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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomoniasis, una infeccion vaginal en la
mujer y urogenital en el hombre. Esta infeccibn comprende una gran variedad de sintomas que
van desde un estado casi asintomatico, hasta inflamacion e irritacion severa del tejido vaginal,
acompafado de prurito y flujo amarillo-verdoso maloliente en la mujer y flujo proveniente de la

uretra, asi como necesidad de orinar con frecuencia, a menudo con dolor y ardor en el hombre.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté en 2012 més de 276 millones de casos
a nivel mundial y en México se calcula que hay alrededor de 200 000 nuevos casos cada afo.
Esta cifra es aun mas alarmante si se considera que al menos el 50 % de los casos son
asintométicos y por lo tanto no son detectados y no son tratados, favoreciendo asi la
diseminacion de la infeccién. La tricomoniasis es una infeccion crénica no mortal, pero con
serias consecuencias tales como partos prematuros, infecciones respiratorias en el recién
nacido y complicaciones de otras enfermedades en adultos inmuno-comprometidos. De igual
modo, se ha reportado que la infeccién por T. vaginalis puede aumentar la predisposicion de
los individuos a la infeccidn por los virus de inmunodeficiencia humana y de papiloma humano

por la erosion que se produce en el epitelio.

El tratamiento de la tricomoniasis ha consistido principalmente en el suministro de derivados
de nitroimidazoles, sin embargo, se ha observado ineficacia terapéutica en 5 a 20 % de los
casos. Por lo que es necesario proponer nuevos esquemas terapéuticos contra esta
enfermedad. En esta investigacion, se describen dos nuevas moléculas tricomonicidas capaces
de modificar el crecimiento y viabilidad de cultivos de Trichomonas vaginalis: Se comprobé su
eficacia terapéutica en cultivos in vitro de aislados de T. vaginalis; se analizé la posible
interaccidon de los farmacos potenciales con la proteina blanco; se determind ademas que no
presentan efectos genotdxicos in vitro e in vivo y que por lo tanto pudieran ser utilizados para el
tratamiento contra la tricomoniasis. También, se analizé la combinacion de ambas moléculas,
como una nueva formulacion tricomonicida. Asi mismo, se propusieron derivados quimicos que

podrian potenciar el efecto tricomonicida.

Con los resultados aqui obtenidos se solicitaron el registro de tres patentes nacionales y via
PCT. En la escritura de esta tesis, ya nos han otorgado el examen aprobatorio de forma de las

tres patentes. Al menos tres empresas farmacéuticas nacionales y transnacionales han
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manifestado su interés en la adquisicion de la tecnologia, para continuar las etapas de desarrollo

de nuevos farmacos.
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Abstract

Trichomonas vaginalis is the causal agent of trichomoniasis, a vaginal infection in women and
urogenital in man. This infection comprises a variety of symptoms ranging from an almost
asymptomatic condition, to inflammation and severe irritation of the vaginal tissue, accompanied
by pruritus and yellowish-greenish malodorous flow in women and flow from the urethra, as well

as urination with frequency, often with pain and burning in men.

The World Health Organization (WHO) reported in 2012 more than 2376 million cases
worldwide and in Mexico it is estimated that around 200 000 of new cases appear each year.
This is even more alarming if at least 50 % of the cases are considered asymptomatic and
therefore they are neither detected nor treated, thus favoring the spread of infection.
Trichomoniasis is a chronic non-fatal infection, but with profound consequences such as
premature births, respiratory infections in the newborn and complications of other diseases in
immuno-compromised adults. Similarly, it has been reported that infection by T. vaginalis may
increase the predisposition of individuals to infection by human immunodeficiency virus and

human papilloma by erosion that occurs in epithelium.

The treatment of trichomoniasis has mainly consisted of the provision of nitroimidazole
derivatives; however, therapeutic ineffectiveness has been observed in 5 to 20% of cases.
Therefore, it is necessary to propose new therapeutic schemes against this disease. In this work,
we describe two new trichomonicidal molecules capable of altering the growth and viability of
Trichomonas vaginalis cultures: Their therapeutic efficacy was verified by in vitro cultures of T.
vaginalis isolates; the possible interaction of the potential drugs with the target protein was
analyzed; it was also determined that they do not present mutagenic, cytotoxic nor genotoxic
effects and therefore can be used as a therapeutic treatment against trichomoniasis. Also, the
combination of both molecules was analyzed as a new trichomonicide formulation. Furthermore,

chemical derivatives were proposed that could enhance the trichomonicide effect.

The results of this project resulted in the application of three national patents and via PCT. At
the time of writing this document, the Notice of Allowability and the favorable comments of the
reviewers of the substantive examination were received. At least three national and transnational
pharmaceutical companies have expressed their interest in acquiring the technology to continue

the stages of development of new drugs.
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1 INTRODUCCION

1.1 Tricomoniasis

La tricomoniasis es una enfermedad de transmisién sexual (ETS) muy comun causada por la
infeccion transmitida por el parasito protozoario llamado Trichomonas vaginalis [1] [2] [3]. La
tricomoniasis se puede propagar de una persona infectada que transmite el parasito a otra
persona que no tenga la infeccion durante relaciones sexuales. En las mujeres, el area del
cuerpo infectada con més frecuencia es la parte baja del aparato genital (la vulva, la vagina o
la uretra) y en los hombres la parte interna del pene (uretra) [4] [5] [6] [7]. Durante las relaciones
sexuales, el parasito por lo general se transmite del pene a la vagina o de la vagina al pene,
pero también se puede transmitir de una vagina a otra. No es frecuente que el parasito infecte
otras partes del cuerpo, como las manos, la boca o el ano. Las personas infectadas con o sin

sintomas pueden transmitir la infeccion a otras personas [8] [9] [10] [11].

Aproximadamente el 50% de las personas infectadas no presentan signos ni sintomas.
Cuando la tricomoniasis causa sintomas, éstos pueden variar entre irritacion leve e inflamacion
grave. Algunas personas presentan los sintomas durante los 5 a 28 dias después de haberse
infectado, pero otras los presentan mucho mas tarde (2 a 4 meses) [4] [7]. A continuacion, se
enlistan algunos de los principales sintomas tanto en mujeres como en hombres ocasionados

por la infeccion por Trichomonas vaginalis:
e Sintomas en mujeres

-Flujo espeso y a menudo con mal olor

-Manchas de sangre en el flujo

-Picazén en el area genital

-Necesidad de orinar con frecuencia, a menudo con dolor y ardor
e Sintomas en Hombres

-Flujo proveniente de la uretra

-Necesidad de orinar con frecuencia, a menudo con dolor y ardor

13



Tener tricomoniasis puede provocar molestias al tener relaciones sexuales y si no se trata, la
infeccion puede durar meses y hasta afios. La infeccion por tricomoniasis puede aumentar el
riesgo de partos prematuros en las mujeres y de contraer o propagar otras infecciones de
transmision sexual. Por ejemplo, puede causar inflamacion genital que hace mas facil infectarse

con el virus del VIH o Virus de papilomal[5] [7].

1.1.1 Epidemiologia
La OMS ha reportado que aproximadamente 276 millones de personas se infectan
anualmente en el mundo. En EUA se infectan cada afio un estimado de 16 millones de personas

por afio y de ellos un 50 % de casos son asintomaticos [12].

En México, en el afio 2011 la tricomoniasis urogenital ocupo el doceavo lugar entre las "Veinte
principales causas de enfermedades transmisibles™ [13] [14], con 113 843 casos notificados,
equivalentes a 104.23 casos/100 000 habitantes. Las mujeres fueron mas afectadas que los
hombres en una proporcién de 36:1, y el grupo de edad con mayor nimero de casos
correspondio al de 25 - 44 afos. En cuanto a incidencia, se registraron las cifras mayores en
los Estados de Puebla, Tlaxcala, Veracruz, seguidos de Zacatecas, Oaxaca y Durango [14].
Este dato puede no corresponder a la realidad porque la enfermedad no es de reporte
epidemioldgico obligatorio; ademas del alto porcentaje de subdiagndstico, debido a la falta de

sintomatologia en al menos 50% de los casos.

A continuacion, se presentan los casos por entidad federativa de enfermedades de
transmision sexual hasta la semana epidemioldgica 39 del 2017 (Tabla 1) (SINAVE/DGE) y la
tasa de incidencia nacional de Trichomonas vaginalis (Figura 1) (SUIVE/DGE/SSA 2011).

14



Tabla 1. Casos por entidad federativa de enfermedades de transmision sexual hasta la semana 38 del 2017.

Linfogranuloma Venéreo Chancro Blando Tricomoniasis Urogenital
por Clamidias CIE-107 REV. CIE-10" REV.
ENTIDAD CIE-10" REV. AS5 AS7 A59.0
FEDERATIVA
2017 2016 2017 2016 2017 2016
Sem Acum. Acum.] Sem. Acum. Acum. | Sem Acum. Acum
M| F M | F M F

Aguascalientes - - - - - 2 - 2 4 1 124 191
Baja California - 10 7 11 - 5 7 22 21 26 448 475
Baja California Sur - - - 1 - 10 [ 2 4 ] a0 92
Campeche - - - - - 4 1 4 1 7 148 275
Coahuila - 1 2 - - 2 2 1 11 9 476 610
Colima - 1 1 4 - 2 & & 5 7 243 160
Chiapas = 23 35 3 1 [ 12 21 110 107 2332 2412
Chihuahua - 2 2 & - 14 9 10 20 92 721 687
Ciudad de México = - - - 2 4 5 1 ) 20 302 385
Durango - - - - - - - 2 23 2 58@ 694
Guanajuato 1 1 1 - 4 7 5 44 36 1372 1411
Guerrero - 5 2 13 1 10 7 15 28 32 ODHE 1556
Hidalgo - 7 1 1 - 4 1 5 21 25 719 B35
Jalisco 4 2 3 1 10 3 11 10 31 703 911
Mexico - 5 1 13 1 11 B 20 T2 74 2694 2928
Michoacan - - 1 B 2 5 5 3 73 59 1950 2061
Morelos - 1 - 1 - 3 d4 9 12 44 715 580
Mayarit 1 2 & 2 4 2 7 7 33 428 350
MNuevo Lean - 7 3 4 2 93 5 28 36 77 1182 1094
Daxaca = & b B 1 9 10 20 58 [ 1750 2171
Puebla - 4 1 3 - 10 b 20 113 249 3990 3 B00
Querétaro - - - - - 2 4 ] 1 1 38 71
Juintana Roo - 1 2 - - 7 1 11 14 126 434 530
San Luis Potosi - [ 1 - 14 1é 21 27 19 B96 1100
Sinaloa - 3 3 2 - 20 12 9 15 BB 809 634
Sonora 7 36 33 1 5 12 18 7 122 392 482
Tabasco - 2 - & - 1 B 14 28 40 784 790
Tamaulipas - 10 7 10 - 12 22 10 63 167 1978 1440
Tlaxcala - 1 1 2 1 7 1 12 18 31 722 947
Veracruz - 2 3 & - 13 3 1& 160 146 5512 5492
Yucatan - - 1 - - 1 1 2 4 17 175 257
Lacatecas = 7 1 9 2 16 2z 9 23 53 1003 958

TOTAL 51 117 142 156 13 310 188 344 1041] 1812 34 6B4| 36679

FUENTE: SINAVE/DGE/Salud 201 7. Informaciin preliminar, incluve casos probables.
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Distrto Federal
Baja Caifomia
Coahuila

Nuevo Lean
Baja Califomia Sur

Entidad federativa
g

50.00 100.00

Taéa de incidencia* naciohd

150.00

104.23

200,00

250.00

Tasa de incidencia
Figura 1. Tasa de incidencia de tricomoniasis por entidad federativa. (SUIVE/DGE/SSA 2011)



1.1.2 Tratamientos contra la infeccidén por Trichomonas vaginalis

El farmaco que méas se ha utlizado es el Metronidazol, (1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-
nitroimidazol) descubierto en la década de los 50°s [15] [16]. Este farmaco y sus derivados han
demostrado ser utiles en la mayoria de los casos de tratamiento de tricomoniasis. Sin embargo,
se ha encontrado que el tratamiento no es eficaz entre un 5 al 20 % de los casos [16]. La
resistencia al Metronidazol es un problema que va en aumento, ya que los farmacos mas
comunes para su tratamiento son derivados de 5-nitroimidazoles con el mismo mecanismo de
accion. Se ha reportado la dosis promedio de susceptibilidad y a Metronidazol para 10,000
parasitos es de 28-32 uM con un limite hasta 300 pM en cultivo a 24 h. Los aislados que
requieren concentraciones mayores a 300 UM se consideran resistentes a este medicamento
[17].

El Metronidazol es un tricomonicida de accién directa. EI mecanismo de accién de los
nitroimidazoles se refleja en una toxicidad selectiva para los microorganismos anaerobicos o

microaerdfilos y para células andxicas e hipéxicas [15] [16].
Para explicar el mismo se puede dividir en 3 fases:

1. Penetracion del farmaco por difusion pasiva a través de la pared celular del protozoo que

puede aumentar por el nivel de reduccion intracelular.

2. Reduccion del grupo nitro a un intermediario transitorio téxico. El grupo nitro actia como
aceptor de electrones provenientes de proteinas para el transporte de electrones como las

ferrodoxinas en el caso de T. vaginalis, desviandola de su ruta normal productora de energia.

3. Accion sobre el ADN del parésito. Inhiben la sintesis y degradan el ADN, siendo mayor cuanto
mas contenido de A+T tiene el ADN, pues las roturas se producen entre estos residuos, sobre
todo en la timina, y liberan una mezcla de timina y timidina fosfato. T. vaginalis tiene un
contenido de A+T mayor del 70%, por eso la minima concentracion letal (CLM) esta alrededor
de 1 pg/ml [16] [17].

Ademas, metronidazol presenta varios efectos colaterales como cefalea, nauseas, sequedad
de la mucosa oral y sabor metalico. Ocasionalmente se presentan vomitos, diarrea, malestar
abdominal, glositis, estomatitis, entre otros. También se han observado efectos neurotoxicos

por el Metronidazol. Tiene ademas un efecto similar al Disulfiram (rash cutaneo, taquicardia,
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respiracion entrecortada, nauseas y vomitos) por lo que esta contraindicado el consumo de
alcohol [18]. Es muy importante recordarle al paciente que no ingiera alcohol desde el comienzo
del tratamiento hasta después de 48 h de haberlo finalizarlo, porque se puede presentar el
bloqueo de la aldehido-deshidrogenasa, que transforma el acetaldehido en acetato para
metabolizar el alcohol; provoca entonces una acumulacion de acetaldehido que produce
vasodilatacién brusca con enrojecimiento facial intenso, palpitaciones, sudoracion, vision bo-

rrosa, nauseas, taquicardia, dificultad respiratoria y debilidad generalizada [18].

El Metronidazol es carcinogénico en roedores después de dosis altas y prolongadas (500
mg/kg en ratones), también es mutagénico para bacterias. Mas auln, la actividad mutagénica
estd asociada con el mecanismo de accién y con varios de sus metabolitos, los que se
encuentran en la orina de pacientes tratados con dosis terapéuticas. Este medicamento
atraviesa la placenta y también se detecta en leche materna a concentraciones equivalentes a
las del suero (30 pug/mL) [18]. De ahi la preocupacion de su uso generalizado en mujeres con T.
vaginalis y particularmente esta contraindicado en embarazadas, principalmente en el primer

trimestre.

Tabla 2. Esquemas de tratamiento utilizados actualmente para combatir la infeccién por
Trichomonas vaginalis

OPCIONES DE TRATAMIENTO

Medicamento Dosis Duracion del

tratamiento

Ornidazol(5- 500 mg 5 dias
nitroimidazoles)

Tinidazol(5- 500 mg 5 dias
nitroimidazoles)

Secnidazol(5- 500 mg 2 dias
nitroimidazoles)

Policresuleno 0.09 mg Tépico 3 dias

Hemezol(5- 500 mg 7 dias
nitroimidazoles)

Clindamicina 40 mg Topico 7 dias

Nistatina 500 mg Tépico 7-10 dias

Cotrimoxazol 100 mg 7 dias

18



Furazolidona 100 mg Toépico 7 dias

Paromomicina 250 mg Tépico 14 dias

Sales de Zinc Topico

Carmidazol 29 1 dia
Nimorazol 1lg 3 dias

Actualmente existen otras opciones terapéuticas (con diferentes grados de eficacia terapéutica)
en pacientes cuando hay resistencia o efectos secundarios al metronidazol [9] [10] [18] (Tabla
2).

1.1.3 Resistencia al Metronidazol

Existen algunos estudios para determinar la resistencia a metronidazol en pacientes, en ellos
concluyen que entre un 5 al 20 % de los aislados de pacientes son resistentes al metronidazol
dependiendo del pais donde se estudie [8][9].

Otros estudios de aislados de pacientes de T. vaginalis resistentes, han mostrado cuales son
los mecanismos de esta resistencia que dependen de uno o mas de los factores como actividad
reducida de la enzima piruvato ferredoxin oxidoreductasa (PFO), ferrodoxina con un potencial
redox alterado, cantidad reducida de ferredoxina intracelular, o conformacion alterada del

hidrogenosoma, entre otros mecanismos [19] [20] [21].

En T. vaginalis sensibles, 2/3 del piruvato se oxida en el hidrogenosoma a acetato y 1/3 en el
citosol a lactato y a etanol en menor cantidad. En parasitos resistentes disminuye la oxidacion
en el hidrogenosoma 'y el 97 % del piruvato es oxidado a lactato en el citosol, esto significa que
la accién de estos compuestos es inhibida. Por otro lado, en las cepas resistentes las cantidades
intracelulares estan decrecidas en un 50% y el nivel de transcripcion del gen de ferredoxina esta
reducido en un 40%-65% comparado con las cepas sensibles [19]. Ademas, en parasitos
altamente resistentes al Metronidazol se ha demostrado que no existe la enzima piruvato

ferredoxin oxidoreductasa (PFO) [21].

1.1.4 Trichomonas vaginalis
Trichomonas vaginalis es un pardasito protozoario anaerobico, flagelado y el agente causal de

la tricomoniasis. Este organismo presenta una sola etapa morfoldgica, un trofozoito, y no puede
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enquistarse. El trofozoito de T. vaginalis es ovalado y flagelado y mide 9 x 7 ym. Cinco flagelos
surgen cerca del citostoma; cuatro de ellos se extienden inmediatamente fuera de la célula,
mientras que el quinto flagelo se enrolla hacia atras a lo largo de la superficie del organismo.
Ademas, un axostilo se proyecta frente al paquete de cuatro flagelos. El axostilo se puede
utilizar para adherirse a las superficies y también puede causar el dafio tisular visto en las
infecciones por tricomoniasis. [22]. Trichomonas vaginalis carece de mitocondrias y, por lo tanto,
no lleva cabo la fosforilacion oxidativa. T. vaginalis obtiene nutrientes por transporte a través de
la membrana celular y por fagocitosis. ElI organismo puede mantener los requerimientos de
energia mediante la glucdlisis para transformar glucosa a glicerol y succinato en el citoplasma,
seguido de conversion adicional de piruvato y malato a hidrégeno y acetato en un organelo
llamado hidrogenosoma [23]. Una de las caracteristicas distintivas de Trichomonas vaginalis
son los factores de adherencia que permiten la colonizacion del epitelio cervicovaginal en las
mujeres. La adherencia de este organismo es especifica de las células epiteliales vaginales
(VEC). Unas variedades de factores de virulencia median este proceso, algunos de los cuales
son los microtubulos, microfilamentos, adhesinas y cisteina proteinasas. Se han descrito varias
adhesinas como AP65, AP51, AP33 y AP23 que median la interaccion del parasito con las
moléculas receptoras de los VEC [24]. Las cisteina proteinasas pueden ser otro factor de
virulencia porque no solo estas proteinas de 30 kDa se unen a las superficies de las células del
huésped sino que también pueden degradar las proteinas de la matriz extracelular como la

hemoglobina, la fibronectina o el colageno IV [25].

Cabe mencionar, que se ha observado que los aislados de T. vaginalis pueden presentar
diversidad genética. Esto se ha comprobado mediante evaluaciones de marcadores genéticos
especificos y se ha podido establecer que en el mundo existen dos tipos de poblaciones de
parasitos. Los parasitos tipo 1 albergan mas frecuentemente (70 %) el virus de T vaginalis (TVV;
un virus dsRNA implicado en la patogénesis del parasito) que los parasitos de tipo 2 (30 %).
Los pardsitos tipo 2 pueden ser mas resistentes a metronidazol [26] [27] [28]. Ambos tipos
ocurren en todo el mundo con frecuencia comparable, aunque presumiblemente el tipo 1 es el

mas antiguo [27].

A finales de 2007, se publico la base de datos “TrichDB.org” que contiene todos los datos del

proyecto de la secuencia de T. vaginalis, varias bibliotecas de “Expressed sequenced tags,(

20



EST) y herramientas para la extraccion y visualizacion de datos. TrichDB es parte del proyecto
de base de datos de gendmica funcional EupathDB financiado por NIH / NIAID [29] .

El genoma de T. vaginalis tiene aproximadamente 160 megabases de tamafo [30]. Dos
tercios de la secuencia de T. vaginalis consisten en elementos repetitivos y transponibles, lo
gue refleja una expansion masiva evolutivamente reciente del genoma. El nimero total de
genes codificadores de proteinas predichos es ~ 98,000, que incluye ~ 38,000 genes 'repetidos'.
Aproximadamente 26,000 de los genes que codifican a proteinas se clasificaron como
"respaldados por evidencia", mientras que el resto no tiene una funciéon conocida [31].

