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ADDENDA

ANEXO I. ARTICULOS PUBLICADOS RELACIONADOS CON LA TESIS
ANEXO Il. RELACION DE LOS PORCENTAJES DE INHIBICION
OBTENIDOS A 5 uM PARA LOS COMPUESTOS DEL TCAMS
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1. INTRODUCCION

1.1. Historia del descubrimiento de la malaria

En el siglo V a.C. Hipocrates fue el primero en describir las fiebres tercianas y
cuartanas anotando en sus registros que estas fiebres eran estacionales y asociadas con
esplenomegalia. También encontr6 una relacion de la enfermedad con las aguas
estancadas y marismas asociando, ya desde muy antiguo, la enfermedad con
circunstancias medioambientales. Se han descubierto referencias a las fiebres
periddicas, manifestacion propia de esta enfermedad, desde el afio 2700 a.C. también en

China.

El término malaria proviene del italiano de la edad media: “mala aria” que
significa mal aire. Esta enfermedad también se conoce como paludismo, palabra cuyos
origenes proceden del latin "palus" o “paludis” que se traduce como marisma o

estanque.

Mas tarde el médico griego Galeno trataba la enfermedad con sangrias y purgas

para remediar lo que ¢l creia una descompensacion de los humores corporales [2].

Hacia 1620 la Condesa de Chinchon, esposa del
Virrey en Peru Luis Ferndndez de Cabrera, aprendio
de los nativos de Sudamérica el poder curativo de la
infusion preparada con la corteza de un arbol que se
llamaria después Cinchona ledgeriana (Figura 1)
siendo su ingrediente activo la quinina [1]. El nombre

cientifico de este arbol fue asignado por Linneo en

honor a la condesa.

Figura 1. C. ledgeriana

La primera cura documentada con quinina fue a un sacerdote jesuita llamado
Juan Lopez sobre el afio 1600 [3]. El cardenal Juan de Lugo que conoci6 la noticia, se la
hizo llegar al Papa y su médico personal fue comisionado para probar la planta en el

Hospital del Espiritu Santo en Roma en 1649. Espafia tuvo inicialmente el monopolio
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de la quinina que después fue transferido a los recientemente independizados paises

sudamericanos [4].

Charles Louis Alphonse Laveran nacido en Francia
en 1845 fue un médico y naturalista que obtuvo el premio
Nobel de Medicina en 1907 como reconocimiento a su
trabajo relativo a la investigacion sobre el papel
desempefiado por los protozoos en el origen de las
enfermedades. Durante su estancia en la Escuela Militar de

Medicina de Val-de-Grace, se dedico a estudiar el paludismo

llegando al descubrimiento del protozoo productor de la ~ Figura 2. Charles Louis

Alphonse Laveran
enfermedad.

Posteriormente los cientificos italianos Ettore Marchiafava y Angelo Celli
nombraron a este parasito como Plasmodium. Un afio mas tarde de este descubrimiento,
el médico cubano Carlos Finlay, asoci6 la transmision de la fiebre amarilla, que se

produce a través de un mosquito, con el proceso de transmision del paludismo.

No fue hasta 1898 cuando se confirm6 que la malaria era transmitida por el
mosquito Anopheles (Figura 3). Este descubrimiento fue realizado por el polifacético
cientifico escocés Ronald Ross nacido en 1857 que fue naturalista, médico, matematico,
zob6logo y entomodlogo. Fue el primero en describir el ciclo vital del parasito de la
malaria en el mosquito. Este hecho le valié en 1902 la concesion del Premio Nobel de

Fisiologia y Medicina [5].

. .

NS
—— 3
Figura 3. Mosquito Anopheles
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1.2. PLASMODIUM: Ciclo vital

El trabajo de investigacion que se presenta se ha centrado en la especie
Plasmodium falciparum, con un ciclo vital muy complejo (Figura 4) que transcurre

parte en su hospedador vertebrado y parte en el vector que lo dispersa, el mosquito.

Plasmodium es un género de protistas del filo Apicomplexa, clase Aconoidasida,
orden Haemosporida y familia Plasmodiidae con mas de 175 especies. Hasta la
actualidad se conocen 5 especies de Plasmodium que provocan malaria en el ser

humano: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malaria and P. knowlesi [6].

Las especies mas daiiinas son P. falciparum y P. vivax. La primera provoca las

formas de malaria mas severas [7] mientras que la segunda es la més prevalente [8].

El ser humano contrae la enfermedad tras la picadura de una hembra de
mosquito Anopheles que contenga en sus glandulas salivares la forma infectiva del

parasito, los esporozoitos.

Hay unas 3500 especies de mosquitos agrupadas en 41 géneros. Los mosquitos
Anopheles son un género que pertenece a la familia Culicidae extendido por casi todo el
mundo excepto en la Antartida. De las 430 especies de Anopheles, solamente 30-40 son
capaces de transmitir malaria. Las hembras de Anopheles gambiae pertenecen a una
especie ampliamente conocida debido a la capacidad de transmision de uno de los mas
letales parasitos humanos causantes de la malaria, Plasmodium falciparum. Realmente
la especie de mosquito es un complejo de ocho especies hermanas, practicamente
indistinguibles morfolégicamente entre si. Se suelen denominar Anopheles gambiae
sensu lato [9]. Casi todas las especies del género Anopheles pueden actuar como vector
de Plasmodium vivax que, siendo menos virulento que P. falciparum, es la especie mas

ampliamente distribuida afectando sobre todo a Sudamérica y a Asia [10].

Las hembras adultas pueden vivir hasta un mes o incluso mas en cautividad pero
probablemente su longevidad se vea reducida a una o dos en la naturaleza. Los machos
suelen vivir durante una semana alimentandose de néctar y otras fuentes de aztcar. Las
hembras también se alimentan de fuentes azucaradas para obtener energia pero
necesitan sangre de vertebrados para el desarrollo de los huevos. Tras alimentarse, las
hembras descansan durante unos dias mientras la sangre se digiere y los huevos se
desarrollan. Este proceso dura unos 2 6 3 dias en condiciones tropicales aunque la

duracion depende de la temperatura y la humedad. Tras la puesta de los huevos las
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hembras inician la busqueda de una nueva fuente de sangre, un vertebrado, para generar
una nueva puesta [11]. La hembra generalmente es fertilizada por el macho solo una
vez. Cerca de los ovarios tiene una especie de bolsa donde acumula el esperma que

utilizara para fertilizar los huevos en cada ciclo de puesta.

Las especies que pueden transmitir la enfermedad no s6lo se encuentran en las
areas endémicas sino que también viven en zonas donde la malaria esta erradicada por

lo que estas areas estan en constante riesgo de reintroduccion de la enfermedad [11].

A través de la sangre, en unos 30 minutos los esporozoitos alcanzan el higado
invadiendo los hepatocitos donde maduran a esquizontes. En estas células se produce la
replicacion asexual exoeritrocitica o hepatica (esquizogénesis) produciéndose en cada
célula hepatica entre 10000 y 30000 merozoitos. Esta parte del ciclo suele durar unos 15
dias. Pasado este tiempo, los hepatocitos se rompen y liberan los merozoitos al torrente

sanguineo.

Cada uno de ellos puede invadir un glébulo rojo comenzando la fase asexual
intraeritrocitica del ciclo (Figura 5). Una vez el merozoito invade el globulo rojo,
adopta la forma de un anillo lo que da nombre a este estadio del parésito. A
continuacion comienza a digerir la parte proteica de la hemoglobina madurando hacia la
siguiente forma que se denomina trofozoito y por un proceso de division nuclear se
forma el esquizonte hematico que puede contener hasta 32 merozoitos. La ruptura del
esquizonte conlleva la liberacion de los merozoitos que hay en su interior lo que permite
una nueva invasion de eritrocitos. Transcurridos unos 10-12 dias del ciclo, algunos
esquizontes se comprometen para conducirse hacia formas sexuales Ilamadas

gametocitos, masculinos y femeninos (Figura 6).

Cuando un mosquito pica a una persona infectada, toma sangre que puede portar
gametocitos y en el interior del intestino del insecto se desencadena la conversion de los
gametocitos en gametos de ambos sexos (macrogametos los femeninos y microgametos
los masculinos) que se fertilizan originando un zigoto. Este se transforma en ooquineto,
una fase movil del pardsito que atraviesa la pared intestinal del mosquito dando lugar al

ooquiste que se situa entre el epitelio y la lamina basal.

El ooquiste origina miles de esporozoitos que se liberan en el hemocele para

alcanzar las glandulas salivares del mosquito cerrando asi el ciclo de Plasmodium [12].
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Plasmodium falciparum
Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health. Creative Commons BY-NC-SA

Plasmodium muestra una distinta morfologia, comportamiento bioquimico y

expresion antigénica segun el estadio de su ciclo vital. Esto dificulta el hecho de que los

antimalédricos puedan ser activos frente a todas las formas y estadios del parasito,

especialmente frente a los gametocitos. Se ha de tener en cuenta también que la

investigacion sobre las formas sexuales del parasito, hasta ahora, ha sido mas escasa que

la realizada en los estadios asexuales que son los causantes de las manifestaciones

clinicas de la enfermedad.

- Introduccion

Pdgina 5



e

Trofozoito

Merozoito

4
| @

Eritrocito

Figura 5. Ciclo intraeritrocitico, formas asexuales

Ser humano Mosquito

Gametocitos IV Gametocitos V

Gametocito I-1l Gametocito Il L . l

Macrogameto

Figura 6. Evolucion de las formas sexuales desde fases tempranas hasta los estadios maduros
que son los responsables de la transmision

1.3. Estructura celular de P. falciparum

Si bien la mayoria de los caracteres morfoldgicos son comunes entre las distintas
especies del género Plasmodium, paso a describir las peculiaridades estructurales de la

especie objeto del estudio, Plasmodium falciparum.
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La estructura celular de P. falciparum cambia segtn el estadio de su ciclo vital.
La siguiente descripcion se ha enfocando en las formas del parasito circulantes en el
torrente sanguineo por su relevancia tanto en la generacion de los sintomas de esta
enfermedad, formas asexuales, como de su transmision a otros individuos mediada por

el vector a través de las formas sexuales sanguineas del parasito.

1.3.1. Formas asexuales

Los merozoitos (Figura 7) son la forma mas pequefia del ciclo vital de
Plasmodium (1-2 um). Son células adaptadas a la invasion de los eritrocitos. Se liberan
del hematie que los albergaba y el 77% de ellos invaden nuevos globulos rojos en
menos de 1 minuto. A partir del contacto del merozoito con el eritrocito se desencadena
una compleja secuencia de interacciones ligando-receptor seguidas por la penetracion

del merozoito en tan solo 10 segundos.

Poseen los organulos convencionales de una célula eucariota junto con la
arquitectura de un citoesqueleto de célula apicomplexa. Esto ultimo incluye un
complejo apical de organulos secretores (micronemas, roptrios y granulos densos) junto
con mitocondria, nlcleo y apicoplasto. Bajo la membrana celular aparece una red de
vesiculas membranosas planas conocida como Complejo Interior de Membranas (IMC)

que es sustentado por dos o tres microtibulos subpeliculares.

Merozoito Mitocondria

Apicoplasto Microtubulos

Granulos densos
Nucleo - g : : Micronema

Envueltadel / : ' P s Fe / Anillos polares

merozoito i i
Prominencia

apical

Membrana
plasmatica

Roptrios

Cisterna pelicular

Ribosomas

Figura 7. Estructura celular de un merozoito de Plasmodium [13]
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Los merozoitos maduros son liberados del esquizonte e inmediatamente se
asocian a los eritrocitos. En esta interaccion, los merozoitos se mueven de forma
dramatica y se produce una deformacion de la superficie del eritrocito seguida por un
proceso activo de reorientacion que coloca el dpice del parésito pegado a la membrana
celular del globulo rojo, comenzando la reorganizacion inducida del citoesqueleto del
eritrocito que se manifiesta por un pandeo de la superficie del globulo rojo. La vacuola
parasitofora y la membrana se forman primariamente a partir de los roptrios, aunque
algunos componentes proceden de la membrana del eritrocito, que expulsan sus
contenidos formando el espacio dentro del cual el parasito se puede mover bajo la
accion del motor de actomiosina. Una vez el parasito ha entrado en el hematie, se sella
el punto de entrada mediante un mecanismo aun desconocido y comienza un breve
periodo de equinocitosis del eritrocito que consiste en un cambio morfoldgico en el que
aparecen unas espiculas cortas y distribuidas regularmente a lo largo de toda su
superficie causadas por la salida de potasio y de iones cloro. El eritrocito vuelve a su
forma normal al cabo de unos 10 minutos. El parésito internalizado es ahora lo que se
conoce como forma de anillo (Figura 8) y se va a someter a cambios rapidos y

dramaticos en su forma tras este proceso [14].

En el estadio de anillo se han perdido las estructuras relativas a la invasion, que
estaban presentes en el merozoito, relacionadas con el complejo apical. Comienza la
introduccion de hemoglobina desde el eritrocito infectado a través del citostoma en
pequenas vesiculas donde se produce la digestion de las cadenas de globina como fuente
de aminoacidos, que el parasito empleard para la generacion de sus propias proteinas.
Como residuo de esta digestion, los grupos hemo resultantes son polimerizados en
forma de cristales de hemozoina o pigmento malarico para evitar la toxicidad que

conllevarian para el parasito al acumularse como tales.
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Figura 8. Estructura celular de Plasmodium en el estadio de anillo [13]

El anillo evoluciona al estado de trofozoito (Figura 9) en el cual, por fusion de
esas pequenias vesiculas que digieren la hemoglobina se forma una gran vacuola
digestiva donde se acumula el pigmento. El resto de estructuras permanecen de forma

muy similar al anillo.
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Figura 9. Célula de Plasmodium en estado de trofozoito [13]

Una vez llegado al estado de maduracion adecuado, se produce una division
mitotica que origina varios merozoitos (hasta 32) que quedan en el interior de la célula,

denominada ahora esquizonte, hasta su liberacion al torrente sanguineo. Cada uno de
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esos merozoitos dentro del esquizonte presenta las estructuras que se han descrito en el

dibujo de la Figura 7.

Entre las formas asexuales, las que circulan libremente durante las primeras 24
horas tras la invasion son los anillos. El resto de las formas asexuales quedan
secuestradas, hasta su completa maduracion a esquizontes, adheridas a las células
endoteliales de la microvasculatura (Figura 10). Los eritrocitos infectados por P.
falciparum evaden la inmunidad del huésped mediante la expresion de un antigeno de
superficie y receptores que permiten la adhesion a las células endoteliales. Estas
propiedades se han adscrito a PFEMP-1, una proteina con una gran variedad antigénica
de 200-350 kDa que se encuentra en la superficie de eritrocitos parasitados, formando
prominencias de la membrana que se conocen como “knobs”. Estos antigenos median la
unidn con receptores del huésped como la molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM-

1) cuya expresion aumenta en las zonas adyacentes a los parasitos secuestrados [15-17].

Esquizonte

Trofozoito Anillo /
Invasion  Anillo \’ ‘ —
‘ 9
® &8 -
_ /

Anillo Merozoito

Figura 10. Adhesion por “knobs”. Esquema de la situacion en un vaso sanguineo de las
distintas formas asexuales. Una vez que se desarrollan los “knobs”, los eritrocitos infectados
quedan adheridos a las paredes vasculares

1.3.2. Formas sexuales

Pasados unos 12 dias tras la aparicion de las primeras formas asexuales en la
sangre, surgen las formas sexuales. El desarrollo de los gametocitos se puede dividir en
5 estadios morfologicamente diferentes a lo largo de los cuales el parasito crece y se
alarga para ocupar finalmente casi la totalidad del eritrocito. Aparece un citoesqueleto
basado en microtibulos subpeliculares y la doble membrana que los envuelve y que les
confiere la caracteristica forma de media luna. Es muy dificil distinguir al microscopio
los gametocitos en estado I y II de los trofozoitos por su gran similitud morfoldgica

(Figura 11).
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Figura 11. Estructura de gametocitos jovenes (estadios I-IIT) de P. falciparum

Figura 12. Microfotografia de gametocitos en los primeros estadios de su desarrollo

Las diferencias entre gametocitos femeninos y masculinos son realmente
aparentes a partir del estadio IV en adelante, cuando éstos tienen forma alargada y
extremos en punta. En la Figura 13 se muestra una imagen de gametocitos en estadio V

(masculino y femenino).

Figura 13. Gametocitos estadio V (masculino y femenino)

Los gametocitos femeninos (Figura 14) son mas curvados, tienen un nucleo
pequefio con un nucléolo y el pigmento concentrado en el centro de la célula mientras

que los masculinos tienen un niicleo mas grande, no se ven nucléolos y el pigmento esta
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mas disperso. La coloracion de Giemsa también ofrece alguna diferencia ya que los
femeninos exhiben un color mas violaceo mientras que los masculinos son mas rosados.
El unico estadio que podemos encontrar en sangre circulante es el V, los mds maduros,
que son alargados pero con los extremos mas romos que la forma IV y flexibles lo cual
les permite escapar del bazo y circular por sangre periférica, siendo de esta manera
ingeridos por el vector. Los demas estadios, II-IV, parecen encontrarse secuestrados en
la médula 6sea y en la microvasculatura del bazo donde estan protegidos de ser
eliminados por este 6rgano si fueran circulantes. Sélo los gametocitos [ y V pueden ser

detectados en la sangre periférica [18, 19].

Recientes estudios de microscopia electronica revelan que el complejo de
membranas internas o subpeliculares corresponde a un compartimento de cisternas
cubiertas por doble membrana que subyace a la membrana plasmatica del parasito. Este
complejo presente en los gametocitos estd estrechamente relacionado con el IMC de las
formas invasivas como los merozoitos. Dicho complejo se asocia con una base de
microtibulos que son responsables de la elongacion del parésito. Este cambio de forma
estd asociado con un aumento de la deformabilidad celular y puede explicar como los
gametocitos maduros pueden sobrevivir en el torrente sanguineo [20]. Esa mayor
flexibilidad permite a los gametocitos maduros circular libremente por el torrente
sanguineo siendo las formas responsables de la transmision de la malaria cuando son

ingeridas por el mosquito en su picadura [21].

En los gametocitos femeninos, las mitocondrias, el sistema de Golgi y el reticulo
endoplasmico rugoso proliferan asi como los cuerpos osmiofilicos [18]. Estos ultimos
son vesiculas unidas a la membrana subpelicular y se hacen mas numerosas a medida
que madura el gametocito femenino. La descarga de su contenido en la vacuola
parasitofora parece estar relacionada con la salida del parasito del interior del globulo
rojo [22]. Los gametocitos masculinos se liberan del eritrocito mediante el movimiento

violento de sus flagelos, en ellos no se distinguen cuerpos osmiofilicos.
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Figura 14. Estructura celular de gametocitos femeninos tardios de P. falciparum

1.4. Malaria: la enfermedad

Los sintomas clinicos de la enfermedad estan causados por las fases asexuales
del parasito que se desarrollan en el interior de los eritrocitos invadidos generando
muchas sustancias de desecho como el pigmento maladrico o hemozoina, que una vez
lisados los globulos rojos se vierten al torrente sanguineo junto con nuevos merozoitos
prestos a invadir otros eritrocitos. Esas sustancias de desecho estimulan los macréfagos
y otras células del sistema inmune que producen citoquinas y otros factores solubles que
al actuar generan fiebre, temblores y otros sintomas mads severos asociados con la
malaria. Los eritrocitos que albergan parasitos en estadios de trofozoitos maduros
quedan adheridos al endotelio vascular y no circulan libremente en la sangre. Si esto
ocurre en los pequefios vasos sanguineos del cerebro se puede desarrollar una forma
severa de malaria conocida como malaria cerebral asociada a una alta mortalidad [23].
Se dan unos 575000 casos anuales siendo los nifios del Africa subsahariana los mas
afectados [24]. Si se sobrevive a esta patologia, suelen quedar secuelas como déficits
neurologicos y cognitivos, problemas de comportamiento e incluso epilepsia. La
Organizacion Mundial de la Salud define la malaria cerebral como un sindrome clinico
caracterizado por coma producido al menos 1 hora después de la correccion de la

hipoglucemia y formas asexuales de P. falciparum en sangre periférica sin otras causas
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que justifiquen el coma. Esta definicion no es muy especifica ya que estados de coma
causados por otras encefalopatias, por ejemplo viricas, pueden presentar también

parésitos en sangre al ser casos que se dan en areas endémicas de malaria.

El secuestro del parasito en la microvasculatura del cerebro junto con los
cambios patofisiologicos producidos en los tejidos circundantes parecen ser los factores
desencadenantes. El secuestro se produce por la adhesion de los eritrocitos parasitados
al endotelio vascular mediante unas proteinas expuestas en la superficie del eritrocito.
La masa de parésitos secuestrados se incrementa cuando otros globulos rojos se
aglutinan con ellos formando rosetas o se adhieren unos a otros mediante plaquetas.
Estas masas pueden producir una inadecuada perfusiéon de oxigeno y glucosa a los
tejidos. Ademads la produccion de citoquinas y quimoquinas pueden jugar un papel
protector y daiiino a la vez. Por ejemplo el Factor Necrosante de Tumores (TNF) que se
produce en la malaria cerebral, que tiene un efecto protector, a altos niveles prolongados
estimula la produccion del ICAM-1 en el endotelio vascular cerebral aumentando la

citoadhesion de los eritrocitos parasitados al endotelio [16].

En 4reas endémicas se pueden encontrar muchos adultos asintomaticos que
presentan bajas parasitemias pero que actiian como reservorios para la transmision de la

enfermedad.

1.5. Distribucién geografica

La distribucion geografica de esta enfermedad es muy dindmica, ha ido
disminuyendo a lo largo del tiempo sus areas de influencia pero con periodos en los que
zonas con una erradicacion previa han retornado a ser endémicas. En el presente afio
Europa ha sido declarada libre de malaria por la Organizacion Mundial de la Salud al
haber descendido los casos autoctonos a cero si bien se recomienda una vigilancia

constante para mantener la situacion asi en el futuro [25].

Sin embargo, la malaria continia siendo endémica y muy prevalente en la
mayoria de las zonas tropicales y sub-tropicales [26]. Asi se da en una amplia zona
alrededor del Ecuador, en Sudamérica, muchas partes de Asia y en el Africa
subsahariana (Figura 15). Es la enfermedad con mayor prevalencia presentando una

alta morbilidad y mortalidad asi como un gran impacto social [27]. Actualmente, el
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género transmisor de Plasmodium, Anopheles, se distribuye de forma variada pero

predomina en climas calidos y en altitudes que no superan los 1500-2000 metros.

2 pao

Casos confirmados de malaria por 1000 habitantes

- >100 - 10-50 l:l 0,1-1 l:l Actualmentesin transmision Fuente: National malaria control programme reports

B 50100 1-10 [ ] o001 [ Noaplicable

Figura 15. Distribucion mundial de malaria en 2013 (World Malaria Report, 2014)

Los paises endémicos han sido agrupados en cuatro regiones: Africa,

Sudamérica, Asia-Pacifico y Oriente proximo (Figura 16).

Las regiones afectadas difieren en muchas maneras, bien por el tamafio de la
poblacion en riesgo, la expansion de la enfermedad en términos de muertes y casos, la
mezcla relativa de distintas especies de malaria y en la disponibilidad de fondos para

luchar contra la enfermedad.

Africa

Asia-Pacifico
Oriente préximo I
Sudamérica

Figura 16. Paises con malaria endémica divididos en cuatro regiones (Global Malaria Action

Plan)
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En Africa casi el 100% de los casos de malaria estdan provocados por P.
falciparum, registrandose un nimero estimado de 188 millones de personas afectadas y
395000 muertes en 2015 [28], con un gran impacto en mujeres embarazadas y nifios
menores de 5 afios. En Africa se recibe financiacién de organismos externos para
combatir esta enfermedad a través de diversas iniciativas y programas pero con bajo
gasto gubernamental. En Sudamérica y el Oriente Medio los casos de malaria estan
producidos principalmente por P. vivax, con menor impacto en la mortalidad, 7500
personas fallecieron en 2015 con un nimero de casos de 4,56 millones [28]. En estas
regiones, sin embargo, existe mayor inversion gubernamental en la lucha contra la
malaria. En cambio, la situacion de las regiones de Asia y el Pacifico queda entre los
escenarios anteriormente descritos. Presentan el nimero mas alto de personas en riesgo,
con mezcla entre P. falciparum y P. vivax; un numero moderado de casos (21,5
millones) y 35200 muertes en 2015 [28], recibiendo dos tercios de su financiacion por

parte de sus gobiernos.

Estas diferencias no son banales sino que suponen la base para establecer la
estrategia apropiada para cada region. Se determinan objetivos concretos para cada una,
se estima el nimero de intervenciones necesarias para cumplir los retos especificos de
cada region y el tipo de financiacion apropiado para llevar a cabo las estrategias

definidas [29].

