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La familia Trypanosomatidae esta
constituida por parasitos proto-
zoarios causantes de la enferme-
dad de Chagas (Trypanosoma
cruzi) y del suefio
(Trypanosoma

brucei) y de ;

las distintas

manifestacio- 5 '
nes de la

Leishmaniasis

(Leishmania

spp). De acuerdo a la OMS, el
numero de personas afectadas
por estas enfermedades o en
riesgo de contraerlas, asciende a
varios millones (WHO, 2012). Los
farmacos disponibles para tratar
estas infecciones son poco
eficaces, presentan alta toxici-
dad y resistencia, y las vias de
administracién  requieren de
hospitalizacion. El desarrollo de
vacunas al momento no ha
resultado exitoso debido a que los
parasitos emplean mecanismos
muy efectivos para evadir la
respuesta inmune del huésped.
Por lo tanto, la quimioterapia y la
busqueda de nuevas entidades
farmacolégicas mas potentes y
selectivas, continua siendo la
principal alternativa para combatir
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estas enfermedades (Pink y col.,
2005; Wyatt y col., 2011).

Las estrategias empleadas para
la identificacion de compuestos
con potencial de desarrollarse
como farmacos pueden dividirse
en dos: (1) la basada en el criba-
do de compuestos por fenotipo
(phenotypic drug discovery, PDD)
en modelos celulares o animales
¥y (2) otra basada en un blanco
molecular especifico (target-
based drug discovery) donde los
potenciales  inhibidores  son
identificados aplicando técnicas
de cribado in vitro (por ej. ensa-
yos de actividad enzimatica) o
in sifico (estos requieren de la
estructura tridimensional de la
proteina blanco).

Uno de los objetivos de nuestro
grupo de investigacion es contri-
buir a la identificacion de nuevas
entidades quimicas que reduzcan
de manera especifica y significati-
va la viabilidad de tripanosomati-
dos patdégenos, para lo cual
hemos implementado ambas

aproximaciones (Figura 1). Refe-
rente a la aplicacion de la estrate-
gia PDD, nuestro laboratorio ha
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generado lineas celulares de
tripanosomatidos (T, brucei y T.
cruzi) transfectadas de manera
estable con distintos biosensores
redox (XYFP y roGFP2, respecti-
vamente) (Sardi y Comini, en
preparacion). Una de las apli-
caciones tecnolégicas gque
pretendemos darle a dichas
lineas reporteras es su uso como
herramienta  exploratoria  del
mecanismo de accion de
compuestos en campanas de
cribado. Por tanto, hemos anali-
zado la actividad biolégica contra
la forma infectiva de T. brucei de
aproximadamente 500 compues-
tos, con gran diversidad quimica
(entre ellos analogos de aeruci-
clamidas, complejos de metales,
paulonas, benzofuroxanos vy
oxiquinolinas,  piridopirimidinas,
derivados de diaminas) sintetiza-
dos por colaboradores uruguayos
(Dras. G. Serra y D. Gambino,
Fac. de Quimica, U. de la Repu-
blica) y del exterior (grupos del
Consorcio Europeo COST
CMo801 y CM1307, Dr. G.
Labadie, IBR Rosario-Argentina,
Dr. R. Pilli, Universidad de
Campinhas-Brasil y la empresa
Design Medix-USA).
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Figura 1. Esquema simplificado de actividades de descubrimiento de farmacos y modelos
usados por nuestro laboratorio. Las estrategias usadas en la identificacion de nuevas entidades
quimicas con polencial anti-tripanosomatido consisten en el cribado contra un blanco especifico, la
tripanotion sintetasa (TryS; sobre fondo gris claro) y el cribado sobre lineas celulares T. brucei y contra
L. braziliensis (sobre fondo gris oscuro). La selectividad de los compuestos se analiza en lineas
celulares de mamifero (macrofagos murinos: J774 y hepatocitos: HepG2, recuadro negro superior). Los
compuestos que superen este test avanzan a las evaluaciones de eficacia terapéutica en el modelo
murino de infeccion aguda con T. brucei (recuadro verde) y, una vez establecidos, en los de leishmania-
sis cutdnea con L. braziliensis (recuadro azul) e infeccién de sistema nervioso central por T. brucei

(recuadro rojo). Se muestran en cada caso los criterios que se tendran en cuenta.

Esta estrategia ha permitido la
identificacion de varios com-
puestos capaces de inhibir el
crecimiento del patdgeno en
concentraciones micromolares
bajas (Pefia y col., 2012; Demoro
y col, 2012, Fernandez y col.,
2013; Pefa y col, 2014) a
submicromolares (Maiwald y col.,
2014) y, en algunos casos, con
una marcada selectividad contra
T. brucei (por ej. la citotoxicidad
contra parasitos infectivos fue dos

8

ordenes de magnitud superior a la

detectada contra macrofagos
murinos). Por otro lado, el uso de
la linea celular reportera de

cambios redox nos permitid inda-
gar sobre el potencial mecanismo
de accion de los compuestos. Por
ejemplo, durante la campafia de
cribadoe se identificaron varios
compuestos con actividad ci-
totoxica en el orden =10 uM, la
cual estuvo asociada a una mar-
cada disminucion de la intensidad

de fluorescencia del biosensor (30
a 50%), lo cual sugiere que estos
compuestos podrian estar actuan-
do sobre algin componente del
metabolismo redox dependiente
de tioles de este organismo.