Las enzimas metabdlicas son un ejemplo de proteinas cuyos genes presentan una alta
multiplicidad y dentro de ellas la triosa fosfato isomerasa (TIM). Esta enzima se eligio para el

blanco de disefio de farmacos contra Trichomonas vaginalis.

1.2 Triosa fosfato isomerasa

Las enzimas glucoliticas se han utilizado como blancos para el disefio de farmacos contra
diversas infecciones como las tripanosomiasis, amebiasis, malaria y la tuberculosis [32] [33]. En
esta investigacion se eligi6 como blanco terapéutico a una enzima clave de la glucdlisis: La
triosa fosfato isomerasa (TIM) [32] [33].

La TIM es una enzima dimérica que participa en la glucolisis y en la gluconeogénesis [32] [34].
La enzima es necesaria para todas las especies y esta presente en todos los tejidos [35]. La
TIM cataliza la isomerizacion reversible entre el gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y la

dihidroxiacetona fosfato (DHAP), a través de un intermediario cis-enediol (Figura 2).

H O

'CH,OH Triosa \C//
| 2 fostato

, isomerasa

C=0 — H—C—OH
| |

*CH,0P0 & CH,0P0 @

Dihidroxiacetona D-gliceraldeido

fosfato 3-fosfato
(DHAP) (G3P)

Figura 2. Reaccién catalizada por la triosa fosfato isomerasa. Isomerizacion reversible entre la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido-3-fosfato (G3P)
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Se ha demostrado que la deficiencia de esta enzima en el ser humano incrementa los niveles
de fosfato de dihidroxiacetona, asimismo causa anemia cronica y debilitamiento neuromuscular.
Ademas, debido a su importancia en la ruta glucolitica, se considera como un blanco atractivo
en el disefio de farmacos contra parasitos que tienen la habilidad de vivir en la sangre de los
mamiferos alimentandose de la glucosa contenida en ella. Algunos de los ejemplos son los
parasitos causantes de la tripanosomiasis (enfermedad del suefio) y la malaria [35] [36] [37],
entre otras enfermedades. Estos padecimientos son muy comunes en las zonas tropicales;
especialmente la tripanosomiasis que se presenta con frecuencia en el sureste de nuestro pais,

hasta el momento esta enfermedad es incurable y mortal.

La TIM ha sido ampliamente estudiada. Sus propiedades cataliticas se conocen en detalle y
esta bien caracterizada. Estructuralmente, la TIM es un homodimero de aproximadamente 53.3
kDa con alrededor de 250 residuos en cada una de las subunidades [38] [39], no requiere
ningun ién metélico o cofactor para realizar su funcion bioldgica. Las subunidades se asocian a
través de interacciones no covalentes. Ambos mondémeros tienen un sitio activo completo,
localizado cerca de la interfase entre las subunidades, pero sélo la especie dimérica presenta
actividad biologica, lo que podria indicar que los residuos de una subunidad son cruciales para
mantener la integridad o la estabilidad del sitio activo de la otra subunidad. Los mondémeros
adoptan un plegamiento de barril (a/p), donde las hebras 3 forman una hoja 3 paralela circular

que constituye la parte interna del barril, rodeado a su vez por 8 hélices a [34] [38].

Tres aminodcidos son particularmente importantes en el sitio catalitico: La lisina 13, la
histidina 95 y el acido glutamico 165. El 4cido glutamico 165 actia como un nucledfilo catalitico
que atrae el protdn del sustrato iniciando la isomerizacion (Figura 3). Otros elementos
estructurales importantes son los lazos 3y 6. El lazo 6 esta constituido por los residuos 166 al
176 y forman una especie de tapa que se abre y cierra sobre el sitio activo con el objeto de
mantener un entorno hidrofébico para el sustrato. Otra caracteristica estructural importante es
el lazo 3, formado por los residuos 71 al 78, que contribuye a la mayoria de las interacciones

no covalentes que mantienen unidos a los monémeros [38].
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His 95 Glu 165
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Figura 3. Estructura del dimero de la triosa fosfato isomerasa de Trichomonas vaginalis (archivo PDB
3QSR). Se resalta el el sitio catalitico.

1.2.1 Latriosa fosfato isomerasa de T. vaginalis

En el genoma de T. vaginalis, se han identificado dos genes funcionales que codifican para la
triosa fosfato isomerasa: tvtiml1 y tvtim2. Cada gen esta en un locus diferente y muestran sitios
de iniciacién de la transcripcion distintos [40]. Cada gen esta regulado diferencialmente por la
concentracion de glucosa dentro del cultivo; mientras que tvtiml se sobreexpresa bajo
condiciones de glucosa restringida, tvtim2 se sobreexpresa bajo condiciones ricas en glucosa.
Las secuencias de nucledtidos de los dos genes tvtim son idénticas en un 97,6%, y sus
productos (TvTIM1y TvTIM2) comparten el 98,4% de identidad. Las diferencias de aminoacidos
se encuentran en cuatro de 254 residuos (GLu/GlIn 18, lle/Val 24, lle/Val 45 y Pro/Ala 239 para
TvTIM1 y TVTIM2, respectivamente). Las estructuras cristalinas de TvTIM1 y TvTIM2 revelaron
dos homodimeros casi idénticos [41] y el andlisis enzimatico demostré parametros cinéticos

comparables [41].

A pesar de la secuencia y las similitudes de estructura, ambas proteinas muestran diferencias
significativas en la estabilidad [41]. Las reacciones de desnaturalizacion de ambas isoformas
se han descrito como procesos de tres pasos reversibles, en los cuales, los dimeros de TvTIM
nativos (N2) primeramente se disocian para formar monémeros parcialmente desplegados (M),
gue su vez experimentan mayores cambios conformacionales para formar otra especie

monomérica mas extendida (l) y que a su vez a mayor concentracion de agente desnaturalizante
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conlleva a la formacion del estado desplegado monomérico (D), de acuerdo al siguiente

esquema:
(N2 <> 2M < 2| <> 2D)

El cambio de energia libre de Gibbs asociado al primer paso en cada reaccion de
desplegamiento, es decir la disociacion de los dimeros, fue de 48.8 + 3 kJ mol? para TvTIM1
[42], mientras que el valor para TvTIM2 fue 15.5 + 2.5 kJ mol-1. Esto significa que TvTIM2 es
tres veces mas disociable que TvTIML1 [42]. Pero también el mondmero TvTIM1 es mas estable
gue la subunidad TvTIM2. Mientras que los cambios de energia libre de Gibbs para la segunda
y tercera reacciones de desplegamiento para TvTIM1 se han calculado en 84 + 5.5 kJmol?! y
23.3 £ 2 kdmol-1, respectivamente, los mismos valores para TvTIM2 son 53.8 £ 3 kdJmol-1y 6.7
+ 0.8 kdJmol-1. El cambio de energia libre de Gibbs para toda la reaccion se calculé como 263.4
(£ 18) y 136.5 (+ 10.5) kdmol* para TVvTIM1 y TVvTIM2, respectivamente [42].

También se analiz6 la localizacion celular de ambas enzimas. Lo comUnmente esperado es
encontrar a la triosa fosfato isomerasa en el citoplasma de las células, por ser una enzima
glucolitica. Sin embargo, a través de ensayos de inmunolocalizacion se encontré a TvTIM en la
superficie celular de T. vaginalis; lo cual, ademas de inusual, fue un indicio de una posible
funcion diferente a la actividad glucolitica (canénica) de TvTIM en la superficie celular de T.
vaginalis. Recientemente, se determind que TvTIM se une a las proteinas de la matriz
extracelular laminina y fibronectina, identificandose asi una nuevo factor de virulencia del
parasito [43]. Estas caracteristicas de localizacidon extracelular y funcion de union a proteinas
de matriz extracelular del epitelio vaginal humano de al menos una de las isoformas de triosa
fosfato isomerasa representan una estrategia para el tratamiento de la tricomoniasis con
mecanismo de accion distinto a los farmacos hasta el momento conocidos con accion

tricomonicida.
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2 ANTECEDENTES

Este trabajo de tesis parte de los resultados de mi tesis de maestria, que tenia el objetivo de
disminuir la actividad glucolitica de la enzima TvTIM por medio de un compuesto quimico con
caracteristicas farmacoldgicas, como se ha mencionado, las enzimas glucoliticas son utilizadas
como blancos terapéuticos para el disefio de farmacos contra diversos agentes patdgenos
causantes de enfermedades [32] [33]. En esta investigacion se eligié como blanco terapéutico

a una enzima clave de la glucdlisis: La triosa fosfato isomerasa (TIM) [32] [33].

En el trabajo de maestria, se realiz6 un tamizaje virtual de alto rendimiento para seleccionar
compuestos quimicos que interactian con al menos una isoforma de TvTIM. Los compuestos

con el mayor potencial de interaccion se adquirieron y evaluaron mediante ensayos in vitro.

Para la seleccion de estos compuestos primeramente se eligi6 como diana terapéutica a la
triosa fosfato isomerasa de Trichomonas vaginalis (TvTIM). Considerando tanto la ubicacion
celular como la funcion de esta proteina, recientemente descritas en la superficie celular del
parasito, esta proteina podria considerarse como un blanco novedoso y atractivo para el disefio
de farmacos contra Trichomonas vaginalis, con mecanismo de accion terapéutica diferente a lo

planteado hasta el momento en farmacos antiparasitarios (tricomonicidas).

Para realizar el tamizaje virtual, se utilizé el Software MOE [44] y las coordenadas de las
estructuras cristalograficas de TvTIM1, TvTIM2 (archivos PDB: 3QST y 3QSR respectivamente)
y para fines comparativos, se analizé también la posible interaccion de los potenciales farmacos
con la triosa fosfato isomerasa de humano (HsTIM, archivo PDB: 2JK2). En un primer paso, a
los archivos de coordenadas cristalograficas se les realiz6 minimizacion de energia, adicion de
cargas eléctricas e hidrégenos polares. Usando el campo de fuerzas CHARMM27 [45]. Se
calcularon sitios potenciales de unién que fueran diferenciales entre las isoformas de la proteina
blanco de Trichomonas vaginalis y su ortéloga en seres humanos, también utilizando el software
MOE que toma en cuenta cavidades y aminoacidos hidrofobicos que faciliten una probable
interaccién con el ligando [46] [47]. Los sitios de union identificados son idénticos en ambas
isoformas de TvTIM. El sitio | incluye residuos de aminoacidos del sitio activo (Lys11, His94 y
Glul166), asi como Asnl13, Ser95, Glu96, Asp99, Prol67, lle168, Alal70, llel71, Lys175-Thrl79,
Tyr209-Lys214, Asn216 y Asn217, todos ellos ubicados en bucles, hebras  y helices a. En
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cuanto al sitio Il, estd compuesto por Metl, Thr3. Asn9, Glu37, Trp89, Lys121, Trp158-Vall62,

Asn203-Arg206, todos ellos ubicados principalmente en hebras-p.

Posteriormente, se realiz6 una simulacion de la interaccion molecular de alrededor de 950,000
compuestos en los dos sitios potenciales de union (sitio | y sitio Il) localizados en la superficie
de las proteinas TvTIM1y TvTIM2.

Los compuestos, que de acuerdo al célculo de la energia de interaccion ligando-proteina
mostraron alto potencial de union con las isoformas de la triosa fosfato isomerasa de
Trichomonas vaginalis y baja probabilidad de interaccion con la triosa fosfato isomerasa de los
seres humanos, fueron seleccionados y adquiridos comercialmente 41 compuestos para
evaluar sus efectos in vitro. Se evalud el efecto de los compuestos con mayor potencial
tricomonicida en la actividad enzimatica de la diana terapéutica y en cultivos in vitro de los
parasitos. Los resultados permitieron identificar a las moléculas A4 y D4, como dos moléculas
capaces de inhibir el metabolismo central y/o el proceso de patogenicidad de T. vaginalis (Figura
4). Se demostrd que estos compuestos disminuyen la viabilidad y la replicacion de aislados de

Trichomonas vaginalis de pacientes.

Se determinaron las concentraciones que presentan el efecto tricomonicida para los
compuestos A4 y D4 (40 — 150 uM) similares al del control positivo (metronidazol, 40 uM), con

potencial para poder desarrollar un farmaco tricomonicida.

Figura 4. A) Cultivo de 50,000 parasitos con 4 % DMSO a las 24 h se encuentran viables y con
movilidad. B) Cultivo de 50,000 parasitos con 200-400 uM de “A4” (1-4 % DMSO) a las 24 h no
es viable el cultivo, nula movilidad de parasitos y pedaceria en el medio.
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Estas pruebas se realizaron en el Laboratorio 11 de la Dra. Rossana Arroyo (Departamento
de Infectomica y Patogénesis Molecular, CINVESTAV-IPN). Se utilizaron dos aislados de
parasito, identificados como CNCD-147 y CNCD-188, provenientes de pacientes infectadas
(estos dos aislados de parasitos difieren entre si en su patogenicidad, secrecion de proteinas,
tamafio y movilidad) [48].

La informacion quimica de los compuestos seleccionados con el efecto tricomonicida por

ensayos in silico e in vitro son:

Formula condensada Peso LogP
Molecular (Da)

A4 ‘ Cz2¢ H2z3 N Oy 498 4.58

D4 ‘ C17 H15 N5 06 S2 449 0.97

Por lo que en este trabajo se analizaron A4 y D4 desde varios puntos de vista, como la
interaccidon de dichos farmacos con la enzima blanco, su efecto terapéutico en mayor nimero
de aislados, su toxicidad aguda en modelo murino, genotoxicidad in vitro e in vivo. Ademas, se

evaluo el posible efecto sinérgico de la interaccion entre A4y D4.
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3 JUSTIFICACION

La tricomoniasis causada por Trichomonas vaginalis es la infeccion de transmision sexual
(ITS) no viral mas comun en todo el mundo [1]. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la
incidencia anual es de mas de 230 millones de casos en todo el mundo [4]. Esta afirmacién es
alarmante si consideramos que al menos el 50 % de los casos son asintomaticos [2] [3], por lo

gue no se detectan ni se tratan, promoviendo asi la propagacion de la infeccion.

El tratamiento comunmente utilizado para la tricomoniasis, desde principios de los 60°s, es la
provision de nitroimidazoles (metronidazol y derivados del imidazol) [15]. Sin embargo, en
algunos pacientes (5-20 %) se observa un fracaso del tratamiento [9] [11] [12]. En tales casos
la infeccidn no se resuelve y las alternativas terapéuticas en el mercado no son 100% efectivas,

destacando la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas contra esta ITS.

En nuestro grupo de trabajo, previamente se identificaron dos compuestos con alto potencial
para ser usados como farmacos contra esta enfermedad, a los cuales se les denominé como
A4y D4 [49].
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4 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los compuestos tricomonicidas A4 y D4

4.1 Objetivos Especificos

-Describir a nivel atomico la interaccion molecular de A4, D4y TvTIM

-Validar el efecto terapéutico de A4, D4 y la combinacion A4+D4 sobre varios aislados de T.

vaginalis.

-Determinar la toxicidad de los farmacos potenciales A4, D4 y A4+D4 (genotoxicidad in vitro e

in vivo y DLso).

-Proponer derivados quimicos de A4 y D4 que podrian mejorar su efecto terapéutico.
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5 MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental
Evaluacion de los compuestos A4y D4

\
[ |

Interaccion Molecular Toxicidad Validar efecto Interaccion (A4 + D4) Generar derivaciones de
Tricomonicida Ady D4
-Estequiometria -Genotoxicidad -51 aislados de -Combinaciones -Hacer cambios
-Espectroscopia de -Prueba de Ames pacientes entre A4, D4, en la estructura
masas -Micronucleos mexicanas metronidazol de A4y D4
-TVTIM-A4 -Toxicidad aguda: en cultivos in vitro -Mejorar la
-TvTIM-D4 -DL, de T. vaginalis interaccién en

-Citotoxicidad TVTIM por docking

-Células HelLa

5.1 Determinacion de la relacién estequiométrica entre los compuestos A4y D4 con la
TvTIM1 aislada 'y en complejo con cada uno de los compuestos

La relacion estequiométrica entre los compuestos A4 y D4 se determind por la diferencia de
masas la isoforma de TvTIM1 aislada y en complejo con cada uno de los compuestos A4y D4
(por separado). Para ello, una solucién de TvTIM1 a una concentracion de 20 ygmL™* se incubb,
durante 2 h, con 10 ygmL? de A4 o D4 (ambos disueltos en DMSO al 1 %) y para el control
negativo, inicamente con DMSO (vehiculo al 1 %). Posteriormente, se obtuvieron los espectros
de masas (ms) de la proteina, utilizando un espectrémetro de masas MALDI-TOF / TOF
(UltrafleXtreme Bruker Daltonics) equipado con laser Nd en modo reflecto. Los iones
monoisotopicos [MH *] se midieron en el intervalo de 700-4500 m / z con una tolerancia de 50
ppm. Los espectros de iones de fragmentos se obtuvieron en modo Lift. La exactitud de las
mediciones de los picos de masa de iones de fragmentos fue de 1 Da. Para analizar espectros
de masas, se utilizé el software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics). Todos los procedimientos
para la preparacion de las muestras de proteinas analizadas para espectrometria de masas

siguieron un protocolo descrito por Ronci [50] [51].
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5.2 Cultivos de T. vaginalis

Para hacer crecer un cultivo, se sembro él indculo de T. vaginalis en 5 mL de medio TYM [40]
y 10 % de suero de caballo en condiciones estériles. Se incub6 a 37 °C por 24 h y se determing
la viabilidad, en esta primera incubacion, se observaron parasitos muertos y una viabilidad del
60-70 %. Para una segunda siembra, se inoculé 1 mL del cultivo en 5 mL de medio y 10 % de
suero de caballo por 24 h, obteniendo una viabilidad aproximada del 90 % con
aproximadamente 1 x10° parasitos en el medio. Este cultivo se utilizdé como indculo para realizar

las pruebas de inhibicion [52]. Bajo estas condiciones T. vaginalis se replicé cada 8 h a 37 °C.

5.3 Efecto tricomonicida de A4y D4 en varios aislados de T. vaginalis y calculo de Clso
Se realizaron pruebas de inhibicién de cultivos de T. vaginalis de aislados de 51 pacientes de
diferentes hospitales, incluyendo del Centro Nacional de Clinicas de Displasia del Hospital
General de México, Hospital Juarez de México, Clinicas del Estado de Jalisco, entre otras. Estos
aislados, si bien no estan ampliamente caracterizados, presentan diferentes caracteristicas de

patogenicidad como son su movilidad, tamafio, formacion de grupos, etc. [40].

Se utilizaron placas de 96 pozos de 300 pyL de capacidad cada uno, donde se sembraron
5,000. 10,000, 50,000 y 100,000 parésitos para evaluar ya sea con el compuesto A4 o D4, en
concentraciones desde 10 uM hasta 400 uM. En el caso de la combinacion (A4 + D4; 1:3) se
utilizaron concentraciones totales entre 10 uM hasta 200 pM (la relacion molar entre los
compuestos para la combinacién A4:D4 se determind experimentalmente como se describe
mas adelante en seccién 2.5). En todos los casos, se incubaron las placas a 37 °C por 24 hy
48 h. A los controles negativos se les agregd DMSO, en concentraciones desde 0.5 hasta 2 %
v/v. Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Esta metodologia es similar a la reportada
en la literatura para evaluar la resistencia de T. vaginalis al metronidazol [52] [53]. Estos
aislados no han sido tipificados, es decir, al momento se desconocen si pertenecen al tipo 1 o
tipo 2. El conteo de tricomonas se realizo en el hematocimetro, se multiplica por el factor 104
para determinar la cantidad de parasitos en 1 mL. Se determino el porcentaje de viabilidad con
tincion con azul de tripano y se coloco la muestra en el hematocimetro, el porcentaje de

viabilidad es inverso al porcentaje de células tefiidas [54]. La concentracion inhibitoria 50 %
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(Clso; viabilidad del cultivo al 50 % a las 24 h) se calcul6é con el apoyo del software Graph Pad

Prism.

5.4 Cinética del efecto tricomonicida

Se incubaron las tricomonas en placas de 96 pozos a 37 ° C con 20,000 parasitos por cada
200 uL y concentraciones de A4 y D4, entre 50 - 200 y de la combinacién de (A4 + D4) entre 20
- 100 pM, evaluando la viabilidad del cultivo cada 0.5, 1, 3, 6, 12, 24, 0 48 h. Las placas fueron
examinadas con un microscopio de contraste de fases invertido (Nikon; distribuido por
Ehrenreich Photo-Optical Industries, Garden City, N.Y.). Se registraron las concentraciones mas
bajas de A4, D4 y de la combinacién (A4 + D4) que inhibieron completamente la movilidad de
los paréasitos de Trichomonas vaginalis [52] [53] para cada aislado en cada periodo de tiempo.

Realizando en todos los casos las pruebas por triplicado.