1.6. Vacunas antimalaricas

Los ensayos clinicos de varias vacunas antimalaricas han confirmado que es
posible tener un impacto en la relacion huésped-pardsito a través de las respuestas
inmunes inducidas por vacunas frente a multiples dianas antigénicas. Asi personas que
han nacido en zonas endémicas que sobreviven sus primeros afios a la exposicion,
continllan sufriendo la enfermedad pero se hacen primero resistentes a las formas
severas de malaria y después dejan de padecer los sintomas de la enfermedad. Para no
perder esta inmunidad, esos individuos han de ser re-expuestos frecuentemente. Esto se
conoce como inmunidad concomitante en la que el huésped presenta una poblacion
parasitaria que tolera y se encuentra protegido frente a una sobrecarga de esa misma
poblacion. No se destruyen los organismos y se pierde la inmunidad cuando el huésped

deja de estar expuesto a la infeccion.
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Este concepto de inmunidad es diferente al que habitualmente se maneja, que se
conoce como inmunidad esterilizante, en el cual el huésped enferma, acaba destruyendo

al organismo y se recupera quedando inmunizado para posteriores infecciones.

Las vacunas experimentales se dirigen a antigenos expresados en diferentes

formas del ciclo vital:

1. Vacunas pre-eritrocitarias. Actiian frente a los esporozoitos evitando la invasion
y desarrollo en los hepatocitos.

2. Vacunas contra las formas hematicas asexuales. Impiden que los merozoitos
invadan o se desarrollen en los eritrocitos.

3. Vacunas bloqueadoras de la transmision: Impiden el desarrollo de las formas

sexuales del parasito en el interior del mosquito.

La revision mas exhaustiva de los proyectos de vacunas es un documento,
conocido como “Rainbow table”, preparado por la Organizacién Mundial de la Salud
gracias a la informacion facilitada por las agencias financiadoras, patrocinadores e
investigadores de todo el mundo. El numero de proyectos es tan amplio que resulta muy

dificil compendiarlos en una sola revision.

La alta inversion en los Ultimos 10 afios ha permitido a mas de 40 proyectos

alcanzar la fase de ensayo clinico.

P. falciparum es un parasito altamente evasivo del sistema inmune porque

transcurre por diferentes estadios en su ciclo vital con una gran variabilidad antigénica.

Entre todas las vacunas en desarrollo, la que se encuentra mas avanzada, fase 3,
podria ser licenciada por los organismos reguladores en los proximos afos. Esta vacuna
se llama RTS,S/ASOIE y ha sido desarrollada en conjunto por GlaxoSmithKline y
PATH Malaria Vaccine Initiative con fondos de la Fundacion Gates a la European
Vaccine Initiative. Esta vacuna induce una respuesta intensa frente la proteina del
circumsporozoito (CS) de Plasmodium que es expresada por los esporozoitos y estadios
tempranos de la infeccion parasitaria en el higado. Esta proteina esta relacionada con la
adhesion del esporozoito al hepatocito y su posterior invasion. Los anticuerpos anti-CS
han demostrado ser capaces de inhibir la invasion de los hepatocitos por el parasito asi

como estan asociados a una reduccion del riesgo de padecer malaria clinica [30].
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1.7. La lucha contra el paludismo. Drogas antimalaricas

A continuacidn se describiran las familias mas importantes de antimaldricos y su

mecanismo de accién [31].

1.7.1. Inhibidores de acidos nucléicos

Las pirimidinas son metabolitos esenciales para la sintesis de ADN, ARN,
aminoacidos como serina y metionina, asi como fosfolipidos y glicoproteinas. A
diferencia de las células de mamiferos, Plasmodium no puede incorporar las pirimidinas
del medio sino que éstas deben ser producidas mediante sintesis de novo [32]. Podemos

distinguir dos familias de compuestos que actuan sobre esta ruta:
1.7.1.1. Antagonistas de folato

Los antagonistas de folato se usan ampliamente en el tratamiento de la malaria
pero su papel en el control de la enfermedad estd siendo obstaculizado por la rapida
emergencia de resistencias. Su efecto se aprecia en todas las formas asexuales

intraeritrociticas y en los gametocitos jovenes.

El esquema de la ruta del folato en Plasmodium (Figura 17) ha sido obtenido y

modificado a partir del publicado por Hyde [33].
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Figura 17. Principales enzimas y sustratos de la ruta del folato implicadas en la
formacion del tetrahidrofolato. GTP: Guanosin trifosfato; GTPC: GTP ciclohidrolasa I; DHNA:
dihidroneopterin  aldolase; PPPK: hidroximetildihidropterin pirofosfoquinasa; DHPS:
dihidropteroato sintetasa; DHFR: dihidrofolato reductasa; DHFS: dihidrofolato sintetasa; FPGS:
folilpoliglutamato sintetasa; SHMT: serina hidroximetiltransferasa; PYR: pirimetamina: SDX:

sulfadoxina; TS: timidilato sintetasa; pABA: acido paraaminobenzoico
Se pueden distinguir dos tipos de antifolatos:

Antifolatos de tipo 1 (sulfonamidas y sulfonas). Mimetizan al acido para-

aminobenzdico (PABA) previniendo la formacion de dihidropteroato a partir de
hidroximetildihidropterina. Esta reaccion esta catalizada por la dihidropteroato sintetasa

(DHPS) y los antifolatos compiten por el sitio activo del enzima.

Antifolatos de tipo 2 (pirimetamina, cicloguanil, biguanidas, metabolitos de

triazina y quinazolinas). Inhiben la dihidrofolato reductasa (DHFR) que es una enzima

acoplada con la timidilato sintetasa, previniendo la reduccion del dihidrofolato,
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dependiente de NADPH, a tetrahidrofolato. Este compuesto es el cofactor necesario

para la biosintesis del timidilato, nucledtidos de purina y ciertos aminoacidos.

Actualmente, el uso mas importante de los antifolatos para tratar malaria es la
combinacion de la pirimetamina (inhibidor de la DHFR) con sulfadoxina (sulfonamida)
que interfiere con la DHPS (1.6.5.). Los dos componentes de esta combinacion, ambos
de vida media larga, actian como sinérgicos, aumentando su actividad y reduciendo la

propension a resistencias [34].

1.7.1.2. Atovaquona

La atovaquona es una hydroxinaftoquinona y se emplea para el tratamiento y la
prevencion de la malaria en una combinacion con proguanil (1.6.5.). Se sabe que su
mecanismo de accion estd relacionado con la funcién mitocondrial y el bloqueo de la
sintesis de pirimidina pero no se conoce completamente. Se ha descrito su papel sobre el
citocromo bcl inhibiéndolo por unioén al lugar donde se produce la oxidacion del
ubiquinol [35], provocando la despolarizacion de la membrana mitocondrial. La
resistencia aparece con bastante facilidad cuando la atovaquona se utiliza en solitario
pero esta aparicion de resistencias se reduce notablemente cuando se administra en
combinacion con proguanil (Malarone ®), una prodroga que para ser activa necesita

convertirse en cicloguanil. No tiene actividad en gametocitos.

El cuarto paso y limitante de la biosintesis de pirimidinas esta catalizado por el
enzima dihydroorotato deshidrogenasa (DHOD). Tanto la enzima humana como la de
Plasmodium se encuentran en la cara interna de la membrana mitocondrial y utiliza
ubiquinona (coenzima Q) como oxidante en la reaccion. Estudios recientes han sugerido
que la principal funcién de la cadena de transporte electronico del parasito es

proporcionar coenzima Q a la DHOD para la sintesis de pirimidinas [32].
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Figura 18. Oxidacion del dihidroorotato. Este proceso se lleva a cabo por la DHOD tipo 1A'y
tipo 2 y se produce en diferentes localizaciones de la célula empleando distintos aceptores de
electrones

1.7.2. 4-Aminoquinolinas y aminoalcoholes

Estas drogas actian en las formas intra-eritrociticas asexuales y su diana
primaria parece ser la vacuola digestiva del parasito. La vacuola digestiva tiene gran
importancia ya que es en ella donde el parasito degrada la hemoglobina del huésped y
donde se detoxifica el grupo hemo resultante mediante la polimerizacion en cristales de

hemozoina que son inocuos para el parasito.

Durante la fase de anillo, el parasito incorpora hemoglobina del citoplasma del
eritrocito mediante pinocitosis, en pequefias vacuolas con doble membrana de las cuales
la interna corresponde a la de la vacuola parasitofora y la externa a la membrana del
propio parasito. La membrana interna desaparece y la digestion de la hemoglobina
comienza en el estado de anillo-trofozoito temprano. A medida que transcurre la
maduracion del parasito, se desarrolla un organulo llamado citostoma dirigido a la
captacion del citoplasma del eritrocito. Las pequefias vesiculas que se van incorporando
se fusionan originando una vacuola digestiva de gran tamafo (Figura 19). Esta vacuola
tiene un caracter acido y presenta actividad de proteasas. El bajo pH se mantiene por la
extrusion de protones mediante una ATPasa y por una pirofosfatasa que son

transportadores similares a los de tipo V que se encuentran en las plantas.
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Figura 19. Incorporacion de hemoglobina por el parasito para obtener los aminoacidos que
necesita para la generacion de sus propias proteinas. Los restos del grupo hemo se polimerizan
en cristales de hemozoina

Los compuestos mas representativos de cada familia son:

e 4-aminoquinolinas: cloroquina, amodiaquina, pironaridina (no son

activas en formas sexuales).

e Aminoalcoholes: quinina, quinidina, mefloquina y halofantrina (no son

activas en formas sexuales).

Estas familias despiertan un gran interés ya que se les supone un mecanismo de

accion diferente.

Se han propuesto varios mecanismos de accion para la cloroquina y los
compuestos relacionados ya sea intra o extravacuolar. La hipdtesis mdas aceptada es que
estas drogas actuan impidiendo la eliminacion del hemo en la vacuola digestiva
mediante su polimerizacion en hemozoina para ser detoxificada. Parece ser que este
mecanismo de accion conlleva una acumulacion de estas drogas en la vacuola. Otros
mecanismos propuestos son la inhibicion de la sintesis de proteinas, la inhibicion de la
lipasa de la vacuola digestiva y de la aspartico proteinasa asi como inhibicién de la

sintesis de ADN y ARN.

Quinina y mefloquina tienen un efecto inhibitorio sobre la endocitosis mediante
la cual el parésito incorpora la hemoglobina del eritrocito mientras que halofantrina

ademas inhibe el trafico de estas vesiculas hacia la vacuola digestiva [36].
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1.7.3. 8-Aminoquinolinas

Los principales representantes de esta familia son: primaquina, tafenoquina y

pamaquina.

La primaquina y sus derivados tienen efecto sobre los esquizontes hepaticos,
esterilizan los gametocitos de P. falciparum y, fundamentalmente, actua sobre los
hipnozoitos de P. vivax y P. ovale. La primaquina presenta un problema de seguridad
importante debido a sus efectos hemoliticos en pacientes con deficiencia en el enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). Esta enfermedad se presenta con frecuencia
en personas de origen mediterrdneo y africano y se caracteriza por un nivel
anormalmente bajo de este enzima que esta relacionada con la ruta de las pentosas
fosfato convirtiendo la glucosa-6-fosfato en 6-fosfoglucono-6-lactona. Esta ruta
metabolica mantiene el nivel de la forma reducida del coenzima fosfato de nicotinamida
adenina dinucle6tido (NADPH) que a su vez contribuye a mantener los niveles de

glutation reducido que repara el dafio producido por los radicales libres (Figura 20).

Ruta de las pentosas fosfato

Hexoquinasa G6PD
Glucosa ——— Glucosa-6 fosfato ————— 6 Fosfogluconato

N

NADP* NADPH

ATP ADP

Glutation  Glutation
oxidado reducido

Figura 20. Papel de la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa en la ruta de las pentosas fosfato

Esto cobra mayor importancia en el caso de los globulos rojos ya que su funciéon
de portadores de oxigeno les genera radicales libres oxidantes siendo la tinica fuente de
glutation reducido la ruta de la G6PD. En condiciones normales, las personas que
presentan esta anomalia viven de forma asintomatica porque sus niveles enzimaticos
suelen ser suficientes para neutralizar los radicales libres producidos en los eritrocitos.
Sin embargo, cuando ciertos compuestos producen una cantidad de radicales libres

superior a la normal hace que la cantidad de enzima disponible sea insuficiente para
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neutralizarlos. La hemolisis se desencadena tras los efectos de determinados

medicamentos e incluso ciertos alimentos.

La anomalia en los niveles de expresion del enzima puede incluso conferir cierta
inmunidad a sus portadores. Esta condicidon genética esta asociada al cromosoma X por
lo que los varones son siempre sintomaticos mientras que en mujeres, en funcion de la
inactivacion al azar de uno de los cromosomas X, parte de la poblacion de los globulos
rojos presenta la deficiencia y otros son normales, a menos que ambos cromosomas
porten el gen mutado. Algunas situaciones como el estado febril, el ejercicio excesivo o
la ingesta de habas, que contienen compuestos altamente oxidantes como la vicina,
pueden desencadenar una crisis hemolitica. También ejercen el mismo efecto
medicamentos como la aspirina, sulfamidas, primaquina, pamaquina y cloroquina. Los
eritrocitos de las personas que sufren la enfermedad no tienen apenas capacidad para
disponer de glutation reducido por lo que acaban lisandose. Esta fragilidad de los
glébulos rojos ofrece cierta proteccion frente a la malaria pero también produce grandes
dafios como la anemia, debilidad, fiebre, ictericia, hipoxia tisular por
metahemoglobinemia e incluso la muerte. Una vez que cesa el tratamiento,

habitualmente los enfermos recuperan su estado normal [37].

La tafenoquina actualmente se encuentra en fase III de ensayos clinicos.
Presenta una vida media larga y es, generalmente, segura si bien tampoco debe usarse
en mujeres embarazadas y en individuos con deficiencia en el enzima G6PD, al igual
que la primaquina. Es muy efectiva en la cura radical de la malaria reincidente y en la
profilaxis de infecciones de P. falciparum y P. vivax con eficacias protectoras mayores
del 90%. También es efectiva frente a gametocitos. Este compuesto representa una
potencial alternativa a otros agentes actualmente empleados para la prevencion y cura

radical de la malaria ya que puede ser administrado como dosis Unica [38].

1.7.4. Derivados de artemisinina

Estos compuestos se utilizan actualmente como el extracto natural original que
es la propia artemisinina o las drogas derivadas semi-sintéticas como la
dihidroartemisinina, artesunato, artemeter, artemisona y arteeter. Consiguen una
reduccion muy rapida de las parasitemias por ciclo, mds que ninguna otra droga

conocida hasta ahora.
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Todos los miembros de esta familia tienen actividad a través de todas las fases
del ciclo asexual intra-eritrocitico. La artemisinina es una lactona sesquiterpeno con un
puente endoperdxido en un sistema de siete anillos y que pertenece al grupo de
antimaléricos conocido como endoperoxidos. Aunque su mecanismo de accidén no esta
aun totalmente claro, las ultimas investigaciones apuntan a que una vez dentro de la
célula el puente peroxido es roto por un mecanismo dependiente de hierro lo que resulta
en la generacion de unos radicales de vida corta capaces de alquilar biomoléculas
conduciendo a la muerte del pardsito; también se baraja su accidon sobre

PFATP6/SERCA [39].

El tratamiento de la malaria y su eliminacién recaen en la continuidad de la
eficacia de las terapias de combinaciones basadas en artemisinina (ACTs). La
resistencia de P. falciparum a los derivados de artemisinina fue documentada por
primera vez en el oeste de Camboya y ahora esta presente en ambos lados de la frontera
entre Tailandia y Mianmar asi como en el norte de Camboya cerca de la frontera con
Tailandia y en el sur de Vietnam hacia la frontera con Camboya. Se han asociado
mutaciones en la proteina kelch (K13) localizada en una regiéon del cromosoma 13 de P.
falciparum con un incremento de la resistencia en una linea resistente a artemisinina
seleccionada en el laboratorio y con un retardo en el aclaramiento del parasito en

aislados clinicos de Camboya [40].

La corta vida de los derivados sintéticos y de la dihidroartemisinina hace que el
tratamiento deba prolongarse durante 5-7 dias cuando esos compuestos son prescritos en
solitario. Por ese motivo se usan en combinacion con otras drogas de vida media larga.
El rapido aclaramiento de los parasitos por los derivados de artemisinina reduce las
posibilidades de aparicion de resistencias a la otra droga de la combinacion. La eleccion
de esa otra droga es dificil por varias razones. Si la otra droga tiene vida media muy
larga puede no ser adecuada para areas de transmision intensa donde subsecuentes
infecciones pueden ocurrir antes de que la droga haya desaparecido totalmente de la
circulacion pero después de que el derivado de artemisinina haya sido aclarado; esta
situaciéon hace que se incrementen las posibilidades de aparicion de resistencias a la

droga atin presente [34].
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Figura 21. Puntos de actuacion de los antimalaricos comunmente utilizados

1.7.5. Antibidticos

Algunos antibioticos como thiostrepton, rifampicina, clindamicina y
azitromicina han demostrado tener alguna actividad sobre el apicoplasto de Plasmodium

[41].

El apicoplasto de Plasmodium es un organulo de naturaleza mas parecida a
procariotas que a eucariotas. Se cree que se deriva de un plastido no fotosintético que se
encuentra en la mayoria de los Apicomplexa como es Plasmodium. Es considerado
como el fruto de una endosimbiosis secundaria que comenzo6 con la endosimbiosis de
una cianobacteria que no fue digerida porque se debid establecer una relacion simbidtica
entre la célula eucariota y la bacteria originando un alga fotosintética. Descendientes de
estas algas fueron incorporadas por una célula eucariota heterotréfica estableciéndose
nuevas relaciones simbidticas. El organulo fue preservado como un plastido que
conservo solo aquellas funciones que resultaban utiles en la simbiosis perdiendo su
actividad fotosintética, si bien su presencia es esencial para la vida de Plasmodium. Este
organulo estd rodeado por cuatro membranas dentro de la parte mas externa del sistema
endomembranoso. Sus posibles funciones estarian relacionadas con la sintesis de acidos

grasos, isoprenoides y proteinas [42, 43].

- Introduccion Pdgina 26



1.7.6 Colorantes

Cabria destacar dentro de este apartado al azul de metileno (tiazina) cuya sintesis
parte de muy antiguo pero que recobra interés en la actualidad. En las formas asexuales
inhibe la polimerizacion del grupo hemo en hemozoina durante la digestion de la
hemoglobina en la vacuola digestiva del parasito [44]. También se ha descrito como
inhibidor de la glutation reductasa de Plasmodium [45]. Es una base débil que puede

acumularse en el organulo.

1.7.7. Combinaciones de antimalaricos

La aparicion de parasitos resistentes a multiples drogas ha supuesto un nuevo
reto y muy probablemente apareceran resistencias a todos los antimalaricos actualmente
disponibles. Estas resistencias se han documentado en tres de las cinco especies que
afectan a humanos: P. falciparum, P. vivax y P. malariae. Se entiende por resistencia un
retraso o aclaramiento incompleto del pardsito en la sangre cuando la persona es tratada

con un antimalarico.

En 1957 se reporto el primer caso de resistencia a la cloroquina en Tailandia y
en 1960 en Venezuela [46]. Desde entonces la malaria resistente a las drogas se ha
convertido en uno de los mas desafiantes retos en el control de la malaria. Las formas
resistentes fueron al principio poco significativas, pero al ir erradicando las formas no
resistentes las otras fueron cobrando cada vez mas predominancia haciendo inactivas las
drogas a las que son resistentes. Estas resistencias suelen aparecer por niveles
plasmaticos subterapéuticos que se pueden producir fundamentalmente por errores de
dosificacion, por abandono del tratamiento por parte del paciente o por mala absorcion

causada por diarreas, vomitos, etc.

Desde 2008 [47] se han descrito casos de aclaramiento relantizado de la
parasitemia tras el tratamiento con artemisininas al oeste de Camboya, Tailandia y

Vietnam amenazando el control, tratamiento y eliminacion de esta enfermedad [48].

En la Figura 22 se puede observar como aparecen formas resistentes del
parasito a la mayoria de los compuestos utilizados en la terapia de la malaria. Para
algunos, la resistencia se presenta de forma casi inmediata mientras que para otros

transcurren varios afos [49].

- Introduccion Pdgina 27




Introduccion uso clinico

Artemisinina
Mefloquina
Atovaquona

<——Cloroquina
<— Proguanil

<—— Quinina

S N R

I 1 1 1 I 1 1 1 1 1
1632 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I

SR ey

h

Quinina €<—

Proguanil
Cloroquina <—

Mefloquina €<—
Artemisinina <——

Atovaquona

Primeraevidencia de resistencia clinica

Figura 22. Afio de introduccion de las principales terapias antimalaricas y primeras

evidencias de la aparicion de resistencia a las mismas

La situacion es ain mas grave ya que la resistencia a un farmaco puede conferir
resistencia cruzada a otras drogas que pertenezcan a la misma familia quimica o que
tengan mecanismos de accion similares (Figura 23). Durante las tltimas décadas, se
reconsiderd el uso de antimalaricos como la cloroquina tras la expansion del parasito

resistente [50, 51].
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Figura 23. Mapa que muestra las zonas con resistencia a uno o mas farmacos (World Malaria

Report 2014)

Dado que la malaria es una enfermedad que persiste como un problema global
de salud, es clara la necesidad de reemplazar aquellas drogas que han perdido su
efectividad. La malaria afecta sobre todo a zonas muy pobres del mundo donde el
sistema sanitario es precario. Esto condiciona aiin mas la busqueda de un tratamiento
puesto que éste debe tener un régimen de administracion corto, ser efectivo con una sola

dosis diaria y, por supuesto, tener un bajo precio.

Actualmente se considera que la combinacion de agentes antimaléricos es el
método a seguir para tratar la enfermedad, atacando simultaneamente dos sistemas del

parasito y disminuyendo la probabilidad de aparicion de resistencias.

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda la terapia combinada basada
en artemisinina (ACTs) para formas no complicadas de malaria causada por P.

falciparum.

Las combinaciones basadas en artemisinina para el tratamiento de la enfermedad

son las siguientes [52]:

e Novartis en colaboracion con la MMV desarrollé una combinacion de artemeter
y lumefantrina que en 2009 fue aprobada por la Agencia Europea del
Medicamento y por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados

Unidos.
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e Otra combinacion es la de amodiaquina y artesunato desarrollada por Sanofi en
colaboracién con la iniciativa de Drogas para las Enfermedades Abandonadas
(DND:i). Aprobada en 2007.

e La combinacion dihidroartemisinina y piperaquina desarrollada por Sigma Tau
con MMV vy aprobada en 2011 por la Agencia Europea del Medicamento.

e Pironaridina y artesunato puesta en el mercado por Shin Poong Pharmaceutical
con MMV. Aprobada en 2012.

e Artesunato y mefloquina como resultado de una colaboraciéon entre el DNDi y
CIPLA. Aprobada en 2012.

En términos de profilaxis las combinaciones que se estin empleando son

[52]:

e Atovaquona y proguanil (Malarone). Desarrollado por GlaxoSmithKline y
aprobado por la FDA en 2000.

e Sulfadoxina y pirimetamina (Fansidar). Desarrollado por Roche y aprobado en

1981.

Cuando las combinaciones tienen el objetivo de tratamiento y bloqueo de la

transmision

e Artemisinina y primaquina [53]

e (Cloroquina y primaquina [54]

Solamente se dispone de una droga capaz de eliminar los gametocitos que es la
primaquina aunque su uso se ve limitado por las complicaciones ligadas a la deficiencia

G6PDH descrita anteriormente (1.7.3.).

Desde principios del siglo XX, el efecto conjunto del diclorodifeniltricloroetano
(DDT), potente insecticida, y del antimaldrico cloroquina permitié disminuir de forma
dramatica los casos de malaria. Sin embargo los negativos efectos medioambientales y
sobre la salud del DDT condujeron a la prohibicion de su uso, permitiendo un rebrote de
la poblacion de mosquitos. Este hecho unido a la aparicion de parésitos resistentes a la
cloroquina complicé terriblemente la situacion cuando ya la humanidad estaba a punto
de hacer desaparecer la enfermedad. Actualmente se levantan voces a favor de
reintroducir el uso del DDT en zonas endémicas. Los efectos negativos que el uso DDT
tiene sobre el medio ambiente fueron la causa de su prohibicion en la mayoria de los

paises afectados por malaria, pero estos efectos se debian fundamentalmente a su
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dispersion masiva para usos agricolas. El uso limitado del DDT dentro de las casas no
parece tener un impacto medioambiental significativo. Respecto a sus efectos
cancerigenos, no ha sido demostrada una relacion directa con el contacto con este
insecticida [55]. Tampoco los efectos como disruptor endocrino parecen estar

demostrados [56, 57].

