, la leishmaniasis ocupa el segundo lugar en cuanto a
mortalidad y el cuarto en morbilidad después de la malaria, la esquistosomiasis y la
diarrea amebiana (Savoia, 2015). A pesar de alcanzar estas cifras, la leishmaniasis es
ignorada en la lista de prioridades de las enfermedades tropicales. Las razones son:
compleja epidemiologia y ecologia, imposibilidad para gestionar los casos, la
desactualizacion de los datos sobre incidencias recientes y el poco apoyo de las

autoridades pertinentes para reconocer su importancia (Alvar et al., 2012).

En un estudio realizado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2012 para

conocer la carga y distribucion de la leishmaniasis, se informa que el 90% de los casos
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globales de LV ocurrieron en Bangladesh, Brasil, Etiopia, India y Sudan; 70% de los casos
de LC ocurrieron en Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Iran,
Sudan y la Republica Arabe Siria. Entre estos, Brasil constituy6 el pais de mayor carga en
ambas formas clinicas (Alvar et al., 2012). A pesar de estos datos, hay una subestimacion
de la incidencia y prevalencia real de esta parasitosis, ya que de los 98 paises endémicos,
solo en 52 es de notificacion obligatoria. Por tanto, los datos que se presentan a nivel
mundial no muestran la realidad de esta enfermedad para los humanos. Algunos de los
factores que contribuyen a esta problematica son: transmisién discontinua en areas

endémicas y muchos casos no son diagnosticados o no se declaran (Silveira et al., 2007).

3.2.1 Vectores

Los vectores de Leishmania son conocidos en algunas regiones como flebotomineos Se
han descrito seis géneros, de ellos solo los dos que se mencionan a continuacion tienen
importancia médica: Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo.
Para que la transmision se realice con éxito, el parasito necesita vencer diferentes
obstaculos entre los cuales esta infectar la especie de fleb6tomo correcta. Entre las mas
de 900 especies de vectores conocidos de flebétomos, solo 98 son transmisores
probados de leishmaniasis humana, 42 especies de Phlebotomus y 56 especies de
Lutzomyia (Telleria et al., 2018). Este insecto se encuentra en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo. Es pequefio (aproximadamente 2—3 mm de longitud), son
insectos peludos y con vuelo silencioso. En general, estas especies de fleb6tomos habitan
en ecosistemas desérticos o semiaridos, dentro de las viviendas de los humanos o en

areas peridomésticas (Sharma y Singh, 2008).

3.2.2 Reservorios

Los reservorios animales son importantes para el mantenimiento del ciclo de vida de
algunas especies de Leishmania y para la transmision de la infeccion zoondética y
selvatica. Para que un animal sea considerado un reservorio debe portar suficientes
parasitos para que el vector realice una toma efectiva y la infeccibn debe ser
relativamente no patégena o asintomatica para no afectar la supervivencia del reservorio.
En general, mas de la mitad de los reservorios permanecen asintomaticos (Torres-

Guerrero et al.,, 2017). Diferentes especies de mamiferos salvajes, domésticos y
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sinantrépicos han sido reconocidas como hospederos y/o reservorios de Leishmania spp.
en diferentes partes del mundo. Entre ellos se han descrito: roedores, damanes,
mangostas, armadillos, perros, gatos, zorros, chacales, lobos, murciélagos, primates,
entre otros. En estos mamiferos, la piel y la sangre proporcionan entornos adecuados
para la reproduccioén del parasito (Alemayehu y Alemayehu, 2017).

3.3 Formas clinicas

3.3.1 Leishmaniasis cutanea

La LC es la manifestacion clinica mas frecuente. Generalmente, no representa un riesgo
para la vida, pero si puede llegar a ser socialmente limitante debido a las lesiones
desfigurantes o deshabilitantes que provoca. Ocurre fundamentalmente en areas del
cuerpo expuestas a la picada del insecto, como: orejas, nariz, labios, mejillas, manos,
brazos, antebrazos y tobillos (Scorza et al., 2017).

El periodo de incubacion varia de 1-4 semanas, durante el cual el parasito permanece en
la piel. Se caracteriza por un aumento de la temperatura e hinchazén en el sitio de
infeccion. Comienza en el sitio de la picada con una papula eritematosa que puede
presentar prurito. Posteriormente, se transforma en vesicula, después pustula y al
romperse queda visible una Ulcera redondeada, nodular o con bordes agudos y
puntiagudos. El fondo puede mostrar tejido de granulacion con una periferia rosada
intensa. Puede observarse una pseudomembrana blanquecina. El tiempo que puede
tardar una Ulcera en sanar varia desde 3-5 meses hasta 15-20 afios (Torres-Guerrero et

al., 2017). La figura 4 muestra algunos ejemplos.

Figura 4 Ejemplos de ulceras de leishmaniasis cutdnea (Tomado de https://
www.google.com/search?tbm=isch&qg=Leishmania&chips=qg:leishmania,online_chips:cutan
eous+tleishmaniasis&sa=X&ved=0ahUKEwiOoL 3v78jkAhUCzIkKHYrXBboQ4lYILygH&biw
=1366&bih=657&dpr=1#imgrc=)
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La lesion no es dolorosa si no coexiste infeccion secundaria. Generalmente, no presenta
un cuadro febril y si adenopatia regional. Conduce a Ulceras cronicas de cicatrizacién
lenta, puede sanar sin tratamiento o puede dejar cicatrices (deprimida e hipopigmentada)
en muchos casos desfigurantes. La resolucion de la lesiéon no corresponde a una cura
parasitologica completa, ya que se ha comprobado la presencia de parasitos o ADN en
pacientes con cicatrices después de afios de tratamiento exitoso y curacion clinica
(Scorza et al., 2017).

La LC en humanos es causada por varias especies de Leishmania en regiones tanto
tropicales como subtropicales. Del subgénero Leishmania en Africa y Asia pueden
nombrarse los complejos Leishmania (Leishmania) major y en América Central y del Sur,
Leishmania (Leishmania) mexicana. También puede ser causada por las especies del
subgénero Viannia, las cuales estan restringidas a América Latina, por ejemplo el

complejo Leishmania (Viannia) braziliensis (Ready, 2014).

Con menor frecuencia, en lugares y con especies de Leishmania determinadas puede
presentarse la leishmaniasis cutanea difusa (LCD). Es una manifestacién severa de la LC
caracterizada por una respuesta inmune deficiente. Se presenta como una miriada de
lesiones en forma de papulas, placas o nédulos diseminados por toda la superficie
corporal. No cura espontaneamente y los pacientes tienden a la recaida (Kumar et al.,
2017).

Otro ejemplo de leishmaniasis que se observa con menor frecuencia es la leishmaniasis
cutanea recidiva (LCR). Aparecen como lesiones activas alrededor o dentro de la cicatriz
de la LC clasica. En la literatura se considera como una forma hiperérgica de LC porque
los pacientes muestran una fuerte respuesta a las pruebas intradérmicas con antigenos
de Leishmania. Los pacientes son tratados con los farmacos antileishmaniales
convencionales observandose mejoria en los primeros meses pero no cura definitiva (Ekiz

et al., 2015; Faccini-Martinez y Falqueto, 2016).

3.3.2 Leishmanasis Mucocutanea

La LMC puede ocurrir como una complicacién de la LC. Se han observado tanto
simultdneamente con la LC como meses 0 afios después de la resolucion de las lesiones
primarias, lo que sugiere la existencia de parasitos latentes. Las lesiones metastésicas

aparecen en la superficie de la mucosa de las vias respiratorias superiores y del tracto
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digestivo. Las areas afectadas pueden incluir mucosa nasal, paladar blando, faringe,

laringe, labios o mejillas y en raras ocasiones, la traquea, los ojos o genitales. Cuando
progresa es altamente desfigurante y puede estar acompafiada por la destruccién extensa

de los tejidos (Scorza et al., 2017). La figura 5 muestra algunos ejemplos.

Figura 5 Ejemplos de lesiones de LMC. (Tomado de
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=V_l4XZueFdLc5
gLZuZX4BA&g=leishmaniasis+mucocut%C3%Alnea&og=Leishmanias&gs_I=img.1.5.0i67
jOI3j0i67j0I 5.700283.700283.704805...0.0..0.810.810.6-1......0....1..gws-wiz-
img.b8BVkoSpzQo#imgrc=)

El sintoma de presentacion mas comun es la congestion nasal persistente. Se observan
eritemas, erosiones y Ulceras alrededor de las fosas nasales y los labios a medida que
progresa la enfermedad. Estos hallazgos son a veces bastante sutiles y se confunden
comunmente con el impétigo contagioso o se diagnostica de forma errbnea como
rinoescleroma o granulomatosis de Wegner. Las lesiones de la orofaringe pueden ir
seguidas de una enfermedad cutdnea mas extendida. Estas manifestaciones son dificiles
de resolver con los farmacos y como resultado son altamente letales (David y Croft,
2009).

Las especies de Leishmania que se asocian a esta enfermedad son: L. braziliensis en la
mayoria de los casos, L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana y L. amazonensis.

Estas especies solo circulan y se transmiten en América Latina (Akhoundi et al., 2016).

3.3.3 Leishmaniasis visceral

La LV es una enfermedad progresiva y una infeccion sintomatica donde los casos no
tratados son generalmente fatales. El periodo de incubaciéon varia de 2 semanas a 18
meses, con las reacciones inflamatorias en las visceras que a menudo tardan en
desarrollarse de 2-8 meses después de la infeccion pero los sintomas de la LV pueden

tardar afios en aparecer (Ready, 2014).
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En esta forma de la leishmaniasis, ocurre la liberacién de amastigotes por parte de los
macréfagos que favorece la migracion de los parasitos a higado, médula 6sea y bazo. Las
consecuencias son alteracion en la estructura esplénica y reacciones granulomatosas
autolimitadas en higado. Los sintomas mas comunes de la LV son fiebre ondulante
prolongada, pérdida de peso y del apetito, signos de anemia, distension abdominal con
esplenomegalia y hepatomegalia. Otros sintomas pueden incluir tos, diarrea croénica,
oscurecimiento de la piel, linfoadenopatia y en muchos casos sintomas de enfermedad
cronica de los rifiones (Dawit et al., 2013; Tovar y Yasnot, 2017). Cuando las células de
la médula 6sea son infectadas, el paciente desarrolla pancitopenia que consiste en la
depresion de la produccion de glébulos rojos, glébulos blancos y plaguetas. Como

resultado aparece una inmunosupresion, haciendo al paciente mas susceptible a

infecciones oportunistas (Ready, 2014). La figura 6 muestra algunos ejemplos.

Figura 6 Ejemplos de algunos sintomas de LV. (Tomado de
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=hPx4XYD6J-
2magafin63QDw&qg=leishmaniasis+visceral&og=leishmaniasis+VISC&gs [=img.1.0.0110.88
558.128340..130450...0.0..0.3504.14835.5-1j0j1j3j3......0....1..gws-wiz-

img....... 0i67j0i30j0i5i30.-X-NraksTp8#imgrc=)

Las especies de Leishmania causantes de este tipo de leishmaniasis son L. donovani, L.
infantum y L. chagasi. En el caso de L. donovani se asocia fundamentalmente a Asia y
Africa y su transmisién es mayormente antroponética. Leishmania infantum se encuentra
en el Mediterrdneo; mientras que L. chagasi es endémica de América Latina (Ready,
2014).

Otra manifestacion clinica menos frecuente es la leishmaniasis dérmica post-kala-azar
(LPKA). Se desarrolla como una complicacion de la LV en pacientes aparentemente

curados. Se caracteriza por un salpullido cutaneo hipopigmentado de forma macular,
12
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maculopapular o nodular donde se pueden encontrar los parasitos. Se ha postulado

gue la supresion inmune puede permitir la migracion de parasitos latentes de las

visceras a la piel (Kumar et al., 2017).

3.4 Inmunologia

El parasito Leishmania activa predominantemente una respuesta inmune mediada por
células T. Poco tiempo después de la infeccion el parasito es fagocitado por neutroéfilos,
macroéfagos y células dendriticas. Aunque los neutréfilos estan entre las primeras células
reclutadas al sitio de la infeccién, su rol en la progresion de la enfermedad es
controversial. La funcién primaria de las células dendriticas es el procesamiento
antigénico y la presentacion a las células T. Estas células también secretan interleucina
12 (IL-12), la cual es necesaria para la induccion de la respuesta protectora de tipo Thl.
Esta respuesta se caracteriza por la produccion de interferon gamma (IFN-y) y/o el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a de sus siglas en inglés Tumor Necrosis Factor). Estas
citoguinas activan los macréfagos que con mayor eficiencia matan los parasitos por la
produccion de Oxido nitrico y especies reactivas del oxigeno. En contraste, la respuesta
inmune de tipo 2 (Th2 de sus siglas en inglés T helper) favorece la progresion de la
enfermedad y esta asociada con la produccién de IL-10, IL-2 e IL-4 (Silveira et al., 2007;
Whyte y Zufferey, 2017).