5.5 Efecto terapéutico de la combinacion (A4 + D4) en cultivos de T. vaginalis

Se utilizaron placas de 96 pozos de 300 pL de capacidad cada pozo, donde se sembraron
5,000. 10,000, 50,000 y 100,000 parasitos para evaluar la combinacion de (A4 + D4), en
concentraciones desde 10 - 400 puM, en diferentes relaciones molares 1:2, 2:1, 1:3, 3:1, 1:14 y
4:1, incubando la placa a 37 °C por 24 h. Los controles contenian inicamente DMSO desde 0.5
- 2 % vlv, cabe mencionar que se determiné que la relacibn molar 1:3 de A4+D4, es la que
presenta mejor efecto tricomonicida; por lo que esta relacion molar fue la que se siguio utilizando

en los demas experimentos.

5.6 Efecto sinérgico de A4 y D4 en cultivos in vitro de T. vaginalis

Para evaluar la existencia de un posible efecto sinérgico, aditivo o antagonico entre los
compuestos A4 y D4 y con el objetivo de reducir la dosis necesaria de cada compuesto en
monoterapia y, por ello, minimizar su toxicidad, se utilizé la metodologia de Chou-Talalay [60] y
el software OriginPro 8. El protocolo de Chou-Talalay se basa en la determinacion del indice de

combinacion (IC) que se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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_ (Das , D)

o= (Dx)asa  (DX)ps

Donde (D) 44 Y (D)ps corresponden a las concentraciones de los compuestos A4 y D4, usados
en forma combinada para obtener un porcentaje de efecto terapéutico sobre un sistema, en este
caso seria el efecto tricomonicida. (Dx) 44 Y (Dx)p,4 COrresponde a las concentraciones de cada
compuesto usado individualmente para obtener el mismo efecto. Si la suma de estas dos
fracciones es igual a 1, indica un efecto aditivo. Si el valor de IC es menor que 1, indica que el
efecto es sinérgico, y si el valor de IC es mayor que 1, indica un efecto antagonico. El efecto
sinérgico puede definirse como: leve (IC: 0,85- 0,90), moderado (IC: 0,7-0,85), sinergismo (ClI:
0,3-0,7), fuerte (CI: 0,1-0,3) o muy fuerte (CI<0,1) (Tabla 3) . Los valores (D); y (D), y (Dx), Y
(Dx), se obtienen a partir de las curvas dosis-efecto tanto de los farmacos individuales y de la

combinacion respectivamente.

Tabla 3. Valores del indice de Combinacién (IC)

INDICE DE COMBINACION SINERGISMO / ANTAGONISMO
0-1-0-3 Sinergismo fuerte
0.3-0.7 Sinergismo
0.7 -0.85 Sinergismo moderado
0.85-0.9 Sinergismo ligero
09-1.1 Aditividad
1.1-1.2 Antagonismo ligero
1.2-1.45 Antagonismo moderado
1.45-3.3 Antagonismo fuerte
3.3-10 Antagonismo muy fuerte
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5.7 Pruebas de Toxicidad
Una vez que se demostro el efecto tricomonicida se realizaron pruebas de toxicidad de los

compuestos A4 y D4 de la siguiente manera:

5.8 Genotoxicidad in vitro: Prueba de Ames.

Las pruebas de mutagénesis son ensayos biolégicos utilizados para evaluar el potencial
mutagénico de compuestos quimicos [55]. Esta prueba consiste en el uso de cepas de la
bacteria Salmonella typhimurium alteradas genéticamente con mutaciones en los genes
implicados en la sintesis de histidina. A causa de dichas mutaciones, estas bacterias requieren
de un suministro externo de histidina para su crecimiento. El ensayo evalla la capacidad del
compuesto ensayado para provocar una alteracion genética en las bacterias que permita el
retorno al crecimiento en un soporte libre de histidina (crecimiento de colonias revertantes). Es
decir, el potencial mutagénico del compuesto ensayado es directamente proporcional al niumero
de colonias revertantes observadas. Se realiz6 la Prueba de Ames en cepas de Salmonella
typhimurium auxoétrofas a histidina: TA98 (hisD3502), que puede detectar mutaciones de
desplazamiento de marco de lectura, TA100 (hisG46), que puede detectar mutaciones de
sustitucidon de pares de bases y TA102 (hisG428), que puede detectar el dafio al ADN inducido
por especies reactivas de oxigeno.

Se evalué la mutagenicidad de A4, D4 y (A4 + D4) en cepas mencionadas, con 0 sin
homogeneizado de higado de ratas (mezcla S9) inducidas con Aroclor 1254, como se ha
descrito por Maron y Ames (9). Se utilizaron cinco concentraciones de A4 (11, 22, 50, 100 y 200
pg / placa); D4 (11, 22, 50, 100y 200 ug / placa) y (A4 + D4; relacion 1:3) (11, 22, 50, 100 y 200
ug / placa), en la presencia o ausencia de 500 ul de la mezcla S9. Los compuestos A4y D4 o
bien la combinacién (A4 + D4) se disolvieron en DMSO a las concentraciones indicadas y se
mezclaron con 100 pl de cultivo de bacterias (1-2 x 10° CFU mlIt) en 2 ml de agar suave que se
afiadio posteriormente al agar minimo de las placas de Vogel Bonner con 0.5 mM histidina /
biotina (9). Las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C y las colonias revertantes formadas
fueron contadas. Para obtener un resultado positivo mutdgeno con la Prueba de Ames, la
sustancia de ensayo debe inducir el doble de revertantes del que se obtienen por reversion

espontanea. Los controles positivos usados en esta Prueba fueron Acido Picrolénico (PA) a 50
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Hg / placa, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NMNG) a pu10 g / placa, Mitomicina C (Mit C)
AT10 ng / placa, 2-Aminoantreceno (2AA) a 10 pg / placa y Ciclofosfamida (CP) a 500 ug /

placa.

5.9 Genotoxicidad in vivo: Ensayo de Micronucleos

El ensayo de micronucleos se realiza en la medula ésea de roedores y que permite evaluar la
capacidad de un compuesto para inducir alteraciones cromosOmicas. En la fase mitotica
anafasica, en la que se separan las dos cromatides hermanas, se forman micronucleos a partir
de material genético que queda rezagado. El material cromosomico, que no llega ninguno de
los polos anafasicos debido a alguna alteracion cromosdmica o algun mal funcionamiento del
aparato mitético es identificado por este ensayo [56]. Para este ensayo se utilizaron ratones
machos CD1 (25 + 5 g). Los ratones fueron mantenidos de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana de Regulaciones para la Produccién, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(NOM-062-Z00-1999) y el protocolo aprobado por el Comité de Etica de la Escuela Nacional
de Medicina y Homeopatia de México (Registro No. ENMH-CB-010 a 2011). Los ratones
recibieron una dosis de 1 g/kg, se mantuvieron en una sala de animales a 25 + 2 °C y en ciclos
de luz-oscuridad de 12 h: 12 h. Los ratones fueron alimentados ad libitum con una dieta estandar

(Purina, Cuautitlan, México) y agua.

Los compuestos A4 y D4 se disolvieron en DMSO con ajuste de la concentracion (2000 o 300
mg / kg) a un volumen de administracion de 0.1 ml por raton, por via intragastrica (v.i.g.); antes
de la administracion, los animales se mantuvieron en ayunas durante 8 h. Se observaron los
animales 2 h después del tratamiento y después de 48 h, se tomaron las muestras de sangre
para la determinacion de micronucleos. Cada grupo se evalué por triplicado y se utiliz6 como
control del vehiculo DMSO (0.1 ml / ratén) y como control positivo, ciclofosfamida (50 mg / kg

por via intraperitoneal [57].

La presencia de reticulocitos micronucleados (RET-MN) y de microndcleos en la poblacién de
eritrocitos maduros normocromatico (ERI-MN) en muestras de sangre periférica analizados, se
marcaron con anticuerpo conjugado con FITC dirigido contra un antigeno de superficie celular

(CD71 receptor de la transferrina). Se detectaron células micronucleadas basado en la
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fluorescencia producida después de la tinciébn con yoduro de propidio y se cuantificaron
utilizando un citometro de flujo FACSAria ™ (BD Biosciences, San Jose, CA).

5.10 Evaluacién de la citotoxicidad del DMSO

Para evaluar si el vehiculo (DMSO) tiene un efecto citotoxico en cultivos de T. vaginalis y
células Hela, los cultivos de ambos tipos de células se llevaron a cabo en presencia de DMSO
de 0.5 - 2 % v/v que corresponden a los porcentajes equivalentes usando concentraciones de
10 - 400 pM de los compuestos.

5.11 Otros estudios de toxicidad

5.11.1 Citotoxicidad de A4, D4y (A4 + D4) en células HeLa (Ensayo de MTT)

La citotoxicidad de los compuestos se determin6 con un ensayo MTT descrito por Mosmann
[58]. Este ensayo se basa en la reduccién de MTT amarillo (3- (4,5-dimethythiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio; de color amarillo) a formazan por la actividad de la enzima succinato
deshidrogenasa mitocondrial en células vivas. Para cuantificar la formacién de formazan
(insoluble en agua), debe disolverse en DMSO y medir su concentracion por absorbancia a 570
nm (A570 nm). Se considera que la viabilidad celular es directamente proporcional a la actividad

de la succinato deshidrogenasa mitocondrial [59].

5.11.2 Cultivo de células HelLa

Cultivos de células HelLa fueron sembrados en placas de 96 pozos (8000 células / pozo), las
células HelLa fueron tratadas durante 24 h y 48 h con diferentes concentraciones de A4, D4, (A4
+ D4) y cisplatino (control positivo) de 10 — 400 puM por pozo y 1 % de DMSO como control
negativo. Después de la incubacién de 24 o 48 h, el medio fue retirado de los pozos y se
reemplazé con medio que contenia MTT (1 mg / ml), y se incubaron las células durante 4 h
adicionales a 37 °C. Después de la incubacion y la eliminacion del medio con MTT, los cristales
de formazan se disolvieron en DMSO vy se leyeron las placas en un lector de microplacas a 570
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nm (ELx808, Bio-Tek, Winooski, VT, EE.UU.). Todos los tratamientos se realizaron tres veces
por triplicado. El % de citotoxicidad se calcul6 de la siguiente manera:

% Citotoxicidad 1 Absorbancia de células tratadm) 00

ltortoxiciaaa = - *
( Absorbancia de células sin tratar

Los valores de concentracién que causaron una inhibicion del crecimiento celular del 50 %

(Concentracion inhibitoria so) fueron calculdos a partir de la relacion dosis-efecto de cada linea

celular por regresion no lineal con software Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, CA, EE.UU.).

5.11.3 Dosis letal 50 (DLso)

Este experimento se realiz6 de acuerdo con el método OCDE TG 423 (Anexo VI). Brevemente
consistio en: A grupos de tres animales machos se les administr6 una dosis Unica por v.i.g. a
partir de 2,000 mg / kg en ratones machos de la cepa CD1 (25 - 30 g), en caso de muerte de
dos 0 mas animales, se procedio a disminuir las dosis a 300 mg / kg (protocolo TG 423). Se
observé el estado general de salud de los animales después de 1, 2, 4y 6 h y una vez al dia
durante 14 dias. Los animales fueron observados después del tratamiento de los signos de
toxicidad o la muerte. Al final del periodo de observacion se sacrificaron los animales en una
camara de CO:2. Posteriormente, los érganos (pulmon, rifiébn, corazon, estébmago, intestinos,
bazo e higado) se retiraron y se hicieron observaciones macroscopicas en busca de lesiones
patologicas. El valor de la DLso se determind de acuerdo con el Sistema Globalmente

Armonizado de Clasificacion (GHS) y de acuerdo con lo descrito en OCDE TG 423.

5.12 Propuesta de derivados quimicos de A4 y D4 para mejorar la interaccion con TvTIM
por docking

Se utilizo la funcion MedChem de transformaciones de MOE [21], que permite encontrar
nuevas estructuras quimicas mediante la aplicacién de un conjunto de reglas de transformacion
a los ligandos existentes. Existen dos tipos de transformaciones: Aquellas que preservan
propiedades quimicas (por ejemplo, moléculas con el mismo niamero de atomos o electrones

de valencia) y las que modifican propiedades (como sustitucion u homologacion de anillos). Las
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transformaciones tipicas pueden intercambiar grupos funcionales, mientras se preserva el resto
del compuesto. Este procedimiento puede ser aplicado iterativamente, dando por resultado
cambios acumulativos de las estructuras originales. En la generacion y evaluacion de derivados
guimicos, se toma el cuidado de preservar la geometria de los sustituyentes siempre que sea
posible. Los derivados propuestos se evallan en funcidon de una serie de criterios como
propiedades moleculares, reglas de Lipinski, posibilidad de sintesis quimica, interaccion con la
molécula blanco (proteina) o la interaccion en los sitios de union. En la Figura 5 se describe el

proceso.

Propuesta de derivados +—
1 4

Generar coordenadas de
derivados (PDB)

4

Evaluacién de criterios
quimicos (reglas Lipinski)

d

Puntuacion de sintesis

4

Puntuacion de docking
(interaccion con molécula blanco)

A

Seleccion de derivados

Multiples derivados

Figura 5. Esquema general de la generacidn y evaluacién de
derivados quimicos usando el programa MOE.
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6 RESULTADOS

6.1 Relacion estequiométricade A4y D4 con la Triosa fosfato isomerasa de Trichomonas
vaginalis

Las masas moleculares de TvTIM1 aislada y luego en complejo con A4 o con D4 (TvTIM-A4
y TvTIM-D4) se determinaron por MALDI-TOF/TOF (del inglés: Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonizatio- Time of fligth; o desorcidn/ionizacion asistida por laser en matriz). El espectro de
masas de TvTIM1 se muestra en Figura 6, el calculo de la masa para TvTIM1 aislada fue de
27,889 Da (Figura 6a). La masa del complejo TvTIM-A4 (10 uM de A4) fue de 28,238 Da (Figura
6b). Dado que la masa tedrica de A4 es 498 Da, este pico estd muy cerca de un complejo
esperado con una relacion 1:1 de TvTIM-A4. No se observaron picos a la masa molecular
correspondiente a las proporciones 2:1 0 1:2 de TvTIM1-A4. También se obtuvieron resultados
similares con la adicién de 10 uM de D4, dando lugar a la formacion de picos correspondientes
a una masa molecular de 28.857 Da (Figura 6c). La masa teodrica de D4 es 449 Da, este pico
esta muy cerca de un complejo esperado con una relacion 1:2 de TvTIM1-D4. No se observaron
picos a la masa molecular correspondiente a relaciones 1:1 o 2:1 de TvTIM-D4 (Tabla 4). De
acuerdo a los antecedentes, los sitios de interaccion de los compuestos en TVvTIM1 y TvTIM2,
son idénticos y no involucran a los cuatro aminodcidos que son diferentes entre TvTIM1 y
TvTIM2, por lo que es de esperarse que la relacion estequiométrica con ambas isoformas de
TvTIM de A4 y D4 sean indistintas.

Tabla 4. Masas teodricas y determinadas experimentalmente (MALDI-TOF) de A4, D4, TvTIM1, TvTIM1-Ady
TvTIM1-D4y relaciones estequiométricas de TvTIM1-A4 y TvTIM1-D4.

Especie Masa Masa determinada Relacion estequiométrica

Teorica por MALDI-TOF (monémero de

(Da) (Da) TvTIM:ligando)
TvTIM1 27472 27,889 --
A4 498 -- --
D4 449 -- --
TvTIM1-A4 28,238 11
TvTIM1-D4 28,857 1:2
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Figura 6. Espectros de masas (MALDI-TOF) de: a) TvTIM1 aislada, b) Complejo TvTIM1-A4,
¢) Complejo TvTIM1-D4

6.2 Efecto tricomonicida de A4y D4 sobre 51 aislados de T. vaginalis y Calculo de Clso
Los ensayos de inhibicion de cultivos de T. vaginalis de 51 aislados de pacientes se realizaron
en el Laboratorio 11, en el Departamento de Infectomica de CINVESTAV. Los aislados

evaluados se describen en el Anexo VII.

Se utilizaron cultivos de aproximadamente 10,000 y 20,000 parasitos para cada compuesto
(A4, D4 y metronidazol), realizando ensayos por triplicado, a concentraciones variables de cada

compuesto 1 — 500 pM, incubando a 37 °C durante 24 y 48 h.

Se observo que, para concentraciones mayores de 50 uM para A4 y de 150 uM de D4 a las
24 h lareplicacion de los 51 aislados de parasitos disminuy6, alcanzando un promedio de menos
de una replicacion cada 24 h (el control de metronidazol obtenido fue de 2 replicaciones en 24
h). Ademas, los parasitos pierden su movilidad, formando pequefios grupos y mostraron

tendencia a perder adherencia a la pared del pozo. Todos los aislados se observaron en un
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microscopio de luz inversa a un aumento de 100x. A las 24 h en la comprobacién de la integridad
de la membrana solo el 20% de los parasitos se tifieron con el azul de tripano (para determinar
ruptura de la membrana). Después de 48 h, el nimero de parasitos observados disminuyo.
Ademas, se observaron restos de tricomonas en el medio, asi como el 90 % de los parasitos
tefiidos con azul de tripano, lo que indica la pérdida de viabilidad de los parasitos. Los resultados

fueron muy similares en los 51 aislados de pacientes analizados.

De este modo, se confirma que los compuestos A4 y D4 tienen un efecto tricomonicida y por

lo tanto un gran potencial para ser utilizado como farmacos contra T. vaginalis.

En la Figura 7 se muestran los resultados de los promedios de los porcentajes de viabilidad
de cultivos (51 aislados) de 20, 000 parasitos incubados con concentraciones variables de A4
y D4 (1- 500 pM) para determinar la concentracion necesaria de cada compuesto para lograr

una inhibicién del cultivo del 50 % (Clso), 0 bien al 100 %, es decir Clioo
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Figura 7. Promedio del porcentaje de viabilidad de cultivos de T. vaginalis en presencia de concentraciones
variables de A) A4 y B) D4. Las barras representan una desviacion estandar.

Los datos fueron analizados en el software Graph Pad Prism y se determinaron los valores

de Clso, que se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Concentraciones requeridas para efecto tricomonicida al 50% (Clso) y al 100 % (Cl100) de cultivos de

20,000 parasitos de T. vaginalis a las 24 h”’Los datos de Ciso y Clioo reportados [52] [53]

Compuesto Clso Clioo
(HM) (HM)
A4 47+2.8 1005
D4 153+12.03 230+x18
Metronidazol 40* 90*

6.3 Cinética del efecto tricomonicida de A4y D4

Para describir la evolucion en el tiempo del efecto tricomonicida de A4 y D4, se evalué la

viabilidad de cultivos in vitro de los 51 aislados de T. vaginalis, analizando la replicacion, la

movilidad y la integridad de la membrana. Los cultivos se analizaron en distintos tiempos

después de la adicién de cada compuesto A4 y D4. Se evaluaron varias concentraciones de

cada compuesto. En la Figura 8 se presentan los datos correspondientes a las concentraciones

Clioo, determinadas previamente (Tabla 5, por cada 20,000 parasitos). Se observé que el

porcentaje de viabilidad de los cultivos se abate completamente (hasta cero) después de 3 h de

incubaciéon para A4 y de D4. Por el contrario, para el metronidazol se observa la misma

disminucién de la viabilidad después de 4 a 6 h con 90 uM por 20,000 parasitos.
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Figura 8. Promedio de la evolucion en el tiempo del efecto tricomonicida de A4, D4 y metronidazol en cultivos de
20,000 de los 51 aislados de parasitos de T. vaginalis. El control negativo corresponde al vehiculo (DMSO 1 %).

Las barras indican una desviacién estandar.

6.4 Efecto tricomonacida de la combinacion (A4 + D4) sobre 51 aislados de T. vaginalis
Para conocer si existe modificacion del efecto tricomonicida cuando se administran
conjuntamente A4 y D4 en los aislados de T. vaginalis; se incubaron cultivos de los 51 aislados,
evaluando la viabilidad de los mismos después de la adicién de distintas combinaciones
(A4+D4). Se utilizaron diferentes relaciones molares 1:2, 2:1, 1:3, 3:1, 1:4 y 4:1 de A4y D4,
respetivamente. Las concentraciones totales (de los compuestos en combinacién) que se
evaluaron fueron entre 10 - 400 uM por cada 10,000 y 20,000 parasitos. Se determiné que la
relacion 1:3 de A4 y D4 fue la que presentdé mejor efecto tricomonicida. Especificamente, se
aprecia un efecto en la viabilidad de los parasitos comparable al observado en condiciones de
Cl100 de A4 y D4 en forma individual, cuando se usa la combinacion (A4 + D4) en una
concentracion total de 100 uM (A4 25 uM + D4 75 uM). Por lo que, los experimentos posteriores
de la combinacion (A4+D4) se realizaron usando la relacion 1:3 y la concentracion 100 uM (A4

25 uM + D4 75 uM) como punto de referencia para otras determinaciones.
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6.5 Cinética del efecto tricomonicida de la combinacién (A4 + D4)

En la Figura 9 se muestra la cinética del efecto tricomonicida utilizando una concentracion
total de 100 uM, que inhibe a los 51 aislados completamente (20,000 parasitos, después de 24
h).
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Figura 9. Promedio de la evolucion en el tiempo del efecto tricomonicida de la combinacion (A4 + D4) y
metronidazol en cultivos de 20,000 parésitos de 51 aislados. Para fines comparativos se muestran el vehiculo y
(DMSO 1 %) y metronidazol (Cliwo= 90 uM) como controles negativo y positivo respectivamente. Las barras
indican una desviacion estandar

Se observé que la viabilidad de los 51 aislados (20,000 parésitos) disminuye al 100 % después
de 3 h de incubacién para la combinacién (A4 + D4) (100 uM). La replicacion disminuye, ya que
se presenta un promedio de 1.1 replicaciones por 24 h (promedio de los 51 aislados); mientras
gue para el control negativo se observan en promedio 3 replicaciones cada 24 h. Los parasitos
pierden la movilidad, se aprecia la formacién de pequefios grupos y se pierde la tendencia a
poblar la periferia o adhesién a la pared del pozo. Ademas, en las pruebas de la integridad de
membrana, realizadas después de 24 h, 5 % de los parasitos se tifieron con azul de tripano

(que indica la ruptura de la membrana), a las 48 h el 95 % de la poblacion de parasitos fueron
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de color azul y aquellos que no se tifieron, disminuyeron su movilidad, por lo tanto, la muerte de
los parasitos y pérdida de la viabilidad del cultivo. Para el caso del metronidazol, se observo la
misma disminucion de la viabilidad después de 4 a 6 h de incubacién y los resultados a las 24
y 48 h son similares, como sucede con la combinacion (A4 + D4). Ademas, determinamos que

los 51 aislados que utilizamos fueron sensibles al metronidazol a 90 pM.