En relacion a la estrategia basada
en la identificacion de inhibidores
de un blanco molecular especifi-
co, nuestros esfuerzos se centran
en la enzima tripanotiéon sintetasa
(TryS) la cual es responsable de
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sintetizar tripanotion (bis-
glutationilespermidina), el principal
cofactor redox de bajo peso
molecular de estos organismos. El
interés por la TryS reside en su
demostrada indispensabilidad
para T. brucei (Comini y col,
2004; Wyllie y col, 2009) v,
recientemente, para L. infantum
(Sousa y col., 2014}, asi como su
caracter exclusivo de organismos
del Orden Kinetoplastida, al cual
pertenecen los tripanosomatidos
(Manta y col, 2013b). Otras
caracteristicas adicionales que la
destacan como wuna atractiva
diana molecular son su concentra-
cion intracelular baja (<5 pM) en
T. brucei, T. cruzi (Fiestas y col,,
no publicado) y L. infantum
(Sousa y col,, 2014) y el ser codifi-
cada por un gen de copia unica,
indicadores favorables para evitar
la generacion de resistencia. La
TryS ha sido recientemente
validada como blanco terapéutico
en modelos de infeccion animal
para T. brucei (Torrie y col., 2009).
Por otro lado, se cuenta con una
caracterizacion cinética de TryS
de diferentes especies (Oza y col.,
2002; Oza y col., 2003; Oza y col.,
2005; Comini y col., 2005; Koch y
col., 2013; Leroux y col., 2013), y
datos estructurales de la TryS de
L. major (Fyfe y col., 2008) que
generan informacién valiosa para
el disefio racional de compuestos
contra TryS.

Referente a la identificacion de
potenciales inhibidores de TryS,
recientemente se ha llevado a ca-
bo un cribado de alta procesividad
(high-through  put  screening:
HTS) contra TryS de T. brucei
empleando una libreria de ~62000
compuestos que permitio identi-
ficar hits con Clsg del orden de

.
¥
LR

50-140 nM y valores de CEsy del
orden de 5-10 pM en la forma
infectiva de T. brucei (Torrie y col.,
2009; Wyllie y col., 2009, Spinks y
col., 2012). En esta misma linea
de trabajo, nuestro laboratorio ha
establecido un ensayo HTS para
detectar inhibidores contra las
formas recombinantes de la TryS
de los patégenos T. cruzi, T.
brucei y L. infantum. Esto posi-
bilité el cribado y analisis de una
guimioteca de aproximadamente
500 compuestos (24 series
diferentes) entre los cuales se
identificaron  compuestos con
actividad inhibitoria de TryS de L.
infantum en el orden nanomolar
(Sousa y col., 2014) y micromolar
baja para las enzimas de T. brucei
y T. cruzi (Benitez y col., en
preparacion). Esta estrategia
también permitié detectar varios
prototipos quimicos con potencial
para ser optimizados como
inhibidores multi-TryS.

La identificacion de farmacdforos
es un proceso largo y complejo
que involucra diferentes etapas
de tamizaje y validacién de candi-
datos mediante una bateria de
ensayos bioquimicos y celulares,
gue superados podrian dar lugar a
evaluaciones de eficacia terapéuti-
ca en modelos de infeccion animal
(fase pre-clinica). Para evaluar la
eficacia terapéutica de farmacos o
compuestos contra la tripanoso-
miasis Africana, asi como realizar

estudios de funcionalidad de
genes (como validacion de
blancos terapéuticos), nuestro

laboratorio ha establecido exito-
samente un modelo agudo de
infeccion en ratones por T. brucei
brucei (Roldan y col., 2011, Manta
y col.,, 2013a; Hiller y col., 2014)
sobre el cual se estudid el efecto

de agentes quelantes (Manta y
col., 2012).

Ademas nos planteamos a corto
plazo realizar estudios de terapia
anti-parasitaria en el estadio
neurolégico de la tripanosomiasis
Africana humana que resulta la
forma mas grave que ocurre en
humanos (Bouteille y col., 1999)
empleando un modelo murino de
esta enfermedad (Keita y col,
1997).

En la busqueda de compuestos
que puedan usarse como frata-
miento multi-enfermedad en areas
multi-endémicas como es el caso
de tripanosomiasis y leishmania-
sis, actualmente estamos exten-
diendo los estudios de evaluacion
de actividad biologica de los
compuestos mas activos contra T.
brucei y la TryS de L. infanfum, al
agente regional causante de la
leishmaniasis mucocutanea,
Leishmania braziliensis. Nuestro
grupo ha iniciado recientemente
una colaboracion con la Dra. C. L
de Oliveira (Laboratorio de In-
munoparasitologia- Centro de
Pesquisas Gongalo Muniz
(CPqGM)-FIOCRUZ de Salvador
de Bahia) en el marco de la cual
se estan evaluando dichos
compuestos en modelos de
infeccion celular y animal por L.
braziliensis (Oliveira y col., 2004;
Moura y col., 2005).

Los resultados de estos estudios
nos permitiran identificar molé-
culas con propiedades farmacolo-
gicas que en el futuro podrian ser
aplicadas al mejoramiento de las
opciones terapeuticas para tratar
las enfermedades causadas por
parasitos tripanosomatidos.
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