El nimero de casos de malaria cayd de un valor estimado de 262 millones en
2000 a 214 millones en 2015, lo que supone un descenso del 18%. La mayoria de los
casos en 2015 se estima que ocurrieron en la region africana (88%), seguida por la
region sudeste de Asia (10%) y la region oriental mediterranea (2%). La incidencia de
malaria, teniendo en cuenta el crecimiento de la poblacion, se estima que ha decrecido
un 37% entre 2000 y 2015. En total 57 de 106 paises que presentaban transmision de la

malaria en 2000 han reducido la incidencia de la enfermedad en un 50-75% [28].

A pesar de este progreso, sobre 3200 millones de personas en 97 paises estan
aun en riesgo de contraer la enfermedad. Los avances de los ultimos 15 afios se han
debido fundamentalmente a las intervenciones en prevencion (redes y hogares tratados
con insecticidas de efecto residual) y en tratamiento (diagndstico y terapias basados en

combinaciones de artemisinina) [58].

En ausencia todavia de una vacuna efectiva frente a malaria, se hace imperativo
desarrollar nuevas drogas que sean efectivas frente a todos los estadios del parasito,
incluyendo los gametocitos que son la forma responsable de la transmision de la
enfermedad. La solucion ideal seria aquella en la que fuera posible hacer desaparecer la
infeccion en todas las personas afectadas y que los gametocitos que tomara el mosquito
de ellas no fueran infecciosos, al menos por un periodo de tiempo que excediera la vida

del mosquito.

Las limitaciones en el nimero de antimaldricos y la emergencia de resistencias
justifica la urgencia de conseguir nuevos compuestos, mas seguros, y activos frente a
gametocitos. Para ello la comunidad cientifica antimalarica ha centrado sus esfuerzos
en el desarrollo de nuevos métodos que permitan evaluar un alto nimero de compuestos
con la intencion de descubrir moléculas con mejor perfil que puedan reemplazar a las

existentes.
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1.8. Necesidad de nuevos farmacos capaces de blogquear la transmision

del parasito

Cuando se comenzo este trabajo, el inico método disponible para los cientificos
para evaluar el efecto de compuestos sobre los gametocitos maduros estaba basado en la
microscopia. La magnitud del reto que se debia afrontar excedia con creces esa
metodologia y este hecho despertd el impulso de los organismos oficiales como la
Asamblea General de Naciones Unidas y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a

emprender nuevos programas para luchar contra la malaria.

Entre ellos podemos destacar el “Global Malaria Programme” (GMP),
dependiente de la OMS que es responsable de la coordinacion de los esfuerzos globales
para el control y eliminacion de la malaria. Este programa establece normas, estandares,
politicas y guias para ayudar a los paises afectados por malaria en todo el mundo. El
GMP trabaja estrechamente con la mayoria de los colaboradores principales en la
comunidad de malaria: con los gobiernos de los paises endémicos y las autoridades
reguladoras, agencias de Naciones Unidas, organizaciones intergubernamentales,
colaboradores publicos y privados. El “Global Malaria Programme” esta presidido por
el Dr. Pedro L. Alonso. Actualmente su trabajo esta financiado por la Fundacion Bill &
Melinda Gates, el gobierno de Australia, Canada, Italia, Luxemburgo, Rusia, Espafia,
Reino Unido y la Agencia de los Estados Unidos para el Desarrollo Internacional.
También se reciben fondos a través de Caritas de la India, la Fundacion para Nuevos
Diagnosticos, el Fondo Global para luchar contra el SIDA, Tuberculosis y Malaria,
Medicines for Malaria Venture (MMV) [59], UNITAID y a través del presupuesto de la
OMS [60].

Otro de los programas en funcionamiento es el “Global Malaria Action Plan”
que ha sido desarrollado en acuerdo con miembros del consorcio “Roll Back Malaria”
(RBM) y con expertos de diversos campos desde la economia al control de la

epidemiologia de la malaria [29].

Organizaciones filantropicas como Bill and Melinda Gates Foundation,
Wellcome Trust o Medicines for Malaria Venture (MMV) han proporcionado un gran

soporte en la busqueda de nuevos productos [52] [61].

No so6lo organismos oficiales y entidades filantropicas han dado soporte al

objetivo de erradicar la malaria, también empresas privadas contribuyen a esta mision
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social. Entre otras podemos destacar la colaboracion directa de GlaxoSmithKline con
fundaciones que apoyan la lucha contra la malaria, aportando sus esfuerzos para
mantener viva la cartera de moléculas con potencial para convertirse en futuros
antimaldricos, desarrollando nuevos ensayos y apoyando el desarrollo de nuevas

moléculas con gran potencial como antimaldricos.

Para estudiar el efecto de un producto sobre las formas asexuales existen varios
protocolos estandarizados, de los cuales el mds comunmente aceptado basa su medida
en la incorporacion de hipoxantina tritiada por el parasito durante su proliferacion. Sin
embargo, las formas sexuales no se dividen y por lo tanto es mucho mas dificil medir la
actuacion de los compuestos sobre ellos. El proteoma de P. falciparum revela mas de
900 proteinas de las cuales 315 se expresan exclusivamente en gametocitos estando
algunas de ellas solo presentes en gametocitos masculinos o en femeninos [62]. Por lo
tanto, la evaluacion de compuestos sobre formas sexuales requiere diferentes técnicas a
las empleadas en las formas asexuales intraeritrociticas. Los antimalaricos que se
emplean en la actualidad han sido seleccionados en base a su actividad frente a las
formas sanguineas asexuales del pardsito que causan los sintomas de la enfermedad.
Cuales de estas drogas son también capaces de actuar sobre las formas sexuales o

gametocitos, responsables de la transmision de la enfermedad, no se conoce bien.

La herramienta més valiosa a la hora de determinar si un compuesto es capaz de
bloquear la transmision del parésito es el “Standard Membrane Feeding Assay”
(SMFA), que contintia siendo el indicador ex vivo mas reconocido para ello. Sin
embargo, esta aproximacion requiere muchos recursos y tiempo de trabajo, no siendo
adecuado para el cribado de un alto nimero de moléculas, por lo que el desarrollo de

métodos in vitro es crucial para la identificacion de este tipo de compuestos.

Dada la dificultad de encontrar nuevas drogas y la precariedad de los medios
disponibles para buscarlas, los investigadores pusieron todos sus esfuerzos en
desarrollar nuevos métodos, mas agiles y objetivos para estudiar grandes colecciones de

compuestos.

Gracias a ello, en los ultimos afios se han desarrollado nuevas herramientas,
como el ensayo bioluminiscente de ATP, y se han evaluado muchas y diversas

entidades quimicas.
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Este esfuerzo ha dado su fruto y varias moléculas se encuentran en fases

avanzadas de desarrollo [49, 52, 63-65].

Algunos de los compuestos con actividad frente a formas asexuales del parésito
tienen actividad in vitro sobre los gametocitos maduros (inhibidores de PI4K, PfATP4,
PfMDRI1, PfCarl, eEF2) pero el nimero es muy bajo y el riesgo de fracaso hara que
aun menos superen las tres fases de ensayos clinicos para ser aprobados como farmacos.
La sustitucion, por lo tanto, de la primaquina que presenta graves efectos hemoliticos en

personas con deficiencia en G6PD (Figura 20), no parece inmediata.

Este panorama complicado hace que el descubrimiento de moléculas con
mecanismos de accidon innovadores que sean capaces de actuar sobre los estadios de los

parésitos responsables de la transmision, sea una accion urgente.

Este ha sido el motivo fundamental de dedicar el trabajo de investigacion de esta
tesis al desarrollo de nuevas herramientas de evaluaciéon, como ha sido el ensayo
bioluminiscente de ATP, y su aplicacion en la bisqueda de nuevas moléculas activas

frente a las formas de transmision del parésito.

Este método para determinar la viabilidad del parésito tras su exposicion a los
compuestos ha supuesto un importante avance como herramienta para el cribado de alto
numero de moléculas que aplicado a la evaluacion del TCAMS, una de las colecciones
mas grandes que se ha ensayado hasta ahora frente a gametocitos, ha permitido la
identificacion de 56 moléculas que suponen un prometedor punto de partida para
nuevos proyectos de investigacion.

Otra aportacion significativa de este trabajo de investigacion ha sido el estudio
de la influencia de las condiciones experimentales que componen las metodologias de
ensayos de viabilidad de gametocitos. Se ha determinado el peso de cada factor
considerado sobre los resultados finales y se ha ofrecido una vision diferente a la que
algunos autores sostienen respecto al peso del marcador de viabilidad elegido sobre

otros factores como el tiempo de exposicion, concentracion y medio de cultivo.
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2. OBJETIVOS

La conciencia de la urgencia que reclaman las actuaciones contra la malaria ha
marcado los objetivos de este trabajo de investigacion, que ha pretendido realizar una
contribucion cientifica a la gran demanda de investigacion sobre la biologia del parasito
y el descubrimiento de nuevas herramientas para identificar moléculas activas contra
Plasmodium. Este trabajo se ha centrado en la identificaciéon de moléculas con actividad
sobre las formas de transmision del parasito, los gametocitos. El trabajo esta dividido en

tres partes concatenadas entre si.

Objetivo 1. Desarrollo de un nuevo método para el descubrimiento de nuevos farmacos

con potencial accidn sobre la transmision de la enfermedad

El método de microscopia conllevaba las limitaciones de una evaluacion
reducida de compuestos, puesto que la metodologia estaba basada en la lenta y subjetiva
observaciéon al microscopio de muestras de eritrocitos parasitados. Era necesario
desarrollar nuevos métodos que permitiesen aumentar las capacidades del ensayo y su

automatizacion.

La primera parte del trabajo de investigacion se centrd en la optimizacion del
ensayo bioluminiscente de ATP cuya capacidad de llevar a cabo campaiias de cribado

de alto numero de compuestos nos condujo a la realizacion del segundo objetivo.

Obijetivo 2. Estudio de actividad frente a gametocitos de la coleccion TCAMS

GlaxoSmithkline analizé su coleccion de més de dos millones de compuestos en
un ensayo de célula entera con el objeto de identificar moléculas con actividad frente a
las formas asexuales intraeritrociticas de P. falciparum, encontrando unas 13500
moléculas que presentaron una inhibicion mayor del 80% a una concentracion de 2 pM.
Estas moléculas compusieron lo que se llam6 el Tres Cantos Antimalarial Set
(TCAMS). Este grupo de compuestos con actividad antimalarica fue puesto a
disposicion de la comunidad cientifica en la linea de compromiso de esta compaiiia

farmacéutica en su lucha contra la malaria.
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Con esta base, se abordo la evaluacion del TCAMS frente a las formas sexuales
del parasito mediante el ensayo de bioluminiscencia de ATP desarrollado como primer
objetivo de esta tesis. El objetivo fue la identificacion de compuestos con actividad dual
frente a las formas asexuales intraeritrociticas y formas sexuales o de transmision. Esta
evaluacion de los compuestos del TCAMS vino acompafiada de una evaluacion del
potencial citotoxico de dichos compuestos en una linea celular humana (HepG2) asi
como la determinacidon de propiedades fisico-quimicas de las moléculas seleccionadas.
También se llevo a cabo un estudio estructural basado en los compuestos positivos que

permiti6 la agrupacion de todos los andlogos identificados en series quimicas.

La Malaria Box es una coleccion de 400 compuestos con actividad confirmada
frente a formas asexuales de P. falciparum consolidada por la organizacion Medicines
for Malaria Venture (MMV), constituida por compuestos de actividad antimalérica
provenientes de las colecciones de GSK, Novartis y St.Judes y compartida con la
comunidad cientifica en un intento de fomentar el descubrimiento de nuevas drogas
antimalaricas. Puesto que 140 compuestos del TCAMS estan incluidos en la Malaria
Box, se investig6 la correlacion entre los resultados obtenidos por distintos grupos de
investigacion que habian evaluado la Malaria Box y los generados en el cribado del
TCAMS con el ensayo bioluminiscente de ATP, para los 140 compuestos comunes

entre ambas colecciones.

Sorprendentemente, se encontré6 muy poca correlacion entre los resultados. Este
hecho fue determinante para establecer el tercer objetivo de este trabajo de

investigacion.

Obijetivo 3. Influencia de las condiciones experimentales

En esta ultima parte del trabajo de investigacion se analizaron los resultados
generados en experimentos disefiados para combinar las condiciones mas cominmente
descritas en publicaciones sobre ensayos de viabilidad en gametocitos. Cinco
marcadores de viabilidad, tres concentraciones como puntos de corte, dos tiempos de
exposicion a las drogas y cuatro medios de cultivo que conformaron las condiciones

experimentales ensayadas.

Los productos seleccionados para este estudio pertenecian a la lista de 56

compuestos priorizados en el ensayo del TCAMS y los resultados obtenidos arrojaron
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una valiosa informacion sobre el peso de cada uno de los factores experimentales sobre
la variabilidad de los resultados generados y, ain mas, sobre el estado y sensibilidad de

los gametocitos en distintas condiciones ambientales.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Desarrollo del método bioluminiscente de mediciéon de ATP

intracelular adaptado a un formato de mayor capacidad

Con el objeto de alcanzar el objetivo empleado se desarrolld primeramente un
método eficiente para producir gametocitos maduros in vitro, asi como su purificacion
de eritrocitos. El siguiente paso fue el desarrollo de un ensayo robusto, asequible y
sensible basado en la luz emitida por una reaccion bioluminiscente que mide el

contenido de ATP de los gametocitos como indicador de su viabilidad.

Una de las primeras dificultades que se encontrd fue la produccion de grandes
cantidades de gametocitos, historicamente este fue un punto critico no exento de
problemas. Siguiendo el método de Trager y Jansen [66], Smalley fue el primero en
conseguir formas sexuales del parasito pero esos gametocitos o bien no tenian
funcionalidad o ésta era impredecible incluso cuando se les dejaba desarrollar durante
mucho tiempo [67]. En 1981, Ifediba y Vanderberg mejoraron el método anadiendo
hipoxantina al medio de cultivo consiguiendo gametocitos maduros de P. falciparum
[68]. Més tarde se lograron eliminar las formas asexuales incorporando en la mayoria de
protocolos el uso de N-acetil-D-glucosamina que es un monosacarido que bloquea
completamente la invasiéon de los eritrocitos por nuevos merozoitos mientras que
respeta el proceso de maduracion de los gametocitos [69]. Recientemente, Mann
descubri6 que la adicion de Bistrateno A, un inhibidor de protein-quinasa C, también
manifestd el mismo efecto inhibiendo la invasion de los eritrocitos por los merozoitos e
incluso se ha reportado su efecto inductor de la gametogénesis [70]. Fivelman et al
establecieron un método para obtener gametocitos, util pero complejo, alcanzando
diferentes estados de maduracion [71]. Todos estos métodos ofrecen una baja

produccion y presentan problemas de altos costes y reproducibilidad.

En el desarrollo del método de medida de viabilidad de gametocitos utilizando
ATP como marcador se siguid un protocolo de produccién de gametocitos en medio
suplementado con AlbuMax que presentd buenos resultados. A lo largo del tiempo se
introdujeron varias mejoras como el cambio de cepa, de medio de cultivo y de
condiciones de incubacién, modificaciones que consiguieron incrementar las

gametocitemias significativamente.
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El ensayo bioluminiscente de ATP es un excelente método para explorar la
viabilidad de los gametocitos como también otros microorganismos como
Mycobacterium tuberculosis y células de mamiferos. La Figura 24 describe de forma
esquematica el ensayo. El ATP juega un papel fundamental en los intercambios
energéticos de los sistemas bioldgicos, es el principal donante de energia libre y se
produce en todas las células metabdlicamente activas. Este pardmetro es actualmente
considerado como una herramienta para determinar la integridad funcional de las
células vivas. Los dafos celulares que conducen a la muerte celular resultan en un

rapido descenso del ATP citoplasmico [72].
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Figura 24. Esquema del ensayo bioluminiscente de ATP en formato de placa de 96 pocillos
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3.1.1. Produccion de gametocitos

Se llevo a cabo la implementacion de modificaciones en la metodologia de
produccion de gametocitos con el objeto de incrementar el rendimiento y alcanzar una
produccion robusta y eficaz. Los gametocitos maduros fueron generados en un medio de
cultivo suplementado con AlbuMax II. La opciéon de utilizar este concentrado de
albumina bovina rica en lipidos en lugar del suplemento estandar, suero humano, ofrecia
varias ventajas como el abaratamiento de los costes y fundamentalmente la disminucién
de la variabilidad entre sueros procedentes de distintos donantes, mejorando asi la
reproducibilidad de los ensayos. El medio también fue suplementado con hipoxantina
durante todo el proceso de obtencion de gametocitos y en los dias finales se opto por la
inclusion de N-acetil-D-glucosamina y Bistrateno A con el objeto de evitar una nueva
invasion de globulos rojos por los merozoitos presentes y consecuentemente disminuir
el nimero de formas asexuales indeseadas en la muestra final de gametocitos. En estas
condiciones se obtuvieron gametocitemias entre 1 y 2% compuestas mayoritariamente
por gametocitos en estado IV y V entre los dias 15 y 18. El protocolo est4 descrito en el

punto 4.15.1.

Siguiendo este método, diferentes cepas de P. falciparum fueron testadas para
determinar cudl de ellas era la més apropiada en términos de produccion de gametocitos.
Las cepas estudiadas fueron 3D7A, W2, NF54 y 3D7HT-GFP. En este abanico de cepas
se pudieron establecer diferencias que condujeron a la seleccion de la cepa 3D7HT-GFP
como la mas apropiada por su capacidad de producir gametocitos. El perfil de
gametocitogénesis de la cepa P. falciparum 3D7HT-GFP se muestra en la Figura 25,
donde los valores representados provienen de determinaciones por microscopia. El
numero de formas asexuales se incrementd hasta obtener un maximo el dia 11 de
cultivo. Desde ese momento en adelante, se produce un rapido descenso hasta alcanzar
una parasitemia de formas asexuales proxima a cero en el dia 17. Las formas sexuales se
detectaron por primera vez el dia 7 y la gametocitemia alcanzé un pico de 1,69% el dia
13. Los gametocitos, inicialmente en estadios tempranos, evolucionaron hacia estadios
maduros alcanzando las formas IV y V a partir del dia 15 en adelante, siendo mas del
70% gametocitos en estadios IV-V. A partir del dia 20 se observo una caida en el

nimero de gametocitos probablemente debida a una disminucion de su viabilidad.
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Figura 25. Cinética de la parasitemia. Estadios asexuales representados por puntos rojos y
gametocitemia (estadios 1-5), cuadrados azules

3.1.2. Proceso de purificacion

Nuestro cultivo estd compuesto por un 1-2% de gametocitos maduros pero
también por un 99-98% de eritrocitos sin infectar, que contienen una concentracion
intracelular de ATP que interfiere en la lectura del ensayo. Por lo tanto, fue necesario
eliminar los eritrocitos de los cultivos. Se llevaron a cabo varias pruebas utilizando el
detergente saponina para lisar selectivamente los eritrocitos, conservando la integridad
de los gametocitos, pero aunque se ensayaron multiples combinaciones de tiempos de
exposicion, temperatura y concentracion de saponina, fue imposible determinar unas
condiciones apropiadas para nuestro objetivo ya que los gametocitos quedaban dafiados
tras los tratamientos de saponina. En consecuencia, se decidié recurrir a otra
metodologia de eliminacion de los eritrocitos no infectados. En un primer paso, se
sometio la muestra a un colchon de Nycoprep que separa los eritrocitos no parasitados
de los que albergan gametocitos maduros, en funcion de su diferente densidad,
quedando en el fondo del tubo los gldbulos rojos no infectados y los gametocitos

maduros separados en una fraccion.

A pesar de que la mayoria de los gldbulos rojos fueron eliminados, las muestras
presentaban todavia una cantidad de eritrocitos demasiado alta. Un segundo paso de
purificacion fue preciso por lo que se realizd una separacion por columna magnética

(Figura 26). La utilizacion de esta técnica se basa en la capacidad de todas las especies
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de Plasmodium para degradar la hemoglobina (con Fe", complejo diamagnético) a

hemozoina (Fe™, complejo paramagnético) [73].
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Figura 26. Purificacion de los gametocitos en dos pasos

Asi pues, los eritrocitos que albergan gametocitos y que tienen el hierro del
grupo hemo en su forma oxidada (Fe’") fueron retenidos por la columna magnética
mientras que en un primer paso de lavado los globulos rojos no parasitados, hierro en
forma reducida (Fe®"), fueron eluidos. Esta muestra contenia mas de un 70% de

gametocitos en estados IV-V de maduracion (Figura 27).

Figura 27. Gametocitos maduros (estadios IV y V)
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Con el objeto de verificar la viabilidad y funcionalidad de los gametocitos tras
haber sido sometidos a estos dos pasos de purificacion, se llevo a cabo la valoraciéon de
los niveles de ATP intracelulares, la morfologia y la respuesta a estimulos que deberian
desencadenar la exflagelacion de los gametocitos masculinos. Estas pruebas se llevaron
a cabo después de la purificacion y no se apreciaron efectos significativos sobre

ninguno de los pardmetros observados.

3.1.3. Desarrollo del ensayo y validacion

Una vez alcanzado el objetivo de la produccion de cantidades suficientes de
gametocitos maduros, puros y viables, se desarrolld un ensayo a gran escala basado en
la medida de sus niveles de ATP. El objetivo fue la utilizacion de este ensayo para
medir la viabilidad de los gametocitos tras la exposiciéon a compuestos con posible
actividad antimalérica. Los niveles de ATP fueron medidos por la metodologia basada
en la reaccion bioluminiscente luciferina-luciferasa descrita en [74]. En primer lugar,
para valorar la robustez y la calidad de este ensayo, se calcularon los valores de Z-prima
(Z’) obtenidos a partir de un nimero significativo de muestras. Este factor es un
parametro estadistico que proporciona una herramienta muy util para la comparacion y
evaluacion de la calidad de un ensayo [75]. Su valor se calcula a partir de la media de

las muestras y sus desviaciones estandar.

3 (SD control +5SD fondo)

FactorZz’'=1-
| Media control ~ Media fondo I

El valor medio del factor Z’ de este ensayo de bioluminiscencia fue calculado

obteniendo 0,68 (+0.02) lo que indica una excelente calidad segun los criterios de la

Tabla 1.

Tabla 1. Interpretacion de los valores del parametro Z’

Factor Z' Interpretacion
1,0 Los factores Z'ideales no deben exceder 1
Entre 1,0-0,5 Un ensayo excelente
Entre 0,5-0 Un ensayo marginal
Menor de 0 Existe demasiado solapamiento entre los controles negativos y positivos
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Para determinar si la cuantificacion de ATP proporciona una lectura
directamente proporcional al nimero de parésitos viables, se compararon los recuentos
al microscopio con los niveles de ATP. Una alta correlacion significa que el ensayo es

fiable y en el caso de este ensayo el R* fue de 0,99 como se muestra en la Figura 28.

P. falciparum 3D7HT-GFP
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Gametocitos

Figura 28. Relacion entre sefial de luminiscencia (nivel de ATP) y nimero de parasitos

Para validar el ensayo se evaluaron 6 drogas con actividad frente a Plasmodium:
epoxomicina, dihidroartemisinina, artesunato, primaquina, cloroquina y azul de
metileno. Se representaron curvas dosis-respuesta tras la exposicion a los antimalaricos
antes referidos, mediante la cuantificacion del ATP intracelular y a partir de ellas se
calcularon los valores de ICsy. Esta abreviatura corresponde con el término en inglés
“Inhibitory Concentration 50” y representa la cantidad de una sustancia capaz de inhibir
un determinado parametro o funcidn bioldgica, a la mitad. Los valores de ICsy obtenidos
en el ensayo de ATP fueron comparados con aquellos generados en paralelo utilizando
el método tradicional de cuantificacion de gametocitos por microscopia. Como ejemplo,
las curvas obtenidas para artesunato y azul de metileno se muestran en la Figura 29
mientras que todos los valores de ICsy se muestran en la Tabla 2. Los valores de ICsg
obtenidos se ajustan a los descritos en la bibliografia como reflejan las referencias que

aparecen en el punto 3.1.4.
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Figura 29. Comparacion de las curvas dosis-respuesta de artesunato y azul de metileno. Los
datos fueron obtenidos con el ensayo bioluminiscente de ATP (circulos negros) y por recuento
al microscopio (circulos abiertos). Cada punto representa la media de 4 réplicas y su desviacion
estandar

El examen al microscopio ofrecié valores de ICsy comparables a aquellos
obtenidos con el ensayo de bioluminiscencia de ATP en todos los casos. Se esperaban
algunas diferencias ya que uno de los principales inconvenientes es que todos los
parasitos son contados, incluyendo pardsitos no viables que representan falsos positivos.
Incluso teniendo en cuenta esta desviacion, el perfil activo/inactivo observado en las
curvas dosis-respuesta calculadas a partir de las observaciones microscopicas soportan
los resultados proporcionados por el ensayo bioluminiscente de ATP y, en

consecuencia, validaron esta nueva técnica.