6.6 Efecto sinérgico entre A4y D4

Para evaluar el posible efecto sinérgico, se utilizé el protocolo de Chou y Talalay [60] que
establece, evaluar el efecto terapéutico de distintas concetraciones de la combinacion de
farmacos. De acuerdo al protocolo la concetracion de referencia incial de cada compuesto
corresponde al valor de Clso de cada compuesto individual, en este caso: 47 uM para A4y 153
UM para D4. Estas concentraciones de referencia inicial se consideran el valor 1X. Asi de
acuerdo con el protocolo [60], se evaluo el efecto terapéutico usando distintas concentraciones
totales de la combinacion. Asi, se utilizaron las proporciones correspondientes a 0.06X 0.12X,
0.25X, 0.5X, 1X, y 2X de la combinacién, como se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentraciones evaluadas de A4 y D4 para determinar el posible efecto sinérgico en su accion
tricomonicida. *Los valores de la columna correspondientes a 1X, se consideran la referencia inicial y se definen

a partir del valor Clso para cada compuesto A4 y D4.

Proporcién 0.06X 0.12 X 0.25X 0.5X 1X* 2X
Compuesto Concentracién
(HM)
A4 29 5.9 11.75 235 47 94
D4 9.5 19.1 38.25 76.5 153 306
Concentracion total (Suma) 12.5 25 50 100 200 400

Se evaluo la disminucion del porcentaje de viabilidad de cultivos de 20,000 parasitos de los

51 aislados de T. vaginalis para cada una de las concentraciones (Figura 10).
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Figura 10. Promedio del porcentaje de viabilidad de cultivos de 20,000 parasitos de 51 aislados de T. vaginalis a
las 24 h en presencia de distintas concentraciones de la combinacion (A4 + D4) (relacion 1:3). Para fines
comparativos se presentan datos del porcentaje de viabilidad del control negativo (vehiculo, DMSO 1%, el control
positivo (metronidazol) y de los compuestos A4 y D4 de manera individual. En este caso, tanto el metronidazol
como A4 y D4 se utilizaron en concentraciones correspondientes a sus Clso (reportada en la bibliografia para el

metronidazol [52]). Las barras indican una desviacion estandar.

Con el promedio de los datos de los 51 aislados y usando el software Graph Pad Prism se
determind la viabilidad del 50 % del cultivo a las 24 h (Clso) de (A4 + D4), en una relacion 1:3
respectivamente, la cual fue de 48 £ 2.6 uM (12 uM A4 + 36 uM D4), Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones requeridas para efecto tricomonicida al 50% (Clso) de cultivos de

20,000 parésitos de T. vaginalis a las 24 h. de la combinacion (A4+D4)

Compuesto Clso
(LM)

(A4+D4) 48+ 2.6 = A4 (12 uM) + D4 (36 uM)
Metronidazol 40

El valor de Clso de la combinacion es de 48 £ 2.6 uM, que corresponde a una concentracion

de 12 uM para A4 y de 36 uM para D4. Esto representa una disminucion de aproximadamente
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el 75 % de las concentraciones requeridas de cada compuesto para obtener el mismo efecto

tricomonicida.

Para confirmar el efecto sinérgico se calcul6 el indice de combinacién para varios porcentajes
de efecto tricomonicida (IC), utilizando la ecuacién de la seccion 2.6 de materiales y métodos
[60] (Tabla 8). Los valores de las concentraciones para sustituir en la ecuacion se obtuvieron a
partir de las curvas dosis-efecto de los compuestos individuales y de la formulacién combinada
(A4+DA4).

Tabla 8. indice de combinacién de (A4 + D4) para distintos porcentajes de efecto tricomonicida. *indice de

combinacion al 50, 75 y 90 %. **La clasificacién se realiza con base a la clasificacién de Chou -Talaly [50].

Porcentaje de efecto indice de combinacion* Efecto de (A4 + D4)**
tricomonicida
90 % 0.530 Sinergismo
75 % 0.565 Sinergismo
50 % 0.630 Sinergismo

Estos resultados indican que la combinacién (A4 + D4) presentan un efecto sinérgico. Este
dato es muy favorable, ya que generalmente, para cualquier tratamiento farmacolégico se
prefiere usar dosis menores para lograr el mismo efecto terapéutico, ya que se pueden disminuir

costos y posibles efectos secundarios que pudieran provocar.

6.7 Genotoxicidad in vitro: Prueba de Ames

A4y D4 no muestran efectos mutagénicos en cualquiera de las tres cepas analizadas (TA98,
TA100y TA102) a 11, 22, 50 y 100 pg/placa, en comparacion con todos los controles positivos
empleados (PA, NMNG, Mit C, 2AA, y CP) con o sin mezcla S9. El promedio de las colonias
revertantes de los controles positivos fueron al menos dos veces mas altas que el promedio de
las colonias revertantes del control negativo, A4 y D4 a diferentes concentraciones no muestran
duplicar el nimero de revertantes basales, por lo cual los dos compuestos no son

aparentemente mutagénicos (Figura 11).
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Figura 11. Prueba de Ames para los compuestos A4 y D4. La linea roja indica el nUmero maximo de colonias

Numero de colonias revertantes
después de 48 h

para considerar que no hay efecto mutagénico. Se puede observar que el nimero de colonias revertantes para

cada compuesto, esta por debajo del maximo para considerar potencial mutagénico. Se muestran también
controles negativos y positivos para cada una de las cepas de Salmonella typhimurium.
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La combinacion (A4 + D4) también fue evaluada con la Prueba de Ames. Esta composicion

no es mutagénica, se muestran los resultados en la Figura 12.

350
300
%]
1]
€ 250
©
3
el
¢ c 200
&
8 o
g 150
(%]
R
S 2 aoe
v wn
s
o SO
9]
g
: o
=2
aso
|00
0 350
3]
]
c
© BOO
3
o
> < =0
S
0 o zoo
28
K<l o 150
Q9 >
© o
39 -]
0T
o =0
£
‘2 o
1500
130
LD
B0
(o=

Lle ]

después de 48 h

2O

Numero de colonias revertantes

o

TA 98

- . - — . - - - — ==

i~} Ci-) 59 CRASC DMSOSS =) Ci=} S92 Aaros BT
100 g 100 g SO

TA 100

=t

Cf=p 5 DA Oy DRASC 55 Ci=} CL=) S0 A D= 100 AdFDE 30D
LB HE 59

TA 102

L= [

-1 59

DRSO 59 L= T} 5B AN 1O A D 100
i g 5

Figura 12. Prueba de Ames para la combinacion (A4 + D4). La linea roja indica el namero méaximo de colonias

para considerar que no hay efecto mutagénico. Se puede observar que el nimero de colonias revertantes para

(A4 + D4), en las condiciones evaluadas, esta por debajo del limite de potencial mutagénico. Se muestran

también controles negativos y positivos.
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La combinacién de (A4 + D4) no presentd efecto mutagénico en ninguna de las tres cepas
utilizadas de Salmonella typhimurium (TA98, TA100 y TA102) a 11, 22, 50 y 100 pg/placa, en
comparacion con los controles positivos empleados (PA, NMNG, Mit C, 2AA, y CP) con o sin
mezcla S9. Todas las mutaciones de los controles positivos fueron mayores que la reversion
espontdnea de control con DMSO (Figura 14). Los resultados obtenidos para A4 y D4

demuestran que a estas dosis no son mutagénicos.

6.8 Genotoxicidad in vivo: Ensayo de Micronucleos

Para evaluar la actividad genotdxica de A4 y D4 en un modelo in vivo, se midié el potencial
de estos compuestos para inducir la formacion de reticulocitos micronucleados (MN-RET) y
eritrocitos normocromaticos micronucleados (MN-NCE) [61]. En la Figura 13, donde se observa
gue solo los ratones tratados con el control positivo (ciclofosfamida) tenian aumentos
estadisticamente significativos, tanto en el nimero de MN-RET como en MN-NCE a las 48 h
con respecto a los ratones tratados con el vehiculo (DMSO). Por lo general, es posible observar
efectos mutagénicos iniciales de agentes inductores de micronucleos a las 24 h; la cantidad
mas alta de micronucleos se observo a las 48 h. Esto se observd con nuestro control positivo,
pero no con A4 ni con D4. Todos los grupos tratados con A4 y D4 tenian un nimero similar de
MN-RET como en MN-NCE al inicio (0 h) y después del tratamiento (24 y 48 h), y no se
observaron diferencias significativas entre los grupos tratados con A4 o con D4 o con respecto
a la de control negativo. Estos resultados sugieren que ni A4 ni D4 muestran potencial

genotoxico.
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Figura 13. Prueba de micronucleos. Porcentaje de reticulocitos (% RET), porcentaje de reticulocitos micronucleados
(porcentaje de MN-RET) y porcentaje de eritrocitos normocromaticos micronucleados (MN-NCE%) después de 48 h
de tratamiento.

CP (ciclofosfamida 1 g/kg); DMSO (dimetilsulfoxido, 1 %); A4 (compuesto A4 1 g/kg concentracion);

D4 (compuesto D4 1 g/kg).

* P < 0.05 diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el control negativo (DMSO). Andlisis de
varianza (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Dunnett

6.9 Otros estudios

6.9.1 Ensayo de MTT y Clso en células HelLa

Se evaluaron los compuestos A4 y D4 por separado; asi como la combinacion (A4 + D4) hasta
400 uM en los cultivos in vitro de células HeLa y no se observé dafio citotoxico, las células HelLa
formaron la monocapa caracteristica de este tipo de células, demostrando la viabilidad del

cultivo a las 24 y 48 h, con resultados similares al control negativo con DMSO (Figura 14).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de MTT se demostrd que A4 (Figura 14a),
D4 (Figura 14b) y la combinacion (A4 + D4) (Figura 14c¢) no afectan la viabilidad de las células
HelLa, por lo que no fue posible determinar un valor Clso, aunque dicho valor debe ser mayor a
400 pM.
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6.9.2 Determinacién de Dosis Letal al 50% dol compuesto A4 en modelo murino (DLso)
La administracion de A4 a una dosis de 2000 mg/kg no mostré signos de toxicidad durante
las primeras 24 h de tratamiento, sin embargo, uno de los animales murio en el segundo dia de
administracion y dos ratones murieron después de cuatro dias. Todos los animales mostraron
piloereccion y alteraciones en la actividad motora durante las 12 h anteriores a su muerte.
Cuando se observaron macroscopicamente los O6rganos, se encontr0 que mostraron una

reduccion en el tamafio del bazo y la mayoria de estos una consistencia gelatinosa.

De acuerdo con el diagrama del procedimiento 1D TG 423 la dosis del compuesto A4 se
redujo a 300 mg/kg. A esta dosis no se encontraron signos o sintomas de toxicidad (tales como
piloereccion, irritacion de mucosas o alteraciones en la actividad motora) o muertes en los
grupos tratados durante 14 dias después de la administracion del compuesto. Los pesos de los
ratones tratados no mostraron cambios estadisticamente significativos en comparacion con los
animales sanos durante el periodo de tratamiento (Tabla 9). Los 6rganos (pulmones, rifiones,

corazén, estdmago, intestinos, bazo e higado) no muestraron ninguna lesion morfologica

aparente.
Tabla 9. A4, peso de ratones CD-1 (g).
Dia 1 Dia 14 Peso ganado al
dia 14
Control A4 Control A4 Control A4
Peso 22.3+1.8 19.3+0.9 35.7+£15 30.1+£0.7 13.3+0.3 11.3+£0.3

Los valores se expresan como promedio + Error Estandar de 3 animales por grupo. Analisis de Varianza de una
via (ANOVA) seguida de una prueba pos hoc de Bonferroni. Se utiliz6 el software GraphPad Prism 5.0 para
realizar el andlisis estadistico. Control: Animales administrados con DMSO (100 pl).

La DLso de A4 compuesto es mayor que 500 mg/kg y menos de 2000 mg/kg por v.i.g. en
ratones macho cepa CD-1, mediante el procedimiento TG 423 y por tanto, esta en la categoria
4 de la Globally Harmonized System (GHS).
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6.9.3 Determinacién de Dosis Letal al 50% dol compuesto D4 en modelo murino (DLso)
La administracién de D4 a una dosis de 2000 mg/kg no presento signos o sintomas de

toxicidad (tales como piloereccion, irritacién de la mucosa o alteraciones en la actividad motora)
0 muertes dentro de los 14 dias después de la administracion del compuesto D4. Los pesos de
los ratones tratados no mostraron cambios estadisticamente significativos en comparacion con
los animales sanos durante el periodo de tratamiento (Tabla 10). Los 6rganos (pulmones,
rifones, corazon, estdmago, intestinos, bazo e higado) no muestraron ninguna lesion

morfol6égica aparente.

Tabla 10. D4, peso de ratones CD-1 (g)

Dia 1 Dia 14 Peso ganado al dia
14
Control D4 Control D4 Control D4
Peso 22.3+1.8 21.3+19 35.7+15 357+23 13.3+0.3 14.3+0.7

Los valores se expresan como promedio + Error Estandar de 3 animales por grupo. Analisis de Varianza de una
via (ANOVA) seguida de una prueba pos hoc de Bonferroni. Se utilizé el software GraphPad Prism 5.0 para

realizar el analisis estadistico. Control: Animales administrados con DMSO (100 pl).

La DLso de D4 es mayor que 2000 mg/kg por v.i.g. en ratones macho CD-1 mediante el

procedimiento TG 423y, por lo tanto, esta en la categoria 5 de la GHS (> 2000-5000 mg/kg).

Con los resultados anteriores, se demostro la seguridad del uso de los compuestos A4 y D4

en esta prueba.

6.10 Obtencion de derivados quimicos de A4 y D4 para mejorar la interaccién con TvTIM

A partir de los resultados del Docking, se determiné que A4 interacciona con Lys11, Lys59,
Ala72, His94, Glu96, Lys121 y Lys204, asi como para D4 los aminoacidos que son importantes
en la interaccién son Lysll y Ser95 de TvTIM. Por lo tanto, para la propuesta de derivados
utilizando el software MOE se propusieron 4150 derivados quimicos de A4 y 1670 derivados
guimicos para D4. Posteriormente se realizd un Docking dirigido a los sitios potenciales de
interaccion que estan cerca de los aminoacidos anteriormente mencionados, generando hasta

30 conformaciones de cada derivado y al realizar una seleccién con base al segundo Docking,
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realizamos una clasificacion de los derivados que probablemente tendrian una mejor interaccion

en los mismos sitios potenciales de A4 y D4.

Estos derivados propuestos, cumplen reglas de sintesis y caracteristicas de moléculas con

potencial farmacolodgica y tienen alta probabilidad de interactuar con los mismos residuos de

aminoacidos.

Se seleccionaron seis derivados para A4 y D4, que mostraron la mejor probabilidad de

interaccion. Estas derivaciones en las estructuras de A4 y D4 pueden ser:

A4:

D4:

a > wn e

-Sustitucion de grupo carbonilo por grupo hidroxilo

-Adicién de grupo etanolamina

-Adicion de grupo metinoalmina

-Sustitucion de un grupo hidroxilo por un grupo metilo

-Sustitucion de dos grupos hidroxilo por dos grupos metilos
-Eliminacién de grupo carbonilo e hidroxilo e introduccion de grupo éter

Sustitucion de dos o tres o cuatro atomos de hidrégeno por el mismo nimero de grupos metilo
Sustitucion de grupo nitro por metilo

En la molécula que tiene cuatro grupos metilo, se sustituye un grupo nitro por fluor

En la molécula que tiene dos grupos metilo, se sustituye un grupo nitro po cloro

En la molécula que tiene dos grupos metilo, se elimina el radical nitro

Con estos resultados, se propone que se pueden sintetizar al menos 12 compuestos (seis de

A4 y seis de D4) que puedan mejorar el efecto tricomonicida, por lo que se sugiere su sintesis

y evaluacion en trabajos futuros.
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7 DISCUSION

La tricomoniasis es responsable hasta del 30% de las infecciones de transmisién sexual no
virales. La mayor frecuencia es en mujeres de 16 a 35 afios. Puede ser asintomatica, lo que
facilita su transmision. El agente etioldgico es el protozoo Trichomonas vaginalis, transmitido
por contacto sexual. El tratamiento actual se basa en los farmacos de la familia de los
nitroimidazoles, que se dividen en dos grupos: Los 2-nitroimidazoles, que incluyen el
misonidazol y el benznidazol, y los 5 nitroimidazoles, que incluyen: Metronidazol, tinidazol,
ornidazol, secnidazol, carnidazol, nimorazol y satranidazol [62]. Sin embargo, existen pacientes
(del 5 al 20 %) que no muestran mejorias de la infeccidn y otros presentan efectos secundarios
con los tratamientos actuales contra la tricomoniasis, por lo que, es necesario el desarrollo de
nuevas opciones terapéuticas que tengan un mecanismo de accioén diferente, ya que, con el

paso de los afos, cualquier organismo puede crear resistencia.

En esta investigacion se utiliz6 un blanco terapéutico distinto al de los tratamientos
convencionales. La enzima triosa fosfato isomerasa es indispensable en el metabolismo del
carbono del parasito, es decir, necesaria para la produccion de ATP. En una etapa inicial del
desarrollo de este proyecto, se consideré que, si con algiun compuesto pudiera afectar la
actividad enzimatica de la triosa fosfato isomerasa de los parasitos y por lo tanto su
metabolismo, dicho compuesto podria ser un candidato como nuevo farmaco contra esta
enfermedad. Sin embargo, gracias a la caracterizacion exhaustiva del blanco terapéutico, fue
posible determinar que la triosa fosfato isomerasa de T. vaginalis (TvTIM) tiene varias
caracteristicas que la hacen una diana terapéutica aun mas atractiva de lo que originalmente
se habia pensado. Una de esas caracteristicas es que TvTIM esta codificada en T. vaginalis
por dos genes independientes, con regulacién de la transcripcién distintivo [40] [41]. Por otro
lado, por ensayos de inmulocalizacion se detecté al menos una isoforma de TvTIM se localiza
sobre la superficie del parasito. Hasta el momento, solo se ha reportado la presencia de TVTIM
extracelular [43], pero no en ningun mamifero. La localizacion extracelular de TvTIM esta
asociada a una nueva funcion de estas proteinas, interactuando con proteinas de matriz
extracelular (laminina y fibronectina). Esta funcién no-candénica de TvTIM, representa ademas

un nuevo factor de virulencia del parasito [43].
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Estos hallazgos sobre TvTIM incrementan el potencial de uso de un farmaco dirigido contra
TVTIM. Por ejemplo, la localizacion extracelular del blanco farmacoldgico, implica que no es
necesario el ingreso del medicamento (metronidazol u otro nuevo) al interior de la célula de T.
vaginalis, ya que puede ejercer su mecanismo de accion sobre la diana terapéutica en el exterior
de la célula. En trabajos anteriores, se habian reportado varios compuestos capaces de
interactuar e inhibir la actividad enzimética de la triosa fosfato isomerasa de varios parasitos[63]
[64] [65] [66]. Sin embargo, su efecto antiparasitario, es limitado, debido al bajo o nulo ingreso

de los compuestos al interior de las células de los parasitos.

En el caso de los compuestos descritos en esta investigacion: A4 y D4 y la combinacion (A4
+ D4), es posible proponer como via de administracion el uso topico-local, dado que la cavidad
vaginal es el principal sitio de infeccion de este parasito. Se propone el uso de un vehiculo en
forma de ovulo que se pueda disolver y llevar a cabo la liberacion de nuestro farmaco. También
es posible el uso de algun gel, crema o pomada. Esto representa muchas ventajas, con respecto
a una aplicacién sistémica, o administracion por via oral; ya que se reducen las dosis
terapéuticas y los posibles efectos secundarios. También, desde el punto de vista de regulacion
de medicamentos, y de su evaluacion, las pruebas clinicas, propondrian iniciar con una
evaluacion de la aplicaciéon local-vaginal (intravaginal) tanto para evaluar el toxicoldgico en
mujeres sanas y posteriormente el efecto terapéutico en pacientes con infeccién por T. vaginalis
(hombres y mujeres). Este tipo de protocolos en pruebas clinicas, representan menos riesgos y

por lo tanto, requiere menos costos, comparado con medicamentos de uso sistémico [67].