3.5 Diagnostico

Los métodos para la deteccién de Leishmania pueden organizarse en diferentes grupos:
técnicas convencionales para la deteccion del parasito, métodos inmunolégicos de
diagnéstico y técnicas moleculares (Dawit et al.,, 2013). Dentro de las técnicas
convencionales esta el examen microscopico. Para la LC es a través de una biopsia de la
lesién; mientras que para la LV es por aspirado de bazo, médula 6sea y vasos linfaticos.
Es un método barato y rapido, pero invasivo, y no discrimina la especie de Leishmania.
Otro método es el aislamiento en cultivos del parasito, en particular de promastigotes a
partir de aspirado de tejido o biopsia. Es un diagnéstico de rutina pero que
desafortunadamente es eficiente solo en un 70%, requiere de un laboratorio especializado
y personal con experiencia (Bensoussan et al., 2006). También se utilizan los aislados del

parasito en animales experimentales infectando los cojinetes plantares, nariz o cola. La
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evaluacion histopatolégica puede ser informativa, pero en muchos casos no es suficiente
y requiere también de personal con experiencia (Loria-Cervera y Narvaez, 2014). Otro
método utilizado se basa en la exposicion de un flebétomo a un tejido posible infectado y
el posterior andlisis del intestino del vector. Es relativamente facil con alta sensibilidad y
especificidad. Su principal desventaja es que no discrimina entre especies de Leishmania
y son necesarios animales del insectario (Akhoundi et al., 2017).

En los métodos inmunoldgicos puede nombrarse el test de Montenegro, un diagnéstico
basado en una reaccion de hipersensibilidad a una inyeccién con promastigotes muertos.
Es util porque es simple, sensible y especifico. Como desventaja tiene que no identifica la
especie del parasito y no discrimina entre infecciones pasadas y presente. El ensayo
indirecto de inmunofluorescencia (IFA, de las siglas en inglés Indirect Fluorescent Assay)
se basa en la deteccion de anticuerpos para Leishmania en estadios tempranos de la
enfermedad. Aunque es muy utilizado, es de baja sensibilidad y no es Gtil después de la
cura (Figueiredo et al., 2010). Otros métodos similares basados en anticuerpos o
antigenos son el ensayo de aglutinacién directa (DAT del inglés Direct Agglutination Test)
(Adams et al., 2012) y el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA de las
siglas en inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), los cuales son altamente
sensibles y especificos pero no discriminan las especies del parasito (Sundar y Rai, 2002;
Dawit et al., 2013)..

Dentro de las técnicas moleculares que mas se estan utilizando en la actualidad para el
diagnéstico y estudios de Leishmania es el ensayo de reaccibn en cadena de la
polimerasa (PCR, de las siglas en inglés Polymerase Chain Reaction). Su principio es la
amplificacion de ADN o ARN del parasito. Es un método superior a los antes
mencionados porque logra confirmar muestras con baja carga parasitaria, cuantifica el
parasito y monitorea la progresién de la enfermedad con la terapia, es especifico en la
especie de Leishmania. Su principal desventaja estd en el requerimiento del

equipamiento, reactivos altamente costosos y personal calificado (Akhoundi et al., 2017).

3.6 Control de la leishmaniasis
La obtencion de una vacuna contra la leishmaniasis seria el método mas econémico para
prevenir la infeccion. Una vacuna preventiva que logre inducir una respuesta inmune

puede producir linfocitos de memoria que controlen la enfermedad una vez expuestos al

14



Actividad in vitro. in silico e in vivo de derivados indazoles frente a Leishmania amazonensis
|

Revision bibliografica
parasito. También podria estimular una inmunidad humoral y celular, sobre todo, una
respuesta de tipo Thl para eliminar la infeccion. Sobre la base de estos conocimientos se
han dirigido diversas investigaciones (Savoia, 2015). Sin embargo, no hay disponible una
vacuna profilactica para la prevencion de la leishmaniasis, por lo que las medidas de
control estan dirigidas al tratamiento temprano de los enfermos, el control del vector y de

los reservorios.

Algunas de las medidas de control utilizadas contra los vectores es la fumigacion en el
interior de las viviendas (dicloro difenil tricloroetano (DDT), malatién, deltametrina) y las
madrigueras de los roedores, a utilizacion de los mosquiteros o cortinas impregnadas en
insecticidas, los repelentes para insectos y los collares impregnados para perros. La
planificacién en la expansion urbana basada en la proteccibn ambiental teniendo en
cuenta el cierre de los alcantarillados, la higienizacion, la correcta colecta de basura y la
adecuada convivencia con animales domésticos es la clave para lograr la prevencion de
la leishmaniasis en areas urbanas. La educacion de la comunidad sobre los habitos
alimentarios de estos vectores sobre algunas plantas y los lugares propicios para la
puesta y su participacion en la eliminacion de estos focos permiten su control y disminuir

los costos de intervencion (Yaghoobi-Ershadi, 2016).

El control de los reservorios de Leishmania se ha enfocado fundamentalmente en los
caninos domésticos. Una vez detectado un caso positivo se comienza la vigilancia y el
tratamiento efectivo. Estas medidas tienen como objetivo prevenir la reinfeccién, reducir la
carga parasitaria y disminuir la transmisién (Quinnell y Courtenay, 2009; Dawit et al.,
2013).

3.7 Farmacos antileishmaniales

El tratamiento mas efectivo contra la leishmaniasis en la actualidad es la quimioterapia.
Los derivados de antimonio pentavalente constituyen en muchos paises la primera linea
en la quimioterapia antileishmanial. Por lo general, la segunda linea son la AmB y la
pentamidina. La miltefosina constituye también una alternativa terapéutica (Ghorbani y
Farhoudi, 2018).

3.7.1 Antimonios pentavalentes
De los antimoniales pentavalentes se dispone comercialmente de dos formulaciones,

Glucantime® (antimoniato de meglumina o N-metil-D-glucamine) y el Pentostam®
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(estibogluconato de sodio). La via de administraciébn en cualquiera de los casos es
parenteral. Se dosifica en base al contenido de antimonio, generalmente 20 mg/kg/dia
entre 20-30 dias de tratamiento (Frézard et al., 2009). Algunos estudios plantean que el
modo de accién de estos compuestos es inhibiendo la glucdlisis y la oxidacion de acidos
grasos en el parasito. La reduccion de Sb" a Sb" provoca la muerte del parasito a través
de la toxicidad de este Ultimo (Herman et al., 1987; Ghorbani y Farhoudi, 2018).

Las desventajas que presentan estos farmacos son el dolor durante la inyeccién
intramuscular y los efectos adversos sistémicos que requieren de la supervision médica.
Pueden observarse nauseas, vomitos, malestar general, cefalea, debilidad, mialgia,
artralgia, fiebre y exantema. Con dosis elevadas acumuladas pueden presentarse
alteraciones electrocardiogréficas, hepatitis y pancreatitis (Frézard et al., 2009). En casos
aislados, puede producirse la muerte por la toxicidad del farmaco (Cesur et al., 2002).
Otro inconveniente que esta presentando este farmaco es la aparicion de resistencia de

los parasitos, especialmente en la India (Stauch et al., 2012).

3.7.2 Anfotericina B

La AmB es producida por Streptomyces nodosus, caracterizada por un anillo macrociclico
de lactona. Es anfipatica, posee un dominio hidrofébico y uno hidrofilico lo cual le confiere
baja solubilidad en soluciones acuosas a pH fisiolégico. Una de las formulaciones de
mayor uso clinico se basa en una dispersion en desoxicolato sédico (Stephens et al.,
2012). Este farmaco puede ser administrado por via intravenosa, intratecal, intra-articular,
intravesical, intralesional o infundido en sitios quirdrgicos (Laniado-Laborin y Cabrales-
Vargas, 2009). Las dosis de AmB para adultos en la infusién intravenosa son 0,5
mg/kg/dia. Estas dosis pueden ser riesgosa, sobre todo en pacientes con enfermedades

cardiacas, renales y hepéticas (Ourives-Neves et al., 2011).

La AmB tiene la capacidad de unirse al colesterol de la membrana celular de las células
de mamifero, de ahi su potencial toxicidad. Se supone que la base de la utilidad clinica de
AmB es su mayor afinidad por las membranas que contienen ergosterol que para las
membranas que contienen colesterol (Laniado-Laborin y Cabrales-Vargas, 2009). Se ha
planteado, sin embargo, otros mecanismos como dafio celular oxidativo, desestabilizaciéon
de la membrana y la extraccién de esterol conglomerado de polieno conocido como el

modelo de la esponja (Mouri et al., 2008; Gray et al., 2012). La accién leishmanicida se
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cree que es debido a su capacidad para unirse al ergosterol, que es el esterol mas
importante en Leishmania spp. y al colesterol de los macrofagos del huésped. En el caso
de las células del hospedero, la AmB secuestra el colesterol de la membrana reduciendo
su capacidad para interactuar con otros constituyentes de membrana, como los
receptores. Como resultado existe una reduccién en la capacidad de los promastigotes de
Leishmania para interactuar con la célula hospedera (Paila et al., 2010).

Las reacciones adversas mas frecuentes son: fiebre, malestar, pérdida de peso, nauseas,
vomitos, diarrea, cefalea. Puede provocar reacciones alérgicas, anemia normocitica
normocronica, agranulocitos, trombocitopenia, alteraciones en la coagulacion, deterioro y
anomalias de la funcién renal que pueden mejorar si se interrumpe el tratamiento o
hacerse cronicos (Ghorbani y Farhoudi, 2018). Aunque la AmB es utilizada en lugares
donde existe resistencia a los antimoniales no esta exenta de problemas de resistencia de
los parasitos, los efectos adversos antes mencionado y también son largos los periodos

de tratamiento (Kumar et al., 2017).

En los dltimos afios, con el fin de disminuir los efectos adversos provocados por la AmB,
se han creado diferentes formulaciones lipidicas: AmB liposomal, complejo lipidico de
AmB y suspensién coloidal de AmB. En algunos paises estas formulaciones ya son
utilizadas. La principal desventaja que presentan estas formulaciones de la AmB son el
alto costo, teniendo en cuenta que los paises mas afectados con esta enfermedad estan

en vias de desarrollo (Botero et al., 2014).

3.7.3 Pentamidina

La pentamidina es un derivado sintético de amidina. El descubrimiento de la actividad
antiprotozoaria de las diamidinas es el resultado de la busqueda de farmacos
hipoglucemiantes que podrian comprometer el metabolismo energético del parasito
(Ourives-Neves et al., 2011). La pentamidina para el uso en humanos esta disponible
como la sal de isetionato (Pentacarinat®, Sanofi-Aventis). Las vias de administracion
pueden ser intravenosa o intramuscular 3-4 mg/Kg/dia como dosis Unica durante 2-3

semanas (Bray, 2003).

El mecanismo de accion no esta bien definido, se cree que actla inhibiendo la sintesis de
poliaminas, el enrollamiento de la doble hélice del ADN del kinetoplasto y un efecto sobre

el potencial de membrana de la mitocondria (Grimaldi y Tesh, 1993). Produce efectos
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adversos como taquicardia, hipotension, nauseas y vomitos. Se han reportado casos de
pacientes con alteraciones en el metabolismo de la glucosa con hipoglucemias e
hiperglicemias. Con menor frecuencia se observa deterioro de la funcion renal, asi como
leucocitopenia, trombocitopenia, elevacion de aminotransferasas, fiebre e hipocalcemia.
En el sitio de la inyeccién puede producir dolor, inflamacién y abscesos estériles (Ourives-
Neves et al., 2011).

3.7.4 Miltefosina

El descubrimiento de la actividad antiprotozoaria y antineoplasica de la miltefosina data de
la década de 1980. Aunque los primeros estudios fueron dirigidos a los pacientes con
cancer, su aplicacién se descontinu6 por los efectos gastrointestinales adversos. La
necesidad de un tratamiento para la LV de facil administracion, la aparente disponibilidad
en estudios previos y los resultados en modelos in vitro contra L. donovani, motivaron a

los investigadores a ampliar su conocimiento (Sindermann y Engel, 2006).

La miltefosina es conocida también como hexadecilfosfocolina. Esta disponible con la
marca Impavido®, puede presentarse como un producto farmacéutico soélido de
administracion oral para humanos y Milteforan® como un producto farmacéutico liquido de
administracion oral para uso veterinario. Actualmente, la miltefosina es el Unico farmaco
oral registrado para el tratamiento de la leishmaniasis.Existen diferencias para la
dosificacién en dependencia de la edad y el peso de los pacientes. En los adultos son 2,5
mg/kg/dia durante 28 dias (Sunyoto et al., 2018).

Han surgido diferentes hipotesis para explicar el mecanismo de acciéon antileishmanial
para la miltefosina. Sin embargo, todavia no hay pruebas definitivas para ninguna de esas
hipétesis. Parece ser que la miltefosina tiene mas de un sitio molecular de accién.
Algunos estudios han verificado su influencia negativa sobre el metabolismo de lipidos,
especificamente sobre los fosfolipidos, componentes de la membrana celular y el
glicosilfosfatidilinositol, importante molécula del parasito implicada en la virulencia (Soto y
Soto, 2006). Otro mecanismo estudiado ha sido la muerte celular por apoptosis en
promastigotes de L. donovani (Paris et al.,, 2004) y L. amazonensis (Marinho et al.,
2011).