Tabla 2. Comparacion de la actividad frente a gametocitos maduros (ICsp) utilizando el ensayo
bioluminiscente de ATP o el recuento de microscopia

1C5o gametocitos (uM) IC5o gametocitos (UM)
(GRS Examen microscépico Método ATP
Cloroquina 28,4 23,47
Artesunato 2,26 10,83
Azul de metileno 0,76 0,49
Primaquina 87,9 20,9
Dihidroartemisinina 2,47 3,56
Epoxomicina 0,0052 0,00042
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3.1.4. Evaluacion de compuestos

Una vez validado el ensayo con 6 moléculas antimaléaricas, como se muestra en
la Tabla 2, se acometio el estudio del resto de compuestos del grupo de 16 mediante la
determinacion de la ICsy frente a gametocitos maduros de la cepa 3D7HT-GFP de P.
falciparum (s6lo mediante el ensayo de ATP) y frente a formas asexuales de la misma y
de la cepa de referencia 3D7A (en un ensayo de incorporacion de hipoxantina tritiada)
para confirmar que las dos tienen el mismo comportamiento. Ademds se realizaron
estudios de citotoxicidad (Tabla 3) para investigar la selectividad de los compuestos
entendida ésta como el cociente entre el valor de 1Csp en célula de mamifero (linea
HepG2) y en gametocitos de P. falciparum. El analisis de los resultados se presenta a

continuacion.

La cloroquina mata al pardsito inhibiendo la formacion de hemozoina y por
degradacion de glutation. La ausencia de estos procesos en los estadios IV y V pueden
explicar la inactividad reportada de la cloroquina [76]. La ICsy de la cloroquina
observada en nuestro ensayo de bioluminiscencia de ATP (23,47 uM) estd en

conformidad con los valores reportados en la literatura.

La primaquina ha sido descrita como un compuesto que actua destruyendo la
estructura interna de la mitocondria de P. falciparum. El mecanismo por el cual la
primaquina ejerce este efecto permanece desconocido. Parece que su actividad depende
en gran parte de la formacioén de metabolitos mas activos a partir del compuesto parental
[77]. Durante mucho tiempo se ha pensado que esta 8-aminoquinolina reduce la
prevalencia de los gametocitos circulantes en la sangre periférica de individuos
infectados ademas de prevenir la exflagelacion de los gametocitos masculinos [78, 79].
La ICsp en gametocitos maduros (20,9 puM) y en formas asexuales (>10 puM) descritas
en este estudio estdn en concordancia con la literatura. Debido a la ausencia de
metabolitos activos en los ensayos in vitro, la primaquina se mostrd inactiva en nuestro

ensayo.

Algunos de los compuestos que actuan sobre el metabolismo de la hemoglobina
fueron evaluados: halofantrina, lumefantrina e isoquina. El mecanismo exacto por el
cual halofantrina y lumefantrina ejercen su accidon antimalarica no estd bien definido.
Sin embargo, los datos disponibles sugieren que la halofantrina se une in vitro a

plasmepsina, una enzima que degrada la hemoglobina y a hematina mientras que la
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lumefantrina inhibe la formacion de B-hematina mediante la formacion de un complejo
con hemina. Halofantrina también se ha descrito como inhibidor de la endocitosis de la
hemoglobina hacia la vacuola digestiva [36]. La isoquina, por otra parte, fue
desarrollada como un compuesto potencialmente seguro como alternativa a la
amodiaquina, que es un sustituto efectivo pero toxico de la cloroquina. Halofantrina,
isoquina y lumefantrina (empleadas en la combinacién con artemeter) son activas en
estadios asexuales de cepas resistentes a cloroquina [80-82] pero no tienen actividad
significativa en gametocitos maduros (ICso 6,7; 28,5 y mayor de 50 uM,

respectivamente) [83].

La terapia pironaridina-artesunato es una combinacion basada en artemisininas
prometedora para el tratamiento de las formas no complicadas de malaria causada por P.
falciparum. Se cree que la pironaridina inhibe el desarrollo del parasito por su capacidad
para inhibir la formacion de B-hematina. Ha demostrado tener una alta actividad in vitro
frente a cepas de P. falciparum sensibles y resistentes a cloroquina [84]. Se ha reportado
alguna actividad frente a gametocitos [85] pero probablemente sea debida a un efecto
sobre los gametocitos jovenes ya que su ICsy obtenida frente a gametocitos maduros por

el ensayo bioluminiscente de ATP es de 3,2 uM.

Los dos derivados de artemisinina utilizados en este estudio, dihidroartemisinina
y artesunato no mostraron actividad significativa frente a gametocitos maduros
ofreciendo valores de ICsy de 3,56 uM y 10,83 uM, respectivamente. La actividad de las
artemisininas frente a estas formas del parasito es aun controvertida si bien parece que
el mecanismo de accion estd relacionado con la generacion de radicales de vida corta
que inactivan la PfATP6 del reticulo endoplasmico [86]. Se han publicado valores de
ICs para el artesunato de 108 nM [87] o de 260 nM [88]. Se encuentran publicados
valores ICsy de 1 uM para artemisinina en gametocitos tardios [89] y de un 70,4% de
inhibicion a 1 uM por parte de su metabolito, la dihidroartemisinina [90]. Estas
diferencias pueden verse debidas a posibles efectos de los derivados de artemisinina
sobre gametocitos tempranos mientras que sobre estadios maduros ya no haya efecto;

ciertamente, se debe realizar trabajo adicional para dilucidar este tema.

Sobre la quinina y la mefloquina, al igual que para otras quinolinas, no se ha
elucidado totalmente su mecanismo de accion. La hipotesis mas aceptada sobre la
accion de la quinina estd basada en datos procedentes de otra droga muy relacionada

con ella que es la mefloquina [91, 92]. Estos datos sugieren que su principal modo de
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accion puede ser la inhibicion de la ingestion de la hemoglobina mediante el bloqueo de
los procesos endocitdticos [93]. Aunque estos compuestos son activos frente a las
formas asexuales de cepas de P. falciparum sensibles y resistentes a cloroquina [80, 94,
95], ni la quinina (ICsy mayor de 50 pM) ni la mefloquina (ICsy 4,7 uM) mostraron

buena actividad frente a gametocitos maduros.

La familia de compuestos antifolato es un grupo importante dentro de los
antimalaricos de la cual la pirimetamina es un miembro destacado. El compuesto fue
introducido en este ensayo como un control interno ya que la cepa P. falciparum
3D7HT-GFP contiene un cassette de seleccion que le confiere resistencia a las drogas
que actuan sobre la DHFR. La droga, como era de esperar, no manifestd ningun efecto

sobre los gametocitos maduros de esta cepa resistente.

Se debe resaltar que la atovaquona, que es utilizada con cierta frecuencia
actualmente en la combinacion con proguanil (Malarone®), mostrd un potente efecto in
vitro sobre la formas asexuales eritrociticas de P. falciparum (ICsy 1,8 nM) pero no
mostrd actividad frente a gametocitos maduros segun los resultados obtenidos por el
ensayo de ATP (ICso 16,10 uM) y publicaciones previas [87]. Se ha indicado que la
atovaquona inhibe la transmision en algunas publicaciones [83, 96] pero no se ha
encontrado efecto sobre los gametocitos maduros [97]. No se observaron efectos
citotoxicos a la maxima concentracion ensayada, por causa de la escasa solubilidad de la

atovaquona en el medio de cultivo.

La epoxomicina es un conocido inhibidor de proteasoma con un potente efecto
sobre los gametocitos [90]. En el presente estudio también presentd una actividad muy
alta tanto en el ensayo biolouminiscente de ATP (0,42 nM) como en el de microscopia
(5,2 nM). Sin embargo, el valor de ICsy en las células HepG2 (3 nM) se encontraba en
el mismo rango dando a entender una total ausencia de selectividad. La inhibicion del
proteasoma tiene un efecto toxico en el parésito pero su funcidon es también esencial en
las células de mamifero, por lo que considerando la citotoxicidad causada por la
epoxomicina en las lineas humanas HepG2 y A549 y en la de raton 3T3 [98] su uso en

clinica no se considera.

El azul de metileno fue la primera droga totalmente sintética utilizada en
medicina. En 1891 fue empleada para el tratamiento de malaria y esta aplicacion ha sido

recientemente recuperada [99, 100]. Se ha explorado su uso en combinacién con
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cloroquina y derivados de artemisinina [101]. Este colorante ha sido identificado como
un inhibidor especifico de la glutation reductasa de P. falciparum [45] y bloquea la
polimerizacién de hemo en la vacuola digestiva siendo activo frente a todos los estadios
asexuales. Se han reportado datos prometedores en ensayos clinicos y también ha sido
publicado su efecto in vitro sobre gametocitos maduros [99, 101-103]. En nuestro
estudio se evaluo el efecto del azul de metileno sobre gametocitos IV-V obteniendo una
ICso de 0,49 puM mientras que en la linea celular HepG2 fue de 6,52 uM lo que supone

un buen dato de actividad pero también una citotoxicidad alta.

La cicloheximida es un inhibidor de la sintesis de proteinas en organismos
eucaridticos que actla interfiriendo la actividad peptidil transferasa del ribosoma 60S,
bloqueando la elongacion traduccional. Existe evidencia experimental de su actividad
antimaldrica [104] pero no mostré apenas actividad cuando se ensayd frente a

gametocitos [V-V (ICsy 6,23 uM) como se encontraba descrito anteriormente [105].

Las formas asexuales del pardsito también son sensibles a la accion de
compuestos que actan sobre el apicoplasto. La azitromicina es un antibidtico
perteneciente a los macrolidos, derivado de la eritromicina. No esta licenciado su uso
como agente antimalarico pero ha mostrado actividad in vitro frente a P. falciparum
[106]. Esta droga parece tener algin efecto en el desarrollo del parasito en el mosquito
[107] pero no lo tiene sobre gametocitos maduros en el presente estudio (ICsy 28,45

M) ni en otros experimentos [ 108].
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Tabla 3. Actividad in vitro de los compuestos frente a estadios asexuales, gametocitos maduros
y citotoxicidad en la linea celular HepG2

ICso (HM)
Compuestos Actividad en formas Actividad en formas Actividad en : L.
. Citotoxicidad
asexuales (3D7A) asexuales (3D7HT-GFP) gametocitos maduros
4-Aminoquinolinas
Cloroquina 0,006 + 0,0002 0,007 + 0,002 23,47 +2,66 51,84+7,86
Primaquina >10 >10 20.90 +£4.65 >50
Isoquina 0,009 +0,0016 0,0044 +0,0032 28,5+2,12 17,07+6,3
Pironaridina 0,0045 +0,0015 0,00080 + 0,0001 3,25+0,92 5,95+0,92
Artemisinina Endoperoxidos
Artesunato 0,037 £0,025 0,054 £0,03 12,41+ 3,07 >50
Dihidroartemisinin 0,0028 +0,0007 0,013 +0,003 3,56 + 0,95 >50
Amino alcoholes
Quinina 0,066 +0,018 0,106 + 0,040 >50 >50
Mefloquina 0,026 £0,017 0,028 £ 0,0014 4,70+£2,10 11+0,26
Lumefantrina 0,0032 +0,00014 0,00165 + 0,00007 >50 >50
Halofantrina 0,0011 + 0,0005 0,0012 + 0,0005 6,70+0,42 >50
Inhibidores DHFR-TS
Pirimetamina 0,0025 +0,0009 33,66+ 6,72* >50 >50
Hidroxi-naftoquinonas
Atovaquona 0,0007 +0,0004 0,0018 + 0,0002 16,10+ 2,12 >40°
Inhibidores proteasoma
Epoxomicina 0,008 + 0,001 0,0098 +0,0017 0,00042 +0,00011 0,003 +0,0005
Colorantes
Azul de metileno 0,011 +£ 0,008 0,010 +£0,0018 0,47 +0,19 6,52+1,31
Inhibidores sintesis proteinas
Azitromicina >10 >10 28.45+0.64 >50
Cicloheximida 0,198 +0,0017 0,194 £ 0,0077 6,23+2,46 2,95+0,35

La inhibicion de la incorporacion de precursores radiactivos de nucledtidos por el parasito sirvid
como indicador de la actividad antimalarica frente a estadios asexuales mientras que la actividad
en gametocitos fue determinada con el ensayo de ATP. Por ultimo, la citotoxicidad se evalud
utilizando el ensayo basado en la reduccion de resazurina. Todos los resultados estan expresados
como el valor medio de la ICsy = la desviacion estandar (3 a 6 experimentos independientes).

* limite de solubilidad.

*resistencia a la pirimetamina debida a un cassette de seleccion en el episoma que contiene el
gen GFP.

3.1.5. Conclusiones de los resultados

En el momento en que se comenzo a trabajar en el ensayo bioluminiscente de

ATP apenas habia alternativas a la microscopia.

Gracias al apoyo de organizaciones oficiales, entidades filantrdpicas y empresas
privadas, otros grupos pusieron sus esfuerzos en el desarrollo de nuevos métodos para
determinar la viabilidad de los gametocitos. A continuacion figura una breve revision

actualizada de los mas destacables.
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e La citometria de flujo se propuso para evaluar in vitro la actividad
gametocitocida de drogas antiplasmodio pero este método presenta la desventaja
de que cada muestra debe ser procesada de forma individual con costosos
equipos [89]. Aunque supone un avance sobre la microscopia, el uso de la
citometria no permite una valoracion a gran escala de la actividad en
gametocitos maduros.

e Otro ensayo prometedor se baso en la fluorescencia del “alamar blue” reducido
[90]. Sin embargo, se han reportado varios inconvenientes asociados a la
cantidad de gametocitos requeridos [109] y al hecho de que no cuantifica
exclusivamente las formas mas maduras de los gametocitos.

e Mc¢todo basado en la especificidad de forma (expresion de Pfs16) y medida de
ATP [110]. Este método presenta varios defectos metodologicos como el uso de
gametocitos congelados, cuya viabilidad y funcionalidad puede ser incierta, y
precisa de una cepa con modificacion genética para el aislamiento de los
gametocitos.

e Ensayos con cepas modificadas genéticamente que expresan proteinas
fluorescentes o que emplean marcadores de viabilidad como el MitoTracker Red
CM-H,XRos mediante microscopia confocal de fluorescencia [111].

e Combinacion de un ensayo de viabilidad con naranja de acridina y de un ensayo
funcional de activacion a gametos [112].

e Medida de viabilidad basada en la expresion de luciferasa por cepas
transformadas genéticamente [113].

e Evaluacion de la viabilidad y funcionalidad por determinacién de la expresion
de una proteina de superficie de gametos femeninos, Pfs25, mediante analisis de
imagen [114].

e El ensayo “Dual Gamete Formation Assay (DGFA)” que simula in vitro los
estadios iniciales de Plasmodium en el “SMFA” midiendo la capacidad de
gametocitos masculinos y femeninos de transformarse en sus correspondientes

gametos [115].

Comparado con otros métodos descritos para evaluar la actividad frente a

gametocitos maduros, la técnica bioluminiscente de ATP ofrece varias ventajas:

1. El ensayo bioluminiscente de ATP es altamente sensible siendo capaz de

detectar un niimero tan bajo de gametocitos como 1,25 x 10* por pocillo (en una
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placa de 384 pocillos) incluso si estas células, como es el caso, muestran una

baja actividad metabolica.

2. La senal del método es una sefial homogénea, proveniente de toda la poblacion
sometida al tratamiento. Esto no ocurre en el caso, por ejemplo, de las
determinaciones realizadas por microscopia donde solo se analiza parte de la

poblacion que puede no ser absolutamente representativa.

3. La metodologia de ATP no es subjetiva y no se ve sometida a la habilidad del
operador como ocurre en el caso de la microscopia, que puede verse influida por

la variabilidad entre personas a la hora de hacer un recuento.

4. Se supera el problema, que se presenta en microscopia, de distinguir entre
parésitos viables o no viables, si ambos mantienen su forma, criterio utilizado en

microscopia.

5. La lectura de la luminiscencia es extremadamente rapida y requiere muy pocos
pasos de manipulacion. La placa se lee instantineamente y no se necesita
emplear tiempo en incubaciones como ocurre con técnicas del tipo de la

reduccion del “alamar blue”.

6. Se puede valorar directamente la actividad del compuesto sobre cualquier cepa
del parésito o incluso sobre aislados clinicos sin necesidad de utilizar cepas

transformadas con genes indicadores.

7. Esta técnica se puede realizar en placas de 384 pocillos lo que la convierte en

una buena herramienta para ensayos de un alto nimero de compuestos.

8. Se ofrecen los resultados de actividad de 16 compuestos frente a gametocitos
pertenecientes a distintas familias quimicas. Tan sélo dos de ellos muestran una

actividad en un rango inferior a 1 pM: epoxomicina y azul de metileno.

9. El trabajo realizado para desarrollar y validar el ensayo bioluminiscente de ATP
frente a gametocitos maduros de P. falciparum mediante esta nueva técnica, fue
publicado con el fin de compartir con la comunidad cientifica esta herramienta
de busqueda de nuevas moléculas tan necesarias para luchar contra la

enfermedad [116].
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3.2. Estudio de la actividad frente a gametocitos de la coleccion
TCAMS

GlaxoSmithKline publico una lista de 13533 compuestos con actividad sobre las
formas asexuales llamada Tres Cantos Antimalarial Set (TCAMS) [117], resultante del
cribado de casi dos millones de compuestos pertenecientes a la coleccion de GSK. El
TCAMS esta formado por moléculas prometedoras con potente actividad antimalarica y
con propiedades fisico-quimicas adecuadas para dar comienzo a proyectos dirigidos al

descubrimiento de drogas de administracion oral [118].

En la blisqueda de alcanzar el ultimo objetivo de erradicar la malaria, se necesitan
herramientas mas efectivas. Esto incluye no sélo vacunas mas eficaces y drogas
antimalaricas innovadoras, con nuevos mecanismos de acciéon que demuestren actividad
frente a los parasitos resistentes sino también compuestos con potencial para bloquear la

transmision de la enfermedad.

Para determinar la actividad de los compuestos de la coleccion frente a
gametocitos maduros se eligio el método bioluminiscente de ATP por sus ventajas sobre
otros métodos, entre las que se destaca su capacidad para ser utilizado en la evaluacion

de grandes colecciones de compuestos.

3.2.1. Ensayo fenotipico frente a gametocitos maduros

El protocolo de investigacién que se siguid en este trabajo consistido en la

aplicacion de una cascada de filtros bioldgicos y fisico-quimicos cada vez mas exigente.

Al final del proceso se priorizé un panel de moléculas en base a sus propiedades
bioldgicas y a su desarrollabilidad como fdrmaco. La aplicacion de esos filtros no es una
garantia absoluta de éxito pero estd dirigido a reducir el riesgo de fracaso en el

desarrollo de nuevas drogas.
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TCAMS
13244 compuestos

' 5uM

>90% inhibiciona 5 uM
1400 compuestos
(10,57%)

§ o

>50% inhibiciona 1 uM

373 compuestos
(2,82%)

' Selectividad
ToXs,/1Co >10
98 compuestos
(0,74%)

Propiedades fisico-quimicas

56 compuestos
(0,42%)

39 grupos 42 grupos

Figura 30. Descripcion de los pasos criticos seguidos para identificar y priorizar compuestos
positivos a partir del TCAMS

Se comenzo6 por ensayar por triplicado los compuestos de la coleccion a una
concentracion Unica, 5 pM, mediante el método bioluminiscente de ATP (Anexo II).
1400 compuestos (tasa de obtencion de moléculas positivas 10,57%) ofrecieron una
inhibicion con respecto al control igual o mayor del 90% por lo que fueron
seleccionados para la siguiente fase. Este nimero resulto ser bastante alto por lo que se

decidi6 cribar de entre ellos aquellos mas potentes para lo cual se testaron, también por
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triplicado, a una concentraciéon mas exigente, | pM. Se identificaron 373 moléculas
(tasa de obtencion de moléculas positivas 2,82%) que presentaron una inhibicion del

contenido de ATP igual o mayor del 50% del control.

Con el fin de confirmar que las inhibiciones observadas respondian a
disminuciones reales de los niveles de ATP del parasito y no eran debidas a una posible
interferencia en el ensayo de lectura acoplado, se llevd a cabo un experimento en el que
se reprodujo la reaccion bioluminiscente pero sin parasitos, siendo el ATP aportado en
concentracion conocida y suficiente para inducir la reaccion en presencia del compuesto
a 50 uM, concentracién 10 veces superior a la mas alta testada. Se ensay6 un panel de
167 compuestos no detectandose ninguna actividad inhibitoria sobre la reaccion

BacTiter-Glo de ningiin compuesto per se (Tabla 4).

Para determinar la potencia de estos compuestos, se ensayaron en un rango de
concentraciones con el fin de establecer curvas dosis-respuesta a partir de las cuales
determinar el valor de ICsy. Estos ensayos tuvieron un valor medio del factor Z’ de 0,55.
La correlacion entre el porcentaje de inhibicion obtenido a 1 uM y los valores de 1Csg
para cada compuesto fue excelente. Esto sugiere una alta fiabilidad de los ensayos a

punto unico (Figura 31).
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Tabla 4. Ensayo secundario sin parasito. Los resultados se expresan como los porcentajes sobre
el control de vehiculo, obtenidos tras realizar la reaccioén luciferina-luciferasa con el kit
BacTiter-Glo en presencia de un panel de 167 compuestos

Ensayo de interferencia de ATP

TCAMSID % Control TCAMSID % Control TCAMSID % Control

TCMDC-133940 100 TCMDC-124807 100 TCMDC-141784 100
TCMDC-123927 100 TCMDC-132279 100 TCMDC-134383 100
TCMDC-139286 100 TCMDC-125133 100 TCMDC-138723 98
TCMDC-123886 100 TCMDC-139278 100 TCMDC-125491 96
TCMDC-137621 100 TCMDC-139607 100 TCMDC-138493 100
TCMDC-140496 100 TCMDC-137734 100 TCMDC-137261 100
TCMDC-142246 100 TCMDC-132873 100 TCMDC-141633 100
TCMDC-133932 100 TCMDC-125153 100 TCMDC-132295 99
TCMDC-133343 100 TCMDC-124840 100 TCMDC-137961 95
TCMDC-134180 100 TCMDC-124436 100 TCMDC-140633 96
TCMDC-125846 100 TCMDC-132248 100 TCMDC-124917 93
TCMDC-137907 100 TCMDC-134265 100 TCMDC-132867 100
TCMDC-131563 100 TCMDC-141558 100 TCMDC-139790 100
TCMDC-136560 100 TCMDC-137908 100 TCMDC-124478 100

TCMDC-133929 100 TCMDC-124776 99 TCMDC-133351 100
TCMDC-136467 100 TCMDC-123792 100 TCMDC-138754 97
TCMDC-140137 100 TCMDC-123813 99 TCMDC-139725 93
TCMDC-125854 100 TCMDC-125045 92 TCMDC-135853 92
TCMDC-137802 100 TCMDC-139606 98 TCMDC-137569 100

TCMDC-125778 100 TCMDC-135406 100 TCMDC-123769 100
TCMDC-141449 100 TCMDC-132815 100 TCMDC-135397 100
TCMDC-133924 100 TCMDC-136289 100 TCMDC-132251 100
TCMDC-125539 100 TCMDC-124930 100 TCMDC-139817 94

TCMDC-140136 100 TCMDC-138539 98 TCMDC-132479 94
TCMDC-137456 100 TCMDC-135561 93 TCMDC-125531 95
TCMDC-123729 100 TCMDC-137979 94 TCMDC-132869 100

TCMDC-140964 100 TCMDC-125702 100 TCMDC-139800 100
TCMDC-141450 100 TCMDC-140558 100 TCMDC-124285 100
TCMDC-133923 100 TCMDC-124791 100 TCMDC-124011 100
TCMDC-138186 100 TCMDC-125200 100 TCMDC-138757 100

TCMDC-135244 99 TCMDC-139839 100 TCMDC-138616 100
TCMDC-137453 100 TCMDC-135122 95 TCMDC-132294 98

TCMDC-136678 100 TCMDC-139659 98 TCMDC-137905 100
TCMDC-125114 99 TCMDC-137723 100 TCMDC-137479 100
TCMDC-136642 99 TCMDC-132859 100 TCMDC-135398 100

TCMDC-133920 100 TCMDC-141785 100 TCMDC-125521 100
TCMDC-124805 100 TCMDC-138205 100 TCMDC-140545 100

TCMDC-135308 98 TCMDC-137913 100 TCMDC-140553 100
TCMDC-123885 100 TCMDC-135478 98 TCMDC-138218 100
TCMDC-124799 100 TCMDC-132663 95 TCMDC-132872 100
TCMDC-125142 99 TCMDC-134432 100 TCMDC-134230 100
TCMDC-142218 97 TCMDC-140559 100 TCMDC-131812 100

TCMDC-123865 100 TCMDC-124790 100 TCMDC-137612 100
TCMDC-135184 100 TCMDC-134991 100 TCMDC-131549 100

TCMDC-134670 100 TCMDC-138771 97 TCMDC-132009 100
TCMDC-133872 100 TCMDC-135110 98 TCMDC-123680 100
TCMDC-124800 100 TCMDC-141552 95 TCMDC-132066 100

TCMDC-124918 100 TCMDC-138494 100 TCMDC-137476 100
TCMDC-124064 100 TCMDC-132860 100 TCMDC-125289 100
TCMDC-136349 100 TCMDC-123493 100 TCMDC-134315 100

TCMDC-125802 100 TCMDC-137004 98 TCMDC-140546 100
TCMDC-133941 100 TCMDC-137952 100 TCMDC-140555 100
TCMDC-137483 100 TCMDC-134719 97 TCMDC-137442 100
TCMDC-136244 100 TCMDC-136727 97 TCMDC-139652 93

TCMDC-125550 100 TCMDC-132863 100 TCMDC-137319 85
TCMDC-137813 100 TCMDC-140560 100 TCMDC-137631 91
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Como se puede ver en la Figura 31, casi el 70% de los compuestos ensayados
en dosis-respuesta presentaron una ICsy inferior a 1 pM mientras que para un 18% de
ellos este valor se encontraba entre 1 y 2 uM (una dilucion de diferencia). En
consecuencia, casi todos los compuestos identificados como positivos en el ensayo a

punto tnico de 1 pM re-testaron en la determinacion de su valor de 1Cs.

mIC50<1 uM
® 1 pM<IC50<2 uM
™ 2 pM<IC50<5 uM
®|C50 >5 uM

Figura 31. Distribucion relativa de los compuestos positivos primarios basada en la ICs, frente
a gametocitos de P. falciparum

3.2.2. Determinacion de la citotoxicidad en células HepG2

Con el fin de asegurar la exclusion temprana de moléculas potencialmente
toxicas de la cascada de progresion, los 373 compuestos con actividad dual frente a las
formas asexuales y sexuales del parasito fueron testados sobre la linea celular humana
HepG2 para averiguar su citotoxicidad tras 48 horas de exposicion, utilizando el mismo
marcador que se empled para establecer el efecto sobre los parésitos, el ensayo
bioluminiscente de ATP. El cociente entre los valores de ICsg en la linea celular y en los
gametocitos determina la especificidad de cada compuesto que serd mayor cuanto mas

alto sea este nimero (Tabla 5).