Respecto al mecanismo de accion de A4 y D4, proponemos tres posibles opciones:

A) A4 o D4 ingresan a la célula e interactian con la TvTIM intracelular y por lo tanto, altera la
actividad enzimatica de esta, provocando la incapacidad de completar la via glucolitica y como
consecuencia disminuyen la posibilidad de generar ATP. De los resultados del docking, se sabe
al menos que D4 interacciona con los aminoacidos (Lys11 y Ser95) cerca del sitio activo y esto
provocaria una alteracién en su funcién enzimatica.

B) A4 o D4 interaccionan con la TVTIM que se encuentra en la superficie externa de la membrana y
con ello altera la funcion moonlight de TvTIM (interaccion con laimina y fibronectina),

probablemente con el proceso de patogenicidad interaccionando con laminina y fibronectina.
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C) Una tercera opcion, en el que A4 o D4 interaccionan con la TvTIM que se encuentra en la
superficie externa de la membrana, que esto genera un cambio en la membrana, que su vez
facilita el ingreso de alguno de los compuestos A4 o D4 al espacio intracelular y asi poder
interactuar con la TVTIM que actla en la via de la glucdlisis y de esta manera impedir también la
reaccion catalitica y como consecuencia la interrupcion de la glucdlisis y por lo tanto de la sintesis

de ATP. Esto representaria un efecto mas letal para el parasito.

De estas tres opciones para el mecanismo de accion, dos de ellas sefialan que A4 o D4 estaria
interaccionando con la TIM que esta en la superficie del parasito. Esto tienes varias ventajas,
una muy importante es que A4 o D4 no tienen que atravesar la membrana para llevar a cabo
su funcion o interaccion, para ello se ha reportado, que cuando una molécula atraviesa
membrana, puede sufrir algunas modificaciones en su estructura o simplemente, no puede
atravesar membrana, y, por lo tanto, no llevar a cabo su interaccion con su blanco [64] [65] [66].
Cabe mencionar que, en este momento, no es posible descartar que A4 y D4 puedan
interaccionar también con otras moléculas de la superficie celular, ademas de la triosa fosfato

isomerasa.

Con esta investigacion, se confirmo la eficacia terapéutica de A4 y de D4, ellos muestran un
efecto tricomonicida en 51 aislados de pacientes mexicanas con infeccion por T. vaginalis, en
estudios anteriores en nuestro grupo de trabajo se habia demostrado el efecto tricomonicida
solo en dos aislados de pacientes (CNCD-147 y CNCD-188). Se realizaron ensayos de
viabilidad de T. vaginalis de aislados colectados en distintos centros de salud, de distintas
entidades federativas del pais. Si bien estos aislados no estan caracterizados totalmente, una
inspeccion al microscopio nos permitid definir que los aislados son diferentes en su tamafo,
movilidad, agrupacion y adherencia. Estas caracteristicas fenotipicas en T. vaginalis, se han
asociado a diferentes grados de patogenicidad y a la expresién de diversos genes, incluyendo
proteasas y adhesinas [40] [43] [48]. Es posible también, que dichos cambios fenotipicos
puedan estar asociados con cambios en la resistencia a farmacos, por lo que encontrar que A4
y D4 tengan efecto tricomonicida similar sobre los 51 aislados representa un hallazgo relevante
en la definicibn de A4 y D4 como alternativas terapéuticas efectivas contra T. vaginalis.

Mediante curvas de concentraciones de los compuestos y tiempos de exposicion fue posible
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determinar las dosis de cada compuesto para alcanzar el 50 % (Clso) 0 el 100 % (Clioo) de
efecto tricomonicida en cultivos de 20,000 parasistos a las 24 h, siendo estos valores de: Clso,a4
=47 £ 2.8 uM, Clso,pa= 153 £ 12.03 uM; Clioo,a4 = 100 £ 5 puM; Clioo,as = 230 +18 uM. Para fines
comparativos, el metronidazol presenta Clso, Metronidazol = 40 [52]. Por lo que, las concentraciones
para lograr efecto tricomonicida en 20,000 parasitos de A4 y D4, son de los mismos ordenes de
magnitud con respecto a metronidazol. Sin embargo A4 y D4, presentan la ventaja de que
podrian usarse (como ya se mencion0) A4 y D4 podrian ser usados de manera topica

intravaginal).

A4 y D4 mostraron un potencial como farmaco tricomonicida, cuando son usados en
concentraciones aceptables en las pruebas iniciales del desarrollo de farmacos [68] [69]. En el
desarrollo de farmacos se busca disminuir las concentraciones, dado que se podrian tener
efectos secundarios o toxicos por la utilizacién de cualquier molécula o farmaco. Por lo tanto,
con la intencién de disminuir las dosis de A4 o de D4 para conseguir el mismo efecto
tricomonicida, se realizaron ensayos de viabilidad de los 51 aislados de parasitos usando
diferentes combinaciones de A4, D4 y metronidazol. Se determind que el metronidazol no
mejora el efecto tricomonicida de A4 o D4 o de la combinacién (A4 + D4), por lo que el uso
combinado de metronidazol con A4 y D4 fue descartado como alternativa terapéutica. Se
probaron diferentes relaciones molares (proporciones de concentraciones) de la combinacion
(A4 + D4). Se encontrd que una relacion molar 1:3 de A4 y D4 respectivamente mostraron un
efecto sinérgico, que nos permite disminuir cerca del 75 % de las concentraciones que se
requieren cuando se utilizan de manera individual. Asi que, con esto, solo utilizamos el 25 % de
cada uno cuando los combinamos para tener el mismo efecto tricomonicida. El efecto sinérgico
de la combinacion de (A4 + D4) se comprobd mediante técnicas de evaluacién de la interaccion
de compuestos farmacolégicos, De este modo se calcularon los indices de combinacion (IC)
para efectos tricomonicidas del 50, 75 y 90 %. En todos los casos, el valor del IC entre 0.53 y
0.63, que demuestra un efecto sinérgico para A4y D4.

Respecto a las pruebas de toxicidad, se determin6 que A4 y D4, asi como la combinacion (A4
+ D4) no mostré una toxicidad que indique que deba interrumpirse la evaluacion de estos

farmacos en la etapa preclinica y clinica. Los resultados de los ensayos de citotoxicidad,
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mutagenicidad, genotoxicidad, asi como las DLso, permite, hasta este momento que A4 y D4
tienen una alta probabilidad de ser seguros para el uso en seres humanos.

Los resultados en esta investigacion representan un avance importante en el desarrollo de
nuevos farmacos contra la infeccion por Trichomonas vaginalis. Se proponen dos moléculas
con caracteristicas quimicas farmacolégicas A4 y D4 y combinacion de (A4 + D4). Estos tienen
hasta el momento diferencias y ventajas importantes con respecto de metronidazol, la mas
importante; un mecanismo de accion diferente, selectivo contra la triosa fosfato isomerasa de
T. vaginalis. Estos compuestos tienen un potencial de uso principalmente contra pacientes que
no presenten mejoria en la infeccién por T. vaginalis con los tratamientos convencionales
(metronidazol o derivados), o bien para aquellos que presenten muchos efectos secundarios 6
particularmente sensibles al nitroimidazoles. Hasta el momento, los ensayos de toxicidad de
A4, D4y la combinacién (A4 + D4) indican que los compuestos son seguros, lo cual representa
otra ventaja competitiva con respecto del metronidazol que tiene efectos secundarios o

genotodxicos bien conocidos.
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8 CONCLUSIONES

En este trabajo se analizaron distintos aspectos de dos nuevos posibles farmacos

tricomonicidas: A4 y D4 y la combinacion (A4 + D4).
Se determind que:

e El efecto tricomonicida de A4 y D4 ha sido validado en un amplio nimero de aislados
(51) de pacientes infectados, con diferentes caracteristicas fenotipicas y morfologicas.

e A4y D4 no mostraron efectos genotéxicos in vitro e in vivo. En células HeLa no son
citotoxicos y los valores de DLso son 10 y 100 veces mayores que las dosis terapéuticas
para D4 y A4, respectivamente.

e Tres propuestas del mecanismo de accion son:

o A4 y D4 estan interaccionando con la TvTIM intracelular y altera la actividad
enziméatica de ésta, provocando la falta de capacidad de generar ATPs

o A4y D4 estan interaccionando con la TvTIM que se encuentra en la superficie
externa de la membrana y que altera la otra funcion que pudiera estar llevando a
cabo esta TIM, probablemente con el proceso de patogenicidad interaccionando
con laminina y fibronectina

o A4 y D4 estan interaccionando con la TIM que se encuentra en la superficie
externa de la membrana y que esto facilita que pueda entrar A4 o D4 al espacio
intracelular y asi poder interactuar con la TIM que actla en la via de la glucdlisis
y de esta manejar bloquear esta via y por lo tanto no generar ATPs

e Se observo un efecto sinérgico de A4y D4 (A4 + D4) en formulaciones combinadas. Este
resultado es importante porque las dosis terapéuticas pueden reducirse hasta el 25 % de
D4 y A4 de las dosis originales. El metronidazol no mejora el efecto terapéutico de A4y
D4, esto probablemente a que sus mecanismos de accion son muy diferentes.

e La combinacion (A4 + DA4) tiene una alta probabilidad de ser segura en los seres
humanos, ya que no mostro efectos genotoxicos.

e Se proponen posibles derivados quimicos de cada uno, A4 y D4, que probablemente

podrian mejorar la interaccion con TvTIM y por lo tanto la eficacia terapéutica.
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9 PERSPECTIVAS

-Completar fase preclinica (Evaluacion de toxicidad en otros modelos ho murinos)
-Evaluar el efecto terapéutico en aislados de pacientes de otros paises

-Estudiar la farmacocinética y farmacodinamia de A4 y D4

-Determinar un vehiculo para la administracion de los potenciales farmacos
-Buscar la sintesis de los compuestos A4 y D4 en algun laboratorio mexicano
-Evaluar el efecto tricomonicida de los derivados propuestos para A4 y D4

-Demostrar el efecto tricomonicida con aislados de T. Vaginalis resistentes a metronidazol
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Certificadeo de acuse ) DIRECCION DIVISIONAL DE PATENTES
de recibo registro. SUBDIRECCION DIVISIOMAL DE PROCESAMIENTO ADMINISTRATIVO DE
ME/2017/014348 PATENTES

COORDINACION DEPARTAMEMTAL DE EXAMEN DE FORMA
Expedienie de Patente de Invencion Normal MX/ar2016/013111

Asunte: Resultado del Examen de Forma.
Crudad de México, 2 29 de marzo de 2017

Luis Antonio CARRERO SANCHEZ No. de Faolio: 26447
Apoderado de

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

CENTRO DE INVESTIGACION ¥ DE ESTUDIOS

AVANZADOS DEL I. P, N. RECIBI ORIGINAL
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Nombre: -
Inatituto Politéenica Nacional, 2508 Edificio Administrative.  Fecha; 15 /05 [ 2.0
3er. piso, Subdireccion de Vinculacion Tecnologica Firma:

San Pedro Zacatenco
07380, GUSTAVD A, MADERD, Ciudad de México, México

REF: Se da acuse de reciboa su escrito presentado: 24402/2017.

Se tiene por satisfecho el examen de forma senalado por la Ley de la Propiedad Industrial v su Reglamento.

Cabe senalar gue de conformidad con los articulos 52 de la Ley de la Propiedad Industnal, 38 y 40 del
Raeglamento de la Ley de la Propiedad Industrial vigentes, una vez concluido &l examen de forma v, después del
vencimiento dal plazo de 18 mases, contado a partir de la facha dea FIIEEEI‘II-BGIdd'I de i soliciiud de patents, o en
su caso, de prioridad reconocida, toda solicitud de patante sera publicada en la Gaceta, contaniendo los datos
bibliograficos comprendidos en la solicilud presentada, el resumen de la invencidn vy, an su caso, al dibujo mas
iluztrativa de la misma o la farmula guimica gque mejar la carastarice.

No obstante, la Ley de la Propiedad Industrial y su Aeglamento también pravén que, a paticidn del solicitante
mediante escrito, la soliciiud de patente podra ser publicada de manera anticipada, siempre gue la misma haya
aprobado el examen de forma y &l $olictante entere al Instituto el pago de |a tarifa correspondiente (articuto 1d).

Asi, una vez publicada la soliciud, de conformidad al ariculo 52 BIS de la Ley de la Propiedad Industrial,
cualguier persona podra dentro de un plaze de 5245 meses pasterioras a aquella, presentar ante el Instituto,
informacitn concerniente a los requisitos de patentabilidad v sus excepciones (ariculos 16 v 19 dela Ley de la
Propiedad Industrial), por lo que el Instituto dard inicio al examen de fondo hasta haber transcurrido los plazos
especificados.

El suscrito firma 2l presente oficio con fundamento en los articulos 6° fracciones |l y Xl y 7 bis 2 de la Ley de la
Propiedad Indusirial (Diarke Oficial de k2 Federacidn 27061991, reformada el 0208/1984, 2510/1988,
268121997, 17/05/1999, 26/01/2004, 16/068/2005, 25012006, 06052009, 06012010, 180672010, 2B/06/2010,
27/01/2012 v 0904,/2012); articulos 1°, 25, 3° fraccion V, inciso &), subinciso i), segundo guidn, 4%, 6 y12*
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Compuesto D4, solicitud de patente MX/a/2016/0131109 y hoja de satisfecha el examen de forma para
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Certificado de acuse y DIRECCION DIVISIONAL DE PATENTES
de recibo regisiro SUBDIRECCION DIVISIONAL DE PROCESAMIENTO ADMINISTRATIVO DE
MX/2017/014352 PATENTES

COORDINACION DEPARTAMENTAL DE EXAMEN DE FORMA
Expediente de Patente de Invencion Normal MX/a/2016/013109

Asunto: Hesultado del Examen de Forma.
Ciudad de Mexico, 2z 29 de marzo de 2017
Luis Antonio CARRENO SANCHEZ No. de Folio: 26458
Apoderado de

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS

AVANZADOS DEL I. P. N, RECIBI ORIGINAL
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Nombre

Instituto Politécnico Nacional, 2508 Edificio Administrativo,  Fecha: | / 05/ 201%
3er. piso, Subdireccion de Vinculacion Tecnologica Firma:

San Pedro Zacatenco
07360, GUSTAVO A. MADERO, Ciudad de México, México

REF: Se da acuse de recibo @ su escrito presentado: 24/02/2017.

Se tiene por satisfecho el examen de forma senalado por la Ley de la Propiedad Industrial y su Reglamento.

Cabe seflalar qua de conformidad con los articulos 52 de la Ley de la Propiedad Industrial; 39 y 40 del
Reglamento de la Ley de la Propiedad Indusirial vigentes, una vez concluido el examen de forma vy, después del
vencimiento del plazo de 18 meses, contado a partir de Ia fecha de presentacion de la solicitud de patente, o en
5u caso, de prioridad reconocida, toda solicitud de patente sera publicada en la Gaceta, conteniendo los datos
bibliograficos comprendides en la solicitud presentada, el resumen de la invencién y, en su caso, el dibujo més
ifustrativo de fa misma o la formula quimica que mejor la caracterice.

No obstante, la Ley de la Propiedad Industrial y su Reglamento también prevén que, a peticion del solicitante
mediante escrito, la solicitud de palente podra ser publicada de manera anticipada, siempre que la misma haya
aprobado el examen de forma y el solicitante antere al Instituto el pago de la tarife correspondiente (articulo 1d).

Asi, una vez publicada la solicitud, de cenformidad al articulo 52 BIS de la Ley de la Propiedad Industrial,
cualquier persona podra dentro de un plazo de seis meses posteriores a aquella, presentar ante el Instituto,
informacion concermniente a los requisitos de patentabilidad y sus excepciones (articulos 16 y 19 de la Ley de ia
Propiedad Industrial), por lo que el Ingtituto daréd inlcio al examen de fondo hasta haber transcurrido los plazos
especificados.

El suscrito firma el presente oficio con fundamento en los articulos 6° tracciones Il y X1 y 7° bis 2 de la Ley de la
Propiedad Industrial (Diario Oficial de la Federacién 27/06/1991, reformada e! 02/08/1994, 25/10/1996,
26/12/1997, 17/05/1999, 26/01/2004, 16/06/2005, 25/01/2006, 06/05/2009, 06/01/2010, 18/06/2010, 28/06/2010,
27/01/2012 y 09/04/2012), articulos 1°, 2°, 3°{raccién V, inciso a), sub inciso i), segundo guién, 4°,5° y 12°
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Kiywarids The pronzoem paTasite Trichomonos vagpinalis contins two nearly identical triosephosphate i someerases (TvTTMs)
Tolsees asseully that dissociate inin stable monomers and dimerize npon substrate binding. Henein, we compare the naole of the
T places pluE e SOLK2 AR “hall and sodket” and loop 3 interactions in substrate amisted dimer amembly in both TvTIMs. We found that
T heatatitaas paint mutants at the “ball” ane anly 39 and 29-f21d less catalytically active than their mmespanding wild-type
¥aay erysallogmphy coumterparts, wheress Aloap 3 deletions are 1502 and 9400 fold e active. Paint and deletion mutants dis

sodate into stahle monomens. However, paint mutants assemble as catalytic compeient dimers upon binding of
the transition state substrate analog PGH, wheneas loop 3 delstions remain monomeric. A comparisan betwesn
crystal stuomres of point and loop 3 deletion monomeric mutan ts iTnstrates that the o htic residues in point
mastamits amd wild -ty pe TvTTMs ane madintained in the same onentation, wheress the catalyhic residoes in deletion
mutamits show an inoresse in thermal mobdlity and present struciral disarder that may hamper their catahytic
mole. The high enzymatic activity present in monomeric point mutants comelstes with the formation of dimeric
TwTIMs upon substrate binding. In contrast, the low activity and lade of dimer amembly in del=tion mutants
suggests a rale of loop 3 in promoting the formation of the active site 25 well 25 dimer assembly. Our resuls
sgpest that in TvTIMs the active site is asssmhled doring dimeration and that the misgrity of loop 3 and hall
and sodket resiches & crucial to stabilize the dimer.

1. Introduction redred catalytic activity of monomeric TIMNE and the high sthility of deir

dimers, this enzyme is referred a2 an obligated dimer [7-10]. TIMs asemble

Proeins msemble & digomens 1o promoe  cooperativity, inoresse s (frady barrels with limived amino acid sequence identity between its

thermal stability or 1o prevent protein degradation [1.2]. In most specie, members [7,11-13]. Althowgh this limited sequene identity, cnstal ane-

triosephmphate isomerme (TM) & a homodmer, with the excepion of ar- meres of more than 40 dimeric TIME are superimpoalle, indicating the high
chaea in which this enzyme asembles into a tetramer [ 5-6]. Becase of the ocoservation of the struchml element present in this ensyme.
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Abstract: Trichomonas vaginalis is a parasitic protozoan responsible for the non=viral, most

prevalent- sexually transmitted disease, affecting millions of individuals worldwide. The
main treatment against this disease is metronidazole and some other nitroimidazole
derivatives. However, five to twenty % of clinical cases of trichomoniasis are caused by
parasites resistant to these drugs. Here we present an innovative strategy to fight
trichomoniasis, using the glycolytic enzyme tricse phosphate isomerase (TvTIM) as
drug target. This enzyme has recently been described as a moonlighting protein within
Trichomonas vaginalis, acting as a laminin and fibronectin binding protein on the
surface of the parasite. In the Trichomonas vaginalis genome two genes encode for
two isoforms of TvTIM, known as TvTIM1 and TvTIMZ, they differ by the character of
four out of 254 aminoacid residues. In this study, we used high throughput virtual
screening to search molecules which specifically bind to TvTIM isoforms. The effects
on the conformation and enzymatic activity of bath isoforms TvTIM of the 34
compounds with the best scores were evaluated. We found three compounds that
specifically bind, modify the conformation and inhibit TvTIMZ2 only; even though the
sequence of both isoforms is almost identical. The selectivity of these compounds
towards TvTIM2 is explained by the lowest conformational stability of this isoform.
These results represent important advances for the development of novel therapeutic
strategies against trichomoniasis.
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Anexo V) Borrador 2do articulo, autor Vique-Sanchez JL.
New compounds against Trichomoniasis

Vigue-Sanchez JL, Brieba LG, Arroyo-Verastegui R, Dominguez-Rojo A, Ordaz-Pichardo C
and Benitez-Cardoza CG

This document will be submitted when technology transfer process has been
completed.

Abstract

Trichomonas vaginalis is the causal agent of trichomoniasis, a vaginal infection in women and
urogenital in man. This infection comprises a variety of symptoms ranging from an almost
asymptomatic condition, to inflammation and severe irritation of the vaginal tissue, accompanied
by pruritus and yellowish-greenish malodorous flow in women and flow from the urethra, as well

as urination with frequency, often with pain and burning in men [1] [2] [3].

The World Health Organization (WHO) reported in 2012 more than 2376 million cases worldwide
and in Mexico it is estimated that around 200 000 of new cases appear each year [4]. This is
even more alarming if at least 50 % of the cases are considered asymptomatic and therefore
they are neither detected nor treated, thus favoring the spread of infection [5]. Trichomoniasis is
a chronic non-fatal infection, but with profound consequences such as premature births,
respiratory infections in the newborn and complications of other diseases in immuno-
compromised adults [6]. Similarly, it has been reported that infection by T. vaginalis may increase
the predisposition of individuals to infection by human immunodeficiency virus and human

papilloma by erosion that occurs in epithelium [5] [7].