Otros estudios sobre el papel de la miltefosina como antileishmanial se han dirigido a su

efecto sobre los macréfagos como células hospederas. Se cree que tiene un efecto
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inmunomodulador. Un estudio realizado por Palic et al. (2019) comprobé el aumento del

namero de receptores de IFN-y e IL-12 lo cual favorece el balance de las respuesta
inmunoldgica favoreciendo una respuesta protectora Thl.

La desventaja de la miltefosina esta relacionada con sus efectos sobre la mucosa del
tracto gastrointestinal y su potencial teratogénico. Los efectos gastrointestinales
observados son: falta de apetito, nauseas, vomitos, en algunos casos diarrea que
disminuyen a la segunda o tercera semana de tratamiento. Otros efectos adversos estan
relacionados con el comprometimiento de rifiones e higado (Dorlo et al.,, 2012). Este
farmaco no causa cura parasitolégica completa, por lo que después del tratamiento de los
individuos infectados puede observarse el paréasito. Esta persistencia favorece la

transmision (Kumar et al., 2017).

3.8 Indazoles estudiados

La evaluacién de los indazoles como agentes antiprotozoarios comenzé con el estudio de
nuevos farmacos seguros y eficaces para el tratamiento de la enfermedad de Chagas,
fundamentalmente por la similitud quimica del anillo indazol con los farmacos de
referencia utilizados en la clinica para la enfermedad de Chagas (Boiani et al., 2009).
Estos primeros compuestos, tuvieron como principio la unién del anillo indazol y el grupo
5-nitro debido a las propiedades antiprotozoarias previamente demostradas (Aran et al.,
2005; Rodrigues et al., 2009). En cuanto a los sustituyentes, tanto en los carbonos como

en los nitrdgenos, se disefiaron diferentes variantes.

El estudio realizado por Vega et al. (2012) se bas6 en evaluar la actividad de tres series
(A, By C) de las estructuras 5-nitroindazolin-3-ona: (i) disustituidas en las posiciones 1y
2; (ii) sustituidas en la posicion 2 con la 3-alcoxi-5-nitroindazol: y (iii) sustituidas en la
posiciébn 1 con la 3-alcoxi-5-nitroindazol. El resultado de la evaluacién de estas series
sobre T. cruzi permiti6 determinar los sustituyentes mas activos, y a partir de estos
potenciar su actividad: Serie A, los productos que provocaron una mayor inhibicion del
crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi fueron aquellos cuyo sustituyente era el
grupo bencilo (Bn); Serie B, el metilo (Me) fue el sustituyente que aportdé mayor actividad
tripanocida, pero la citotoxicidad evaluada en macrdéfagos murinos revelé una alta
inhibicion de la viabilidad celular, siendo el Bn el segundo sustituyente en aportar a la

actividad antitripanosomial. Sin embargo, la Serie C no mostré actividad frente a T. cruzi.
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De estos resultados, entonces se derivé el disefio de cuatro series nuevas, que

conforman los productos evaluados en el presente trabajo:

Serie A: Estructuras que se disefiaron a partir de la Serie A del estudio de Vega et al.
(2012) con el Bn como sustituyente, dando lugar a 20 compuestos derivados del 1-
sustituido 2-bencil-5-nitroindazolin-3-onas.

Serie B: Estructuras que se disefiaron a partir de la Serie B del estudio de Vega et al.
(2012) con el Bn como sustituyente, dando lugar a 5 compuestos derivados de 3-alcoxi-2-

bencil-2H-indazoles.

Serie C: Estructuras que se disefiaron a partir de la Serie B del estudio de Vega et al.
(2012) con el Bn como sustituyente y una amina en el grupo alcoxi con el objetivo de
aumentar su solubilidad, dando lugar a 3 compuestos derivados del 3-(aminoalcoxi)-5-

nitroindazoles.

Serie D: Estructuras que se disefiaron a partir de los compuestos del estudio de Boiani et
al. (2009) con el Bn como sustituyente, dando lugar a 13 compuestos derivados del 3-

alcoxi-1-bencil-5-nitroindazoles.

De forma general, estas cuatro series dieron origen a 41 nuevos compuestos derivados
con estructura general de tipo 5-nitroindazol (Vega et al., 2012; Fonseca-Berzal et al.,
2016; lbafiez-Escribano, 2016; Fonseca-Berzal et al.,, 2018). Los sustituyentes se

muestran en la Tabla I.
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Tabla | Formulas generales de las cuatro series de compuestos derivadas el 5-

nitroindazol.
Estructura base Producto Sustituyente
VA5-13L CHs;
VATR1 (CH,),-CHj
VATR3 (CH,)s-CHs
VATRG9 CH,-COOCH;3
VATR75 (CH,),OH
VATR79 (CH2)2N(CHj3),
VATR80 (CHy,).-Pirrolidina
VATR81 (CH,).-Piperidina
VATRS2 (CH,),-COOCHj
°=N©\//< VATRS3 (CH,)s- CONH,
N
/ @ VATRS7 (CHy),-Br
' VATR89 CH=CH,
VATR92 CH,- CH=CH,
VATR93 CH-C = CH
VATR99 (CH2)s-NH;
VATR100 (CH2)s-NHCH;
VATR101 (CH,)3-N(CH3)»
VATR120 (CH2)2 NH;
VATR131 (CH,),-OCOCHg3
VATR136 (CH,),OCH,
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Tabla | Continuacién

Estructura base Producto Sustituyente
] VATR18 (CH2)>-CHs
OZN\C \/(/ ( VATR76 (CH.),OH
N
i =~/ @ VATRS8 (CH,),-Br
VATR97 (CH,)2-N(CHs3)»
VATR126 (CH,)s-OH
™ VATR104 (CH,)3-OH
@@ VATR121 (CHs), -OH
C VATR124 CHs
NV4 (CH,)2-N(CHz3)2
NV6 (CH2)3-N(CHs3).
NV7 (CH,).-Piperidina
on OR NV8 (CH,)s-Piperidina
@\/f/" NV9 (CH,)3-NH,
b @ NV10 (CH3)2-NH,
NV11 (CH,)»-Br
NV12 (CH,)s-Br
NV13 (CH,)»-NHCH;
NV14 (CH»)s-N(CHs)»
NV15 (CH,)s-NHCH;
NV16 (CH,)s-Piperidina
NV17 (CH2)s-NH,
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Algunos de estos nuevos compuestos han demostrado previamente actividad
antiprotozoaria. En particular, se demostré que inhibié el crecimiento de epimastigotes
amastigotes de T. cruzi, asi como de trofozoitos de T.vaginalis (Vega et al., 2012;
Fonseca-Berzal et al., 2016; Ibafez-Escribano, 2016; Fonseca-Berzal et al., 2018). En
estos estudios ademds, desde el punto de vista farmacologico demostraron: (a) tener
potencialidades similares a los farmacos de referencia, (b) ser activos sobre diferentes
cepas en el caso de T. cruzi, y (c) similar actividad en aislamientos susceptibles y
resistentes de T. vaginalis. En paralelo, de forma preliminar se observé que 10 de estos
compuestos inhibieron el crecimiento de promastigotes de L.amazonensis (Fonseca-
Berzal et al., 2018).

Aunque el modo de accion de los indazoles no estd completamente esclarecido, se han
realizado diversos estudios en T. cruzi. En patrticular, en el analisis ultraestructural de este
parasito se observaron algunas alteraciones que incluyeron: desprendimiento de la
membrana plasmatica y la envoltura nuclear, pérdida de integridad mitocondrial, aparicion
de una gran cantidad de vesiculas intracelulares y perfiles de reticulo endoplasmico que
rodean a los organulos citoplasmaticos como la mitocondria. Por otra parte, los indazoles
afectaron la funcion mitocondrial, reflejado por la inhibicion en el consumo de oxigeno y la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Fonseca-Berzal et al., 2016). Otros
estudios experimentales han sugerido que los cambios ultraestructurales observados en
el parasito responden a la accion de radicales libres que reaccionan directamente con
varias macromoléculas biolégicas de importancia causando dafios celulares y finalmente

la muerte del parasito (Boiani et al., 2009).

Por lo tanto, teniendo en cuenta que: (a) los 41 derivados nuevos de indazoles (Tabla 1)
han mostrado actividad antiprotozoaria en particular sobre T. cruzi y T. vaginalis
(Fonseca-Berzal et al., 2016; Ibafez-Escribano, 2016; Fonseca-Berzal et al., 2018), (b)
evidencias preliminares mostraron la actividad de algunos de estos compuestos sobre L.
amazonensis (Fonseca-Berzal et al., 2018), y (c) como mecanismo de accién se ha
sugerido formacion de radicales libres y actividad sobre la mitocondria que es considerada
una diana terapéutica para el desarrollo de agentes antileishmanial (Fidalgo y Gille, 2011)
seria interesante evaluar las potencialidades de estos compuestos sobre L. amazonensis

en diferentes modelos in vitro, in silico e in vivo.
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4. Materiales y métodos

El presente trabajo es un estudio experimental, del cual se presenta el diagrama de flujo
de trabajo general en la figura 7. Se llevé a cabo en la Direccién de Investigaciones del
Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas, en colaboraciéon con el Departamento de Parasitologia del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” (IPK), en el periodo de septiembre de 2017 a julio de 2019. Para la
realizacion de esta investigacion se contd con los reactivos y equipamientos disponibles
en el laboratorio de Parasitologia del CBQ y de Leishmania del IPK. Los ensayos
toxicolégicos y de actividad antileishmanial in vivo se llevaron a cabo en los vivarios de
ambas instituciones participantes, respectivamente. El protocolo experimental de la
presente investigacion fue previamente aprobado por la Comision Cientifica Especializada
de Parasitologia (CCEP) del IPK, el Comité de Etica (CEI) del IPK (Cddigo CEI-IPK 87-18)
y el Consejo Cientifico del CBQ (9696-01-2018).

Parasito Macréfagos Farmacos Animales de laboratorio

cepa células residentes en | 41 derivadosindazoles  |ratones hembras adultas
MHOM/77/LTB0016 el peritoneo de sintetizados por el Instituto de|jovenes, linea BALBIc,
de L. amazonensis |ratones sacrificados | Quimica Médica (Madrid). |edad de 6 a 10 semanas,

Farmaco de referencia | Pes© entre 18 y 20 g.

(CENPALAB)
Ensayos in vitro
Citotoxicidad frente a Actividad in vitro frente a Ensayo de la actividad
macrofagos promastigotes frente a amastigotes
peritoneales de ratén intracelulares

Los productos con una Concentracién Inhibitoria Media (Cly, ) < 1 pg/mLy un [ndices de Selectividad
(IS) 2 10 continuaron para el ensayo in vivo

Grupo 1: Se administré el producto diariamente a la dosis maxima tolerada por

Ensayo in vivo via oral durante 14 dias consecutivos. Para ello el producto se dispersé en

carboximetilcelulosa al 1% y administré 0,2 mL empleando una sonda gastrica.

. . Grupo 2: Tratados con carboximetilcelulosa al 1%, 0,2 mL, via oral.
Infeccion de los animales

con L. amazonensis Grupo 3: Tratados con anfotericina B, 7,5 mg/Kg, cada 48 h, durante 14 dias.

Grupo 4: Controles que no recibieron tratamiento alguno.

Los productos que mostraron diferencias significativas (p < 0,05) en el tamafio de la lesién al compararlo
con el grupo control no tratadoy el farmaco de referencia fueron considerados potentes antileishmaniales

Figura 7 Diagrama de flujo general para la ejecucién de los experimentos.

4.1 Parasito
Se emple6é la cepa MHOM/BR/77/LTB0016 de L. amazonensis perteneciente a la

coleccién de cepas del IPK. Los parasitos fueron obtenidos a partir de lesiones cutdneas
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de ratones BALB/c, previamente infectados, segun la metodologia empleada en el
Laboratorio de Leishmania del Departamento de Parasitologia del IPK (Monzote, 1999).

Los mismos se mantuvieron a 26°C en medio Schneider (SIGMA, St. Louis, MO, EUA),
suplementado con antibiéticos (penicilina sédica 200 Ul/mL y estreptomicina 200 pg/mL
SIGMA, St. Louis, MO, EUA) y 10% de suero fetal bovino (SFB, SIGMA, St. Louis, MO,
EUA) inactivado con calor (56°C, 30 min.). Los promastigotes, una vez aislados, se
mantuvieron en fase de multiplicacion exponencial mediante subcultivos sucesivos cada 3
0 4 dias hasta el momento de su uso. Para su empleo en los experimentos, los parasitos

no excedieron los 10 subcultivos in vitro.