Es interesante resaltar que el porcentaje de compuestos que presentaron una
inhibicion mayor del 50% en la linea celular HepG2 fue mucho menor en la coleccion
completa del TCAMS (14,55%) que en la seleccion de 373 compuestos con actividad a

1 uM (51,81%). Esto puede deberse a que los gametocitos maduros son formas
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quiescentes, que no se dividen, mientras que las formas asexuales son células en
crecimiento con un metabolismo muy activo. Los compuestos que simultaneamente
actlian frente a gametocitos y a estadios asexuales pueden estar afectando procesos
celulares basicos también presentes en las células de mamifero. Esta hipotesis sugiere
que para descubrir moléculas activas frente a gametocitos puede ser recomendable
estudiar colecciones de compuestos que no hayan sido previamente filtradas por su

actividad en estadios asexuales.

No obstante, es muy esperanzador que el 26,3% de los 373 compuestos con
actividad dual mostraron un cociente de selectividad mayor de 10, indicando la
existencia de dianas especificas tanto para las formas asexuales como para los estadios

sexuales, pero que no estan presentes en las células de mamifero.

Como se puede deducir de la Tabla 6, no se ha encontrado correlacion
significativa entre la potencia de los compuestos en gametocitos comparada con la
actividad en formas asexuales [117]. Esta observacion puede ser explicada por una serie
de factores. En primer lugar, los datos de inhibicidon fueron obtenidos por métodos muy
diferentes, determinacion de lactato deshidrogenasa de P. falciparum para las formas
asexuales y contenido de ATP para los gametocitos. Ademds, puede haber diferencias
en la susceptibilidad a la droga segun el estadio del ciclo vital o incluso diferentes

dianas implicadas en formas asexuales o sexuales.
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos

ICs, Pf gametocitos Citotoxicidad en
VIS D HepG2 ICso HepG2/1Cs, P.
1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM) faICiparum
TCMDC-123475 1,17 0,150 >25 >21
TCMDC-123493 0,56 0,20 2,95 5
TCMDC-123680 0,14 0,01 8,7 62
TCMDC-123729 0,20 - 6,93 35
TCMDC-123769 7,98 1,12 >25 >3
TCMDC-123792 1,79 0,19 >25 >14
TCMDC-123813 0,36 0,05 6,5 18
TCMDC-123865 0,26 0,11 >25 >96
TCMDC-123885 0,67 20,8 31
TCMDC-123886 0,50 0,64 >25 >50
TCMDC-123927 0,65 0,12 2,69 4
TCMDC-124000 1,30 - >10 >8
TCMDC-124011 0,02 - 12,8 8
TCMDC-124064 3,27 1,35 5,2 2
TCMDC-124065 2,02 0,49 6 3
TCMDC-124120 0,30 0,10 31 10
TCMDC-124174 1,20 - 6,8 6
TCMDC-124178 1,09 0,31 >25 >23
TCMDC-124285 0,25 0,07 7 28
TCMDC-124286 1,50 0,33 6,1 4
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
B HepG2 IC5 HePGZ/ICSO P.
IC5o (MM) media SD 1C5o (UM) falc:parum
TCMDC-124379 0,44 0,28 24,1 55
TCMDC-124436 0,11 0,07 >25 >237
TCMDC-124478 0,91 0,51 >50 >55
TCMDC-124542 0,30 - >25 >83
TCMDC-124594 0,60 0,31 9,6 16
TCMDC-124776 1,11 0,05 7,83 7
TCMDC-124790 0,92 0,20 >25 >27
TCMDC-124791 0,47 0,03 >25 >53
TCMDC-124799 0,78 0,45 6,15 8
TCMDC-124800 1,66 0,21 11,47 7
TCMDC-124805 0,26 0,09 14,11 55
TCMDC-124807 1,53 0,77 6,94 5
TCMDC-124840 >10 - >25 3
TCMDC-124917 1,90 0,36 >25 >13
TCMDC-124918 1,94 1,00 >25 >13
TCMDC-124930 >10 - 18,8 <2
TCMDC-125004 0,19 0,01 10,3 56
TCMDC-125045 2,09 0,15 >25 >12
TCMDC-125114 0,67 0,49 49,31 74
TCMDC-125133 0,54 0,32 >50 >03
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
S HepG2 IC5o HepG2/ICs, P.
ICso (MM) media SD 1C5o (ULM) faICiparum

TCMDC-125142 0,14 0,17 3,78 26
TCMDC-125153 2,66 1,66 >25 >9
TCMDC-125200 0,84 0,03 >25 30
TCMDC-125289 0,43 0,12 >25 >58
TCMDC-125487 0,270 0,03 >25 >93
TCMDC-125491 0,14 0,09 20 140
TCMDC-125504 0,17 0,06 0,19 1
TCMDC-125520 <0,0098 - 12,8 >1306
TCMDC-125521 0,12 0,03 23,35 195
TCMDC-125522 0,07 0,03 9,1 130
TCMDC-125531 0,35 0,12 21,03 61
TCMDC-125539 0,50 0,11 >25 >50
TCMDC-125550 0,59 0,15 >25 >43
TCMDC-125702 3,32 0,62 >25 >8
TCMDC-125752 0,11 0,12 0,7 6
TCMDC-125769 0,04 0,01 >25 >577
TCMDC-125778 >5 - >25 5
TCMDC-125802 1,31 0,35 14,82 11
TCMDC-125846 0,10 - 3,02 30
TCMDC-125849 0,12 0,02 17,68 152
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

ICs, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 IC5o HepG2/ICs, P.
falciparum
1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM)

TCMDC-125854 0,16 0,18 3,04 19
TCMDC-131267 0,17 0,07 3,25 19
TCMDC-131270 0,13 0,07 3,23 26
TCMDC-131271 0,53 0,43 13,5 25
TCMDC-131272 0,26 0,16 6,2 24
TCMDC-131281 0,55 0,05 8,19 15
TCMDC-131284 0,53 0,08 6,1 12
TCMDC-131288 3,00 - 14,3 5

TCMDC-131456 1,40 - 0,87 1

TCMDC-131549 0,92 0,23 4,7 5

TCMDC-131551 0,27 0,05 3,1 12
TCMDC-131560 0,27 - 1,91 7

TCMDC-131563 0,55 0,16 1,79 3

TCMDC-131806 0,84 0,46 43,6 52
TCMDC-131807 0,37 0,04 >25 >68
TCMDC-131808 3,44 1,69 >25 >7
TCMDC-131811 0,38 0,06 22,9 61
TCMDC-131812 1,03 0,21 >25 >24
TCMDC-131816 0,37 0,06 >25 >68
TCMDC-131817 0,79 - >25 >32
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

ICs, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/1C5, P.
I1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM) faICiparum
TCMDC-131819 0,30 0,03 No disponible -
TCMDC-131821 0,62 0,01 12,4 20
TCMDC-131825 0,30 0,01 >25 >83
TCMDC-132009 0,83 0,91 3,28 4
TCMDC-132012 0,30 0,06 8,94 30
TCMDC-132017 5,60 - 4,58 1
TCMDC-132030 0,49 0,09 3,3 7
TCMDC-132045 0,22 0,05 3,2 15
TCMDC-132051 0,77 0,14 7,75 10
TCMDC-132052 0,33 0,02 3,1 10
TCMDC-132055 0,27 0,20 4,37 16
TCMDC-132056 0,55 0,12 4,11 7
TCMDC-132065 0,45 0,02 6 13
TCMDC-132066 0,54 0,10 6,67 12
TCMDC-132071 1,95 - >25 >13
TCMDC-132088 0,46 0,06 4,51 10
TCMDC-132105 0,18 0,03 7,7 44
TCMDC-132241 2,15 1,07 8 4
TCMDC-132248 1,38 0,21 8,28 6
TCMDC-132251 1,14 0,06 16,6 15
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/ICs, P.
falciparum
I1C5o (MM) media SD 1C5o (UM)
TCMDC-132279 1,24 0,96 7,5 6
TCMDC-132289 2,69 0,59 7,4 3
TCMDC-132294 1,21 0,68 6,5 5
TCMDC-132295 0,72 0,48 11,4 16
TCMDC-132479 1,68 1,20 11,4 7
TCMDC-132663 3,50 - 22,22 6
TCMDC-132809 0,86 0,59 24 28
TCMDC-132811 0,86 0,02 24,3 28
TCMDC-132815 0,48 0,39 21,82 45
TCMDC-132859 0,71 0,53 19,3 27
TCMDC-132860 0,74 0,25 19,63 27
TCMDC-132862 1,29 0,37 6,9 5
TCMDC-132863 1,45 0,94 24,16 17
TCMDC-132864 1,08 0,37 17,5 16
TCMDC-132867 0,84 0,72 13,4 16
TCMDC-132869 0,53 0,42 >25 >47
TCMDC-132872 0,86 0,28 12,62 15
TCMDC-132873 0,50 0,18 7,76 16
TCMDC-133343 1,24 0,41 >25 >20
TCMDC-133351 1,18 0,49 >25 >21
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

ICs, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/ICs, P.
1Cso (UM) media SD 1C5o (UM) faICiparum
TCMDC-133435 7,52 5,91 6,4 1
TCMDC-133727 7,42 2,50 11,2 2
TCMDC-133872 0,83 0,15 7,25 9
TCMDC-133920 0,29 0,24 131 45
TCMDC-133923 0,46 0,34 3,87 8
TCMDC-133924 0,46 0,14 5,3 12
TCMDC-133929 0,27 0,09 3,7 14
TCMDC-133932 0,14 0,12 3,79 27
TCMDC-133940 0,43 0,04 5,2 12
TCMDC-133941 0,51 0,42 34 7
TCMDC-134051 >10 - 13,4 <1
TCMDC-134180 6,90 4,38 >25 >3
TCMDC-134230 >10 - 14,8 <2
TCMDC-134265 2,07 1,46 >25 >12
TCMDC-134315 0,38 0,21 11,66 30
TCMDC-134383 1,62 0,31 12,9 8
TCMDC-134432 1,26 0,43 7,22 6
TCMDC-134437 0,46 0,21 5,3 12
TCMDC-134441 0,31 0,04 6,4 21
TCMDC-134442 0,42 0,07 4,9 12
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/1C5, P.
falciparum
1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM)
TCMDC-134443 0,34 0,03 7,4 22
TCMDC-134445 0,69 0,11 8,3 12
TCMDC-134446 0,61 0,11 11,3 19
TCMDC-134447 0,23 0,07 9,5 41
TCMDC-134670 2,51 0,23 >25 >110
TCMDC-134684 1,04 1,05 3.4 3
TCMDC-134690 0,26 0,02 <1,56 <6
TCMDC-134719 2,78 0,83 >25 >9
TCMDC-134776 >10 0,00 13,6 <1
TCMDC-134862 >10 0,00 111 <1
TCMDC-134893 5,30 - 6,3 1
TCMDC-134991 0,70 0,03 3,15 5
TCMDC-135110 2,51 2,04 >25 >10
TCMDC-135122 0,70 0,20 6,94 10
TCMDC-135184 1,43 1,49 >25 >18
TCMDC-135234 3,04 191 >25 >8
TCMDC-135244 0,30 0,19 <1,56 <5
TCMDC-135281 0,35 0,11 35 10
TCMDC-135308 2,66 - >25 >9
TCMDC-135397 0,61 0,31 >25 >41
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/1C5, P.
I1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM) faICiparum
TCMDC-135398 0,15 - 3,23 12
TCMDC-135406 0,72 0,60 5,58 8
TCMDC-135478 0,67 0,26 7,16 11
TCMDC-135496 1,25 0,30 3,72 3
TCMDC-135561 3,37 1,34 4,37 1
TCMDC-135853 0,90 0,39 31 3
TCMDC-136011 2,39 1,02 31 1
TCMDC-136190 0,44 0,13 5,9 14
TCMDC-136193 2,17 0,02 14,5 7
TCMDC-136195 3,52 0,02 24,7 7
TCMDC-136216 1,40 - 5,61 4
TCMDC-136244 0,71 0,13 6,81 10
TCMDC-136259 4,35 5,08 6,4 1
TCMDC-136289 0,53 0,37 >25 >47
TCMDC-136307 0,47 0,11 >25 >53
TCMDC-136349 0,85 0,40 6,97 8
TCMDC-136384 2,42 0,18 6,7 3
TCMDC-136467 0,90 - 5,87 7
TCMDC-136481 >10 - 6,5 <1
TCMDC-136560 1,64 1,63 >25 >15
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC,, Pf gametocitos Citotoxicidad en
B HepG2 IC5o HepG2/ICs, P.
1Cso (MM) media SD 1C5o (UM) faICiparum
TCMDC-136642 0,33 0,13 >25 >77
TCMDC-136656 3,28 0,53 6,6 2
TCMDC-136678 0,33 0,23 16,66 50
TCMDC-136727 0,95 0,63 4,73 5
TCMDC-136869 1,66 - 12,5 8
TCMDC-137004 5,44 4,26 1,58 0
TCMDC-137169 0,10 0,03 2,8 28
TCMDC-137197 0,69 0,03 3,67 5
TCMDC-137198 0,14 0,01 1,62 12
TCMDC-137201 0,22 0,13 6,2 28
TCMDC-137255 1,02 0,08 5,8 6
TCMDC-137259 0,21 - 4,9 23
TCMDC-137261 0,33 0,14 >25 >75
TCMDC-137274 0,37 0,11 53 14
TCMDC-137281 2,80 - 3,04 1
TCMDC-137281 0,67 0,36 2,8 4
TCMDC-137282 0,03 0,01 3 113
TCMDC-137317 1,37 0,31 3,3 2
TCMDC-137319 0,08 0,01 <1,56 <19
TCMDC-137324 0,15 0,03 0,75 5
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

ICs, Pf gametocitos Citotoxicidad en
VIS D HepG2 ICso HepG2/1Cs, P.
falciparum
1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM)
TCMDC-137340 0,25 0,01 <1,56 <6
TCMDC-137354 2,30 - 4,49 2
TCMDC-137442 0,75 0,18 19 25
TCMDC-137452 0,22 - 1,6 7
TCMDC-137453 0,31 0,36 12,8 41
TCMDC-137455 0,24 - 3,53 15
TCMDC-137456 0,45 0,12 6,8 15
TCMDC-137457 0,28 0,04 14 50
TCMDC-137461 0,55 - 19 35
TCMDC-137476 1,88 1,72 19,33 10
TCMDC-137479 1,32 0,61 3,39 3
TCMDC-137483 0,91 0,08 5,8 6
TCMDC-137503 0,05 - >25 >500
TCMDC-137569 1,19 0,03 12,68 11
TCMDC-137578 0,66 - 5 8
TCMDC-137612 0,42 0,10 6,1 14
TCMDC-137614 0,51 0,43 >25 >49
TCMDC-137615 0,29 0,20 >25 >86
TCMDC-137619 0,31 0,27 5,39 17
TCMDC-137621 0,05 0,04 19 36
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Tabla 5. Resultados de ICsy en gametocitos de P.

proporcion entre ambos (cont.)

falciparum, en la linea celular HepG2 y la

IC5y Pf gametocitos

Citotoxicidad en

TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/1C5, P.
1C5o (UM) media SD 1C5o (UM) faICiparum
TCMDC-137631 0,51 0,05 3,06 6
TCMDC-137703 0,89 0,25 6,3 7
TCMDC-137723 0,39 0,29 6,6 17
TCMDC-137734 1,21 1,32 55 5
TCMDC-137750 1,03 0,42 2,9 3
TCMDC-137751 1,08 0,30 3,74 3
TCMDC-137759 0,17 0,02 <1,56 <9
TCMDC-137763 0,23 - 1,65 7
TCMDC-137771 0,14 0,03 20,07 143
TCMDC-137791 0,70 - 1,75 3
TCMDC-137795 1,05 0,21 4,7 4
TCMDC-137796 0,29 0,19 3,4 12
TCMDC-137797 0,67 0,20 3 4
TCMDC-137802 0,28 - 3,74 13
TCMDC-137803 0,47 0,44 >25 >54
TCMDC-137813 1,45 1,31 1,6 1
TCMDC-137816 0,37 0,01 3,04 8
TCMDC-137817 0,42 0,03 3,83 9
TCMDC-137827 1,15 0,54 3,2 3
TCMDC-137832 0,41 0,09 55 14
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/1C5, P.
1C5o (UM) media SD 1C5o (UM) faICiparum

TCMDC-137838 0,50 - 3,19 6

TCMDC-137842 0,31 0,05 3,2 10
TCMDC-137843 0,32 0,03 4,25 13
TCMDC-137845 0,50 - 3 6

TCMDC-137848 0,08 0,03 31 39
TCMDC-137853 0,06 0,02 3 55
TCMDC-137869 0,08 0,02 3,36 40
TCMDC-137895 1,50 1,96 >25 >17
TCMDC-137903 2,35 0,50 75 3

TCMDC-137905 0,23 0,11 5,72 25
TCMDC-137907 0,16 0,08 17 106
TCMDC-137908 0,05 0,03 4,68 94
TCMDC-137909 0,11 0,01 6,28 60
TCMDC-137913 0,96 0,50 16,4 17
TCMDC-137914 1,11 0,18 13,7 12
TCMDC-137915 0,25 0,20 3,59 14
TCMDC-137935 0,79 - 5.32 7

TCMDC-137939 0,75 0,57 2,7 4

TCMDC-137944 0,11 0,05 3,39 32
TCMDC-137952 0,08 0,02 2,6 31
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/ICs, P.
falciparum
I1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM)
TCMDC-137953 1,54 0,86 3,2 2
TCMDC-137961 >5 - 3,14 <1
TCMDC-137963 0,48 0,08 3,3 7
TCMDC-137965 0,14 2,38 17
TCMDC-137966 0,34 0,04 31 9
TCMDC-137972 0,10 0,02 1,88 18
TCMDC-137977 0,55 0,07 3,26 6
TCMDC-137979 1,30 - 5,65 4
TCMDC-137984 0,21 0,04 3,85 19
TCMDC-138009 0,80 0,30 9,92 12
TCMDC-138015 0,25 0,06 3,1 12
TCMDC-138172 0,40 - <1,56 <4
TCMDC-138177 2,00 0,18 9,5 5
TCMDC-138186 0,22 0,08 8,18 38
TCMDC-138205 0,48 0,27 3,11 6
TCMDC-138218 0,20 0,07 14,47 72
TCMDC-138334 0,30 7,62 25
TCMDC-138370 4,87 5,73 13,6 3
TCMDC-138399 0,33 0,01 7,57 23
TCMDC-138416 0,48 - 3,6 8
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/1C5, P.
falciparum
I1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM)
TCMDC-138493 0,22 0,05 4,49 20
TCMDC-138494 0,40 0,06 10,59 26
TCMDC-138539 2,68 - 4,2 2
TCMDC-138616 0,32 0,05 5,17 16
TCMDC-138676 0,40 - 0,8 2
TCMDC-138677 0,60 - <1,56 <3
TCMDC-138723 1,42 - >25 >18
TCMDC-138754 0,11 0,01 4,33 39
TCMDC-138757 0,02 0,00 <1,56 <88
TCMDC-138771 0,63 0,11 6,59 10
TCMDC-138854 2,93 0,91 3,7 1
TCMDC-138859 1,17 1,39 3,3 3
TCMDC-138958 0,68 0,14 3 4
TCMDC-138967 0,70 - 4.4 6
TCMDC-138967 0,47 0,45 2,6 6
TCMDC-139064 1,83 0,45 9,4 5
TCMDC-139204 1,08 0,27 34 3
TCMDC-139222 1,00 0,04 >25 >25
TCMDC-139278 0,27 0,12 2,98 11
TCMDC-139286 0,56 0,12 13,98 25
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/1C5, P.
falciparum
I1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM)
TCMDC-139559 1,43 0,39 >25 >17
TCMDC-139597 8,63 - 3,8 0,4
TCMDC-139606 1,27 0,34 5,27 4
TCMDC-139607 0,68 0,21 <1,56 <2
TCMDC-139648 0,61 0,49 4,18 7
TCMDC-139652 1,02 0,21 7,08 7
TCMDC-139659 0,57 0,09 3,15 6
TCMDC-139678 1,40 0,18 2,3 2
TCMDC-139725 0,26 0,24 17,3 67
TCMDC-139750 0,62 0,01 2,4 4
TCMDC-139790 0,31 0,02 3,3 11
TCMDC-139798 0,82 0,02 4,5 6
TCMDC-139799 1,66 0,11 6,59 4
TCMDC-139800 0,43 0,05 3,2 7
TCMDC-139805 0,61 0,05 35 6
TCMDC-139816 0,30 0,01 4,18 14
TCMDC-139817 0,57 0,18 6,75 12
TCMDC-139819 0,42 0,05 4,5 11
TCMDC-139839 0,47 0,19 17,2 36
TCMDC-139844 1,39 0,29 35 3
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 ICso HepG2/ICs, P.
falciparum
I1C5o (MM) media SD 1C5o (ULM)
TCMDC-140009 5,43 0,27 4,1 1
TCMDC-140017 0,10 0,01 <1,56 <16
TCMDC-140123 0,41 0,16 3,99 10
TCMDC-140136 0,20 - 7,21 36
TCMDC-140137 1,45 0,30 2,95 2
TCMDC-140483 1,56 0,82 >25 >16
TCMDC-140496 1,71 1,27 5 3
TCMDC-140532 0,78 0,04 7,54 10
TCMDC-140541 0,56 0,32 7,47 13
TCMDC-140543 0,81 0,05 7,17 9
TCMDC-140544 0,74 0,18 6,39 9
TCMDC-140545 0,63 0,46 6,65 11
TCMDC-140546 1,00 0,24 6,99 7
TCMDC-140553 0,54 0,35 55 10
TCMDC-140554 0,60 - 4,55 8
TCMDC-140555 0,81 0,38 7,5 9
TCMDC-140558 0,70 0,16 >25 >36
TCMDC-140559 0,54 0,33 5,39 10
TCMDC-140560 0,54 0,06 6 11
TCMDC-140567 0,85 0,36 7,1 8
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC,, Pf gametocitos Citotoxicidad en
TCAMS ID HepG2 IC5o HepG2/ICs, P.
falciparum
ICso (MM) media SD 1C5o (UM)
TCMDC-140568 0,89 0,10 5,6 6
TCMDC-140592 0,66 0,31 15,78 24
TCMDC-140605 0,18 0,03 14,26 81
TCMDC-140608 >10 - 6,6 <1
TCMDC-140618 1,31 0,55 7,42 6
TCMDC-140626 0,35 0,23 6,4 18
TCMDC-140628 1,66 1,07 1,81 1
TCMDC-140633 1,78 0,50 16,75 9
TCMDC-140643 0,41 0,26 18,24 44
TCMDC-140677 0,59 0,42 6,13 10
TCMDC-140737 0,50 0,08 6,8 14
TCMDC-140964 0,17 0,04 14,4 83
TCMDC-141357 3,43 0,33 6,7 2
TCMDC-141381 0,27 0,17 7,5 28
TCMDC-141443 0,39 0,04 6,7 17
TCMDC-141446 1,00 0,20 6,47 6
TCMDC-141449 0,63 0,36 6,2 10
TCMDC-141450 0,99 0,77 7.8 8
TCMDC-141552 0,90 0,17 9,27 10
TCMDC-141558 3,71 0,79 54 1
TCMDC-141583 3,48 1,29 9,5 3
TCMDC-141592 2,34 0,30 4,2 2
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Tabla 5. Resultados de ICs, en gametocitos de P. falciparum, en la linea celular HepG2 y la
proporcion entre ambos (cont.)