The treatment of trichomoniasis has mainly consisted of the provision of nitroimidazole
derivatives; however, therapeutic ineffectiveness has been observed in 5 to 20% of cases [8] [9]
[4]. Therefore, it is necessary to propose new therapeutic schemes against this disease. In this
work, we describe two new trichomonicidal molecules capable of altering the growth and viability
of Trichomonas vaginalis cultures: Their therapeutic efficacy was verified by in vitro cultures of
T. vaginalis isolates; the possible interaction of the potential drugs with the target protein was
analyzed; it was also determined that they do not present mutagenic, cytotoxic nor genotoxic

effects and therefore can be used as a therapeutic treatment against trichomoniasis. Also, the
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combination of both molecules was analyzed as a new trichomonicide formulation. Furthermore,

chemical derivatives were proposed that could enhance the trichomonicide effect.

The results of this project resulted in the application of three national patents and via PCT. At
the time of writing this document, the Notice of Allowability and the favorable comments of the
reviewers of the substantive examination were received. At least three national and transnational
pharmaceutical companies have expressed their interest in acquiring the technology to continue

the stages of development of new drugs.

Introduction

Trichomoniasis is a very common sexually transmitted disease (STD) caused by the infection
transmitted by the protozoan parasite called Trichomonas vaginalis. Trichomoniasis can spread
from an infected person who transmits the parasite to another person who does not have the
infection during sex. In women, the most frequently infected area of the body is the lower part of
the genital tract (the vulva, the vagina or the urethra) and in men the inner part of the penis
(urethra). During sexual intercourse, the parasite is usually transmitted from the penis to the
vagina or from the vagina to the penis, but it can also be transmitted from one vagina to another.
It is not often that the parasite infects other parts of the body, such as the hands, mouth or anus.

People infected with or without symptoms can spread the infection to others [10] [11].

Approximately 50% of infected people have no signs or symptoms. When trichomoniasis causes
symptoms, they can range from mild irritation to severe inflammation. Some people present
symptoms during the 5 to 28 days after becoming infected, but others present them much later
(2 to 4 months) [7] [4]. Here are some of the main symptoms in both women and men caused

by infection with Trichomonas vaginalis:
Symptoms in women:

-Drush thick and often with bad smell
-blood stains in the flow

-Picking in the genital area

-Need to urinate frequently, often with pain and burning
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Symptoms in Men:
-flow coming from the urethra

-Need to urinate frequently, often with pain and burning

Having trichomoniasis can cause discomfort when having sex and if it is not treated, the infection
can last for months and even years. Trichomoniasis infection can increase the risk of premature
births in women and contracting or spreading other sexually transmitted infections. For example,
it can cause genital inflammation that makes it easier to become infected with the HIV virus or
papilloma virus [5] [7].

The WHO has reported that approximately 276 million people are infected annually in the world.
In the US, an estimated 16 million people per year are infected every year and 50% of them are

asymptomatic [12].

In Mexico, in 2011, urogenital trichomoniasis occupied the twelfth place among the "Twenty
leading causes of communicable diseases" [13] [14], with 113 843 reported cases, equivalent to
104.23 cases / 100 000 inhabitants. Women were more affected than men in a ratio of 36: 1,
and the age group with the highest number of cases corresponded to that of 25-44 years. In
terms of incidence, the highest figures were recorded in the States of Puebla, Tlaxcala, Veracruz,
followed by Zacatecas, Oaxaca and Durango [14]. This data may not correspond to reality
because the disease is not a mandatory epidemiological report; in addition to the high

percentage of sub-diagnosis, due to the lack of symptoms in at least 50% of the cases.

Below, the cases by federal entity of sexually transmitted diseases are presented up to the
epidemiological week 39 of 2017 (SINAVE / DGE) and the national incidence rate of
Trichomonas vaginalis (SUIVE / DGE / SSA 2011).

The drug that has been used the most is Metronidazole, (1- (B-hydroxyethyl) -2-methyl-5-
nitroimidazole) discovered in the 1950s [15] [16]. This drug and its derivatives have proven to
be useful in most cases of trichomoniasis treatment. However, it has been found that treatment
is not effective between 5 to 20% of cases [16]. Resistance to Metronidazole is a problem that

is increasing, since the most common drugs for its treatment are derivatives of 5-nitroimidazoles
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with the same mechanism of action. The average dose of susceptibility has been reported and
Metronidazole for 10,000 parasites is 28-32 uM with a limit up to 300 uM in culture at 24 hrs.
Isolates that require concentrations greater than 300 uM are considered resistant to this drug
[17].

For the selection of these compounds, the triose phosphate isomerase of Trichomonas vaginalis
(TvTIM) was chosen as the therapeutic target. Considering both the cellular location and the
function of this protein, recently described in the cell surface of the parasite, this protein could
be considered as a novel and attractive target for the design of drugs against Trichomonas
vaginalis, with a mechanism of therapeutic action different from what was proposed until the

moment in tricomonicides and parasitic drugs (references).

In this work we found two compounds that were selected by high throughput virtual screening.
They were tested against both isoforms of TVTIM. The tricomonicide effect of these compounds
was evaluated in 51 isolates from patients infected by Trichomonas vaginlis. we also evaluated
the toxicity, ans synergic effect between these compounds. The molecules presented in his
manuscript show high potential to become new drugs against trichomoniasis.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Determination of the stoichiometric ratio between the compounds A4 and D4 with the TvTIM1

isolated and in complex with each of the compounds.

The stoichiometric ratio between the compounds A4 and D4 was determined by the mass
difference the isoform of TvTIM1 isolated and in complex with each of the compounds A4 and
D4 (separately). For this, a solution of TVvTIM1 at a concentration of 20 ygmL-1 was incubated,
for 2 h, with 10 pgmL-1 of A4 or D4 (both dissolved in 1% DMSO) and for the negative control,
only with DMSO (vehicle, at 1%). Then, the mass spectra (ms) of the protein were obtained,
using a MALDI-TOF / TOF mass spectrometer (UltrafleXtreme Bruker Daltonics) equipped with
Nd laser in reflecto mode. The monoisotopic ions [MH +] were measured in the range of 700-
4500 m / z with a tolerance of 50 ppm. The ion spectra of fragments were obtained in Lift mode.
The accuracy of measurements of the ion mass peaks of fragments was 1 Da. To analyze mass

spectra, FlexAnalysis 3.3 software (Bruker Daltonics) was used. All procedures for the
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preparation of protein samples analyzed for mass spectrometry followed a protocol described
by Ronci [18] [19].

2.2 Cultures of T. vaginalis.

To grow a culture, the inoculum (T. vaginalis sample) thawed to 5 mL of TYM medium [40] and
10% horse serum under sterile conditions was seeded. It is incubated at 37 ° C for 24 h and the
viability is determined, in this first incubation, dead parasites can be observed and a viability of
60-70%. For a second sowing, 1 mL is inoculated in 5 mL of medium and 10% of horse serum
for 24 h, obtaining an approximate viability of 90% with approximately 1 x 106 parasites in the
medium. This culture was used as inoculum to perform the inhibition tests [20]. Under these

conditions T. vaginalis replicates every 8 h at 37 ° C.

2.3 Tricomonicidal effect of A4 and D4 in several T. vaginalis isolates and I1Cso calculation.

T. vaginalis culture inhibition tests were performed on isolates of 51 patients from different
hospitals, including: from the National Center of Displasia Clinics of the General Hospital of
Mexico, Hospital Juarez de México, clinics of the state of Jalisco, among others. These isolates,
although not widely characterized, have different characteristics of pathogenicity, such as
mobility, size, group formation, etc. [21] For all the isolates, the following protocol was followed:
96-well plates of 300 uL each were used, where 5,000 were planted. 10,000, 50,000 and
100,000 parasites to be tested with either compound A4 or D4, in concentrations of 10 uM and
up to 400 uM, In the case of the combination (A4 + D4; 1. 3) total concentrations between 10
MM and up to 200 uM (the molar ratio between the compounds for the A4: D4 combination was
determined experimentally as described below in section 2.5). In all cases, the plates were
incubated at 37 ° C for 24 h and 48 h. DMSO was added to the negative controls, in
concentrations from 0.5 to 2% v / v. All tests were performed in triplicate. This methodology is
similar to that reported in the literature to evaluate the resistance of T. vaginalis to metronidazole
[22] [23]. These isolates have not been typified, that is, at the moment it is unknown whether
they belong to type 1 or type 2. The trichomonas count is performed in the hematocimeter,

multiplied by the factor 104 to determine the number of parasites in 1 mL. To determine the
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percentage of viability, trypan blue staining was performed and the sample was placed in the
hematocimeter, the percentage of viability is inverse to the percentage of stained cells [54]. The
50 % inhibitory concentration (ICso, 50% culture viability at 24 h) was calculated by the Graph

Pad Prism software.

These experiments were carried out in the Laboratory of Dr. Rossana Arroyo Verastegui of the

Department of Infectomics and Molecular Pathogenesis at CINVESTAV.

2.4 Kinetics of the tricomonicidal effect.

The samples were incubated in 96-well plates at 37 ° C with 20,000 parasites per 200 uL and
concentrations of A4, between 50 uM and up to 200 yuM and of D4 50 uM and up to 200 uM of
the combination of (A4 + D4 ) between 20 uM and up to 100 uM, evaluating the viability of the
culture every 0.5, 1, 3, 6, 12, 24, or 48 h. The plates were examined with an inverted phase
contrast microscope (Nikon, distributed by Ehrenreich Photo-Optical Industries, Garden City,
N.Y.). The lowest concentrations of A4, D4 and of the combination (A4 + D4) were recorded,
which completely inhibited the mobility of the Trichomonas vaginalis parasites [22] [23] for each

isolate in each period of time. Performing tests in triplicate in all cases.

2.5 Therapeutic effect of the combination (A4 + D4) in T. vaginalis cultures.

96 well plates of 300 pL capacity were used in each well, where 5,000 were planted. 10,000,
50,000 and 100,000 parasites to test the combination of (A4 + D4), in concentrations from 10
MM and up to 400 uM, in different molar ratios 1: 2, 2: 1, 1: 3, 3: 1, 1: 4 and 4: 1, incubating the
plate at 37 ° C for 24 h. The controls contained only DMSO from 0.5 to 2% v / v, all tests were
performed in triplicate. As described in the results section, it was determined that the 1: 3 molar
ratio of A4 + D4 is the one with the best tricomonicidal effect; therefore, this molar ratio was the
one used in the other experiments (trichomonic effect section 3.2, trichominic effect kinetics 3.3

and synergistic effect 3.4.)

2.6 Synergistic effect of A4 and D4 in in vitro cultures of T. vaginalis.
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To evaluate the existence of a possible synergistic, additive or antagonistic effect between
compounds A4 and D4 and with the aim of reducing the necessary dose of each compound in
monotherapy and, therefore, minimizing its toxicity, the Chou-Talalay methodology was used.
and the OriginPro 8 software. The Chou-Talalay protocol is based on the determination of the

combination index (IC) that is calculated according to the following equation:

O N (D)pa

1= 000 Ox)ns

Where (D)4, and (D)p, correspond to the concentrations of compounds A4 and D4, used in
combination to obtain a percentage of therapeutic effect on a system, in this case it would be
the tricomonicidal effect. (Dx)_as and (Dx)_ pa corresponds to the concentrations of each
compound used individually to obtain the same effect. If the sum of these two fractions is equal
to 1, it indicates an additive effect. If the IC value is less than 1, it indicates that the effect is
synergistic, and if the IC value is greater than 1, it indicates an antagonistic effect. The
synergistic effect can be defined as: mild (Cl: 0.85-0.90), moderate (Cl: 0.7-0.85), synergism
(Cl: 0.3-0.7), strong (CI: 0.1-0.3) or very strong (Cl <0.1). The values (D) _1 and (D) _2 and [

(Dx)] _1and [(Dx)] _ 2 are obtained from the dose-effect curves of both the individual drugs

and the combination respectively.

2.7 Toxicity Tests.

One part of this project corresponds to carry out different types of toxicity tests of the preclinical

phase of drug development to demonstrate the safety of the use of A4, D4 and (A4 + D4).

2.8 Mutagenic potential: Ames test.

Mutagenesis tests are biological assays used to evaluate the mutagenic potential of chemical
compounds [24]. This test consists of the use of Salmonella typhimurium bacteria strains

genetically altered with mutations in the genes involved in histidine synthesis. Because of these
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mutations, these bacteria require an external supply of histidine for their growth. The test
evaluates the ability of the compound tested to cause a genetic alteration in the bacteria that
allows the return to growth on a histidine-free support (growth of revertant colonies). That is, the
mutagenic potential of the compound tested is directly proportional to the number of revertant
colonies observed. The Ames test was performed on strains of Salmonella typhimurium
auxotrophs to histidine: TA100 (hisG46), which can detect substitution mutations of base pairs;
TA98 (hisD3502), which can detect reading frame shift mutations and TA102 (hisG428), which
can detect DNA damage induced by reactive oxygen species. The mutagenicity of A4, D4 and
(A4 + D4) was evaluated in strains mentioned, with or without liver homogenate of rats (mixture
S9) induced with Aroclor 1254, as described by Maron and Ames (9). Five concentrations of A4
(11, 22, 50, 100 and 200 ug / plate) were used; D4 (11, 22, 50, 100 and 200 ug / plate) and (A4
+ D4, ratio 1: 3) (11, 22, 50, 100 and 200 ug / plate, in total concentrations), in the presence or
absence of 500 pL of the S9 mixture. Compounds A4 and D4 or the combination (A4 + D4) were
dissolved in DMSO at the indicated concentrations and mixed with 100 pl of bacterial culture (1-
2 x 109 CFU ml-1) in 2 ml of molten agar containing it was subsequently added to the minimum
agar of the Vogel Bonner plates with 0.5 mM histidine / biotin (9). The plates were incubated for
48 hours at 37 ° C and the formed revertant colonies were counted. To obtain a positive result
from the Ames test, the test substance must induce twice as many revertants as those obtained
by spontaneous reversion. The positive controls used in this test were picrolonic acid (PA) at 50
Mg / plate, N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NMNG) at u10 g / plate, mitomycin C (Mit C)
AT10 ng / plate, 2-Aminoanthracene (2AA) at 10 ug / plate, and cyclophosphamide (CP) at 500
Mg / plate.

2.9 Genotoxicity: Micronucleus test.

The micronucleus test is an in vivo test that is performed in the bone marrow of rodents and that
allows to evaluate the ability of a compound to induce chromosomal alterations. In the anaphase
mitotic phase, in which the two sister chromatids separate, micronuclei are formed from genetic
material that is left behind. Chromosomal material, which does not reach any of the anaphase
poles due to some chromosomal alteration or some malfunction of the mitotic apparatus is

identified by this assay [24]. For this test, male CD1 mice (25-30 g) were used. The mice were
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maintained in accordance with the official Mexican regulation for the production, care and use
of laboratory animals (NOM-062-Z00-1999) and the protocol approved by the Ethics Committee
of the National School of Medicine and Homeopathy of Mexico (Registration No. ENMH-CB-010
to 2011). The mice received a dose of 1 g / kg, were kept in an animal room at 25 + 2 °C, 50 +
5% humidity, and by virtue of a light-dark cycle of 12 h: 12 h. The mice were fed a standard diet
(Purina, Cuautitlan, Mexico) and water. Compounds A4 and D4 were dissolved in DMSO with
concentration adjustment (2000 or 300 mg / kg) at a volume of administration of 0.1 ml per
mouse, intragastric (v. E.g.); before administration, the animals were fasted for 8 h. The animals
were observed 2 h after the treatment, and after 48 h, the blood samples were taken for the
determination of micronuclei. Each group was evaluated in triplicate and used as vehicle control
DMSO (0.1 ml/ mouse) and as a positive control, cyclophosphamide (50 mg / kg intraperitoneally
[26]. The presence of micronucleated reticulocytes (RET-MN) and Micronuclei in the population
of mature normochromatic erythrocytes (ERI-MN) in peripheral blood samples analyzed, were
labeled with antibody conjugated with FITC directed against a cell surface antigen (CD71
transferrin receptor). Micronucleated cells were detected based on fluorescence produced after
propidium iodide staining and quantified using a FACSAria ™ flow cytometer flow (BD

Biosciences, San Jose, CA).

2.10 Evaluation of DMSO cytotoxicity.

To assess whether the vehicle (DMSO) has a cytotoxic effect in cultures of T. vaginalis and HeLa
cells, cultures of both cell types were carried out in the presence of DMSO from 0.5% to 2% v /
v corresponding to s equivalent percentages using concentrations of 10 uM to 400 uM of the

compounds.

2.11 Cytotoxicity of A4, D4 and (A4 + D4) in HelLa cells (MTT assay).

Cytotoxicity was determined with a standard MTT assay as described by Mosmann [27]. This
test is based on the reduction of yellow MTT (3- (4,5-dimethythiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium, yellow color) to formazan by the activity of the enzyme mitochondrial

succinate dehydrogenase in living cells. To quantify the formation of formazan (insoluble in
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water), it must be dissolved in DMSO, and its concentration measured by absorbance at 570 nm
(A570 nm). It is considered that cell viability is directly proportional to mitochondrial succinate
dehydrogenase activity [59]. In vitro cultures of HelLa cells (8000 cells / well) that were seeded
in 96-well plates were treated for 24 h and 48 h with different concentrations of A4, D4, (A4 +
D4) and cisplatin (positive control) of 10 - 400 uM per well and 1% of DMSO as negative control.
After incubation for 24 or 48 h, the medium was aspirated from the wells and replaced with
medium containing MTT (1 mg / ml), and the cells were incubated for an additional 4 h at 37 °
C. After incubation and removal of the medium with MTT, the formazan crystals were dissolved
with DMSO and the plates were read on a microplate reader (ELx808, Bio-Tek, Winooski, VT,
USA) at 570 nm. All treatments were performed at least three times in triplicate. The control
values were obtained and used to calculate the percent viability according to the formula: The
concentration values that caused 50% cell growth inhibition (50 inhibitory concentration) were
calculated from the dose-effect relationship of each cell line by non-linear regression with Prism
5.0 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA)

2.12 Lethal dose 50 (LD50).

This experiment was carried out according to the OCD method TG 423 (annex 1). Groups of 3
male animals were administered a single dose per v.i.g. from 2,000 mg / kg in male mice of
strain CD1 (25-30 @), in case of death of 2 or more animals, the doses were reduced to 300 mg
/ kg (protocol TG 423). The general state of health of the animals was observed after 1, 2, 4 and
6 hours and once a day for 14 days. The animals were observed after treatment of signs of
toxicity or death. At the end of the period of o bservation the animals were sacrificed in a CO2
chamber. Subsequently, the organs (lung, kidney, heart, stomach, intestines, spleen and liver)
were removed and macroscopic observations were made in search of pathological lesions. The
value of the LD50 was determined in accordance with the Globally Harmonized Classification
System (GHS) and as described in the literature (OECD TG 423).
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RESULTS

3.1 Stoichiometric ratio of A4 and D4 with the Triose phosphate isomerase of Trichomonas

vaginalis.

The molecular masses of TvTIM1 isolated and then in complex with A4 or with D4 (TvTIM-A4
and TvTIM-D4) were determined by MALDI-TOF / TOF (from: Matrix-Assisted Laser Desorption
/ lonizatio- Time of fligth; / laser-assisted ionization on matrix). The mass spectrum of TvTIM1 is
shown in Figure 1, the calculation of the mass for isolated TvTIM1 was 27,889 Da. The mass of
the TvTIM-A4 complex (10 uM of A4) was 28.238 Da (Figure 1b). Since the theoretical mass of
A4 is 498 Da, this peak is very close to an expected complex with a 1: 1 ratio of TvTIM-A4. No
peaks were observed at the molecular mass corresponding to the 2: 1 or 1: 2 ratios of TvTIM1-
A4. Similar results were also obtained with the addition of 10 uM of D4, resulting in the formation
of peaks corresponding to a molecular mass of 28857 Da (Figure 1c). The theoretical mass of
D4 is 449 Da, this peak is very close to an expected complex with a 1: 2 ratio of TvTIM1-D4. No
peaks were observed at the molecular mass corresponding to 1: 1 or 2: 1 ratios of TvTIM-D4
(Table 1). According to the background (section 1.8), the interaction sites of the compounds in
TvTIM1 and TvTIM2 are identical and do not involve the four amino acids that are different
between TvTIM1 and TvTIM2, so it is expected that the stoichiometric ratio with both isoforms
of TVTIM of A4 and D4 are indistinct.

3.2 Trichomonicidal effect of A4 and D4 on 51 isolates of T. vaginalis and I1Cso calculation.

The T. vaginalis culture inhibition assays of 51 patient isolates were performed in the laboratory

of Dr. Rossana Arroyo Verastegui, in the Department of Infectomic of CINVESTAV.

Cultures of approximately 10,000 and 20,000 parasites were used for each compound (A4, D4
and metronidazole), performing assays in triplicate, at variable concentrations of each
compound 1-500 uM, incubating at 37 ° C for 24-48 h.