4.2 Animales de laboratorio

Para los experimentos se emplearon ratones hembras de la linea BALB/c, con una edad
de 6 a 10 semanas y con peso entre 18 y 20 g suministrados por el Centro Nacional para
la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), Mayabeque, Cuba, con sus
correspondientes certificados de calidad. Se mantuvieron bajo un régimen de 12 h - 12 h
luz-oscuridad, temperatura ambiental de (20-25)°C, humedad relativa de (60-65)%,
alimentacion con pienso peletizado para roedores obtenido de CENPALAB y agua
corriente de bebida esterilizada en autoclave. Tanto el agua como el alimento fueron
suministrados para consumir libremente. Los animales se alojaron en cajas de
poliacrilamida tipo T3, a razén de 10 ratones por caja, la cama fue bagazo de cafia
desmeollado y esterilizado por autoclave. Se siguié la Directiva 2010/63/UE del
Parlamento Europeo (Relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos, 22 de septiembre de 2010) para provocar el menor sufrimiento. Como se
menciond anteriormente el protocolo para el uso y cuidado de los animales fue

previamente aprobado por el CEI-IPK y el Consejo Cientifico del CBQ.

4.3 Extraccién de macrofagos peritoneales

Para obtener los macrofagos se sacrificaron los ratones por dislocacion cervical y se
extrajeron las células residentes en el peritoneo mediante un lavado con medio RPMI
(siglas del inglés Roswell Park Memorial Institute), frio (4°C) suplementado con SFB al
10% vy antibiéticos (penicilina sodica 200 Ul/mL y estreptomicina 200 pg/mL). La

concentracion celular fue calculada a partir de conteos en camara de Neubauer en un

25



Actividad in vitro. in silico e in vivo de derivados indazoles frente a Leishmania amazonensis
|

Materiales y métodos

microscopio éptico (Motic, China) con objetivo de 40x y oculares de 10x (aumento 400x) y

la suspension fue utilizada segun el ensayo a realizar como se describird posteriormente.

4.4 Productos a evaluar

Se evaluaron 41 derivados indazoles procedentes de cuatro series de compuestos
derivados del 5-nitroindazol, cuyas férmulas generales se mostraron en la Tabla I. Los
compuestos fueron sintetizados por el Instituto de Quimica Médica del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas de Espafia, Madrid. Todos los productos tienen un nivel de
pureza superior al 95%. Para los ensayos in vitro fueron disueltos en dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a una concentracion inicial de 10 mg/mL y
para los ensayos en animales fueron suspendidos en carboximetil-celulosa (CMC; BDH
Chemicals, Poole, Inglaterra) al 1%. En ambos casos se conservO a 4°C hasta el

momento de su utilizacion en cada experimento.

4.5 Farmacos de referencia

Como control positivo en todos los experimentos se utilizé la AmB desoxicolato de sodio
(Empresa Laboratorio Farmacéutico “Julio Trigo Lopez”, La Habana, Cuba). Se disolvio en
agua destilada estéril a una concentracion de 2 mg/mL y se conservo a 4°C hasta el

momento de su utilizacién en cada experimento.

4.6 Seleccién de los derivados indazoles promisorios a partir de estudios in vitro de

actividad antileishmanial y citotoxicidad.

4.6.1 Actividad in vitro de los derivados indazoles sobre promastigotes de
L. amazonensis
Para este estudio se utilizaron placas de 96 pozos. Columna 1: 200 pL de medio de
cultivo Schneider. Columna 2: 2 uL de furvina como control positivo adicional (CBA, Villa
Clara, Cuba) + 198 uyL de medio, se homogeneiz6 y deseché 80 pL. Columna 3: 2 pL de
producto + 198 yL de medio, se homogeneiz6. Columna 4-10: 120 yL de medio. Se
realizaron diluciones seriadas desde 3-10 1/2,5 (80 uL) y se desecharon los 80 uL finales.
Columna 11: 2 uL de DMSO y 198 uL de medio se homogeneizé y desecharon 80 pL.
Columna 12: 120 pL de medio. Finalmente, se afiadi6 en las columnas 2-12, 80 pL de
cultivo de promastigotes de L. amazonensis a una concentracion de 5 x 10° parasitos/mL.
En cada placa, se evaluaron 2 productos (Filas A-D y E-H) con cuatro réplicas cada a
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partir de una concentracion final de 60 pg/mL. Las placas se sellaron con Parafiim®
(American National Can, Greenwich, Inglaterra) y se incubaron a 26°C durante 72 h. A
este tiempo, todos los pozos fueron examinados en un microscopio de luz invertida
(Olympus, Japdn) con objetivo de 4x y oculares de 20x (aumento 80x) para la busqueda
de promastigotes moviles y se determiné la concentracién parasiticida minima (CPM), que
no es mas que la minima concentracion de producto que causa el 100% de inhibicion del

crecimiento de promastigotes de L. amazonensis.

Posteriormente, se afiadié a cada pozo 20 pL de rezasurina (Resazurin sodium, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 3 uM y se incub6 a 26°C. Este método se basa en el
cambio de coloracion de la rezasurina de azul a rosado, ya que existe una correlacion
directa entre la reduccion del compuesto y el grado de proliferacién de los organismos
(Rol6n et al., 2006). La lectura se realizé a 540 nm de exitacion y 590 nm de emision,
después de 8 h de incubacién en un lector de placas de 96 pozos (SUMA®, Cuba). Se
calcularon las medias de las florescencias para cada concentracion. A partir de los valores
de florescencia media y las concentraciones de producto correspondiente se realizé el
ajuste no lineal al modelo de Emax sigmoidea (Bodley et al., 1995) y se estimaron las
concentraciones inhibitorias medias (Clsg). Los valores de Clso para cada producto fueron
expresados como la media de al menos tres experimentos independientes con su

desviacion estandar (DE).

4.6.2 Citotoxicidad de los derivados indazoles sobre macrofagos peritoneales de
raton BALB/c
El indicador de citotoxicidad para los macréfagos peritoneales es la concentracion
citotoxica media (CCsg), que es aquella concentracion estimada que reduce a la mitad el
niamero de células viables en comparacion con cultivos controles no tratados. La
viabilidad celular fue medida también por el ensayo colorimétrico con rezasurina. Una vez
colectados los macréfagos (Acapite 4.3) se determind la concentracion de la suspension
celular por conteo en camara de Neubauer y se ajusté a 1-3 x 10° macréfagos/mL. En
placas de 96 pozos se distribuyé de la columna 2-12, 100 pL de la suspension celular, se
incubd durante 2 h a 33°C en una atmésfera de CO, al 5%. Posteriormente, se eliminé el
sobrenadante y se afiadio: Columna 1: 200 puL de medio RPMI suplementado con SFB y
los antibioticos correspondientes: Columna 2: 198 pL de medio y 2 pL de furvina.
Columna 3: 198 pL de medio y 2 pL de producto. Columna 4-10: 120 pyL de medio. Se
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realizaron diluciones seriadas en las columnas 3-10 en la proporcion de 1/2,5 (80 pL de la
solucién concentrada) y se desecharon los 80 pL finales. En la columna 11: 2 uL de
DMSO y 198 uL de medio; mientras que en la columna 12: 200 pL de medio. Finalmente,
se repuso en las columnas 3-10 80 pL de medio de tal forma que la méaxima
concentracion evaluada del producto fue 300 pug/mL. En cada placa se evaluaron 2
productos (Filas A-D y E-H) con cuatro réplicas cada uno. Se incubaron 72 h a 33°C en
una atmdsfera de CO, al 5%. Posteriormente, se afiadié a cada pozo 20 pL de resazurina
y la lectura se realizé después de 16-18 h de incubacién en las mismas condiciones en un
lector de placas de 96 pozos. Se calculd la fluorescencia media para cada concentracion y
se ajustaron a un modelo de Emax sigmoidea para estimar las CCs. Este procedimiento
se repiti6 para cada producto al menos tres veces y los resultados son expresados como

la media y su DE.

4.6.3 Actividad in vitro de los derivados de indazoles sobre amastigotes
intracelulares de L. amazonensis

Se extrajeron macréfagos peritoneales y se determind la concentracion de células como
se describié anteriormente. En placas de 24 pozos con laminulas estériles en el fondo se
distribuyé 1 mL de la suspensién celular. (10° macréfagos/mL). Se incubd la placa a 33°C
en 5% de CO, durante 2 h. Las células no adheridas fueron eliminadas y los macréfagos
adheridos fueron infectados con promastigotes estacionarios de L. amazonensis a razén
de cuatro parasitos por macréfago y el cultivo se incubé nuevamente bajo las mismas
condiciones. A las 4 h de incubacién, los promastigotes libres fueron eliminados y se
afiadi6 995 yL de medio RPMI completo en todos los pozos. Se afiadid 5 uL de los
compuestos previamente disueltos en DMSO para lograr una concentracion final de 3
pg/mL y otras 5 diluciones 1:2,5. Se incluyé ademas dos pozos con parasitos en la tltima
columna que recibieron como tratamiento 5 L de DMSO. Los cultivos fueron incubados
nuevamente durante 48 h bajo las mismas condiciones. Finalmente, el sobrenadante fue
eliminado y la monocapa celular se fij6 con metanol (Sigma, EUA) durante 10 min y se
tind con Giemsa (Imefa, La Habana, Cuba) durante 15 min. El colorante fue eliminado, las
laminulas lavadas con agua corriente y se dejaron secar a temperatura ambiente.
Mediante observacion con microscopio éptico de campo brillante con objetivo de 100x y
oculares de 10x (aumento 1000x) y empleando aceite de inmersion, se determind el
namero de amastigotes presentes en 100 macréfagos. Se calculd el porciento de

reduccion de la infeccion (%RI) para cada concentracién y se graficO contra las
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concentraciones evaluadas (Caio et al., 1999, Plock et al., 2001) para estimar las Clso en
amastigotes.

It
%RI = 100 — [100 E]

It: promedio del nUmero de amastigotes en los cultivos tratados.

Ic: promedio del numero de amastigotes en los cultivos controles.

Se ajustaron linealmente los % RI contra el logaritmo de las concentraciones y se
estimaron los valores de Cls,. Este procedimiento se llevé a cabo para cada uno de los
productos evaluados con tres réplicas cada uno y los resultados fueron expresados como

la media y su DE.

4.6.4 Indice de selectividad
Finalmente, para cada compuesto se determind el indice de Selectividad (IS) por la
divisién de la CCsg, para la célula hospedera entre la Clso frente a los promastigotes y

amastigotes intracelulares de L. amazonensis.

4.6.5 Criterios de seleccion

Del estudio en promastigotes se seleccionaron los compuestos que presentaron una Clsg
<1 ug/mLyun IS = 10 (Pink et al.,, 2005) Solo los que cumplieron con este criterio
pasaron al estudio en amastigotes intracelulares. Se seleccionaron como compuestos
promisorios conocidos del inglés como ‘hit’ aquellos compuestos que frente a amastigotes
intracelulares de L. amazonensis presentaron una Clsp £ 3 ug/mL y un IS = 10. Estos

compuestos seleccionados, pasaron a los ensayos in vivo.

4.7 Selecciéon de las cadenas laterales que aportan mayor actividad y selectividad
de derivados indazoles a través de su relacion estructura-actividad

El estudio de relacién estructura-actividad (SAR, de sus siglas en inglés Structure-Activity
Relation) fue realizado con los derivados de 5-nitroindazoles evaluados en esta tesis y a
los que se les reportaron sus valores de Clso frente a promastigotes y su citotoxicidad
celular CCg, frente a macréfagos. Una descripcidbn exhaustiva de las caracteristicas
estructurales que incrementan la actividad antileishmanial y disminuyan la citotoxicidad de
las moléculas fue realizada utilizando el programa SARANEA (Hu y Bajorath, 2012), el

cual es un programa libre que implementa una interface grafica con el usuario para

29



Actividad in vitro. in silico e in vivo de derivados indazoles frente a Leishmania amazonensis
|

Materiales y métodos

generar redes de similitud (por sus siglas en inglés, NSG) y asi permite la exploraciéon de
muchos datos.

4.7.1 Coleccion de los datos

Se conformé una base de datos con los valores de Clsog, CCso expresados en unidades de
nanomolar (nM) reportados en esta tesis, asi como las estructuras quimicas de los
derivaos de indazol estudiados. Los valores de deseabilidad individual para cada producto
fue aquel que se correspondié con la Clsy y la CCso previamente determinadas (dClsy y
dCCs, respectivamente) y su deseabilidad global (DG). La funcién de deseabilidad fue
propuesta por Harrington (1965) en 1965 para lograr la optimizacion de multiples

respuestas en una simple ecuacion matematica.

4.7.2 Codificacion estructural
La entrada del programa SARANEA usa representaciones tipo huellas moleculares
(fingerprint). En este estudio, se utilizaron los MACCS (Molecular ACCess System)

implementados en el programa CDK (Steinbeck et al., 2003; Steinbeck et al., 2006).