IC,, Pf gametocitos Citotoxicidad en
S HepG2 IC5o HepG2/1Cs, P.
falciparum
I1Cso (UM) media SD 1C5o (UM)
TCMDC-141633 1,00 0,81 17,3 17
TCMDC-141784 0,23 0,06 8,47 37
TCMDC-141785 1,13 0,88 3,52 3
TCMDC-141931 1,18 0,16 14,5 12
TCMDC-141973 0,27 0,07 7,8 29
TCMDC-142070 9,41 0,72 0,19 0
TCMDC-142218 0,77 0,54 7,86 10
TCMDC-142246 0,21 0,09 12,6 61
TCMDC-142289 0,41 0,07 8,03 20
TCMDC-142295 0,20 - 11,7 59
TCMDC-142296 0,60 0,23 7,6 13

A partir de estos 373 compuestos se llevo a cabo una nueva seleccion en base a
dos parametros: tener una ICs, frente a gametocitos menor de 2 uM y que el cociente
entre citotoxicidad en HepG2 y actividad en P. falciparum fuese mayor de 10. Como
resultado de este filtro, 98 compuestos (tasa de éxito 0,74%) fueron progresados para

subsiguientes analisis (Tabla 6)
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Tabla 6. Compuestos seleccionados por su potencia frente a P.
comparada con células de mamifero

falciparum y su selectividad

TCAMS ID

Estructura

TCAMS ID

Estructura

TCMDC-123475

TCMDC-123792

TCMDC-123865

TCMDC-123885

TCMDC-123886

TCMDC-124178

TCMDC-124379

TCMDC-124478

TCMDC-124542

s HyC
N/>—S ' CH,
N/ \ S

\:N

TCMDC-124790

TCMDC-124791

TCMDC-124805

TCMDC-124917

TCMDC-124918

TCMDC-125004

TCMDC-125114

TCMDC-125133

TCMDC-125289
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Tabla 6. Compuestos seleccionados por su potencia frente a P. falciparum y su selectividad
comparada con células de mamifero (cont.)

TCAMS ID

Estructura

TCAMS ID

Estructura
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Tabla 6. Compuestos seleccionados por su potencia frente a P. falciparum y su selectividad
comparada con células de mamifero (cont.)
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Tabla 6. Compuestos seleccionados por su potencia frente a P. falciparum y su selectividad
comparada con células de mamifero (cont.)

TCAMS ID Estructura TCAMS ID Estructura
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Tabla 6. Compuestos seleccionados por su potencia frente a P. falciparum y su selectividad
comparada con células de mamifero (cont.)

TCAMS ID Estructura TCAMS ID Estructura
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3.2.3. Filtrado quimico, busqueda de analogos y seleccion de moléculas

desarrollables como farmacos

El panel de 98 compuestos seleccionados fue reducido en base a sus propiedades
fisico-quimicas con el fin de escoger las moléculas con mas posibilidades de ser
desarrolladas como farmacos. Este proceso se realiz6 en base a criterios como un peso
molecular < 500, cLogP < 5, nimero de anillos aromaticos < 4, numero de enlaces con
rotacion libre < 10, numero de aceptores de enlaces por puentes de hidrogeno < 10 y
namero de donadores de enlaces por puentes de hidrogeno < 5 (Figura 30). Estos

compuestos y sus principales propiedades fisico-quimicas se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Principales propiedades fisico-quimicas del panel de 98 compuestos. anillos: numero
de anillos aromaticos; carga = carga de la molécula; clogp = cLogP; rmc: refractividad molar
calculada; aeh: numero de aceptores de enlaces de hidrogeno; deh: nimero de donadores de
enlaces de hidrogeno; a pesados: niimero de atomos pesados; peso mol: peso molecular; er:
numero de enlaces rotatorios; aspt: area de la superficie polar topologica

TCAM ID anillos carga clogp rmc aeh deh  apesados peso mol er aspt

TCMDC-125521 2 0 2,816 8,056 3 2 19 274,32 1 49,31
TCMDC-125520 2 0 4,1 9,432 3 2 21 298,41 3 49,31
TCMDC-131271 3 0 5,203 13,061 2 4 31 441 13 64,52
TCMDC-123475 1 0 1,21 6,457 3 2 14 208,28 1 49,31
TCMDC-131806 2 0 7,032 16,771 2 4 40 587,63 13 102,96
TCMDC-131807 2 0 6,664 17,508 0 6 42 617,66 15 127,02
TCMDC-131811 2 0 8,322 18,081 2 6 44 641,68 11 127,02
TCMDC-131812 2 0 9,11 18,436 2 6 44 645,71 17 127,02
TCMDC-131816 2 0 10,174 19,992 0 6 48 738,62 15 127,02
TCMDC-131817 2 0 8,718 18,436 0 6 44 645,71 19 127,02
TCMDC-131821 2 0 14,136 23,129 0 6 54 826,82 27 127,02
TCMDC-131825 2 0 4,664 13,877 0 1 35 478,62 7 52,19
TCMDC-125531 2 0 4,948 13,902 0 1 35 480,64 7 52,19
TCMDC-125491 3 0 7,882 15,392 2 0 38 516,67 14 59,08
TCMDC-125487 2 0 3,885 8,996 3 2 20 304,8 2 49,31
TCMDC-132071 2 0 3,929 9,981 1 0 28 413,82 4 38,77
TCMDC-132251 3 0 4,379 15,207 2 2 38 535,7 10 79,9

TCMDC-132295 3 0 3,698 14,472 2 2 37 527,65 11 79,9

TCMDC-132809 5 0 5,644 13,53 1 3 32 438,59 7 66,73
TCMDC-132811 5 0 6,048 13,768 1 3 36 486,53 6 66,73
TCMDC-132815 5 0 5,029 13,257 1 3 32 418,53 6 66,73
TCMDC-132859 4 0 4,751 12,793 1 3 31 411,54 7 55,98
TCMDC-132860 4 0 5,102 12,808 1 3 32 429,53 7 55,98
TCMDC-132863 4 0 5,102 12,808 1 3 32 429,53 7 55,98
TCMDC-132864 4 0 5,901 13,303 1 3 35 479,54 6 55,98
TCMDC-132867 4 0 5,381 13,256 1 3 32 425,57 6 55,98
TCMDC-132869 4 0 5,204 12,617 1 3 31 435,56 7 55,98
TCMDC-132872 4 0 5,901 13,303 1 3 35 479,54 7 55,98
TCMDC-133343 3 0 1,943 9,975 3 2 26 370,42 3 102,51
TCMDC-133351 3 0 2,048 9,611 3 1 25 355,41 3 95,17
TCMDC-125289 3 0 4,561 13,096 2 1 33 464,58 7 67,87
TCMDC-125200 3 0 4,079 10,024 3 1 27 387,82 7 86,48
TCMDC-133920 4 0 7,614 15,029 1 1 36 478,67 7 35,16
TCMDC-125133 3 0 3,694 10,232 3 2 27 367,4 5 93,19
TCMDC-125114 4 0 4,772 11,31 3 2 27 441,34 5 74,43
TCMDC-125004 4 0 4,229 9,896 1 2 26 347,37 4 90,38
TCMDC-124918 4 0 4,375 9,983 3 1 25 349,82 2 55,11
TCMDC-124917 4 0 4,44 9,955 3 1 25 329,4 2 55,11
TCMDC-134315 4 0 3,069 10,926 1 2 27 357,45 2 70,83
TCMDC-125550 4 0 5,904 12,759 3 2 32 444,91 5 71,45
TCMDC-134446 3 0 7,047 13,709 1 1 32 467,07 6 32,34
TCMDC-124805 2 0 3,701 9,009 2 0 27 382,33 4 79,27
TCMDC-124791 3 0 3,194 11,124 2 0 28 377,48 5 47,36
TCMDC-124790 3 0 3,893 10,987 2 0 28 379,47 4 38,13
TCMDC-135184 4 0 4,17 12,345 3 2 31 431,51 5 94,31
TCMDC-135397 4 0 5,847 15,792 3 2 40 577,09 9 92,79
TCMDC-123792 3 0 4,206 10,028 2 1 28 456,23 3 46,92
TCMDC-123886 4 0 4,878 10,336 3 1 26 359,81 3 54,88
TCMDC-123865 4 0 3,765 13,352 4 2 36 492,53 6 147

TCMDC-123885 3 0 3,314 7,747 3 1 19 288,76 3 50,7
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Tabla 7. Principales propiedades fisico-quimicas del panel de 98 compuestos. anillos: numero
de anillos aromaticos; carga = carga de la molécula; clogp = cLogP; rmc: refractividad molar
calculada; aeh: numero de aceptores de enlaces de hidrogeno; deh: nimero de donadores de
enlaces de hidrogeno; a pesados: niimero de atomos pesados; peso mol: peso molecular; er:
numero de enlaces rotatorios; aspt: area de la superficie polar topologica (cont.)

TCAM ID anillos carga clogp rmc aeh deh  apesados peso mol er aspt
TCMDC-136289 5 0 6,002 12,255 4 1 31 406,48 3 68,52
TCMDC-136307 4 0 2,724 11,25 3 2 28 391,49 5 88,84
TCMDC-136560 3 0 0,859 10,964 4 2 29 397,47 6 98,89
TCMDC-136642 4 0 4,216 12,344 2 3 31 414,5 8 97,98
TCMDC-124542 3 0 2,274 7,764 4 1 18 295,41 2 77,58
TCMDC-136678 4 0 4,863 13,314 3 2 33 483,39 7 74,56
TCMDC-124478 4 0 4,625 9,983 3 1 25 349,82 1 55,11
TCMDC-124436 3 0 4,086 10,646 3 0 27 399,85 5 79,02
TCMDC-125539 4 0 4,229 8,367 3 0 19 301,41 2 38,67
TCMDC-124379 5 0 5,673 12,107 3 2 32 449,47 6 67,27
TCMDC-137261 3 0 10,28 18,433 0 2 40 764,52 12 42,52
TCMDC-137442 1 0 4,827 8,439 1 0 19 255,35 5 21,59
TCMDC-137453 3 0 4,435 12,33 1 4 30 399,53 10 84,65
TCMDC-137457 2 0 5,517 9,957 0 2 23 349,25 5 45,11
TCMDC-137461 3 0 7,44 12,156 0 1 28 377,57 12 28,16
TCMDC-137476 3 0 4,261 11,137 0 1 27 384,9 5 40,63
TCMDC-137503 6 0 11,37 17,266 0 2 42 599,55 11 68,3
TCMDC-137569 3 0 5,073 12,348 0 1 29 390,56 9 31,4
TCMDC-137614 2 0 6,063 15,248 0 6 37 510,71 14 114,28
TCMDC-137615 2 0 5,249 14,32 0 6 35 482,66 12 114,28
TCMDC-137771 3 0 6,217 12,032 2 2 29 389,54 8 53,08
TCMDC-137803 2 0 8,067 14,105 0 2 35 472,62 6 67,24
TCMDC-137895 2 0 1,81 9,221 4 2 21 299,39 4 62,2
TCMDC-137907 1 0 1,589 8,002 4 2 18 266,36 5 58,54
TCMDC-137913 4 0 6,422 11,674 0 2 28 370,49 9 49,84
TCMDC-137914 6 0 7,816 18,815 0 2 44 580,8 12 30,54
TCMDC-138218 6 0 10,312 16,339 0 2 40 571,5 9 68,3
TCMDC-124178 2 0 6,252 10,588 2 0 28 446,25 0 104,11
TCMDC-138494 3 0 5,651 14,733 3 2 37 504,67 10 84,43
TCMDC-138723 4 0 4,666 14,279 4 3 38 520,58 8 155,79
TCMDC-139222 4 0 6,978 12,682 2 2 31 435,95 7 57,62
TCMDC-139286 3 0 4,321 10,039 0 2 25 337,42 8 69,4
TCMDC-139559 4 0 3,005 13,44 3 8 34 492,58 5 190,71
TCMDC-139725 5 0 5,365 12,245 4 2 30 428,53 3 75,62
TCMDC-139839 2 0 7,204 15,947 2 3 38 525,77 17 96
TCMDC-140483 2 0 3,879 12,99 0 2 30 408,62 11 30,54
TCMDC-140558 2 0 6,15 16,559 1 1 39 532,8 15 38,82
TCMDC-140592 3 0 5,702 14,323 1 2 34 458,64 11 47,61
TCMDC-140605 3 0 4,975 16,656 1 2 40 539,75 11 50,85
TCMDC-140643 3 0 4,545 14,574 0 2 34 456,67 12 30,54
TCMDC-125802 4 0 5,792 11,479 5 3 31 416,39 4 146,08
TCMDC-125769 3 0 3,061 7,719 3 1 19 268,34 3 50,7
TCMDC-140964 5 0 8,082 19,365 4 0 52 718,76 15 76,26
TCMDC-141633 3 0 5,786 12,94 3 3 36 505,51 8 85,42
TCMDC-141931 4 0 3,806 15,548 3 3 39 543,06 5 105,28
TCMDC-125849 2 0 4,948 13,902 0 1 35 480,64 7 52,19
TCMDC-142246 1 0 2,338 4,815 1 0 10 263,91 0 17,07
TCMDC-142295 3 0 3,313 7,925 1 1 21 281,27 2 97,87
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El resultado de esta seleccion sobre 98 moléculas fue una lista de 56 compuestos
(tasa de obtencion de moléculas positivas 0,52%) con actividad frente a gametocitos
maduros, selectividad sobre el parasito frente a células de mamifero y un perfil de
propiedades fisico-quimicas adecuadas para ser desarrollados como farmacos. Su
actividad bioldgica y sus propiedades fisico-quimicas se muestran en las Figuras 32 y

33, respectivamente.

Las tasas de obtencion de moléculas positivas obtenidas en este trabajo de
evaluacion de los compuestos TCAMS ensayados a 5 uM (10,57%) y a 1 uM (2,82%)
son altas comparadas con los valores tipicos en evaluaciones de compuestos al azar
(0,1-5%) [119]. Estos elevados indices pueden ser explicados como resultado de un
enriquecimiento de las propiedades antimaldricas de la coleccion de salida ya que el
TCAMS esta enteramente compuesto por moléculas activas frente a estadios asexuales

de Plasmodium.
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TCMDC-137453
TCMDC-136642
TCMDC-136678
TCMDC-125531
TCMDC-134315
TCMDC-125289
TCMDC-124791
TCMDC-136307
TCMDC-123886
TCMDC-125539
TCMDC-132869
TCMDC-125133

TCMDC-132864 |
TCMDC-123475 [
TCMDC-133351 ||
0,75 >25 TCMDC-137569 [
17 TCMDC-133343 |1
TCMDC-135184 [
TcMDC-132863 [
>25 TCMDC-137895 [
>25 TCMDC-136560 [
1,56 >25 TcMmpC-123792 [
0,75 >25 TcMDC-137476 [0
0,73 >25 TcMpC-124917 0
>25 TcMDC-124918 [0
>25 TcMpe-132071

1,03 18
>25
>25
>25
>25

0,90 24
>25
>25
>25

19
>25

0,65 >25

- >25

Figura 32. Perfil biologico de los 56 compuestos priorizados. Las barras y la intensidad de
color representan la potencia del compuesto frente a los gametocitos de P. falciparum, estadios
asexuales y citotoxicidad
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Figura 33. Representacion en tres dimensiones de las estructuras, propiedades y actividad
parasitologica de algunos de los 56 compuestos priorizados y sus andlogos en el TCAMS. Los
compuestos seleccionados estan representados como esferas mientras que los correspondientes
analogos (mostrados al mismo cLogP y peso molecular que sus compuestos propuestos, pero
con su propio valor de inhibicion) estan representados como cubos

La clasificacion de estructuras similares en agrupaciones se considera una
herramienta util en el proceso de descubrimiento de drogas. En este trabajo se han
seguido dos aproximaciones diferentes para analizar el espacio quimico del TCAMS

alrededor de los 56 compuestos priorizados.

1. La Busqueda Computacional de Andlogos basada en la Similitud (CSA)
identifico 25 grupos con 434 andlogos asociados y 14 moléculas sin analogos
o0 “singletone”.

2. La Indexacion de compuestos en Quimica Médica basada en Subestructuras
(MCSI) identifico 36 grupos con 1252 andlogos asociados dentro del

TCAMS y 6 moléculas sin analogos o “singletone”.
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En cada grupo quimico, los analogos correspondientes presentaron diferentes
patrones de sustitucion alrededor de la subestructura comin, maximizando las
probabilidades de establecer relaciones estructura-actividad para cada subestructura
quimica. Esto nos permite guiar la estrategia quimica para encontrar el mejor compuesto

dentro de una serie.

Las herramientas quimioinformaticas CSA y MCSI han sido aplicadas para
clasificar las moléculas seleccionadas. Mientras que el método CSA fue mas eficiente
para el objetivo de expansion de compuestos positivos mediante la identificacion de
analogos activos, la estrategia MCSI fue la aproximacion de eleccidon para construir
relaciones estructura-actividad alrededor de un armazén comun lo que resulta muy util

en aproximaciones basadas en ensayos fenotipicos como es el caso del TCAMS.

El andlisis estructural de los compuestos positivos mostré que algunos
compuestos incluian estructuras conocidas (tipo quinacrina en el TCMDC-137476 y
TCMDC-137569) y doble sub-estructuras antimalaricas (tipo amodiaquina + tipo
quinacrina en TCMDC-139222). Algunos otros quimiotipos descritos recientemente
fueron también encontrados (tipo SAHH2 en TCMDC-123865 [120]; tipo MMV390048
en TCMDC133343 y TCMDC-133351 [121]; compuesto tipo 13 en TCMDC-125539
[122]; compuesto tipo C2-1 en TCMDC-123792 [123] y tipo SJ733 en TCMDC-125289
[124]. No obstante, la mayoria de las moléculas seleccionadas fueron nuevas estructuras

no conectadas a ninguna estructura clasica o recientemente descrita.

La coleccion TCAMS ofrece informacion de dianas para cada compuesto, si se
dispone de ella. Dos compuestos incluidos en el panel de 56 moléculas priorizadas
(TCMDC-123885 y TCMDC-125769) han sido reportados como inhibidores de
KCa2.2, un canal de potasio dependiente de calcio. Recientes andlisis bioinformaticos
sugieren la presencia de canales de potasio activados por calcio en el genoma de P.
falciparum [125]. Existe, también, una anotacion de diana para TCMDC-123886 que se
ha reportado como un ligando del receptor de adenosina A3. Estos receptores estan
presentes en casi todos los organismos eucaridticos incluidos insectos y plantas [126] si
bien hay pocas evidencias de receptores acoplados con proteina G (GPCRs) en P.
falciparum. Por lo tanto, es preciso realizar mas estudios para validar o excluir la
adenosina A3 como diana en P. falciparum. Por tltimo, TCMDC-123792, TCMDC-
125289 [123, 124] y TCMDC-125133 [127], corresponden a quimiotipos que han sido
caracterizados como inhibidores de una ATPasa de tipo P de P. falciparum (PfATP4).
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Los restantes 50 compuestos priorizados carecen de informacidén sobre sus
dianas, por lo que estos resultados podran ser usados como nuevos puntos de partida
para el descubrimiento de drogas innovadoras frente a la malaria y estimular

consiguientes investigaciones en la prevencion de la transmision de la enfermedad.
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Tabla 8. Analisis quimico de los 56 compuestos priorizados mediante los métodos CSA y
MCSI. “TCAMS ID” representa la referencia de los compuestos del TCAMS. “Grupo CSA” se
refiere a cada grupo de compuestos relacionados establecido mediante el modelo de “Busqueda
Computacional de Analogos basada en la Similitud”. “N GR CSA” es el nimero de grupo
quimico asignado segun la aproximacion CSA. “Grupo MCSI” describe a cada grupo de
moléculas relacionadas establecido por la aproximacion “Indexacion de compuestos en Quimica
Meédica basada en Subestructuras” y “N GR MCSI” indica el numero de grupo segin la
estrategia MCSI

N GR N GR
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Tabla 8. Analisis quimico de los 56 compuestos priorizados mediante los métodos CSA y
MCSI. “TCAMS ID” representa la referencia de los compuestos del TCAMS. “Grupo CSA” se
refiere a cada grupo de compuestos relacionados establecido mediante el modelo de “Busqueda
Computacional de Analogos basada en la Similitud”. “N GR CSA” es el nimero de grupo
quimico asignado segun la aproximacion CSA. “Grupo MCSI” describe a cada grupo de
moléculas relacionadas establecido por la aproximacion “Indexacion de compuestos en Quimica
Meédica basada en Subestructuras” y “N GR MCSI” indica el numero de grupo segin la

estrategia MCSI (cont.)
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Tabla 8. Analisis quimico de los 56 compuestos priorizados mediante los métodos CSA y
MCSI. “TCAMS ID” representa la referencia de los compuestos del TCAMS. “Grupo CSA” se
refiere a cada grupo de compuestos relacionados establecido mediante el modelo de “Busqueda
Computacional de Analogos basada en la Similitud”. “N GR CSA” es el nimero de grupo
quimico asignado segun la aproximacion CSA. “Grupo MCSI” describe a cada grupo de
moléculas relacionadas establecido por la aproximacion “Indexacion de compuestos en Quimica
Meédica basada en Subestructuras” y “N GR MCSI” indica el numero de grupo segin la

estrategia MCSI (cont.)

TCAMS ID hég: Grupo CSA Grupo MCSI '\l\lllgg TCAMS ID
TCMDC-125114 23 35 TCMDC-125114
TCMDC-134446 24 8 TCMDC-134446
TCMDC-125289 25 19 TCMDC-125289
TCMDC-125133 26 36 TCMDC-125133
TCMDC-125200 27 12 TCMDC-125200
TCMDC-136678 28 13 TCMDC-136678
TCMDC-131825; TCMDC-131825;
TCMDC-125849; 29 24 TCMDC-125849;
TCMDC-125531 TCMDC-125531
TCMDC-132071 30 29 TCMDC-132071
TCMDC-137442 31 30 TCMDC-137442
TCMDC-133343; 32 25 TCMDC-133343;

TCMDC-133351

TCMDC-133351
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Tabla 8. Analisis quimico de los 56 compuestos priorizados mediante los métodos CSA y
MCSI. “TCAMS ID” representa la referencia de los compuestos del TCAMS. “Grupo CSA” se
refiere a cada grupo de compuestos relacionados establecido mediante el modelo de “Busqueda
Computacional de Analogos basada en la Similitud”. “N GR CSA” es el nimero de grupo
quimico asignado segun la aproximacion CSA. “Grupo MCSI” describe a cada grupo de
moléculas relacionadas establecido por la aproximacion “Indexacion de compuestos en Quimica
Meédica basada en Subestructuras” y “N GR MCSI” indica el numero de grupo segin la

estrategia MCSI (cont.)
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3.2.4. Confirmacion del potencial de bloqueo de la transmision

mediante el ensayo “Standard Membrane Feeding Assay”

Aunque se encuentran publicados varios métodos para valorar la actividad
antimaldrica frente a gametocitos y han sido empleados para evaluar nuevos compuestos
[111, 115, 128-131], son muy pocos los que han sido validados mediante ensayos de
infectividad en mosquito. La actividad gametocitocida detectada por el ensayo de ATP
fue validada ex vivo utilizando el “Standard Membrane Feeding Assay”. Se determind la
actividad de una seleccion de seis moléculas en la prevencion del desarrollo del ciclo de
P. falciparum en el mosquito. Esta eleccion busco diferentes niveles de actividad frente
a los gametocitos, que variaban en un rango de 0,12 a 1,17 pM, y la representacion de
diversidad estructural dentro del espacio de los compuestos que presentaron propiedades
para ser desarrollados como farmacos. Las moléculas fueron seleccionadas para ser
evaluadas en mosquitos Anopheles stephensi y su potencial actividad para bloquear la
transmision de la enfermedad fue determinada como el porcentaje de reduccion en la
prevalencia de la infeccién y la intensidad media de ooquistes comparada con los
controles tratados con DMSO. Como paso previo, se explor6é la capacidad de estos
compuestos para inhibir la exflagelacion de los gametos masculinos. Tras la exposicion
de los gametocitos a una concentracion equivalente al valor de ICyy obtenido en el
ensayo de ATP, los seis compuestos bloquearon la exflagelacion (superior al 88% de
inhibicion como se muestra en la Tabla 9). La Figura 34 y la Tabla 9 muestran la
capacidad de los compuestos seleccionados para prevenir la transmision de P.
falciparum por los mosquitos. La prevalencia de la infeccion tras exponer los
gametocitos a los compuestos vari6 entre el 5%y 0%, lo que corresponde a un bloqueo

de la transmision entre 95% y 100% (Figura 34).