It was observed that, for concentrations higher than 50 uM for A4 and 150 uM for D4 at 24 h,
the replication of the 51 parasite isolates decreased, reaching an average of less than one

replication per 24 h (the control of metronidazole obtained was 2 replications in 24 h). In addition,
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the parasites lose their mobility completely, forming small groups and showed a tendency to lose
adherence to the wall of the well. All isolates were observed using a reverse light microscope
with a 100x lens. At 24 h in the integrity check of the membrane only 20% of the parasites are
stained with trypan blue test (to determine membrane rupture). After 48 h the number of
parasites observed decreases. In addition, trichomonas remains were observed in the media,
as well as 90% of the parasites stained with trypan blue, indicating the loss of viability of the

culture. The results were practically the same in the 51 isolates analyzed.

In this way, it is confirmed that compounds A4 and D4 have a tricomonicidal effect and therefore

a great potential to be used as drugs against T. vaginalis.

Figure 2 shows the results of the averages of the crop viability percentages (51 isolates) of 20,
000 parasites incubated with variable concentrations of A4 and D4 (1- 500 yM) to determine the
necessary concentration of each compound for achieve a 50% inhibition of the culture (IC50),
or 100%, ie CI100.

3.3 Kinetics of the tricomonicidal effect of A4 and D4.

To describe the evolution over time of the tricomonicidal effect of A4 and D4, the viability of in
vitro cultures of the 51 T. vaginalis isolates was evaluated, analyzing the replication rate, mobility
and integrity of the membrane. The cultures were analyzed at different times after the addition
of each compound A4 and D4. Several concentrations of each compound were tested. Figure 3
shows the data corresponding to the Clioo concentrations, previously determined (Table 5, for
every 20,000 parasites). It was observed that the percentage of viability of the cultures is
completely reduced (to zero) after 3 h of incubation for A4 and D4. In contrast, for metronidazole
the same decrease in viability is observed after 4 to 6 hours with 90 uM per 20,000 parasites.

3.4 Trichomonacide effect of the combination (A4 + D4) on 51 T. vaginalis isolates.

To know if there is any modification of the tricomonic effect when A4 and D4 are administered
together in the T. vaginalis isolates; cultures of the 51 isolates were incubated, evaluating the
viability of the same after the addition of different combinations (A4 + D4). Different molar ratios

1:2,2:1,1:3,3:1, 1: 4 and 4: 1 of A4 and D4 were used, respectively. The total concentrations
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(of the compounds in combination) that were tested were between 10-400 yM per 10,000 and
20,000 parasites. It was determined that the 1: 3 ratio of A4 and D4 was the one with the best
tricomonicidal effect. Specifically, an effect of eradication of parasite viability comparable to that
observed in conditions of CI100 of A4 and D4 in individual form, when using the combination
(A4 + D4) in a total concentration of 100 uM (A4 25 uM + D4 75 uM). Therefore, the subsequent
experiments of the combination (A4 + D4) were carried out using the ratio 1. 3 and the
concentration 100 uM (A4 25 uM + D4 75 pM) as starting point or reference for other

determinations.

3.5 Kinetics of the tricomonicide effect of the combination (A4 + D4).

Figure 4 shows the kinetics of the tricomonicide effect using a total concentration of 100 uM,

which inhibits the 51 isolates completely (20,000 parasites, after 24 h).

We have observed that the viability of the 51 isolates (20,000 parasites) decreases to 100%
after 3 h of incubation for the combination (A4 + D4) (100 uM). It was observed that the
replication decreases, since an average of 1.1 replications are presented per 24 hours (average
of the 51 isolates); while for the negative control, an average of 3 replications are observed every
24 hours. The parasites totally lose mobility, the formation of small groups is appreciated and
the tendency to populate the periphery or adhesion to the wall of the well is lost. In addition, in
the membrane integrity tests, performed after 24 h, 5% of the parasites are stained with the
"trypan blue" test (which indicates the rupture of the membrane), at 48 h 95% of the population
of parasites presents the stain in the test of "trypan blue" and those that do not stain, have lost
mobility, therefore, the death of parasites and loss of the viability of the crop. In the case of
metronidazole (90 uM, which corresponds to the Clioo of metronidazole) the same decrease in
viability is observed after 4 to 6 hours and the results at 24 and 48 h as in the combination (A4

+ D4). In addition, we determined that the 51 isolates we used were sensitive to metronidazole.
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3.6 Synergistic effect between A4 and D4.

To evaluate the possible synergistic effect, the protocol of Chou and Talalay was used [60] which
establishes, to evaluate the therapeutic effect of different concentrations of the combination of
drugs. According to the protocol, the initial reference concentration of each compound
corresponds to the IC50 value of each individual compound (in this case: 47 uyM for A4 and 153
MM for D4). These initial reference concentrations are considered the 1X value. Thus according
to the protocol [60], the therapeutic effect was evaluated using different total concentrations of
the combination (without altering the molar ratio). Thus, the proportions corresponding to: 0.06X
0.12X, 0.25X, 0.5X, 1X, and 2X of the combination were used, as detailed in Table 3.

The decrease in the viability percentage of cultures of 20,000 parasites of the 51 T. vaginalis
isolates was evaluated for each of the concentrations (Figure 5).

With the average of the data of the 51 isolates and using the Graph Pad Prism software, the
viability of 50% of the culture at 24 h (ICso) of (A4 + D4), in a 1: 3 ratio, respectively, was
determined: 48 £ 2.6 uM (12 uM A4 + 36 uM D4) Table 4.

The ICso0 value of the combination is 48 £ 2.6 uM, which corresponds to a concentration of 12
uM for A4 and 36 uM for D4. This represents a decrease of approximately 75% of the required
concentrations of each compound to obtain the same tricomonicidal effect.

To confirm the synergistic effect, the combination index was calculated for various percentages
of tricomonicidal effect (Cl), using the equation in section 2.6 of materials and methods [60]
(Table 5). The values of the concentrations to substitute in the equation were obtained from the
dose-effect curves of the individual compounds and the combined formulation (A4 + D4).

These results indicate that the combination (A4 + D4) have a synergistic effect. This data is very
favorable, since generally, for any pharmacological treatment it is preferred to use lower doses

to achieve the same therapeutic effect since costs and possible side effects can be reduced.
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3.7 Mutagenic potential: Ames tests.

A4 and D4 have no mutagenic effects in any of the three strains used (TA98, TA100 and TA102)
at 11, 22, 50 and 100 ug / plate, in comparison with all the positive controls used (PA, NMNG,
Mit C, 2AA, and CP) with or without S9 mixture. The average of the revertant colonies of the
mutation tests of the positive controls were at least 2 times higher than the average of the
revertant colonies of the negative control, A4 and D4 at different concentrations. (DMSO; Figure

6). Our results indicate that these doses of A4 and D4 have no mutagenic effects.

The combination (A4 + D4) was also evaluated by the Ames test. This composition is not

mutagenic, the results are shown in Figure 7.

The combination of (A4 + D4) showed no mutagenic effect in any of the three strains used (TA98,
TA100 and TA102) at 11, 22, 50 and 100 pg / plate, in comparison with all the positive controls
used (PA, NMNG , Mit C, 2AA, and CP) with or without S9 mixture. All mutation rates of the
positive controls were several times higher than the spontaneous control reversal (DMSO,
Figure 14). Our results indicate that these doses of (A4 + D4) are not mutagenic.

3.8 Genotoxicity: Micronucleus test.

To evaluate the genotoxic activity of A4 and D4 in an in vivo model, the potential of these
compounds was measured to induce the formation of micronucleated reticulocytes (MN-RET)
and micronucleated normochromatic erythrocytes (MN-NCE), according to previously published
criteria. [61] In Figure 8, which shows that only mice treated with the positive control
(cyclophosphamide) had statistically significant increases in both the number of MN-RET and
MN-NCE at 48 h compared to mice treated with the vehicle (DMSO). In general, it is possible to
observe initial mutagenic effects of micronucleus inducers at 24 h; the highest amount of
micronuclei was observed at 48 h. This was observed with our positive control, but not with A4
or with D4. All the groups treated with A4 and D4 had a similar number of MN-RET as in MN-

NCE at baseline (0 h) and after treatment (24 and 48 h), and no significant differences were

91



observed between the groups treated with A4 or with D4 or with respect to the negative control.
These results suggest that neither A4 nor D4 have genotoxic potential.

3.9 Test of MTT and ICso in HelLa cells.

Compounds A4 and D4 were tested separately; as well as the combination (A4 + D4) up to 400
MM in the in vitro cultures of HelLa cells and no cytotoxic damage was observed, the HeLa cells
were able to form the characteristic monolayer of this type of cells, demonstrating the viability of

the culture to the 24 and 48 h, with similar results to the negative control with DMSO (Figure 9).

According to the MTT assay, it is concluded that A4 (Figure 8a), D4 (Figure 8b) and the
combination (A4 + D4) (Figure 8c) do not affect the viability of the HelLa cell culture. It was not

possible to determine an ICso value, although said value must be greater than 400 uM.

3.10 Determination of 50% Lethal Dose in murine models (LDso).
Ad

The administration of A4 at a dose of 2000 mg / kg showed no signs of toxicity during the first
24 h of treatment, however, one of the animals died on the second day of administration and
two mice died after four days. All the animals showed piloerection and alterations in motor activity
during the 12 hours prior to their death. When a macroscopic observation of the organs was
made it was found that they showed a reduction in the size of the spleen and a gelatinous

consistency.

According to the diagram of procedure 1D TG 423 the dose of compound A4 was reduced to
300 mg / kg. At this dose no signs or symptoms of toxicity (such as piloerection, mucosal irritation
or alterations in motor activity) or deaths in the treated groups were found during 14 days after
administration of the compound. The weights of the treated mice showed no statistically
significant changes compared to the healthy animals during the treatment period (Table 9). The
organs (lungs, kidneys, heart, stomach, intestines, spleen and liver) show no morphological

lesion.
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The LDso of A4 compound is greater than 500 mg / kg and less than 2000 mg / kg per v.i.g. in
male mice strain CD-1, by the TG 423 procedure and, therefore, is in category 4 of the Globally
Harmonized System (GHS).

D4

The administration of D4 at a dose of 2000 mg / kg did not present signs or symptoms of toxicity
(such as piloerection, mucosal irritation or alterations in motor activity) or deaths within 14 days
after administration of compound D4. The weights of the treated mice showed no statistically
significant changes compared to the healthy animals during the treatment period (Table 10). The
organs (lungs, kidneys, heart, stomach, intestines, spleen and liver) show no morphological

lesion.

The LDso of D4 is greater than 2000 mg / kg per v.i.g. in male CD -1 mice by the TG 423
procedure and, therefore, is in category 5 of the GHS (> 2000-5000 mg / kg).

With the above results, the safety of the use of the compounds A4 and D4, and the combination
(A4 + D4) was demonstrated.

4 DISCUSSION

Trichomoniasis is responsible for up to 30% of non-viral sexually transmitted infections. The
highest frequency is in women from 16 to 35 years old. It can be asymptomatic, which facilitates
its transmission. The etiological agent is the protozoan Trichomonas vaginalis, transmitted by
sexual contact. The current treatment is based on drugs of the family of nitroimidazoles, which
are divided into two groups: the 2-nitroimidazoles, which include misonidazole and
benznidazole, and the 5 nitroimidazoles, which include: metronidazole, tinidazole, ornidazole,
secnidazole, carnidazole, nimorazole and satranidazole [28]. However, there are patients (from
5 to 20%) who do not show improvement of the infection and others have secondary effects with
the current treatments against trichomoniasis, therefore, it is necessary to develop new
therapeutic options that have a mechanism of action different, since, over the years, any

organism can create resistance.
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In this work, a therapeutic target different from that of conventional treatments was used. The
enzyme triose phosphate isomerase is indispensable in the metabolism of the parasite carbon,
that is, necessary for the production of ATP. In an initial stage of the development of this project,
it was considered that if with any compound it could affect the enzymatic activity of the parasite's
triose phosphate isomerase and therefore its metabolism, this compound could be a candidate
as a new drug against this disease. However, thanks to the exhaustive characterization of the
therapeutic target, it was possible to determine that the triosa phosphate isomerase of T.
vaginalis (TvTIM) has several characteristics that make it a therapeutic target even more
attractive than originally thought. One such feature is that TvTIM is encoded in T. vaginalis by
two independent genes, with distinctive transcriptional regulation [21].0n the other hand, by
immolocalization tests, at least one TvTIM isoform was detected on the surface of the parasite.
So far, only the presence of extracellular TVTIM has been reported [29], but not in any mammal.
The extracellular localization of TvTIM is associated with a new function of these proteins,
interacting with extracellular matrix proteins (laminin and fibronectin). This non-canonical

function of TVTIM represents a new virulence factor of the parasite [29].

These findings on TvTIM increase the potential for the use of a drug directed against TVvTIM. For
example, the extracellular localization of the pharmacological target implies that the penetration
of the drug into the cell of T. vaginalis is not necessary, since it can exert its mechanism of action
on the therapeutic target outside the cell. In previous studies, several compounds capable of
interacting and inhibiting the enzymatic activity of the triose phosphate isomerase of several
parasites had been reported [29] [30] [31] [32]. However, its antiparasitic effect is limited, due to

the low or no penetration of the compounds into the cells of the parasites.

In the case of the compounds described in this thesis: A4 and D4 and the formulation (A4 + D4),
it is possible to propose local topical use as the administration route, since the vaginal cavity is
the main site of infection of this parasite. It is proposed the use of a vehicle in the form of an
ovule that can be dissolved and carry out the release of our drug. It is also possible to use some
gel, cream or ointment. This represents many advantages, with respect to a systemic
application, or oral administration; since the therapeutic doses and the possible side effects are
reduced. Also, from the point of view of drug regulation, and its evaluation, clinical trials, would

propose to start with an evaluation of local-vaginal application (intravaginal) both to evaluate the
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toxicology in healthy patients and subsequently the therapeutic effect in patients with T. vaginalis
infection. This type of protocols in clinical trials, represents less risk and therefore, requires less

costs, compared with medications for systemic use [67].

Regarding the mechanism of action of A4 and D4, we propose three possible options:

A) A4 or D4 penetrate the cell and interact with intracellular TvTIM and alter its enzymatic activity,
causing the inability to complete the glycolytic pathway and as a consequence decrease the
possibility of generating ATP. From the results of the docking, it is known that at least D4
interacts with the amino acids (Lys11 and Ser95) close to the active site and this would cause

an alteration in its enzymatic function.

B) A4 or D4 interact with the TvTIM that is on the outer surface of the membrane and thereby
alters the moonlight function of TvTIM (interaction with laimin and fibronectin), probably with the
process of pathogenicity interacting with laminin and fibronectin. At the time of writing this
document, tests are carried out to determine whether A4 or D4 inhibits TvTIM moonlight

functions [29] at Dr. Rossana Arroyo Verastegui's Laboratory.

C) A third option, in which A4 or D4 interact with the TvTIM found on the outer surface of the
membrane, which generates a change in the membrane, which in turn facilitates the penetration
of some of the compounds A4 or D4 into the intracellular space and thus be able to interact with
the TVvTIM that it acts in the path of glycolysis and in this way also prevents the catalytic reaction,
and as a consequence the interruption of glycolysis and therefore of the synthesis of ATP. This
would represent a more lethal effect for the parasite. Of these three options for the mechanism
of action, two of them indicate that A4 or D4 would be interacting with the TIM that is on the
surface of the parasite. This has several advantages, a very important one is that A4 or D4 do
not have to cross the membrane to carry out its function or interaction, it has been reported that
when a molecule passes through a membrane, it can undergo some modifications in its structure
or simply not it can cross membrane, and, therefore, not carry out its interaction with its target
[30] [31] [32]. It should be mentioned that, at this moment, it is not possible to discard that A4
and D4 can also interact with other molecules of the cell surface, in addition to the triose

phosphate isomerase. Thanks to this thesis work, the therapeutic efficacy of A4 and D4 was
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confirmed. It was proved that A4 and D4 have a tricomonicida effect in 51 isolates from Mexican
patients with T. vaginalis infection. This verification was necessary, because in previous works
(Master's Thesis) the tricomonic effect had been tested only in two patient isolates (CNCD-147
and CNCD-188). Fertility tests were carried out on in vitro cultures of T. vaginalis from isolates
collected in different health centers, from different states of the country. Although these isolates
are not fully characterized, an inspection under the microscope allowed us to define that the
isolates are different in their size, mobility, grouping and adhesion. These phenotypic
characteristics in T. vaginalis have been associated with different degrees of pathogenicity and
the expression of several genes, including proteases and [21] adhesins [21] [29]. It is also
possible that such phenotypic changes may be associated with changes in drug resistance, so
finding that A4 and D4 have a similar tricomonicidal effect on the 51 isolates represents a
relevant finding in the definition of A4 and D4 as effective therapeutic alternatives. against T.
vaginalis. By means of dose-effect curves it was possible to measure the doses of each
compound to reach 50 % (ICso) or 100 % (IC100) of tricomonicidal effect in cultures of 20,000
parasites at 24 h, these values being: ICso, A4 = 47 £ 2.8 uM, 1Cso0, D4 = 153 + 12.03 pM; Cl1oo,
A4 =100 £ 5 pM; Clioo, D4 = 230 + 18 uM. For comparative purposes, metronidazole presents
ICs0, Metronidazole = 40 uM [20]. Therefore, the concentrations to achieve tricomonicida effect
in 20,000 parasites of A4 and D4, are of the same orders of magnitude with respect to
metronidazole. However, A4 and D4 have the advantage that they could be used (as already
mentioned) A4 and D4 could be used topically intravaginally). A4 and D4 have a potential as a
tricomonicide drug, when they are used in acceptable concentrations in the tests initial drug
development [33] [34]. In the development of drugs, the aim is to reduce concentrations or
improve them, since side effects or toxic effects could be caused by the use of any molecule or
drug. Therefore, with the intention of decreasing the doses of A4 or D4 to achieve the same
tricomonicidal effect, viability assays of the 51 parasite isolates were performed using different
combinations of A4, D4 and metronidazole. It was observed that in any case the combination of
A4 or D4 or both compounds with metronidazole improves the tricomonicide effect. Therefore,
the combined use of metronidazole with A4 and D4 was ruled out as a therapeutic alternative.
Different molar ratios (proportions of concentrations) of the combination were tested (A4 + D4).
It was found that a 1: 3 molar ratio of A4 and D4 respectively has a synergistic effect, which

allows us to decrease close to 75 % of the concentrations that are required when used
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individually. So, with this, we only use 25 % of each one when we combine them to have the
same tricomonic effect. The synergistic effect of the combination of (A4 + D4) was checked by
standard techniques for the evaluation of the interaction of pharmacological compounds. In this
way, the combination indices (CI) were calculated for 50, 75 and 90 % of tricomonicide effect. In
all cases, the ClI value between 0.53 and 0.63, which shows a synergistic effect for A4 and D4.
Regarding the toxicity tests, it was determined that A4 and D4, as well as the combined
formulation of (A4 + D4) do not have a toxicity that indicates that the evaluation of these drugs
in the preclinical and clinical stage should be stopped. The results of the tests of cytotoxicity,
mutagenicity, genotoxicity, as well as the LDso, allow, until now that A4 and D4 have a high
probability of being safe for use in humans. The results of this thesis represent an important
advance in the development of new drugs against the infection by Trichomonas vaginalis. Two
molecules with pharmacological chemical characteristics A4 and D4 and the combined
formulation of (A4 + D4) are proposed. These have until now important differences and
advantages with respect to metronidazole, the most important; a different mechanism of action,
selective against the triose phosphate isomerase of T. vaginalis. These compounds have a
potential use mainly against patients who do not show improvement in T. vaginalis infection with
conventional treatments (metronidazole or derivatives), or for those who have many side effects
or particularly sensitive to nitroimidazoles. So far, the toxicity tests of A4, D4 and the combination
(A4 + D4) indicate that the compounds are safe, which represents another competitive

advantage over metronidazole that has well-known side effects or mutagenic effects.

5 CONCLUDNG REMARKS

In this work different aspects of two new possible tricomonicidal drugs were analyzed: A4 and

D4 and the combined formulation (A4 + D4). It was determined that:

* The tricomonicidal effect of A4 and D4 has been validated in a large number of isolates (51) of

infected patients, with different phenotypic and morphological characteristics.

* A4 and D4 did not show mutagenic or genotoxic effects. They are not cytotoxic and the LD50

values are 10 and 100 times higher than the therapeutic doses for D4 and A4, respectively.
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* Three proposals for the mechanism of action: o A4 and D4 are interacting with the intracellular
TvTIM and altering the enzymatic activity of this, causing the lack of ability to generate ATPso
A4 and D4 are interacting with the TvTIM that is on the outer surface of the membrane and that
alters the other function that could be carrying out this TIM, probably with the pathogenicity
process interacting with laminin and fibronectin A4 and D4 are interacting with the TIM that is on
the outer surface of the membrane and this makes it easier for A4 or D4 to enter the intracellular
space and thus be able to interact with the TIM that acts in the path of glycolysis and of this

handle blocking this pathway and therefore not generating ATPs.

* A synergistic effect of A4 and D4 (A4 + D4) was observed in combined formulations. This result
is important because the therapeutic doses can be reduced up to 25 % of D4 and A4 of the
original doses. Metronidazole does not improve the therapeutic effect of A4 and D4, probably

because its mechanisms of action are very different.