4.7.3 Redes de similitud estructural

La base de datos de los 5-nitroindazoles fue representada a través de redes de similitud
estructural (NSG, de sus siglas en inglés NSG), mostrando todas las moléculas y sus
relaciones de similitud. Las NSG son grafos en los cuales las moléculas son
representadas por nodos y las aristas representan la similitud par a par. Solo los pares de
moléculas que exceden un predefinido umbral de similitud son conectados por aristas.
Para visualizar la distribucion de la DG, los nodos son codificados de acuerdo a un
espectro continuo de colores desde el rojo (alta selectividad) hasta verde (baja
selectividad). EIl SARANEA brinda un valor de discontinuidad para cada compuesto, el
cual codifica las caracteristicas SAR.

En las NSG las combinaciones de nodos verdes unidos por una arista a nodos rojos
indican presencia de compuestos llamados activity cliff. Estos compuestos son relevantes
en los estudios SAR porgue indican los pequefios cambios estructurales que modifican
significativamente la selectividad. En SARANEA para que un par de compuestos esté
conectado necesita exceder un predefinido valor de similitud dado por el coeficiente de
Tanimoto (Tc) (Steinbeck et al., 2003). En este trabajo, se utilizé un valor de Tc igual a

0,85 para explorar todas las caracteristicas estructurales presentes en esta base de datos
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congenérica, obteniendo los sustituyentes que aportan mayor actividad y selectividad a la
serie de compuestos derivados del indazol estudiados.

4.8 Evaluaciéon del efecto de los derivados indazoles seleccionados en ratones
BALB/c infectados experimentalmente con L. amazonensis.

Para la evaluacion de los compuestos sobre la LC experimental en ratones BALB/c se
seleccionaron compuestos representativos teniendo en cuenta: (a) la actividad de los
compuestos sobre amastigotes intracelulares de L. amazonensis (Clso < 3 pg/mL), (b) el IS
(210), (c) que presentaran sustituyentes que aportan una mayor actividad y selectividad

acorde los estudios in silico, y (d) la disponibilidad de los compuestos.

4.8.1 Determinacion de Dosis Maxima Tolerada

El objetivo de estos ensayos fue determinar la maxima dosis (DMT) de cada producto que
puede administrase a los ratones durante 14 dias consecutivos sin que se produzcan
muertes ni pérdidas de peso superiores al 10% del peso inicial. Para ello, se formaron
grupos de cinco ratones iniciandose la dosificacion a 500 mg/kg. Los productos
seleccionados se dispersaron en CMC al 1% y se administraron diariamente, por via oral,
durante 14 dias, una vez al dia. Los animales se observaron cada dia para evaluar la
aparicion de signos de toxicidad y la ocurrencia de muertes. Asimismo, se pesaron a
intervalos de 4 dias para valorar el comportamiento del peso como indicador general de
toxicidad. En los casos que ocurrieron muertes se detuvo el tratamiento y se recomenzo
con otro grupo similar, pero se redujo la dosis a la mitad y se repitié el mismo esquema

experimental.

4.8.2 Evaluacion de los derivados indazoles seleccionados en ratones BALB/c
infectados experimentalmente con L. amazonensis

Los ratones fueron infectados por via subcutdnea en los cojinetes plantares de la
extremidad posterior derecha vista ventral con 5x10° promastigotes metaciclicos de L.
amazonensis en un volumen de 50 pL de solucién salina fisiol6gica estéril. A las 4
semanas post-infeccion (p.i.). Los animales se distribuyeron de forma aleatoria segun el
grupo de producto a administrar, momento en que se pesaron los ratones y midieron las
lesiones. Para comprobar el proceso de aleatorizacion se compararon los pesos y las
lesiones mediante analisis de varianza de un factor. Se consideraron homogéneos los

grupos si los valores de p eran superiores a 0,1.
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Para la aplicacion del tratamiento se conformaron los siguientes grupos:
Grupo 1: Se administré el producto diariamente a la DMT, por via oral, una vez al dia,
durante 14 dias consecutivos. El producto se dispersé en CMC al 1% y se administraron
0,2 mL empleando una sonda géstrica (Diehl et al., 2001; OECD, 2001).

Grupo 2: Tratados con CMC al 1% que correspondié al grupo placebo, 0,2 mL; por via
oral, una vez al dia, durante 14 dias consecutivos empleando una sonda gastrica.

Grupo 3: Tratados con AmB: 7,5 mg/kg, una vez cada 48 h (para un total de 7 dosis)
durante 14 dias, via intraperitoneal.

Grupo 4: Controles que no recibieron tratamiento alguno. Los ratones se mantuvieron en
condiciones similares a los demas. Se examinaron al inicio de la serie experimental y los
dias paralelos para confirmar que mantenian una conducta activa, acicalamiento,

ingestion de agua y alimentos y socializacion, indicativos de normalidad.

A partir del inicio del tratamiento (p.t), se observaron diariamente los animales y se
registraron las muertes en caso de que ocurrieran. Se determiné el peso corporal y se
midié el diametro dorso-plantar de las lesiones cada 7 dias desde el TO (tiempo O p.t. que
se correspondia con las 4 semanas p.i.) hasta 3 semanas p.t. (T3), momento que finalizé
el experimento. Para ello se empled un cutimetro (Kroeplin, LAngenmesstechnick, error de
medicion 0,05 mm).

Tres dias después de concluir el tratamiento se determiné la carga parasitaria (CP) por el
método de microtitulacion en placa de 96 pozos descrito por (Buffet et al., 1995). Para
ello, tres animales de cada grupo fueron sacrificados por dislocacién cervical y se tomaron
muestras de la lesién. Las muestras fueron pesadas y se trituraron en una placa Petri con
un fragmento de gasa estéril y 4 mL de medio Schneider suplementado con SFB 10% y
antibioticos. Las muestras fueron trituradas y seguidamente, se tomaron 20 pL de la
suspension tisular y se transfirieron a la primera fila (dos pozos por muestra) de una placa
de 96 pozos que contenia 180 yL de medio de cultivo. A partir de estos pozos, se
realizaron 7 diluciones seriadas 1:4. A continuacion, la placa se sellé6 con Parafim®, se
incubd a 26°C y pasados 7 dias se examind visualmente en busca de promastigotes
moviles utilizando un microscopio de luz invertida a 400x.

La presencia de promastigotes moviles se evalu6 en cada pozo. El titulo final se
determind por la dltima dilucion de la muestra en la que existian promastigotes moviles.

La CP por gramo de tejido fue calculada con la siguiente férmula:
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P(parésitos 2000 x 4%71
9 p

Donde p es el peso (g) de la muestra 'y d la mayor dilucién en que se observé crecimiento
de promastigotes. Se consideré el primer pozo de la placa como d=1 (Buffet et al., 1995).

4.9 Analisis estadistico

Los datos se almacenaron en bases de datos en Excel. Para comparar el tamafio de la
lesion se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) para mediciones repetidas. En caso de
encontrar diferencias en el ANOVA, se realiz6 una prueba de diferencias significativas
minimas de Fisher. Para comparar la carga de parasitos en las lesiones se empleé la
prueba de Kruskal-Wallis y la de comparaciones mdltiples para distribuciones libres en
caso de encontrar diferencias en la prueba anterior. Todos los analisis se realizaron con el
programa STATISTICA, Version 10 y se consideraron significativos los valores de p <
0,05.

4.10 Consideraciones éticas

El protocolo fue analizado y aprobado por el CCEP, el CEl y el Consejo Cientifico del
CBQ como se ha mencionado con anterioridad. Los estudios con animales de
experimentacion se llevaron a cabo luego de la aprobacion del protocolo por parte del
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, IPK,
Cuba). Los animales procedieron del CENPALAB y se trataron segun recomienda la
Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo (Relativa a la proteccién de los animales
utilizados para fines cientificos, 22 de septiembre de 2010) para el trabajo con animales
de experimentacion. Durante los experimentos se siguieron todas las directrices como se
menciond anteriormente, que se requieren para tratar de forma compasiva los animales,
empleando la menor cantidad de ellos posible y provocando el menor sufrimiento.

Se potencié la confidencialidad y seguridad de los resultados manteniendo el acceso

limitado a los mismos por el personal previamente autorizado.
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5. Resultados

5.1 Seleccidn de los derivados indazoles promisorios a partir de estudios in vitro de
actividad antileishmanial y citotoxicidad.

5.1.1 Actividad in vitro de los derivados indazoles sobre a promastigotes de L.
amazonensis.

Los 41 derivados del 5-nitroindazol se evaluaron sobre promastigotes de L. amazonensis
(Tabla Il). De forma general, los compuestos mostraron valores elevados de CPM, aunque
en la mayoria (37 compuestos) se observaron valores de Clsg < 1 pug/mL, 0 sea, en
muchos casos, son inhibidores del crecimiento, pero no tienen marcada actividad

parasiticida.

5.1.2 Citotoxicidad de los derivados indazoles sobre macréfagos peritoneales de
raton BALB/c

El estudio de citotoxicidad se realiz6 a los 41 compuestos (Tabla Il). De forma general,
todos los compuestos causaron citotoxicidad a las concentraciones evaluadas. En la serie
A, se encontraron compuestos que mostraron valores de CCsy > 30 pg/mL (VAYRG69,
VATR79, VATR80, VATR99 y VATR120). Las series B y C tuvieron valores de CCsp < 5
png/mL. En el caso de la serie D los valores, en su mayoria, son superiores a 10 pug/mL.
Con los resultados de la actividad antileishmanial en promastigotes y la citotoxicidad en
macrofagos, se determind el IS (Tabla Il). De los 41 indazoles evaluados, 16 presentaron
valores de Clsg < 1 ug/mL y con IS = 10, fundamentalmente de las Series A y D. Estos
compuestos seleccionados continuaron al ensayo in vitro en amastigotes de L.

amazonensis.
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Tabla Il Actividad antileishmanial y citotoxicidad de derivados del 5-nitroindazol sobre

promastigotes de L. amazonensis y macréfagos peritoneales de raton BALB/c.

Serie Producto CPM Clso + DE CCs = DE IS
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
VA5-13L | 60-24 0,7+0,1 1,103 2
VATRL | 60— 24 02+0,.1 15+05 5
VATR3 | 60— 24 02+0,.1 1,705 8
VATR69 > 60 02+0,1 58,4 7,5 295
VATR75 > 60 0402 50%29 13
VATR79 > 60 13004 | 67,0%5.2 5
VATR80 > 60 0302 62,278 195
VATRSL1 60 101+2,9 4622 1
VATRS2 > 60 02%0,1 26+19 12
VATRS3 > 60 0302 29+13 11
VATRS7 > 60 05+0,2 1,4+06 3
A VATRS9 > 60 03+0,1 1502 5
VATR92 > 60 08+0,7 1,3+0,03 2
VATRO3 > 60 05+04 13%0,1 5
VATR99 120 05+0,1 383+1,8 35
VATR100 | 56-22 09+02 09+0,1 1
VATRIOL | 88-35 5020,3 19+1,2 0,4
VATR120 | 60— 24 03+0,1 43651 100
VATR131 > 60 0803 | 143,0%488 189
VATR136 > 60 0,6+0,3 16+0,3 3
VATR18 > 60 03+0,1 1,4+0,3 5
VATR76 > 60 05+0,3 25+0,8 5
B VATRSS > 60 02+0,1 1,005 4
VATRO7 120 119+1,4 39+12 0,3
VATR126 > 60 09+05 0,6+0,2 1
VATR104 > 60 04+02 1,4+0,4 3
c [VATR121 > 60 05+0,4 1,4+0,4 3
VATR124 > 60 05+04 21+08 4
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Tabla Il Continuacion
NV4 60 0,2+0,04 253+3/4 168
NV6 61-4 0,2+£0,1 12,1+£2,7 72
NV7 55-11 0,017 £0,01 11,1+£29 620
NV8 53-3 0,003 £ 0,001 104+2,.2 331
NV9 24 -10 0,3+£0,1 17,4+ 3,8 59
NV10 60 -24 0,3+0,04 16,3+£6,2 47
D NV11 > 60 0,7+04 1,7+0,4 2
NV12 > 60 0,8+0,4 1,7+15 1
NV13 60 -24 0,3+£0,1 223+3/4 75
NV14 60 - 24 0,2+0,1 1,1+0,3 5
NV15 24 -10 0,6 +0,4 24+1,1 3
NV16 60 0,2+£0,1 9,7+£3,3 44
NV17 24 -10 0,4+0,1 3,012 8
AmB 0,3 0,03+0,01 58+0,5 193

Los valores se expresan como la media + DE de las Clsy y CCs, respectivamente. CPM:
Concentracion Parasiticida Minima; es la concentracion que causa el 100% de inhibicion
de crecimiento de promastigotes de L. amazonensis.

Clso: Concentracion Inhibitoria Media; es la concentracion que reduce en un 50% la
proliferacién de los promastigotes de L. amazonensis. Es el resultado de al menos tres
experimentos.

DE: Desviacion estandar.

CCso: Concentracion Citotdéxica Media, es la concentracién que causa la lisis del 50% de
los macrofagos peritoneales de ratdbn BALB/c. Es el resultado de promediar al menos tres
experimentos.