La prevalencia de la infeccion observada en mosquitos sin tratar (control) fue del
94%. La inhibicion de la infeccion en el mosquito mostrd una excelente correlacion con
los valores de ICqy obtenidos in vitro (Tabla 9). Todos los compuestos produjeron una
reduccion del 100% en el nimero medio de ooquistes, demostrando una excepcional
actividad en la prevencion de la infeccion de los mosquitos Anopheles stephensi. Estos

hallazgos apoyan fuertemente el valor predictivo de esta metodologia.
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Inhib. exflagelacién (%) 97.7 99.20 98.30 97.00 88.00 97.30

Figura 34. Efecto de los compuestos seleccionados del TCAMS sobre la intensidad de
ooquistes tras el tratamiento de gametocitos maduros durante 48 horas. En la figura, cada punto
rojo representa el niumero total de ooquistes en un intestino de mosquito. La linea verde
simboliza el valor medio de la intensidad de ooquistes en la infeccion. La tabla debajo de la
grafica muestra el nimero total de mosquitos alimentados con la sangre parasitada y que han
sido diseccionados por cada tratamiento, el porcentaje de prevalencia de la infeccion y el
consiguiente porcentaje de bloqueo de la transmision, el porcentaje de reduccion de ooquistes y
el porcentaje de inhibicion de la exflagelacion tras 48 horas de tratamiento de los gametocitos.
Los porcentajes se han calculado mediante su normalizacion con el grupo control. Los
compuestos mostraron una disminucion estadisticamente representativa de la distribucion de
ooquistes comparada con el control (p<0,0001). Los datos mostrados son representativos de uno
de los dos experimentos independientes realizados
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Tabla 9. Resumen de los datos bioldgicos de los 6 compuestos evaluados en el SMFA

TCAMS ID

Estructura

N° de grupo

CSA

MCsI

ICs frente a
gametocitos
(um)

ICy frente a
gametocitos
(um)

% Inhib.
exflagelacion
alalCgy

% Reduccién
ooquistes SMFA

TCMDC-125487

TCMDC-125133

TCMDC-137453

TCMDC-123475

TCMDC-125849

TCMDC-125114

‘ = N, )-L
N S N cl
H H
Hy

15

26

16

14

29

23

15

36

31

21

24

35

0,27

0,54

031

1,17

0,12

0,67

25

10

2,5

98,3

88

97,3

97,7

99,2

97

100

100

100

100

100

100

La Malaria Box es una coleccion compuesta por moléculas que provienen del St.

Jude Children's
GlaxoSmithKline (140 moléculas pertenecientes al TCAMS). Esta coleccion ha sido

Research Hospital,

Novartis-GNF,

colecciones comerciales y

evaluada frente a gametocitos por varios grupos [111, 115, 130, 131], presentando un

bajo grado de coincidencia entre ellos. Un total de 53 compuestos del TCAMS fueron

identificados en los diferentes ensayos. Cuando se compararon con las moléculas que

nosotros priorizamos solo se encontraron 15 productos en comun lo que indica un alto

grado de novedad quimica para el set de compuestos presentados en este trabajo.

Sin embargo, ;cOmo encontrar respuesta a esa falta de coincidencia entre los

resultados generados por distintos grupos de investigacion? Esta pregunta gui6 nuestro

abordaje posterior.
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3.3. Influencia de las condiciones experimentales

Los ensayos que se emplean en la busqueda de nuevas moléculas con efecto en
formas sexuales se basan en el uso de diferentes marcadores y metodologias. La
ausencia de estandarizacion de los métodos de produccion de gametocitos y de las
técnicas de ensayo es la razén de que no se puedan comparar los resultados generados
por distintos grupos de investigacion. La idea més aceptada es que estas discrepancias
en la identificacion de nuevas moléculas se pueden producir porque cada ensayo valora
diferentes rutas metabolicas del parasito. Ademas, potenciales compuestos antimalaricos

se podrian perder porque son evaluados en un solo ensayo [132].

La hipotesis de este trabajo defiende que todos los métodos de viabilidad
validados deberian ser capaces de identificar las mismas moléculas activas frente a
gametocitos, teniendo en cuenta las limitaciones que las formas sexuales de
Plasmodium presentan (metabolismo bajo, no proliferacion). Una metodologia esta
compuesta por un marcador especifico y por unas determinadas condiciones
experimentales como son los medios de cultivo o el tiempo de exposicion del parasito al
compuesto, entre otros, que pueden afectar significativamente a los resultados. Esta
consideracion hace surgir la pregunta de qué resultados se obtendrian si cada marcador
se ensayara en distintas combinaciones de condiciones experimentales (Figura 35).
Esto permitiria determinar el peso de cada uno de los factores de la metodologia

experimental sobre los resultados.

En este trabajo se investigaron cinco métodos para medir la viabilidad de los
gametocitos, bien aceptados por la comunidad cientifica y publicados en revistas de

prestigio, que son empleados por diferentes grupos de investigacion.

La cepa empleada para realizar este estudio comparativo, P. falciparum
NF54HT GFP-luc, es una cepa derivada de NF54 que ha sido modificada genéticamente
en el laboratorio del Dr. Kappe (Seattle Biomedical Research Institute) para que exprese
la proteina verde fluorescente (GFP) y el enzima luciferasa de las luciérnagas, lo que
nos permitio realizar ensayos de analisis de imagen y de luminiscencia producida en la
reaccion luciferina-luciferasa. Estas proteinas se producen bajo el control del promotor
constitutivo “factor de elongacion 1 alfa” (EFla) [133] a lo largo de todo el ciclo vital

del parasito.
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Prastoblua

Figura 35. Representacion de las interacciones entre métodos de viabilidad y condiciones
experimentales

En el disefio de la bateria de condiciones experimentales se intentd que los

factores experimentales mas comunes descritos en la bibliografia quedaran

representados (Figura 36).

Figura 36. Valores de las condiciones experimentales que se han empleado en este estudio

Con este disefio experimental se testaron 23 compuestos procedentes del set de

56 moléculas priorizadas en el estudio del TCAMS [134] y que demostraron tener
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actividad frente a gametocitos con el método bioluminiscente de ATP. La descripcion
de los medios de cultivo esta en la seccion de Trabajo Experimental (4.5.).

La seleccion de estos compuestos sobre el total de 56 se baso unicamente en la
disponibilidad de producto sélido. Ademas se incluyd el compuesto NITD609 por su
gran potencia frente a formas sexuales; molécula de la que se ha descrito su diana que es
PfATP4, implicada en la homeostasis de sodio [135]. Cuatro compuestos control fueron

ensayados: epoxomicina, azul de metileno, thiostrepton y lumefantrina.

3.3.1. Influencia de la cepa de P. falciparum utilizada

Nuestra referencia para este estudio comparativo fueron los datos obtenidos con
la medida de ATP, la cepa P. falciparum 3D7A, 48 horas de exposicion y medio
RPMI_H suplementado con AlbuMax [134]. En estas condiciones experimentales
fueron identificados los 23 compuestos en cuestion. Puesto que este trabajo comparativo
se realizo con la cepa NF54HT GFP-luc, el primer paso consistio en investigar si el uso
de una cepa u otra podia modificar los resultados. En las Tablas 10-12 se muestran los
resultados a 1, 5 y 10 uM, respectivamente, con las cepas de P. falciparum 3D7A,
NF54HT GFP-luc y su parental NF54. La cepa 3D7A es un clon de la cepa NF54

obtenido por dilucién limite [136].
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Tabla 10. Resultados del ensayo bioluminiscente de ATP (% inhibicion), tras 48 horas de
exposicion con tres cepas de P. falciparum a una concentracion de 1 uM de los compuestos

Compuesto Concentracién Pf NF54 Media % Pf 3D7A Media % Pf NF54HT GFP-luc Media %
(um) Rep 1 Rep2 Inhibicion Rep 1 Rep? Inhibicion Rep1 Rep2 Inhibicién

TCMDC-125521 1 38 29 " 34 59 62 61 52 46 49
TCMDC-125520 1 79 79 i’ 79 84 83 84 78 81 79
TCMDC-131825 1 66 69 g 68 66 59 62 65 66 66
TCMDC-125531 1 71 75 i’ 73 74 71 73 71 69 70
TCMDC-125487 1 39 37 g 38 55 53 54 43 53 48
TCMDC-132071 1 -3 1 - -1 15 19 17 -7 7 0
TCMDC-125133 1 41 46 g 43 61 59 60 52 57 54
TCMDC-125114 1 38 48 g 43 75 76 75 65 63 64
TCMDC-134315 1 96 94 g 95 91 92 92 84 85 85
TCMDC-124791 1 81 79 i’ 80 88 87 88 78 76 77

NITD609 1 93 92 i’ 92 94 92 93 86 87 86
TCMDC-136307 1 59 70 g 65 63 63 63 85 85 85
TCMDC-136642 1 58 48 g 53 43 47 45 28 30 29
TCMDC-124436 1 98 98 i’ 98 97 97 97 92 93 93
TCMDC-123792 1 39 63 g 51 74 55 64 50 52 51
TCMDC-137442 1 60 92 g 76 75 77 76 61 64 63
TCMDC-137453 1 92 91 g 92 88 91 89 57 58 58
TCMDC-137476 1 43 41 i’ 42 45 54 49 49 68 58
TCMDC-137569 1 29 36 ’ 33 51 38 a4 9 7 8
TCMDC-124478 1 58 53 i’ 55 65 59 62 59 59 59
TCMDC-125849 1 73 67 g 70 70 67 69 71 73 72
TCMDC-142246 1 89 91 i’ 90 93 90 91 91 92 92
TCMDC-142295 1 97 98 g 97 96 96 96 97 97 97
TCMDC-124790 1 52 52 ’ 52 70 65 68 56 54 55

- Resultados y Discusion Pdgina 105



Tabla 11. Resultados del ensayo bioluminiscente de ATP (% inhibicion), tras 48 horas de
exposicion con tres cepas de P. falciparum a una concentracion de 5 uM de los compuestos

Compuesto Concentracién Pf NF54 Me:d.ia.?é Pf 3D7A Méd.iale’é Pf NF54HT GFP-luc M?d.ia.g,‘
(um) Rep1 Rep2 Inhibicion Rep 1 Rep 2 Inhibicién Rep1 Rep 2 Inhibicién

TCMDC-125521 5 84 79 4 81 89 90 90 88 88 88
TCMDC-125520 5 89 84 g 87 89 90 89 91 91 91
TCMDC-131825 5 92 93 s 92 89 87 88 89 90 90
TCMDC-125531 5 95 96 g 96 95 92 93 90 91 90
TCMDC-125487 5 72 62 g 67 76 78 77 96 78 87
TCMDC-132071 5 59 59 s 59 79 79 79 62 62 62
TCMDC-125133 5 88 85 4 87 91 89 90 78 80 79
TCMDC-125114 5 90 88 g 89 92 93 92 82 84 83
TCMDC-134315 5 99 98 4 98 97 97 97 95 96 95
TCMDC-124791 5 96 93 g 95 94 95 95 87 89 88

NITD609 5 91 87 g 89 94 93 93 84 87 85
TCMDC-136307 5 95 95 4 95 97 96 96 95 94 94
TCMDC-136642 5 98 98 g 98 98 97 97 93 93 93
TCMDC-124436 5 97 99 g 98 97 99 98 96 97 96
TCMDC-123792 5 83 90 g 86 94 92 93 79 65 72
TCMDC-137442 5 99 100 4 100 100 99 99 98 98 98
TCMDC-137453 5 99 100 g 99 100 98 99 98 99 98
TCMDC-137476 5 96 97 g 96 97 98 98 94 94 9
TCMDC-137569 5 98 98 4 98 98 97 97 95 95 95
TCMDC-124478 5 89 91 g 90 97 97 97 87 86 87
TCMDC-125849 5 95 95 g 95 94 95 95 91 92 92
TCMDC-142246 5 98 99 4 99 99 99 99 99 99 99
TCMDC-142295 5 98 99 g 99 99 98 99 99 99 929
TCMDC-124790 5 88 88 g 88 92 93 92 80 82 81
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Tabla 12. Resultados del ensayo bioluminiscente de ATP (% inhibicion), tras 48 horas de
exposicion con tres cepas de P. falciparum a una concentracion de 10 uM de los compuestos

Compuesto Concentracién Pf NF54 Mt?d.ia'?é Pf 3D7A Me.:d.ia.e’é Pf NF54HT GFP-luc Me?d.ia.'%é
(um) Rep1 Rep 2 Inhibicién Rep 1 Rep2 Inhibicion Rep 1 Rep2 Inhibicion

TCMDC-125521 10 82 79 . 80 87 90 88 88 86 87
TCMDC-125520 10 82 77 ! 79 85 85 85 88 88 88
TCMDC-131825 10 94 95 g 95 94 93 93 92 92 92
TCMDC-125531 10 97 98 g 97 96 96 96 92 92 92
TCMDC-125487 10 69 56 g 63 67 72 70 76 79 77
TCMDC-132071 10 79 73 ! 76 86 87 87 70 72 71
TCMDC-125133 10 91 91 4 91 93 93 93 84 85 85
TCMDC-125114 10 92 92 g 92 95 94 95 86 87 87
TCMDC-134315 10 99 100 g 99 97 97 97 97 98 97
TCMDC-124791 10 95 95 ! 95 97 95 96 89 91 90

NITD609 10 91 85 ! 88 94 93 94 82 82 82
TCMDC-136307 10 96 98 g 97 99 98 99 96 96 96
TCMDC-136642 10 98 99 g 98 97 97 97 98 98 98
TCMDC-124436 10 98 98 g 98 97 97 97 96 96 96
TCMDC-123792 10 91 86 4 88 95 95 95 80 81 81
TCMDC-137442 10 99 99 g 99 99 99 99 98 98 98
TCMDC-137453 10 99 99 g 99 98 99 99 99 98 99
TCMDC-137476 10 98 98 g 98 99 97 98 95 96 95
TCMDC-137569 10 98 98 g 98 97 98 98 97 97 97
TCMDC-124478 10 96 97 g 97 99 98 98 93 95 9
TCMDC-125849 10 97 97 g 97 97 96 97 94 94 94
TCMDC-142246 10 98 100 g 99 99 98 99 99 99 99
TCMDC-142295 10 99 99 g 99 99 99 99 99 99 99
TCMDC-124790 10 89 91 g 90 95 94 9 85 85 85
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Figura 37. Representacion grafica de los porcentajes de inhibicion a las 3 concentraciones
utilizadas en el ensayo para las cepas en comparacion

El compuesto TCMDC-132071 presenta baja inhibicion (17%) en la cepa 3D7A
a 1 uM, sin embargo se ha mantenido en este estudio porque ya se describid en la
publicacion del cribado del TCAMS [134] que si bien resultd positivo en el ensayo a
punto Gnico de concentraciéon 1 pM (inhibicion mayor del 50%), cuando fue ensayado
en dosis-respuesta ofrecioé un valor de ICsy de 1,95 uM. Se observa que otro compuesto
queda en un 44% de inhibicion, TCMDC-137569, lo que puede ser explicado de la

misma forma que para el anterior ya que su ICs, fue de 1,19 uM.

Realmente, cuando se repiten ensayos siempre se observa cierta variacion en los
valores, especialmente si trabajamos a punto Unico. Diferencias de un +10% en

porcentajes de inhibicion o de una dilucién 'z en los calculos de ICsy son absolutamente
normales y aceptables.
Sibien a 5y 10 uM todos los compuestos ensayados en las tres cepas muestran

una inhibicion claramente superior al 50%, en el caso de la concentraciéon 1 uM se

destacan 8 compuestos con ciertas diferencias que, atendiendo a lo comentado en el
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parrafo anterior, tampoco deben suponer rasgos significativos de diferencia entre las
cepas. No obstante, se presenta su analisis en la Tabla 13. En color verde se identifican
las celdas con inhibiciones superiores al 45%, es decir con una diferencia insignificante
con relacion al punto de corte 50%; en color naranja, los valores comprendidos entre 40
y 45% de inhibicion, algo mas distante del punto de corte pero dentro de un margen
razonable del 10%; por ultimo, aquellos inferiores al 40% de inhibicion, que ya se

separan significativamente.

Tabla 13. Porcentajes de inhibicion a 1 uM de los 8 compuestos que no alcanzan el 50% de
inhibicion en alguna de las 3 cepas ensayadas

Porcentajes de inhibicion a1 uM

TCAM ID NF54 3D7A NF54HT GFP-luc

TCMDC-125521 34 61 49

TCMDC-125487 38 54 48

TCMDC-132071 0 17 0

TCMDC-125133 43 60 54

TCMDC-125114 43 75 64 X 245%
TCMDC-136642 53 45 29 40% <X <45%
TCMDC-137476 42 49 58 X <40%
TCMDC-137569 33 44 8

Los perfiles de las tres cepas son exactamente iguales a 5y 10 uM asi como para
16 compuestos a 1 uM. La observacion de los 8 compuestos restantes a 1 uM parece
indicar pequenas diferencias de sensibilidad ya que en una evaluacion a punto de corte 1
M, dando un margen de un 10%, en la cepa NF54 se perderian 3 compuestos mientras
que en la NF54HT GFP-luc se perderian 2 moléculas con relacion a la cepa 3D7A, que

hemos considerado de referencia al ser identificados estos compuestos en ella.

También los cuatro compuestos control fueron ensayados en las tres cepas

ofreciendo los resultados que se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Valores de ICs, de los compuestos control testados en las 3 cepas de P. falciparum

P. falciparum 1Csg (uM)

Compuesto
3D7A NF54 NF54HT GFP-luc
Epoxomicina 0,002 0,002 0,002
Thiostrepton 0,226 0,391 0,243
Azul de metileno 4,217 6,33 5,291
Lumefantrina >10 >10 >10

Los valores de ICsy obtenidos en las 3 cepas son muy similares. A la vista de
todos los datos presentados, se puede concluir que la eleccion de cualquiera de estas tres

cepas no supondria cambios significativos en los resultados finales.

A continuacion se muestran los resultados en P. falciparum NF54HT GFP-luc
obtenidos con cada uno de los 5 marcadores utilizados en las distintas condiciones

experimentales.

3.3.2. Ensayo bioluminiscente de ATP

Este método esta basado en la medida del contenido de ATP de los gametocitos
como indicador del nimero de pardsitos vivos que hay en la muestra [116]. Se trata de
una reaccion luciferina-luciferasa (Figura 38) en la que un sustrato luminiscente, la
luciferina, es oxidada por la accion catalizadora del enzima luciferasa con el aporte de

energia necesario para la reaccion en forma de ATP, como se ha descrito en el capitulo

3.1.

Este experimento se realizd por duplicado. Los resultados obtenidos, media y
desviacion estandar, empleando como marcador el contenido de ATP de los

gametocitos, se muestran en la Tabla 15.

3.3.3. Ensayo de expresion de luciferasa

La presencia de los productos de expresion génica de esta cepa, luciferasa y
GFP, permite su utilizacién como indicador de la viabilidad del parasito [113, 137]. En
base a la presencia de la proteina fluorescente, se disefi6 el ensayo de andlisis de imagen
mientras que la medida de la actividad del enzima luciferasa fue el nucleo del presente

experimento.
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La expresion del gen de la luciferasa confirma que los procesos de transcripcion
y traduccion del parasito son funcionales. Por otra parte, la actividad luciferasa
manifestada por los gametocitos indica que la membrana celular permanece integra pues

la luciferasa es bastante inestable fuera del entorno intracelular.

Se trata de un ensayo bioluminiscente, al igual que el descrito en el punto
anterior. La luciferasa intracelular se cuantifica mediante la adicion de un tampén que
contiene detergente para lisar las células y el sustrato para iniciar la reaccion, que es la

luciferina. Este experimento se realiz6 por duplicado.

Luz

Luciferina Oxiluciferina

}_{:}/ CO,H Luciferasa Q: Nj,cx
HOY Mg+2 m HO

ATP+0,  AMP+ PPi+CO,

Figura 38. Reaccion bioluminiscente que se produce por oxidacion de la luciferina por el
enzima luciferasa

Los datos arrojados por el marcador de expresion de luciferasa, media y

desviacion estandar, se presentan en la Tabla 16.

3.3.4. Ensayo de reduccion de PrestoBlue

El citosol de las células viables presenta un ambiente reductor. El reactivo
PrestoBlue se sirve de ese poder reductor para medir la viabilidad de las células de
forma cuantitativa. Es una solucion basada en resazurina que en su estado oxidado es de
color azul y no fluorescente. Una vez afiadido a las células viables, PrestoBlue se
convierte a su forma reducida que es de color rosa-rojo y es altamente fluorescente
(resorufina) (Figura 39). Esta conversion es proporcional al numero de parasitos
metabolicamente activos [90]. La medida puede efectuarse por fluorescencia (535 nm

emision/615 nm excitacion) o por absorbancia (570 nm y normalizacion a 600 nm).

- Resultados y Discusion Pdgina 111




Este experimento se realizd por duplicado. Los porcentajes de inhibicion
obtenidos con este método se muestran en la Tabla 17 como media y desviacion
estandar.

Para células de mamifero, la incubacion con este reactivo es muy corta, no mas
de 2 horas, sin embargo el bajo metabolismo de los gametocitos obliga a prolongar el
tiempo de incubacidn a 24 horas para disponer de una sefial adecuada. La baja toxicidad
de este reactivo permite hacer la incubacion en este tiempo sin consecuencias negativas

para las células.

Resazurina Resorufina
(|)_
; 0. o~ 205 A O
..':5'/’\\"'«._ //N \‘ "".\:“.‘:\;‘-\. X Q\;\‘ 2 B ‘\\t'\' 2 H
CT T )] —>— [ I
e e _:__:J\\ /\ ™ XN
0% N~ 07 P ~0- H - N .

NADH + H* NAD* +H,0

Figura 39. Conversion de resazurina en la forma fluorescente resorufina

3.3.5. Ensayo de contenido de pLDH

Lactato deshidrogenasa es un enzima que estd presente en la mayoria de las
células vivas y su funcion es catalizar la interconversion de 4cido pirtivico a lactato con
la consiguiente interconversion de NADH a NAD"™ [138, 139]. El piruvato es el
producto final de la glucolisis y se transforma en lactato en condiciones de bajo
oxigeno. El enzima presenta una inhibicion por realimentacion por lo que altas
concentraciones de lactato hacen disminuir la conversion de piruvato a lactato. En este
método se utiliza un analogo de NAD', el 3-acetilpiridina adenina dinucleétido,
APAD", que reacciona especificamente con la LDH de Plasmodium (pLDH). En el caso
de gametocitos, la sefal es bastante baja ya que su metabolismo es muy reducido, no
proliferan y s6lo hay sefial procedente de aquellos pardsitos que permanecen vivos tras
el periodo de incubacion fijado. La deteccion del ensayo se basa en una reaccion
acoplada que consiste en la oxidacion del producto de la pLDH, APADH, a APAD" por

la actuacion de la enzima diaforasa. En esta reaccion la sal de tetrazolio NBT (Nitroazul
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de tetrazolio) es reducida a NBF (Nitroazul de formazan) como se muestra en la Figura

40.

pLDH
APAD* + Lactato ——=> APADH + Piruvato

NBT \l

APAD* + NBF

Figura 40. Reaccion catalizada por la pLDH que da origen a una sustancia coloreada que
permite la cuantificacion de la enzima

Dado que se han empleado cofactores con los que el enzima de Plasmodium
actia con mayor eficiencia de la que lo haria el enzima humana, en el primer
experimento que se realizd, el fondo fue calculado con parasitos lisados (como para el
resto de los marcadores) asumiendo que los eritrocitos presentes en los pocillos control
y en los tratados con droga apenas contribuirian a la sefial procedente de esas muestras,
sin embargo no se obtuvieron buenos resultados.

Los valores del fondo fueron muy bajos (sobre 0,07) y la media de los controles
sin droga ascendi6 a valores en torno a 0,8. La proporcion entre ambos resultd ser
excelente, pero el problema consistié en que la sefal procedente de pocillos conteniendo
drogas capaces de inhibir casi el 100% de la viabilidad, era muy alta. Esto indicaba
claramente que se estaba cuantificando LDH procedente de eritrocitos, que no estaba
presente en los pocillos de fondo por haber sido lisados a tiempo cero, pero si contribuia
a la sefial en todos los pocillos con droga dando un dato de inhibicién erroneo. El
compuesto afectaba a los gametocitos pero no a los globulos rojos y esa senal
permanecia como fondo en todas las muestras.