» The A4 + D4 combination has a high probability of being safe inside the human body, since it

did not show mutagenic or cytotoxic effects.

» Possible chemical derivatives of each one, A4 and D4, that could probably improve the

interaction with TvTIM and therefore the therapeutic efficacy.
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Tables

Tabla 1. Theoretical and experimentally determined masses (MALDI-TOF) of A4, D4, TvTIM1, TvTIM1-A4 and
TvTIM1-D4 and stoichiometric ratios of TvTIM1-A4 and TvTIM1-D4.

Species Theoretical

Mass determined by

Stoichiometric ratio

mass MALDI-TOF (TvTIM monomer: ligand)
(Da) (Da)
TvTIM1 27472 27,889 -
A4 498 - -
D4 449 - --
TvTIM1-A4 28,238 11
TvTIM1-D4 28,857 1:2

Table 2. Concentrations required for 50% tricomonicidal effect

(ICs0) and 100% (Cluoo) of cultures of 20,000 T. vaginalis parasites at 24 h. *Data reported at (20).

Compound Clso Clioo
(UM) (M)
A4 47+2.8 100+5
D4 153+12.03 230+18
Metronidazole 40* 90*
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Table 3. Evaluated concentrations of A4 and D4 to determine the possible synergic effect in their tricomonicidal
action. * The values of the column corresponding to 1X, are considered the initial reference and are defined from

the IC50 value for each compound A4 and D4.

Rate 0.06X 0.12 X 0.25X 0.5X
Compound Concentracion
(HM)
A4 2.9 5.9 11.75 235
D4 9.5 19.1 38.25 76.5
Total concentration 12.5 25 50 100

1X* 2X
47 94
153 306
200 400

Table 4. Concentrations required for 50% tricomonicidal effect (IC50) of cultures of 20,000 parasites of T.

vaginalis at 24 h. of the combination (A4 + D4)

Compound Clso(uM)

(A4+D4)

48 +2.6=A4 (12 uM) + D4 (36 uM)

Metronidazole 40
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Table 5. Combination index of (A4 + D4) for different percentages of trichomonicide effect. * Combination index at
50, 75 and 90%. ** The classification is based on the classification of Chou -Talaly [50].

% Trichomonicide effect Combination index* Effect (A4 + D4)**
90 0.530 Sinergy
75 0.565 Sinergy
50 0.630 Sinergy

Table 6. Weight of CD-1 mice (g).

Dayl Day 14 Weight gained to
day 14
Control A4 Control A4 Control A4
Weight 22.3+1.8 19.3+0.9 35.7+15 30.1+£0.7 13.3+0.3 11.3+0.3

The values are expressed as mean + Standard Error of 3 animals per group. One-way variance analysis (ANOVA)
followed by a Bonferroni post hoc test. The GraphPad Prism 5.0 software was used to perform the statistical

analysis. Control: Animals administered with DMSO (100 pl).

Table 7. Weight of CD-1 mice ().

Dayl Day 14 Weight gained to
day 14
Control D4 Control D4 Control D4
Peso 22.3+1.8 21.3+1.9 35.7+15 357+23 13.3+0.3 14.3+0.7

The values are expressed as mean * Standard Error of 3 animals per group. One-way variance analysis (ANOVA)
followed by a Bonferroni post hoc test. The GraphPad Prism 5.0 software was used to perform the statistical

analysis. Control: Animals administered with DMSO (100 pl).
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Figuere legends

Figure 1. Mass spectra (MALDI-TOF) of: a) isolated TvTIM1, b) TvTIM1-A4 complex, c) TvTIM1-D4 complex

Figure 2. Average percentage of viability of T. vaginalis cultures in the presence of variable concentrations of a) A4

and b) D4. The error bars represent a standard deviation.

Figure 3. Average evolution over time of the tricomonicidal effect of A4, D4 and metronidazole in cultures of 20,000
of the 51 isolates of T. vaginalis parasites. The bars indicate a standard deviation. The negative control corresponds
to the vehicle (DMSO 1%)

Figure 4. Average evolution over time of the tricomonicidal effect of the combination (A4 + D4) and metronidazole
in cultures of 20,000 parasites of 51 isolates. For comparative purposes, the vehicle y (DMSO 1%) and
metronidazole (Clioo = 90 pM) are shown as negative and positive controls respectively. The bars indicate a

standard deviation

Figure 5. Average viability percentage of cultures of 20,000 parasites of 51 T. vaginalis isolates at 24 h. in the
presence of different concentrations of the combination (A4 + D4) (ratio 1: 3). For comparative purposes, data on
the viability percentage of the negative control (vehicle, DMSO 1%, positive control (metronidazole) and individual
compounds A4 and D4 are presented. In this case, both metronidazole and A4 and D4 were used. in concentrations
corresponding to their ICso (reported in the literature for metronidazole [52].) Error bars represent one standard

deviation.

Figure 6. Results of the Ames test for compounds A4 and D4. The red line indicates the maximum number of
colonies to consider that there is no mutagenic effect. It can be seen that the number of revertant colonies for each

compound is below the maximum to consider mutagenic potential. Negative and positive controls are also shown.

Figure 7. Results of the Ames test for the combination (A4 + D4). The red line indicates the maximum number of

colonies to consider that there is no mutagenic effect. It can be seen that the number of revertant colonies for (A4
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+ D4), under the conditions evaluated, is below the limit of mutagenic potential. Negative and positive controls are

also shown.

Figure 8. Micronucleus test. Percentage of reticulocytes (% RET), percentage of micronucleated reticulocytes
(percentage of MN-RET) and percentage of micronucleated normochromatic erythrocytes (MN-NCE%) after 48
hours of treatment. CP (cyclophosphamide 1 g / kg); DMSO (dimethylsulfoxide, 1%); A4 (compound A4 1 g/ kg
concentration); D4 (compound D4 1 g/ kg). * P < 0.05 difference statistically significant compared to the negative

control (DMSO). Analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's post hoc test

Figure 9. Percentage of cytotoxicity. Results of HelLa cells, incubated for 48 h with: a) A4, b) D4 and c) the
combination (A4 + D4)
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Anexo V) Borrador 3er articulo, autor Vigue-Sanchez JL. In preparation

To be submitted to BBA Proteins and Proteomics
Selective Inhibition of triosephosphate isomerase from different organisms
by non-conserved amino acids

Vigue-Sanchez J.L.*, Caro-Gémez L.A.*, Romero-Romero S.+, Fernandez-Velasco D.A.+
and Benitez-Cardoza C.G.*

Abstract

Triosephosphate isomerase (TIM) is an enzyme that catalyzes the reversible interconversion of
the triosephosphate isomers dihydroxyacetone phosphate and D-glyceraldehyde 3-phosphate.
The structure of TIM is more conserved than its sequence, as it has been observed for most
proteins. The variation of the sequences of TIM ranges from 38 to 54 % among species; whereas

the scaffold is almost identical in all known structures.

TIM has been proposed as a therapeutic target for drugs against a variety of pathogenic
organisms. Here we used sequences and structural information to search for specific inhibitors
of TIM from different biological species by means of molecular docking. We found eight
compounds that selectively inhibit the enzymatic activity of at least the TIM of one species, and
in some cases two or more, but not all of them. This indicates that inhibitors interact with non-

conserved regions of TIM. This information is highly relevant in rational drug design.

The enzymes tested were: DrTIM: Deinococcus radiodurans, NpTIM: Nostoc punctiforme,
ScTIM: Streptomyces coelicolor, CpTIM: Clostridium perfringens, MmTIM: Moritella marina,
TtTIM: Thermus thermophiles, BtTIM: Burkholderia thailandensis, BmTIM: Brucella melitensis

and TvTIM: Trichomonas vaginalis.

Materials and methods
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In silico experiments.

Preparation of receptor protein and definition of potential binding sites.

The X-ray structures of TvTIM, DrTIM, ScTIM, BtTIM, TtTIM, NpTIM and CpTIM were got from
the Protein Data Bank (PDB codes 3QSR, 4Y90, 4Y9A, 4G1K, 1YYA, NpTIMxxx and 4Y8F,
respectively) and were used as protein targets for docking procedures. The protonation and
energy minimization of each PDB file was performed using Molecular Operating Environment
(MOE) software with the default parameters, the Force Field used was CHARM27 [70] [45] [71].
Potential binding sites were determined using Site Finder implemented in MOE [72] [73] [47].

To determine NpTIM PDB

Molecular docking.

We used nine compunds (7129416, 9091792, 7123892, 5786003, 7958718, 7154972, 5728433,
9094779, 7178993) from the Express-pack Collection Stock of the small molecule screening
library Chembridge [74] than previously we determined. We had used a High-throughput virtual
molecular docking [75] [76] by means of the software MOE. It is worth to mention that
compounds at Chembridge database fulfill druggable properties of Lipinski’'s ‘Rules [77] [78].
The compounds were specifically docked on the biding sites determined by the Site finder of
each protein. The calculated interactions between compounds with highest scores and each

protein were visualized with Ligand interactions implemented in MOE.

Calculations of the binding affinity energy (AG).

The binding affinity of each complex (Ligand-protein) was calculated, from the ratio non-bonded
interaction energies / Volume integral contained solvent scheme [79] also using MOE. The non-
bonded interaction energies between the ligand and protein molecule involve Coulomb
electrostatic interactions, Van der Waals, and implied solvent interaction energies. The protein
atoms remained rigid, while the ligand atoms were released to move.

Two criteria were considered to select the top poses; binding affinity energy and frequency.
Since each compound was tested in 30 different conformations and two binding sites.

In vitro experiments.

113



We tested 41 potential ligands for TvTIM, them were purchased from Chembridge [74]. Purity
reported by the manufacturer was greater than 95% checked by LC/MS. Stock solutions (10
mM) of each compound were prepared in DMSO, with similar aliquots of the pure solvent in

blank experiments.

Expression and purification of TvTIM1, DrTIM, ScTIM, BtTIM, TtTIM, NpTIM and CpTIM.

TVvTIM, DrTIM, ScTIM, BtTIM, TtTIM, NpTIM and CpTIM were obtained as described previously
[40] xx. Proteins samples were extensively dialyzed against 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM
NacCl (Tris Buffer) or 100 mM triethanolamine pH 7.4, 100 mM NaCl (TEA buffer), and stored at

4°C for no more than two weeks. All experiments were performed in one of this buffers as stated.

TIM enzymatic activity and inhibition assays.

Enzymatic activity was determined following the conversion of glyceraldehyde 3-phosphate
(GAP) into dihydroxyacetone phosphate. The decrease in absorbance at 340 nm due to
oxidation of NADH in a coupled enzyme assay was followed in UV-VIS Scinco S-3100. The
reaction mixture (1 mL, pH 7.4) contained 100 mM triethanolamine, 10 mM EDTA, 0.2 mM
NADH, 1 mM GAP, and 0.9 units of a-glycerol phosphate dehydrogenase. The reaction was
initiated by addition of 5 ng/ml up to 50 ng/ml of the corresponding TIM. The average specific
activity of TvTIM1 DrTIM, ScTIM, BtTIM, TtTIM, NpTIM and CpTIM with 1 mM GAP as substrate
was considered to calculate 100 % of activity. All assays were done in independent triplicates,
and the average error for each measurement did not exceed 10 %. To test the effect of 41
potential ligands on the enzymatic activity of TvTIM, DrTIM, ScTIM, BtTIM, TtTIM, NpTIM and
CpTIM, each protein was preincubated for 2 h at 25°C with the potential ligands, at
concentrations between 50 and 200 puM in 1% DMSO [80] [32] [81] [82] [83] [42] before activity

assays.

Results

114



Conclusions

Table 1. Chemical structure of Chembridge compounds identified by virtual screening
(Docking).

Table 2. Main residues of TIMs that are interacting with compounds.

Figure Legends
Figure 1. Sequence alignment of TIM’s from different organisms
Figure 2. a) Percentage of Identity and b) RMSD among TIM from different species

Figure 3. Superimposed of ribbon structures of triosephosphate isomerase (TIM) from five
different organisms.

Figure 4. a) Result of TIM enzymatic activity inhibition after 2 h of incubation with nine
compounds and b) Molecular docking of C4 with TvTIM (Glu37, Lys121, Arg206).

Figure 5. Docking’s results. We show the main interactions beteewn compounds and TIMs
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Table 1. Chemical structure of Chembridge compounds identified by virtual screening (Docking)

Identification Structure Molecular Log
Mass P
A5 C2 Hzs Ny O4 S» 475 4.16
H
LA
B2 CoHgy N3O, S O ] 223 1.2
Cl OH
S
Br
HO
B3 Ci6 His Ns O Sz 405 -
.027
B4 Co0 His N2 Oy 396 3.44
C4 Ci1a H2g Ng O2 S; 377 0.18
o'
I\/“\/\ Jj\ /n N
I @
O
c7 Co1 HxoN;sOs S, 473 2.55
D1 CoHigN,0O;S.,BrH 380 0.62
HBr
HBr
NHs
0,
NH,
OH
D7 Cg Hg N3 02 S \(\ 223 1.2
__/<: o]
i
=N
P
D8 420 1.01
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Figure 4
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Figure 5
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Table 2. Main residues of TIMs that are interacting with compounds.

A5 B2 B3 B4 Cca c7 D1 D7 D8
TvTIM (3qsr) 50 % 40 %
Asp159, Lys1l,
Trp89, Ser212,
Lys121, Val213,
Glu37 Gly234
DrTIM (4y90) 25% 27 % 23 %
Gly77, Asp66, Ala44,
lle79, lle79, Ile79,
Arg99 Arg99, Asp66,
Glul05 Arg99
ScTIM (4y9a) 70 % 60 % 55 % 70 %
Lys16, Lys16, Lys16, Lys16,
Gly220, Glul06 Gly220, Ser222,
Ser222, Ser222 Lys226
Lys224,
Gly244
BtTIM (4gk1) 70 %
Ser213
TtTIM (1yya) 60 %
Arg3,
Ala54,
Arg88
CpTIM (4y8f) 25% 50 %
Met15 Lys14,
Met15,
Argl00
NpTIM 70 %
(Determined) Asn9,
Lys11,
Glu9os
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Ligand Receptor Interaction Distance E
Atom number Atom  residue (Chain) (Angstroms) | (kcal mol-1)
TvTIM-B3
S12 O ASP 159 H-donor 3.21 -4.4
014 NE1 TRP 89 H-acceptor 3.63 -0.7
040 NZ LYS 121 H-acceptor 2.88 -4.4
014 NZ LYS 121 ionic 3.08 -4.0
040 NZ LYS 121 ionic 2.88 -5.3
6-ring CGNGLU37 | pi-H 4.06 -1.1
TvTIM-D7
S 38 OG SER 212 H-donor 2.77 -1.1
S 38 O VAL 213 H-donor 3.67 -1.0
040 NZ LYS 11 H-acceptor 3.01 -7.2
040 N GLY 234 H-acceptor 3.23 -0.7
014 NZ LYS 11 ionic 2.87 -5.4
040 NZ LYS 11 ionic 3.01 -4.4
DrTIM-A5
S8 O GLY 77 H-donor 3.69 -0.7
N 10 O GLY 77 H-donor 1.90 738.1
017 N ILE 79 H-acceptor 2.64 -3.6
048 NH2 ARG 99 ionic 3.94 -0.6
048 NE ARG 99 ionic 3.83 -0.9
048 NH1 ARG 99 ionic 3.55 -1.7
048 NH2 ARG 99 ionic 1.69 -23.2
DrTIM-D1
N 30 OD2 ASP 66 H-donor 2.16 191.1
S10 N ILE 79 H-acceptor 4.01 -0.7
024 NH1 ARG 99 ionic 3.82 -0.9
024 NH2 ARG 99 ionic 3.91 -0.7
025 NE ARG 99 ionic 4.01 -0.5
025 NH1 ARG 99 ionic 3.31 -2.7
025 NH2 ARG 99 ionic 2.40 -10.0
N 26 OD2 ASP 66 ionic 3.52 -1.8
N 30 OD1 ASP 66 ionic 3.52 -1.8
N 30 OD2 ASP 66 ionic 2.16 -13.5
N 30 OE2 GLU 105 | ionic 3.93 -0.7
DrTIM-D8
S 38 O ALA 44 H-donor 4.23 -0.8
014 NH1 ARG 99 H-acceptor 2.08 1534
031 N ILE 79 H-acceptor 3.04 -1.3
014 NH1 ARG 99 ionic 2.08 -14.7
014 NH2 ARG 99 ionic 2.86 -5.5
0 37 NH1 ARG 99 ionic 3.25 -3.0
0 37 NH2 ARG 99 ionic 3.70 -1.2
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6-ring CB ASP 66 pi-H 3.65 -0.6
ScTIM-AS
S49 O GLY 220 H-donor 3.53 -0.3
017 NZ LYS 224 H-acceptor 3.88 -1.1
042 OG SER 222 H-acceptor 2.96 -2.6
N 46 NZ LYS 16 H-acceptor 3.15 -9.8
048 NZ LYS 16 H-acceptor 3.63 -3.9
017 NZ LYS 224 ionic 3.88 -0.7
048 NZ LYS 16 ionic 3.63 -1.5
6-ring N GLY 244 pi-H 4.00 -1.9
ScTIM-B2
N13 OE2 GLU 106 | H-donor 3.05 -1.6
N16 NZ LYS 16 | H-acceptor 3.24 -1.6
ScTIM-C7
S9 O GLY 220 H-donor 3.26 -0.3
014 OG SER 222 H-acceptor 2.70 -1.6
N 17 NZ LYS 16 H-acceptor 3.33 -10.8
018 NZ LYS 16 H-acceptor 3.59 -7.9
018 NZ LYS 16 ionic 3.59 -1.6
ScTIM-D8
014 NZ LYS 224 H-acceptor 3.60 -7.7
031 OG SER 222 H-acceptor 2.51 1.4
N 35 NZLYS 16 H-acceptor 3.25 -13.2
037 NZ LYS 16 H-acceptor 3.85 3.1
014 NZ LYS 224 ionic 3.60 -1.5
037 NZ LYS 16 ionic 3.85 -0.8
BtTIM-D7
5-ring OG SER 213 pi-H 3.85 -4.4
TtTIM-AS5
S8 O ALA 54 H-donor 3.73 -0.6
017 NH1 ARG 88 H-acceptor 2.92 -1.6
048 NH1 ARG 3 H-acceptor 2.85 -0.9
017 NH1 ARG 88 ionic 2.92 -5.0
017 NH2 ARG 88 ionic 3.19 -3.3
048 NH1 ARG 3 ionic 2.85 -5.6
CpTIM-B2
N9 SD MET 15 H-donor 3.48 0.0
N 13 SD MET 15 H-donor 3.87 -1.6
CpTIM-B4
042 SD MET 15 H-donor 3.73 -1.4
036 CALYS 14 H-acceptor 3.38 -0.6
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041 NH1 ARG 100 | H-acceptor 3.04 -2.6
041 NH1 ARG 100 | ionic 3.04 -4.2
NpTIM-D1
N 26 OE1 GLU 98 H-donor 291 -16.6
024 ND2 ASN 9 H-acceptor 2.89 -1.9
024 NZ LYS 11 H-acceptor 2.93 -11.4
024 NZ LYS 11 ionic 2.93 -5.0
N 26 OE1 GLU 98 ionic 2.91 -5.1
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Anexo VI) Protocolo OCD 423

TEST PROCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 2000 MG/KG BODY WEIGHT

>

5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg < 2000 mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals < 3 animals
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg

3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

0 §

Category 1 Category 2 Category 3 Category 4 Category 5
GHS >0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000
[ [ [
I | | | | | l I
3 (at 50) at other other 3 (at 2000)2 (at 2000 other | 0
1" step at 1% step | at 1" ste
oo ; v by ] :
""1 'g": EC:"‘:‘" 5 25 30 50 300 500 1000 2000 2500 5000 o0

per step 3 animals of a single sex (normally females) are used
0, 1, 2, 3: Number of moribund or dead animals at each step
GHS: Globally Harmonised Classification System (mg/kg b.w.)

- o0: unclassified
- Testing at 5000 mg/kg b.w.: see Annex 2
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Anexo VII) 51 aislados de T. vaginalis:

Los 51 aislados evaluados fueron aislados de pacientes de clinicas u hospitales en México.
Posteriormente fue axenizado el parasito, donde se podia observar al microscopio
caracteristicas diferentes entre los aislados. las claves de los aislados que los identifica en el
Laboratorio 11 de la Dra Rossana Arroyo son CNCD77, CNCD89, CNCD112, CNCD125,
CNCD147, CNCD188, CNCD190, CNCD280, CNCD281, CNCD285, CNCD315, CNCD423,
HGMM1040, HGMM1041, HJINO1, HIJM79, LT03, LO16, HPGJ386, HPGJ423, HGMNO1,
CNCD217, HGMMO031, CNCD224, HGMM33, L01, HGM114, HIM030508, HGM486, T1,
HGMM488, HGMM179, HGMM159, HGMM139, HGMM135, HJIM2809305, HGMM153,
HGMM145, HGMM144, HGMM135, HGMM106, HUM(AMALIA), HGMM488, HGMM74,
HGMM164, HGMM162, HGMM159 y HGMM135.

NUmero de aislados | Origen
21 HGMM
CNCD
HIM
HPGJ
LTO3
HINO1
HGMNO1
T1

LO1
LO16
HUM (Amalia)
HGM114

[ERN
\l

Rl R R R R R R R N W
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