IS: indice de Selectividad para promastigotes 2 calculados como IS = CCs/ Clsg

En negrita se resaltaron los productos seleccionados como activos (Clsg < 1 pg/mL) y

selectivos (IS = 10).

5.1.3 Actividad in vitro de los derivados indazoles sobre amastigotes intracelulares
de L. amazonensis.
El ensayo para determinar la actividad de los productos en amastigotes intracelulares se

realiz6 solo con los 16 compuestos que mostraron actividad antileishmanial en
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promastigotes y una selectividad adecuada, seleccionados previamente como se expuso
en el acépite 5.1.2 (Tabla Il). De estos compuestos, 10 cumplieron con el criterio
establecido (Clsg < 3 pyg/mL y un IS = 10); siendo 4 compuestos de la Serie A y 6 de la
Serie D (Tabla Il).

Tabla 1l Actividad in vitro de los productos derivados del 5-nitroindazol frente a

amastigotes intracelulares de L. amazonensis.

Serie Producto Clso+ DE Clso + DE IS
(hg/mL) (M)
VATR69 > 3,41 > 10 >17
VATR75 2,84 +0,37 9,09 +1,19 2
VATRS0 2,85+0,13 6,25 + 0,30 19
A VATRS2 0,29 +0,15 0,85+ 0,40 9
VATRS3 1,49 + 0,84 4,22 2,38 2
VATR99 2,89 +1,05 7,95 + 2,90 15
VATR120 2,98 +0,73 8,53 + 2,09 16
VATR131 0,16 + 0,001 0,46 + 0,01 881
NV4 > 3,76 > 10 7
NV6 0,17 £ 0,02 0,43 + 0,049 72
NV7 2,43 +0,26 5,61 + 0,69 4
D NV8 0,45 +0,21 1,00 + 0,48 23
NV9 0,41 £0,36 1,13+0,98 42
NV10 1,51 +0,32 4,35+0,9 11
NV13 2,05 +0,19 5,66 + 0,53 11
NV16 0,075+0,02 | 0,17 £0,042 124
AmB 0,034+ 0,006 | 0,31 +0,006 172

Los valores se expresan como la media * la DE de las medias.

Clso: Concentracion Inhibitoria Media; es la concentracion que reduce en un 50% la

infecciébn en macréfagos infectados con amastigotes de L. amazonensis. Es el resultado

de al menos tres experimentos.

DE: Desviacion Estandar.

IS: indice de Selectividad para amastigotes, calculados como IS = CCs (reportada en la

Tabla Il, acépite 5.1.2) / Clso (amastigotes).
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En negrita los productos seleccionados como activos (Clsg < 3 ug/mL) y selectivos (IS =

10).

5.2 Seleccion de las cadenas laterales que aportan mayor actividad y selectividad

de derivados indazoles a través de su relacion estructura-actividad

Del programa SARANEA, se obtuvo una red de similitud conectada con dos clisteres
primer agrupamiento representado

claramente identificados (Figura 8). Un
fundamentalmente por los 1-sustituido 2-bencil-5-nitroindazolin-3-onas (Serie A) y un

segundo agrupamiento por los 3-alcoxi-1-bencil-5-nitroindazoles (Serie D). En el primer
grupo predomina la presencia de nodos verdes y amarillos de tamafio pequefio lo cual
indica que ese conjunto de compuestos constituye un espacio estructural pobre para la
extraccion de informacion SAR relevante. Por este motivo, no continuaron los posteriores
analisis. Un espacio diferente caracteriza el segundo grupo el cual esta formado por la
presencia de nodos verdes y rojos de tamafio grande. Esto indica que ofrece una fuente
rica para extraer relevante informacion estructural, ya que pequefias modificaciones en la
estructura implican grandes cambios en la actividad o selectividad. Esto Ultimo esta dado

porque existe un mayor numero de pares de selectivity cliff.

02N
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2-bencil-5-nitroindazolin-3-ona

sustituidas en la posicién 1 5

,
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Figura 8 NSG generada con el programa SARANEA para agrupar los derivados de 5-

nitroindazoles usando un Tc = 0,85. Esta NSG representa dos grupos de compuestos que
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codifican dos tipos de comportamiento SAR. Los nodos representan compuestos
conectados por aristas si ellos comparten una similitud 2D por encima de un umbral
predefinido. El color y el tamafio del nodo refleja el valor de la DG, por ejemplo, nodo rojo
y de tamafio grande implica alta eficacia y seguridad del compuesto.

Un analisis mas exhaustivo del grupo de la Serie D indica la existencia de un gran namero
de selectivity cliff y por lo tanto de importantes modificaciones estructurales que dominan
el SAR de esta familia de compuestos. Estos pares pueden ser facilmente identificados a
través de un andlisis exhaustivo de la red de similitud presentada en la figura 9. El par de
selectivity cliff mas relevante de este cluster es el constituido por el compuesto 1-bencil-5-
nitro-3-[3-(piperidin-1-yl) propoxi]-1H-indazol (NV8), el mas potente y seguro de las
estructuras presentes en esta base de datos y su andlogo 1-benzyl-5-nitro-3-[5-(n,n-
dimethylamino)pentoxy]-1H-indazol (NV14). El valor de DG de NV8 es 0,89; mientras que
el correspondiente valor de DG de NV14 es cero. Esto refleja una completa pérdida de

selectividad del derivado NV14, aunque su potencia se conserva (Clso = 0,2 pg/mL).

Otro par de selectivity cliff formados por los nodos NV11 y NV12 con el nodo NV8
evidencian que la introduccion de los sustituyentes bromoalquilicos en la posicién 3-O de
la serie analizada inducen una pérdida importante de la selectividad debido a una

disminucion de la potencia e incremento de la citotoxicidad.
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Figura 9 Red de similitud para explorar los pares de compuestos de los selectivity cliff.

Finalmente, es importante analizar el papel de los sustituyentes alquilamino en la posicién
3-0 del nucleo analizado, a través del uso de un arbol SAR generado por el programa
SARANEA y mostrado en la figura 10. Este arbol parte del nodo NV14 que representa a
un compuesto con sustituyente dimetilaminopentoxy en la posicién 3 del nicleo 1-bencil-
5-nitroindazol. Este sustituyente es una amina terciaria unida a la posicién 3-O del nucleo
analizado mediante un grupo pentil. Cuando este sustituyente se modifica a una amina
secundaria (nodo NV15, DG = 0,41) y luego a una amina primaria (nodo NV17, DG =
0,58) manteniendo el grupo pentil como puente entre el N aminico y el 3-O, se aprecia un
incremento ligero en la DG. Sin embargo, este comportamiento es contrario cuando se
sustituye en las estructuras anteriores, el grupo pentil por el grupo etil o propil. O sea, se
obtiene un incremento en la selectividad cuando se sustituye en la posicion 3-O del nacleo

analizado una amina primaria (NV10, NV19), secundaria (NV13) y luego terciaria (NV6).

En resumen, se logran mejores valores de selectividad cuando las estructuras poseen
sustituyentes tipo aminas terciarias, pero con grupos alquilicos pequefios. En el caso de
los sustituyentes tipo aminas terciarias ciclicas (NV16, NV7 y NV8) también se cumple lo
anterior y ademas logran los mejores valores de selectividad de la base de datos

analizada.
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Figura 10 Arbol SAR generado para los derivados de 3-alcoxi-1-bencil-5-nitroindazol y su
selectividad. Los nodos verdes/amarillos-naranja-rojo representan compuestos de
baja/alta deseabilidad global. Ademas, son mostradas las estructuras moleculares junto

con sus valores de IC5/CCsx (DG).

5.3 Evaluacion del efecto de los derivados indazoles seleccionados en ratones
BALB/c infectados experimentalmente con L. amazonensis.

Finalmente, para el estudio in vivo se seleccionaron 3 compuestos (VATR99, VATR120 y
NV13) que previamente cumplieron los criterios en los estudios in vitro de actividad /
selectividad y que contenian los sustituyentes de mayor actividad obtenidas del estudio in
silico. La efectividad de los compuestos fue evaluada en el modelo in vivo de LC en
ratones BALB/c a través del tamafio de la lesion y la determinacion de la CP en la region

infectada.
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5.3.1 Determinacion de Dosis Maxima Tolerada

De forma general, en el examen clinico se observo disnea y convulsiones a la dosis de
500 mg/kg de los tres compuestos analizados. En todos los casos, fue necesario reducir
las dosis a 250 mg/kg, por observarse muertes en mas del 10% de los animales durante
las primeras horas post-tratamiento. Adicionalmente, para NV13 hubo una reduccion de
125 mg/kg por observarse estas mismas manifestaciones toxicas a dosis de 250 mg/kg.

Por lo tanto, se seleccioné una DMT de 250 mg/kg de los compuestos VATR99 y
VATR120; mientras que fue de 125 mg/kg para el NV13. A estas concentraciones,
durante 14 dias de administracion de cada compuesto, se observé una disminucion del
peso en los ratones los dias 4, 8, 12 y 16 de iniciada la dosificacién con los productos
VATR99 y NV13 pero sin diferencias significativas (p > 0,05) con respecto al grupo control
y sin llegar a disminuir un 10% del peso inicial. Estos animales a los 20 dias de iniciado el
tratamiento mostraron un ligero aumento en el peso corporal. En los animales dosificados

con el producto VATR120, no se observaron pérdidas de peso a estas dosis (Tabla IV).

Tabla IV: Variacién en el peso corporal (%) de los ratones BALB/c durante el estudio de

Dosis Maxima Tolerada

Grupos de Dias evaluados post-tratamiento
estudio 0 4 8 12 16 20
VATR99 0,0 -34 -2,9 -11 -0,4 1,0
VATR120 0,0 4.8 4,5 6,2 6,5 5,8
NV13 0,0 -2,6 -24 -0,8 -0,3 1,8
CMC 0,0 0,6 -0,8 3,5 4.8 6,9
Control 0,0 1,7 6,4 6,8 8,3 12,2

VATR99: 250 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral
VATR120: 250 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral
NV13: 125 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral

CMC 19%: 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral

Control no recibieron tratamiento alguno

Los valores positivos significan un incremento en el peso corporal de los animales
respecto al inicio del tratamiento, los valores negativos, por el contrario, indican pérdida

de peso con respecto al inicio del tratamiento
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5.3.2 Evaluacién de los derivados indazoles seleccionados en ratones BALB/c
infectados experimentalmente con L. amazonensis

Durante todo el experimento, no se observaron muertes ni signos clinicos de toxicidad en
ninguno de los grupos en estudio. Se determiné el peso corporal cada 7 dias desde la
cuarta semana p.i. hasta la semana 3 p.t. En el grupo control y el tratado con CMC al 1%
dicha variable se mantuvo estable durante todo el tratamiento. Los grupos tratados con
los compuestos en estudio VATR99 y VATR120 por via oral, no demostraron ser toxicos
para los animales a las dosis seleccionadas, los animales mantuvieron el peso o
mostraron una ligera tendencia a aumentar. En el caso del NV13, se observé una
disminucion en el peso de los animales durante el tratamiento pero no fue superior al 10%
respecto al inicio del tratamiento y una vez concluido la tendencia de esta variable fue
aumentar (Tabla V). El peso corporal de los animales tratados con AmB disminuyé en las
primeras semanas p.t. Sin embargo, durante las semanas posteriores al tratamiento el

peso se restablecid hasta valores comparables al de los controles no tratados.

Tabla V: Variacion en el peso corporal (%) de los ratones BALB/c infectados con

L. amazonensis durante el estudio con los indazoles seleccionados.

Grupos de Dias evaluados post-tratamiento
estudio 0 7 14 21
VATR99 0,0 -0,6 1,4 3,6
VATR120 0,0 -1,3 -11 19
NV13 0,0 -7,4 -7,0 -2,5
CMC 1% 0,0 11 -1,0 0,2
Control 0,0 -2,1 -0,1 1,3
AmB 0,0 -11,5 - 16,2 -1,7

VATR99: 250 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral
VATR120: 250 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral
NV13: 125 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral AmB:
7,5 mg/kg, cada 48 h, durante 14 dias consecutivos, via intraperitoneal

CMC 19%: 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral

Control no recibieron tratamiento alguno
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Los valores positivos significan un incremento en el peso corporal de los animales
respecto al inicio del tratamiento, los valores negativos, por el contrario, indican pérdida

de peso con respecto al inicio del tratamiento.

Los dias que se midi6 el peso corporal de los animales se determind, ademas, el diametro
dorso-plantar de las lesiones. Los animales que recibieron CMC al 1% y los que no
recibieron tratamiento alguno, tuvieron un aumento progresivo en el tamafio de la lesion
durante todo el experimento de forma similar (p > 0,05). Solo los animales que recibieron
tratamiento con el NV13 tuvieron una disminucion en el tamafio de la lesion con respecto
al grupo control los dias 7 y 14 p.t. (p < 0,05) y comparable (p > 0,05) al efecto logrado por
la AmB a los 7 dias posteriores al inicio del tratamiento. A los 14 dias tiende aumentar
pero sigue siendo menor el tamafio de la lesion (p < 0,05) que el grupo tratados con CMC.
Una vez concluido el tratamiento las lesiones aumentan como en el resto de los grupos.
En el caso de los grupos a los cuales se les administr6 los compuestos VATR99 y
VATR120, no mostraron diferencias significativas (p > 0,05) con respecto a los grupos
controles (negativo y placebo). En contraste, las lesiones en los ratones tratados con AmB
mostraron una reduccién significativa con respecto al resto de los grupos (p < 0,001)

durante todo el periodo de evaluacion (Figura 11).
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Figura 11 Variacion en el tamafio de la lesion de los ratones BALB/c infectados con L.

amazonensis y tratados. NV13: 125 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias
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consecutivos, via oral. VATR120: 250 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias
consecutivos, via oral. VATR99: 250 mg/kg en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias
consecutivos, via oral. AmB: 7,5 mg/kg, cada 48 h, durante 14 dias consecutivos, via
intraperitoneal. CMC 1%: en un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral.

Control: no recibieron tratamiento alguno.
+ Muestra diferencias estadisticas (p < 0,05) con respecto al grupo control no tratado
+ Muestra diferencias estadisticas (p < 0,05) con respecto al grupo tratado con CMC al 1%

La carga parasitaria no demostro diferencias significativas (p > 0,05) entre los animales
gue recibieron tratamiento con los diferentes derivados del indazol y la del grupo control.
Sin embargo, pudieron observarse diferencias significativas (p < 0,05) del grupo tratado

con AmB y el resto de los grupos experimentales (Figura 12).
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Figura 12 Efecto del tratamiento sobre la carga parasitaria en los ratones BALB/c
infectados con L. amazonensis después de concluido el tratamiento. NV13: 125 mg/kg en
un volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral. VATR99: 250 mg/kg en un

volumen de 0,2 mL durante 14 dias consecutivos, via oral. AmB: 7,5 mg/kg, cada 48 h,
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durante 14 dias consecutivos, via intraperitoneal. CMC 1%: en un volumen de 0,2 mL

durante 14 dias consecutivos, via oral. Control: no recibieron tratamiento alguno.

+ Muestra diferencias estadisticas (p < 0,05) con respecto al grupo control no tratado
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6. Discusioén

En la actualidad, no hay una vacuna disponible ni preparaciones profilacticas contra la
leishmaniasis; mientras que el control a vectores y reservorios es insatisfactorio en areas
endémicas. Por tanto, el control de esta enfermedad depende Unicamente de la
guimioterapia. Sin embargo, los farmacos disponibles presentan alto costo, toxicidad y la
eficacia depende de la especie de Leishmania. En este sentido, constituye una necesidad
el desarrollo de nuevos agentes antileishmaniales eficientes y mas seguros (Soyer, 2019).
Una de las estrategias recomendadas ha sido el disefio de nuevas moléculas a través de

la quimica combinatoria (Monzote, 2011).

Uno de los farmacoforos utilizados para la obtencién de diversos compuestos con un
amplio rango de actividades biol6gica ha sido el grupo indazol, del cual se ha reportado
sus potencialidades como anti-inflamatorio, anti-arritmico, antitumoral, antifingico,
antibacteriano, antiviral y antiparasitario (Vidyacharan et al., 2016; Shinde et al., 2016;
Behrouz, 2017; Jayanthi y Rajakumar, 2017; Lavrard y Popowycz, 2018). Frente a
Leishmania, diversos derivados del indazol han sido estudiados, como son los derivados
del 3-alcoxi-5-nitroindazol (Martin-Montes et al., 2019), éxidos de 3-ciano-2-(4-yodofenil)-

indazol (Gerpe et al., 2006) e hibridos con el indazol / pirona (El Ghozlani et al., 2018).

En patrticular, la evaluacién frente a protozoos parasitos de los derivados de indazoles
utilizados en este estudio, comenzé con la blisqueda de nuevas alternativas terapéuticas
para la enfermedad de Chagas y la trichomoniasis (Vega et al., 2012; Fonseca-Berzal et
al., 2016; Ibafiez-Escribano, 2016; Fonseca-Berzal et al., 2018). EI mecanismo de accién
probablemente es similar al del nifurtimox y benznidazol, basado en la creacion de
especies reactivas e inhibicion mitocondrial (Boiani et al., 2009; Fonseca-Berzal et al.,
2016). Considerando el grado de parentesco entre T. cruzi y Leishmania, que pertenecen
a la misma familia Trypanosomatidae, pudiera proponerse similar accion frente a ambos
protozoos parasitos. Por estos motivos, en el presente trabajo nos propusimos evaluar las
potencialidades de derivados indazoles frente a L. amazonensis en diferentes modelos in

vitro, in silico e in vivo.
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6.1 Seleccion de los derivados indazoles promisorios a partir de estudios in vitro de
actividad antileishmanial y citotoxicidad.
Para la seleccién de compuestos promisorios con actividad antileishmanial, el primer paso

de evaluacion se basa en los modelos in vitro, incluyendo promastigotes y amastigotes
(Caridha et al., 2019).

En este estudio, de un total de 41 compuestos, 37 (90%) tuvieron actividad antileishmanial
sobre promastigotes de L. amazonensis, con valores de Cls, < 1 pg/mL acorde a los
criterios internacionales expuestos para la seleccibn de candidatos con actividad
antileishmanial (Pink et al., 2005). Entre las 4 series estudiadas, puede destacarse en
orden de actividad la Serie D (Clsp = 0,003 — 0,81 pg/mL) > Serie C (Clsp = 0,44 — 0,52
pg/mL) > Serie B (Clsp = 0,2 — 11,9 pg/mL) > Serie A (Clso = 0,2 — 13 pg/mL).

Previamente, (Fonseca-Berzal et al., 2018) reportdé como estudio preliminar, que 10 de los
compuestos estudiados mostraron una potente actividad antileishmanial frente a esta
especie, también con valores de Clsg < 1 pg/mL. Estos resultados resaltan las
potencialidades de los derivados estudiados ya que compuestos disefiados por otros
autores con igual grupo farmacoforo no han mostrado una potente actividad. En este
sentido, podemos citar el estudio de (Marin et al., 2015) frente a especies de L. infantum y
L. braziliensis, donde derivados del 5-nitroindazol mostraron Cls, supriores a los indazoles

estudiados, con valores de Clsg entre 11 - 52 uM.

En paralelo, los resultados de actividad sobre promastigotes de los derivados de indazol
fueron comparados con los obtenidos para la AmB (Clsp = 0,03 pg/mL), lo cual concuerda
con lo reportado en la literatura (Clso = 0,01 pg/mL) para esta especie de Leishmania
(Rocha et al., 2019). En general, los compuestos estudiados presentaron un valor superior
de Clg,, excepto para los productos NV7 y NV8 que mostraron una actividad similar a la
AmB (Clso = 0,017 pg/mL (0,04 uM) y 0,003 pg/mL (0,007 uM), respectivamente). Estos
compuestos también son mas activos que otros farmacos utilizados en la clinica, como es
la pentamidina (Clso = 10,2 pg/mL; (Dutra et al., 2014) y la miltefosina (Clsp = 20,7 pg/mL;
(Scariot et al., 2017).

Otros compuestos sintéticos con diferente grupo farmacéforo seleccionados como
promisorios han mostrado un amplio rango de inhibicién frente a L. amazonensis. Por
ejemplo, el ravuconazol, un derivado del triazol (Teixeira de Macedo et al., 2018) y el
tamoxifeno, un trifeniletileno (Reiméo y Uliana, 2018), han causado una Clso de 0,96 pM y

3,62 pg/mL, respectivamente.
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Los estudios en promastigotes presentan la ventaja que crecen en cantidades suficientes
para evaluar un alto numero de compuestos (Caridha et al., 2019). Sin embargo, el
parasito Leishmania una vez que infecta al humano es fagocitado principalmente por
macréfagos; aunque también puede sobrevivir en el interior de neutréfilos y células
dendriticas (Whyte y Zufferey, 2017). Por lo tanto, se necesita saber el indice de
seguridad a partir de la CCs, sobre macréfagos, la cual constituye la célula diana del
parasito (Grogl et al., 2013; Caridha et al., 2019). En este sentido, se evidencié que en
general todos los productos causaron una CCsy < 150 pug/mL. Al analizar la selectividad,
se pueden mencionar en el siguiente orden: Serie D (IS = 1 - 620) > Serie A (IS=0,4 -
295) > Serie C (IS = 3 - 4) > Serie D (IS = 0,3 - 5). Como puede apreciarse, existio un alto
contraste en la citotoxicidad de los compuestos de las Series B y C frente a macréfagos

peritoneales, con valores de IS inferiores a 10.

En los estudios de citotoxicidad, se pueden realizar ensayos con células procedentes de
lineas continuas o de cultivos primarios. Las ventajas que presentan las lineas celulares
continuas son la homogeneidad y caracterizacion de la muestra, ademas de obtener un
gran volumen en poco tiempo. Los productos en estudio, han sido previamente evaluados
en lineas celulares de macréfagos murinos J774 (Vega et al., 2012), fibroblastos murinos
L929 (Fonseca-Berzal et al., 2016; Fonseca-Berzal et al., 2018) y células Vero (lbafiez-
Escribano, 2016). En estos estudios de forma general los compuestos dieron una menor

citotoxicidad, con valores de CCso > 100 M.

En la presente investigacion, se utilizaron células de cultivos primarios, los cuales
presentan la ventaja de mayor similitud a lo que ocurre en la naturaleza, siendo las células
de preferencia por el parasito Leishmania en la naturaleza (O’keffe et al.,, 2019).
Reproducir con la mayor similitud lo que ocurre en el ambiente nos da una idea mas
certera de los ensayos que realizamos. Las diferencias en la toxicidad de las diferentes
lineas celulares pudiera deberse a que las lineas celulares continuas estan en constante
crecimiento y un producto pudiera tener efecto sobre la célula pero no inhibir el
crecimiento. En los macréfagos peritoneales como no tienen capacidad de division, el

efecto en las células repercute no solo en la viabilidad sino en el nimero (Sifontes, 2017).

Los macréfagos son el tipo celular predominante dentro de las lesiones cutaneas
causadas por Leishmania y puede infectarse con algunos o varias cientos de parasitos,
dependiendo de la especie involucrada. En la naturaleza, los macréfagos se infectan con
los promastigotes inoculados por el vector transmisor y son inicialmente internalizados por
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neutrofilos, posteriormente son fagocitados por los macréfagos y una vez en el
fagolisosoma maduro se diferencian a la forma de amastigote (Colmenares et al., 2004).
Un producto eficaz debe ser capaz de traspasar la membrana citoplasmatica del
macréfago sin causar dafio y actuar sobre el parasito. Los estudios preliminares en
promastigotes de L. amazonensis nos brindan informacién de la posible relacion
estructura-actividad de los compuestos evaluados y pudieran constituir un primer tamizaje
para descartar aquellos que no tienen actividad. Sin embargo, los ensayos que brindan
mayor informacién son los que emplean amastigotes intracelulares, que son la forma
infectante en el hospedero mamifero (O’keffe et al., 2019).

Por lo tanto, teniendo en cuenta los valores de Clsy, sobre promastigotes de L.
amazonensis y el IS, se seleccionaron 16 compuestos para realizar el estudio frente a
amastigotes intracelulares, ya que correspondieron a una Clsg < 1 pg/mL y un IS > 10
(Pink et al., 2005).

De los 16 derivados del 5-nitroindazol evaluados sobre amastigotes intracelulares, 14
(87,5%) mostraron Clso inferiores a 3 pg/mL. La serie de los NV que contenian los
compuestos mas activos en promastigotes igualmente en el ensayo con amastigotes
resulté ser mas activa con valores inferiores a 1 pg/mL. No se comportaron de la misma
manera los productos NV6, NV7 y NV8. El NV8 en promastigotes resultd ser el compuesto
mas activo, pero en amastigotes el NV6 mostrd una Clsg = 0,17 pg/mL y un IS = 72. Estos
resultados pudieran explicarse por la diferencia en el sustituyente de la cadena lateral. En
el caso del NV8, tiene una piperidina y una amina heterociclica saturada, de mayor
volumen que la amina terciaria que es el sustituyente en el NV6 y por tanto mejores

posibilidades de rotacién e internalizacién en la membrana.

Estos compuestos no han sido evaluados previamente sobre amastigotes intracelulares
de Leishmania. Sin embargo, los valores de Cls, son similares o inferiores a diferentes
productos sintéticos que se estudian en la actualidad como nhuevas alternativas
antileishmaniales. Por ejemplo, la quinolina ha sido un compuesto con mucha utilidad en
el mundo farmacéutico, sus derivados se han utilizado como antisépticos, antibiéticos y
contra la malaria. En recientes estudios realizado por Coimbra et al. (2016) comprobé su
actividad antileishmanial frente a amastigotes de L. amazonensis (Clsq = 0,07 pg/mL). Otro
estudio realizado por Ribeiro et al. (2016) comprobd la actividad de derivados de
aminoquinoleinas frente a amastigotes de L. amazonensis. Los resultados de la Clso de
sus compuestos mas activos estuvieron entre 8,1 uM y 15,6 uM. El ravuconazol evaluado
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frente a amastigotes mostr6 a las 48 h de expuesto a los parasitos una Cls, de 5,11 uM
(Teixeira de Macedo et al., 2018). Por otra parte, Oliveira et al. (2018) realiz6 el disefio, la
sintesis y comprobé la actividad antileishmanial de derivados de la oxoquinolina, con
valores de Clsp entre 0,7 — 2 uM.

Si comparamos los valores de la AmB con nuestros productos, ninguno tiene valores
inferiores al farmaco de referencia pero si hay varios productos con un IS superior a 10.
Este resultado debe tomarse en cuenta conociendo que los productos con estos valores
tienen una CCsx, superior a la AmB la cual es citotOxica y constituye una de sus principales
desventajas que limita su utilizacion en la clinica (Oliveira et al., 2011). En el estudio
realizado por Rocha et al. (2019) igualmente comparé el resultado de sus productos frente
a la AmB como farmaco de referencia, obteniendo una Cls, de 0,01 pg/mL frente a

amastigotes de L. amazonensis.

Como se ha mencionado anteriormente, los compuestos estudiados han sido evaluados
frente a T. cruzi y T. vaginalis. En el estudio realizado por Fonseca-Berzal et al. (2016), de
38 compuestos evaluados 40% (15) mostraron actividad antitripanocida (1,58 — 13,29 uM)
inferiores al Benznidazol® (22,73 upM) utilizado como farmaco de referencia.
Posteriormente, este mismo autor (Fonseca-Berzal et al., 2018) ) evalué nuevos derivados
indazoles a partir de las cabezas de serie de las estructuras A, B y C. De 19 compuestos
evaluados frente a epimastigotes de T. cruzi, 63% (12) mostraron actividad (0,24 — 23,36
uM), aunque inferior al farmaco de referencia (Benznidazol® 26,55 uM). De los
compuestos evaluados sobre trofozoitos de T. vaginalis por Fonseca-Berzal et al. (2016),
ninguno mostré actividad inferior al metronidazol utilizado como farmaco de referencia
(0,83 pg/mL).

6.2 Seleccion de las cadenas laterales que aportan mayor actividad y selectividad

de derivados indazoles a través de su relacién estructura-actividad.
Los estudios computacionales o in silico permiten evaluar las propiedades similares de

compuestos. En el presente trabajo, se analizaron los sustituyentes de los derivados
indazoles con el objetivo de obtener una comparaciéon rapida de la influencia de los
mismos en la actividad/selectividad in vitro de los compuestos estudiados. En particular, el
programa SARANEA permite la exploracion interactiva de informacion de relacion
estructura-actividad (SAR) y relacion estructura-selectividad (SSR). Por lo tanto, integra
varias funciones de andlisis SAR y SSR mediante una estructura de datos de similitud y

agrupa los compuestos por redes para una mejor visualizacion.
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En este estudio, se utilizaron arboles de selectividad, resimenes de bioactividad de
compuestos clave y marcadores de compuestos bioactivos que tienen efectos
secundarios potenciales. Estas importantes herramientas nos permitieron determinar los
sustituyentes de mayor actividad e identificar los ligeros cambios que pudieran o no
afectar su potencia (Loukine et al., 2010).

Los estudios SAR han sido de amplia utilidad en el disefio de diversos compuestos en
series evaluadas sobre Leishmania (Sifontes, 2017, Zhu et al., 2015, Das, 2017).

6.3 Evaluacion de los derivados indazoles seleccionados en ratones BALB/c
infectados experimentalmente con L. amazonensis
De los 16 compuestos que fueron activos y selectivos en los estudios in vitro, solo tres

compuestos fueron seleccionados para realizar la evaluacién en el modelo murino de LC
en ratones BALB/c: dos productos de la Serie A (VATR99 y VART120) y un producto de la
Serie D (NV13). Estos compuestos se escogieron teniendo en cuenta: (a) representan las
dos series que mostraron mayor actividad tanto en promastigotes como amastigotes de L.
amazonensis (Serie A y D), (b) sus cadenas lateras estan sustituidas por aminas
primarias y secundarias que resultaron ser en el estudio in silico los sustituyentes de
mayor actividad y selectividad, (c) se contaba con la cantidad suficiente de los productos
para estudiar y aplicar altas dosis, y (d) podrian utilizarse como prueba de principio que
los derivados de indazoles activos y selectivos en los estudios in vitro también podrian ser
efectivos en el modelo in vivo, que justificara la utilizacion de un nimero mayor de

animales para estudiar el resto de los compuestos.

En este caso, la via de administracion utilizada fue la oral debido a: (a) algunos de estos
indazoles han sido administrados por via oral en modelos de tripanosomiasis (Boiani et
al., 2009) y trichomoniasis (Ibafiez-Escribano, 2016) en ratones BALB/c, con buenos
resultados en cuanto a efectividad relacionada por la disminucién de la carga parasitaria,
(b) entre las caracteristicas deseadas de un nuevo agente antileishmanial se encuentra
gue pueda ser administrado por via oral teniendo en cuenta que la mayoria de los
pacientes viven en zonas rurales y son pobres, y los farmacos disponibles requieren, en
su mayoria, hospitalizacion (Oliveira et al.,, 2011), y (c) constituye una via de
administracion sistémica que no solo puede contribuir al control de la infeccién, sino que
también puede prevenir la aparicion de lesiones metastasicas (Caridha et al., 2019). En la

literatura cientifica se pueden apreciar varios estudios donde se utiliza la via oral para
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evaluar la eficacia de productos sobre la LC experimental en ratones BALB/c con
resultados satisfactorios.

Antes de realizar el estudio farmacologico de los compuestos seleccionados sobre la LC
experimental en ratones BALB/c, se seleccionaron las DMT para cada compuesto segun
la OECD. En este caso, se pudo conocer la dosis maxima de cada compuesto que es
capaz de tolerar un animal sin causar muertes ni reduccién de méas del 10% del peso
inicial. Con este ensayo se garantiza la distribucion sistémica del producto sin llegar a
afectar la sobrevivencia del animal ni que sufra a causa de la toxicidad del compuesto
(OECD, 2001).

En esta investigacion, los animales del grupo control mostraron un aumento del tamafio
de la lesion de forma continua y progresiva, resultado que se esperaba teniendo en
cuenta la susceptibilidad de esta linea de ratones a la infeccion (Mears et al., 2015). Es
importante destacar también que los ratones tratados con el placebo, también mostraron

un desarrollo similar (p > 0,05) al de los controles durante todo el experimento.

De los tres compuestos derivados del indazol evaluados, se observé que el NV13 fue
capaz de controlar el desarrollo de la lesién con respecto al control y al placebo (p < 0,05)
durante el dia 7 y 14 p.t; mientras que al dia 21 p.t. aln mantenia diferencias respecto al
placebo (p < 0,05). Sin embargo, los animales tratados con los compuestos VATR99 y
VATR120 no mostraron diferencias significativas (p > 0,05) respecto a los tratados con el
NV13, placebo o controles, lo cual pudiera estar relacionado con la diferencia en la
cabeza de serie. Ademas, pudiera existir alguna relacién con respecto a los sustituyentes;
los compuestos de la Serie A (VATR99, VATR120) tienen aminas laterales primarias y el
de la Serie D (NV13) tiene una amina secundaria que pudiera influir positivamente en la

efectividad de este compuesto.

Los resultados obtenidos para los compuestos de la Serie A (VATR) en el ensayo in vivo
no se esperaban si tomamos en cuenta que mostraron los menores valores de Clsg (< 5
pHg/mL) tanto sobre a promastigotes y amastigotes. Sin embargo, al observar las CPM de
los derivados indazoles, en su mayoria, son inhibidores del crecimiento y no parasiticidas.
Estos resultados pudieran explicar el por qué una vez eliminada la presién de los
productos las lesiones tienden a aumentar y la carga parasitaria aumenta al realizarse dos

semanas después de concluido el tratamiento.
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Por otra parte, el control de la lesién fue similar (p > 0,05) entre el grupo de animales
tratados con el NV13 y la AmB durante los primeros 7 y 14 dias p.t., aunque de forma
general la AmB mostré una mayor efectividad al finalizar el experimento (21 dias p.t.)
respecto al grupo tratado con el NV13, placebo y control no tratado. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos al calcular la carga parasitaria, donde solo la AmB mostro
diferencias significativas (p < 0,05) respecto al resto de los grupos tratados y controles.
Ademas, el control del tamafio de la lesion por el NV13 pudiera deberse no solo a la
actividad antileishmanial directa, como se demostré6 en los experimentos in vitro, sino
también pudiera ejercer algin efecto indirecto, como es la estimulacién del sistema
inmunoldgico o efecto anti-inflamatorio. En este trabajo, no se realizaron estudios que
permitan demostrar estas propiedades para el compuesto NV13. Sin embargo, se ha
reportado que los indazoles tienen propiedad antiinflamatoria (Kaur et al., 2011) y
antioxidante (Shakil et al., 2013).

Los modelos de LC en ratones BALB/c infectados con L. amazonensis para evaluar la
eficacia de diferentes tratamientos contra esta parasitosis ha sido ampliamente utilizado
(Paladi et al., 2017; Rocha et al., 2019; Carregal et al., 2019). No obstante, es conocido
gue los ratones BALB/c son altamente susceptibles a esta parasitosis y desarrolla
lesiones severas que conlleva a la rapida progresién de la enfermedad y puede llegar a
causar la muerte del animal (Monzote, 1999; Loria-Cervera y Narvaez, 2014; Mears et al.,
2015). Por estos motivos, los resultados prometedores en los estudios in vivo observados
para el NV13, podrian tenerse en cuenta con el objetivo que sea utilizado como cabeza de
serie para futuros compuestos con mayor actividad/selectividad in vitro y efectividad in
vivo, a partir de la optimizacion de la estructura teniendo en cuenta su relacion con la

funcién bioldgica observada.

6.4 Discusion general
Los resultados observados a nivel celular tanto sobre Leishmania que los efectos

citotoxicos sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c demuestran las
potencialidades de los derivados de indazol para el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas antileishmaniales. En particular, la Serie D se destaco por presentar la mayor
actividad y selectividad, lo cual fue a su vez observado en los estudios in silico. En
particular el NV13, mostr6 eficacia al administrarlo por via oral en el modelo de LC
experimental en ratones BALB/c. La via oral presenta la ventaja de ser una via sistémica
gue pudiera contribuir al control de la progresion de la enfermedad por vias indirectas,

aunque también podrian evaluarse otras vias de administracion como la topica. Estudios
54



Actividad in vitro. in silico e in vivo de derivados indazoles frente a Leishmania amazonensis

Discusién
futuros de toxicologia, farmacocinética y de formulacién con el NV13, podrian ser

explorados para el desarrollo de un nuevo agente antileishmanial.

No obstante, otros de los compuestos que mostraron actividad antileishmanial y
selectividad in vitro podrian ser evaluados también en el modelo de LC experimental, asi

como sobre otros protozoos parasitos de importancia médica.

En conclusion, los estudios realizados en este trabajo en modelos in vitro, in silico e in
vivo, demostraron las potencialidades de los derivados del indazol como grupo

farmacoforo frente la leishmaniasis.
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7. Conclusiones

1. De los derivados indazoles evaluados, 16 fueron activos y selectivos sobre
promastigotes de L. amazonensis; mientras que 10 fueron seleccionados como
promisorios sobre amastigotes intracelulares. Esto permiti6 proponer 4 y 6
compuestos de las Series A y D, respectivamente, como productos potenciales
con actividad antileishmanial en modelos in vitro que pueden ser considerados

como hit para el desarrollo de agentes con actividad antileishmanial.

2. Los compuestos activos y selectivos fueron distribuidos en dos grupos, siendo la
pirrolidina y las aminas primarias, secundarias y terciarias los sustituyentes que
aportaron la mayor potencia, lo cual permitird el disefio de nuevos compuestos

derivados del 5-nitroindazol.

3. En el estudio in vivo, solo el NV13 mostro efecto sobre la leishmaniasis cutdnea
experimental en ratones BALBI/c, lo que permite proponerlo como cabeza de serie

para el disefio de nuevos compuestos con mayor eficacia.
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8. Recomendaciones

1. Evaluar en el modelo de leishmaniasis cutanea experimental en ratones BALB/c el
resto de los compuestos seleccionados en los experimentos in vitro acorde a su

actividad y selectividad.

2. Evaluar los compuestos promisorios en la leishmaniasis cutanea experimental

utilizando otras vias de administracion.

3. Disefar y evaluar nuevos compuestos derivados del 5-nitroindazol a partir del
NV13.

4. Estudiar la actividad de estos compuestos sobre otros protozoos de importancia

médica como Plamodium falciparum, Giardia lamblia y Toxoplasma gondii.
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