El disefio del experimento tuvo que ser replanteado. En un segundo ensayo, el
fondo consistié en muestras tratadas con un control gametocitocida, epoxomicina a 400
nM, que destruye los gametocitos pero no afecta a los eritrocitos. En este caso, la sefial
procedente de un fondo bien trazado fue sustraida de todas las muestras ofreciendo
valores de inhibicidon realmente comparables con los ofrecidos por otros métodos. Este

experimento se realiz6 por duplicado.
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Los resultados obtenidos por cuantificacion de la pLDH se muestran como

media y desviacion estandar, en la Tabla 18.

3.3.6. Ensayo de analisis de imagen

La expresion de la proteina fluorescente verde por la cepa modificada
genéticamente se utilizé6 como marcador para el método de andlisis de imagen [111].
Desafortunadamente, los eritrocitos presentan autofluorescencia en el mismo rango de
longitud de onda en que emite la GFP. Se intent6 marcar el ntcleo de los gametocitos
para tener una tincion diferencial con los globulos rojos y asi facilitar el disefio de un
algoritmo para identificar y cuantificar los gametocitos viables, pero tras probar con
DAPI, Hoechst 33258, Hoechst 33342 y SYTO no se consiguié una tincion homogénea
de los nucleos. Diferentes concentraciones y tiempos de incubacion fueron ensayados
sin resultado satisfactorio. Algunos autores han descrito que los gametocitos maduros
de Plasmodium son Feulgen negativo [140] si bien cuando entran en la fase de
gametogénesis son fuertemente positivos. Esta tincion se emplea en histologia para
identificar material cromosdmico o ADN en las células. Evidentemente, los gametocitos
tienen ADN, pero debe encontrarse en un estado especial que impide ser identificado

mediante tinciones clasicas de material genético.

En estas circunstancias, se decidio basar el algoritmo solamente en la morfologia
de los gametocitos, mas alargada que ancha, que es muy diferente a la de los eritrocitos.
El algoritmo fue capaz de distinguir perfectamente los gametocitos como se muestra en

la imagen de la Figura 41.

Dado que la morfologia iba a ser pieza clave en este método, fue necesario
asegurar su mantenimiento una vez extraidas las placas del incubador para su lectura.
Por ello, se probaron diferentes fijadores y condiciones de fijacion. El punto mas
sensible fue que las muestras no sufrieran un descenso de temperatura durante todo el
proceso de fijacion, por lo que el fijador se afiadi6 precalentado y las placas se
mantuvieron en el incubador durante 1 hora antes de transferirlas a 4°C para la

sedimentacion del parésito y posterior lectura al dia siguiente.

Las pruebas con paraformaldehido no fueron exitosas pues este fijador aportaba
mucho fondo blanquecino a las iméagenes. El fijador finalmente seleccionado fue el
glutaraldehido a una concentracion final de 0,1% por resultar ser la méas adecuada de

toda una bateria testada. La adicion de concentraciones en torno al 1% de glutaraldehido
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modificaba la densidad final de la muestra impidiendo su correcta sedimentacion por
gravedad sobre el fondo de la placa. Esta situacion forzaba a centrifugar las placas, con
el resultado de una distribucion no homogénea de los gametocitos. Teniendo en cuenta
que en este método se analizan una serie de campos del pocillo, el hecho de no estar

regularmente distribuidos conduce a un sesgo en el recuento de los gametocitos.

Figura 41. Imagenes de gametocitos. A: Buena morfologia y consecuentemente identificados
por el algoritmo como tales. B: Eritrocitos y otras formas que presentan mas intensidad y que
podrian ser gametocitos pero que han perdido su forma alargada, bien por activacion o bien por
otros motivos. Estos ultimos no fueron cuantificados por el algoritmo

En este método se ha observado que los gametocitos con morfologia apropiada
van desapareciendo de forma espontanea a lo largo del tiempo y que la velocidad de
desaparicion es diferente segiin el medio de cultivo en el que se encuentren. Este asunto

sera discutido en capitulos posteriores (3.3.10.).

Otro de los pardmetros criticos en este ensayo basado en la imagen fue la
determinacion del nimero optimo de gametocitos y de eritrocitos por pocillo. La razén
de su importancia es que un nimero excesivo de ambos supondria el solapamiento de
los parésitos y de los gldbulos rojos, impidiendo al algoritmo discriminar entre ellos
mientras que un nimero muy bajo ofreceria recuentos que no tendrian significacion
estadistica. El niimero de gametocitos se ajusta tras un recuento, pero el numero de
eritrocitos que los acompafian no se puede modificar ya que son aquellos que se extraen
contaminando la banda aislada en la purificacion por densidad. Es muy importante
retirar de forma muy selectiva la banda, sin portar en lo posible medio que se encuentre

por arriba o por debajo de la misma ya que en esas fases podemos encontrar muy pocos
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gametocitos pero si eritrocitos, empobreciendo la proporcion de gametocitos en la
muestra.

Se optimiz6 el nimero de ellos a tiempo cero (7000 por pocillo, placa 384) y con
ese valor se realizo el trabajo experimental con todos los compuestos, medios, tiempos y
concentraciones.

Al leer las placas sorprendié que en los medios RPMI L suero y RPMI _H suero
se encontrara un numero aceptable de gametocitos mientras que en los medios AlbuMax
y MIX este nimero era tan bajo que no se pudieron considerar los resultados de esos
experimentos. Este inesperado problema obligd a repetir el ensayo en los medios
AlbuMax y MIX, poniendo inicialmente un nimero mayor de gametocitos (12000 por
pocillo, placa 384). Partiendo de esta cantidad, los valores de las lecturas fueron
adecuados. El experimento en medios RPMI_H suero y RPMI_L suero se realizé por
duplicado mientras que en AlbuMax y en MIX solo se ensayd una réplica.

Los resultados obtenidos por el método de andlisis de imagen, media y
desviacion estandar (en los casos de dos réplicas) se muestran en la Tabla 19.

Cuatro compuestos control fueron ensayados en curvas dosis-respuesta con los 5

métodos. Los valores de ICsg se muestran en la Tabla 20.
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Tabla 15. Porcentajes de inhibicion obtenidos con el ensayo bioluminiscente de ATP en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de

exposicion
48h 72h
Compuesto Concentracion Media Mediio Media Media Media Media
(uMm) SD RPMI_H SD RPMI_L SD Media MIX SD SD RPMI_H SD RPMI_L SD Media MIX SD
AlbuMax AlbuMax
suero suero suero suero

TCMDC-125521 10 67 3,7 98 0,0 97 0,5 9 1,3 94 0,3 99 0,7 99 0,1 98 1,0
TCMDC-125521 5 55 0,3 95 0,4 97 0,4 72 2,8 95 0,1 99 0,8 99 0,1 96 0,4
TCMDC-125521 1 15 1,1 67 2,1 93 1,7 28 1,2 59 2,1 90 6,4 98 0,3 68 0,5
TCMDC-125520 10 80 0,3 929 0,3 89 2,0 96 0,1 95 0,3 100 0,2 96 0,4 100 0,3
TCMDC-125520 5 82 0,1 99 0,0 94 19 97 0,0 98 0,3 100 0,2 99 0,7 100 0,5
TCMDC-125520 1 69 0,8 94 0,1 97 0,5 73 2,1 96 0,2 98 0,9 99 0,0 93 0,5
TCMDC-131825 10 95 0,5 30 1,2 80 6,6 56 2,3 99 0,0 51 14,4 87 2,4 77 0,5
TCMDC-131825 5 92 0,3 7 1,7 64 11,6 16 7,2 99 0,5 34 2,6 76 2,6 47 1,5
TCMDC-131825 1 75 0,0 1 1,6 14 0,0 0 0,0 97 0,1 6 6,4 21 4,5 10 14,7
TCMDC-125531 10 97 0,1 77 0,4 85 5,0 84 0,6 100 0,0 89 2,6 91 1,2 95 0,3
TCMDC-125531 5 94 0,1 47 2,4 80 3,7 64 0,4 99 0,1 72 0,8 88 2,5 81 0,8
TCMDC-125531 1 77 1,3 5 0,9 36 7,8 3 1,9 98 0,8 11 2,1 51 5,6 25 14,9
TCMDC-125487 10 58 3,6 98 0,3 92 1,3 93 1,4 87 0,2 99 0,1 97 0,6 98 0,6
TCMDC-125487 5 54 0,8 96 0,2 9 0,4 74 4,8 91 1,2 98 0,5 97 0,2 97 1,2
TCMDC-125487 1 21 2,4 64 0,7 91 2,7 31 3,9 74 1,1 87 5,0 96 0,4 67 6,4
TCMDC-132071 10 41 51,1 51 3,4 32 18,8 42 38 90 0,2 50 7,5 29 7,7 39 6,8
TCMDC-132071 5 50 3,8 18 1,6 11 2,4 8 8,5 68 0,7 13 6,3 14 3,3 8 3,7
TCMDC-132071 1 0 0,6 3 2,2 0 0,0 (1] 0,0 2 2,9 3 2,3 2 31 4 55
TCMDC-125133 10 89 1,0 85 1,3 24 11,3 74 0,3 99 0,4 95 0,8 44 7,9 93 3,1
TCMDC-125133 5 83 0,2 76 0,4 24 0,3 61 2,7 97 0,6 88 1,4 44 11,9 81 2,4
TCMDC-125133 1 36 1,3 30 0,2 6 7,7 17 39 62 8,5 34 0,3 7 55 15 7,2
TCMDC-125114 10 920 0,4 86 0,6 17 23,6 73 2,4 99 0,5 96 0,4 40 10,3 93 2,9
TCMDC-125114 5 86 0,2 78 0,1 14 1,6 59 1,1 98 0,6 92 1,4 39 11,0 82 2,8
TCMDC-125114 1 a4 0,8 38 1,3 21 2,7 24 5,9 74 6,5 48 58 38 8,6 24 53
TCMDC-134315 10 98 0,6 95 0,7 87 2,7 92 0,5 100 0,1 98 0,2 91 0,7 98 1,0
TCMDC-134315 5 98 0,2 96 0,3 89 1,6 95 0,6 100 0,1 99 0,2 920 1,0 98 0,6
TCMDC-134315 1 72 2,8 34 1,8 32 11,3 24 2,6 96 3,8 51 3,0 31 3,2 41 7,3
TCMDC-124791 10 94 0,8 89 0,2 16 8,0 83 1,9 100 0,0 97 0,1 41 11,2 97 1,5
TCMDC-124791 5 92 0,7 85 0,7 19 6,4 75 3,0 99 0,1 96 0,1 46 13,9 95 1,5
TCMDC-124791 1 76 0,9 62 0,8 20 0,2 49 0,8 93 1,5 73 0,6 29 3,3 64 8,3
NITD609 10 93 0,0 90 0,1 11 15,0 82 4,4 99 0,0 96 0,0 35 14,8 97 18
NITD609 5 92 1,8 71 25,4 0 0,0 81 3,2 98 1,1 95 0,6 35 11,9 96 2,5
NITD609 1 93 0,3 84 55 3 4,3 80 2,0 98 0,1 95 0,8 42 10,0 96 1,2
TCMDC-136307 10 97 0,1 97 0,2 88 1,6 96 0,2 100 0,4 99 0,4 90 1,0 9 0,6
TCMDC-136307 5 96 1,1 94 0,2 83 0,2 95 0,1 99 0,1 97 0,0 89 1,4 98 0,5
TCMDC-136307 1 64 1,0 0 1,0 12 59 73 2,2 88 6,0 9 1,4 42 19,5 75 1,9

- Resultados y Discusion

Pdgina 117



Tabla 15. Porcentajes de inhibicion obtenidos con el ensayo bioluminiscente de ATP en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de

exposicion (cont.)

48h 72h
Concentracion . Mediio Media ) Media Media
Compuesto Media . Media .
(rm) SD RPMI_H SD RPMI_L SD Media MIX SD SD RPMI_H SD RPMI_L SD Media MIX SD
AlbuMax AlbuMax
suero suero suero suero

TCMDC-136642 10 99 0,2 96 0,2 90 0,9 97 0,7 100 0,3 97 0,7 92 1,3 98 1,0
TCMDC-136642 5 97 0,4 89 0,3 80 7,3 88 4,3 100 0,2 95 0,5 88 0,2 94 0,8
TCMDC-136642 1 17 7,4 23 2,2 24 15,7 29 0,6 78 1,4 38 10,8 28 2,3 41 0,5
TCMDC-124436 10 95 0,2 93 0,5 84 2,4 91 1,5 99 0,2 96 0,7 89 2,8 97 1,2
TCMDC-124436 5 96 0,5 92 0,6 82 6,8 88 0,5 99 0,3 96 0,2 89 2,0 96 0,9
TCMDC-124436 1 94 0,6 70 0,5 67 23,2 68 4,6 98 0,1 88 43 79 5,6 87 5,5
TCMDC-123792 10 74 13,1 83 4,2 23 8,6 78 2,3 99 0,6 92 4,0 47 8,9 93 3,9
TCMDC-123792 5 63 25,3 76 0,6 22 3,8 57 15,1 92 1,0 72 0,9 45 7,0 82 2,4
TCMDC-123792 1 28 27,5 40 0,6 ¢) 0,0 29 17,3 51 8,3 55 2,6 23 0,6 45 0,3
TCMDC-137442 10 99 0,1 97 0,2 87 0,5 97 0,0 100 0,2 98 0,6 92 1,3 97 0,9
TCMDC-137442 5 99 0,1 97 0,5 92 2,2 98 0,0 100 0,3 98 0,5 94 0,9 98 0,5
TCMDC-137442 1 51 13,6 34 15,1 78 14,0 10 3,9 85 0,5 56 3,9 81 6,1 30 0,8
TCMDC-137453 10 99 0,1 99 0,2 96 0,8 929 0,2 99 0,1 929 0,1 98 1,0 99 0,6
TCMDC-137453 5 100 0,0 98 0,0 91 2,0 99 0,2 100 0,0 99 0,0 94 1,5 99 0,5
TCMDC-137453 1 84 3,6 83 0,1 27 14,1 74 0,7 98 0,1 94 0,0 29 2,2 89 1,8
TCMDC-137476 10 97 0,2 94 0,1 89 2,6 94 0,6 99 0,0 97 0,5 91 1,0 97 0,7
TCMDC-137476 5 93 0,6 76 0,5 72 18,8 83 3,4 99 0,1 94 0,8 81 2,3 95 1,1
TCMDC-137476 1 23 0,4 4 2,4 16 15,1 2 2,5 53 3,7 8 1,2 7 8,1 11 9,6
TCMDC-137569 10 98 0,3 96 0,2 82 8,8 96 0,7 99 0,2 98 0,7 92 1,7 98 0,7
TCMDC-137569 5 95 0,1 88 1,6 35 20,1 87 2,3 99 0,2 97 0,4 82 6,5 97 1,4
TCMDC-137569 1 29 5,9 29 4,0 1 0,9 13 0,4 76 1,4 55 4,7 1 1,5 52 8,7
TCMDC-124478 10 96 0,1 95 0,6 78 8,9 86 1,4 99 0,0 98 0,2 83 2,7 95 1,2
TCMDC-124478 5 85 3,0 74 1,1 59 15,8 58 1,1 98 0,5 91 2,3 52 0,4 77 7,7
TCMDC-124478 1 43 4,6 29 4,8 24 8,2 11 2,2 82 1,6 36 2,6 23 31 29 )3
TCMDC-125849 10 61 49,1 79 0,9 81 1,8 87 1,1 99 0,2 90 0,9 89 1,1 96 1,2
TCMDC-125849 5 29 19,9 45 82 51 44,5 69 0,1 98 0,1 70 4,2 88 1,6 84 1,0
TCMDC-125849 1 80 0,9 8 6,9 35 10,7 4 5,7 78 25,9 7 2,1 48 9,0 29 0,4
TCMDC-142246 10 98 0,3 93 0,6 91 0,3 94 1,3 99 0,0 97 1,3 95 1,5 97 0,7
TCMDC-142246 5 97 0,3 89 1,6 87 1,9 86 1,1 99 0,5 95 0,6 920 2,3 95 0,5
TCMDC-142246 1 88 2,6 90 0,4 73 4,9 88 0,5 97 0,3 97 0,8 83 3,2 96 0,3
TCMDC-142295 10 99 0,2 99 0,2 96 0,1 L2 0,3 99 0,3 99 0,1 99 0,4 100 0,5
TCMDC-142295 5 99 0,1 98 0,1 95 0,4 99 0,2 99 0,2 100 0,2 98 0,4 99 0,5
TCMDC-142295 1 95 0,0 88 0,4 88 3,2 89 1,7 99 0,3 97 0,3 94 1,0 97 0,4
TCMDC-124790 10 89 0,2 82 0,8 15 2,7 70 1,9 98 0,2 94 0,7 47 7,5 92 0,2
TCMDC-124790 5 83 0,5 73 1,1 21 1,8 61 1,6 97 0,0 89 0,8 41 57 82 0,7
TCMDC-124790 1 47 7,9 35 2,1 7 3,6 19 1,9 76 0,2 40 4,8 12 2,7 33 6,0
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Tabla 16. Porcentajes de inhibicién obtenidos con el ensayo bioluminiscente de luciferasa en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de

exposicion
48h 72h
Concentracion . N . . Media .
Compuesto Media Mediio RPMI_H Media . Media Media .
(um) SD SD SD Media MIX SD SD RPMI_H SD SD Media MIX SD
AlbuMax suero RPMI_L suero AlbuMax RPMI_L suero
suero

TCMDC-125521 10 101 3,5 101 0,8 100 0,3 100 0,7 101 2,4 101 0,9 100 0,9 100 0,3
TCMDC-125521 5 101 0,1 100 13 100 0,5 101 0,1 100 3,1 101 1,2 101 0,6 100 0,1
TCMDC-125521 1 74 13,7 91 1,1 100 1,1 100 0,7 98 0,8 99 1,2 100 0,4 100 0,0
TCMDC-125520 10 103 1,5 100 0,3 101 0,5 100 1,2 929 2,4 100 2,0 100 1,1 101 0,8
TCMDC-125520 5 101 4,8 100 0,2 100 1,2 100 1,7 100 0,9 99 0,7 100 0,2 100 0,4
TCMDC-125520 1 95 3,4 99 13 100 0,4 100 0,5 100 1,3 99 0,7 100 0,3 100 0,5
TCMDC-131825 10 102 2,5 91 0,5 97 0,6 100 0,2 98 0,3 97 2,9 100 0,3 99 0,6
TCMDC-131825 5 100 1,6 69 8,7 96 3,2 97 2,1 101 0,6 74 0,3 98 0,9 99 0,1
TCMDC-131825 1 96 2,3 73 - 56 6,4 36 2,2 102 31 10 11,2 37 0,8 39 0,2
TCMDC-125531 10 101 1,8 98 1,0 99 0,0 100 0,0 98 1,8 99 0,5 100 1,0 100 0,5
TCMDC-125531 5 99 1,7 99 1,8 99 0,6 100 1,1 101 1,6 99 1,7 99 0,4 100 1,4
TCMDC-125531 1 97 57 62 3,6 90 2,1 92 2,4 100 1,7 60 4,0 89 1,5 93 1,1
TCMDC-125487 10 100 4,9 102 0,6 101 0,6 100 0,5 101 1,6 100 2,5 100 0,8 100 0,2
TCMDC-125487 5 98 1,4 29 0,0 98 0,2 100 0,5 100 2,4 929 1,6 101 0,0 99 0,1
TCMDC-125487 1 79 9,5 95 0,7 99 0,4 99 0,2 96 0,0 99 0,2 100 0,5 100 0,5
TCMDC-132071 10 93 31 95 7,4 36 11,1 95 2,5 97 2,9 90 1,5 35 4,4 89 6,9
TCMDC-132071 5 73 11,2 76 23,4 4 58 80 4,1 81 0,7 68 4,6 6 7,8 62 2,7
TCMDC-132071 1 0 0,0 (1] 0,0 0 0,0 (1] 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TCMDC-125133 10 95 3,4 99 0,5 71 53 100 0,2 929 1,7 98 1,3 80 1,0 100 0,5
TCMDC-125133 5 98 1,3 99 0,8 62 1,0 99 0,2 100 2,4 99 1,4 72 6,0 99 0,2
TCMDC-125133 1 59 1,1 77 2,2 19 9,9 72 2,2 64 1,0 80 2,8 9 29 65 1,2
TCMDC-125114 10 101 1,1 101 0,2 72 1,8 101 0,3 101 1,0 98 1,5 80 1,2 100 0,3
TCMDC-125114 5 99 2,8 100 1,3 70 73 100 0,7 99 3,6 99 0,2 80 1,5 100 0,0
TCMDC-125114 1 82 8,9 91 2,8 57 0,7 91 2,3 87 5,6 93 3,0 68 7,2 93 2,1
TCMDC-134315 10 100 0,4 100 0,0 100 0,8 100 1,2 101 0,1 100 1,8 101 0,4 100 0,4
TCMDC-134315 5 98 4,5 100 0,5 97 1,9 100 0,2 100 0,9 100 1,3 100 1,2 100 0,9
TCMDC-134315 1 87 6,7 68 1,7 36 7,6 93 1,4 90 12,4 82 0,7 48 2,2 88 12,4
TCMDC-124791 10 102 0,1 100 2,3 76 10,0 100 1,1 101 0,9 99 0,5 85 3,7 100 0,7
TCMDC-124791 5 99 2,8 100 31 70 1,9 100 1,0 100 0,9 99 2,1 81 0,7 99 0,5
TCMDC-124791 1 99 3,8 95 0,9 52 59 97 0,9 929 2,8 98 0,4 53 3,7 97 0,4
NITD609 10 101 31 101 0,7 67 1,3 100 0,0 99 3,2 101 1,2 80 3,7 100 0,7
NITD609 5 101 2,4 100 1,3 67 0,4 100 0,7 98 33 100 0,4 80 33 99 0,9
NITD609 1 103 0,2 99 0,8 70 3,7 99 1,4 101 0,2 99 2,3 78 1,2 100 0,7
TCMDC-136307 10 97 1,8 29 0,8 97 0,8 100 0,7 100 2,0 100 0,1 101 0,2 100 0,3
TCMDC-136307 5 96 4,2 95 0,4 65 4,1 98 0,7 99 1,0 100 1,1 89 2,1 100 0,8
TCMDC-136307 1 83 4,4 10 4,5 0 0,0 90 2,4 83 2,6 17 0,3 0 0,0 93 1,6

- Resultados y Discusién

Pdgina 119



Tabla 16. Porcentajes de inhibicién obtenidos con el ensayo bioluminiscente de luciferasa en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de

exposicion (cont.)

48h 72h
Concentracion . N . . Media .
Compuesto Media Mediio RPMI_H Media . Media Media .
(um) SD SD SD Media MIX SD SD RPMI_H SD SD Media MIX SD
AlbuMax suero RPMI_L suero AlbuMax RPMI_L suero
suero

TCMDC-136642 10 100 1,0 98 0,5 93 1,0 100 1,0 98 1,8 99 2,1 98 0,8 98 0,4
TCMDC-136642 5 93 2,0 87 0,3 73 1,8 88 1,1 99 1,7 92 2,1 88 10,4 95 0,3
TCMDC-136642 25 2,0 39 8,4 8 11,2 21 7,4 48 8,0 44 7,7 22 3,4 37 6,4
TCMDC-124436 10 101 1,4 100 1,3 98 0,4 100 1,1 100 2,0 99 0,5 100 0,6 101 0,2
TCMDC-124436 5 96 6,1 98 1,0 97 2,3 99 0,2 101 0,2 100 0,8 98 19 99 1,0
TCMDC-124436 100 1,7 98 1,1 57 6,4 93 1,6 101 1,3 98 3,7 93 73 98 1,1
TCMDC-123792 10 99 0,5 98 1,0 74 3,0 99 2,6 100 2,4 100 1,0 83 0,9 99 1,0
TCMDC-123792 5 97 33 97 2,0 72 10,4 99 0,5 929 1,4 100 1,3 78 1,1 98 2,1
TCMDC-123792 65 2,7 97 1,4 28 4,0 75 0,7 78 9,7 86 2,7 27 13,6 84 2,3
TCMDC-137442 10 98 52 29 1,0 100 1,0 100 0,7 100 1,3 99 0,3 99 1,5 101 0,5
TCMDC-137442 5 101 0,5 99 0,8 99 1,9 101 0,0 101 1,6 99 1,2 100 0,2 100 0,5
TCMDC-137442 52 31 29 2,6 86 0,1 98 2,5 66 2,6 95 51 89 0,3 94 0,6
TCMDC-137453 10 101 2,4 100 0,0 98 1,3 100 0,2 99 1,4 100 0,2 100 0,2 100 1,2
TCMDC-137453 5 99 2,8 101 1,1 98 2,9 100 0,7 99 0,6 100 1,1 100 1,9 101 0,7
TCMDC-137453 62 8,4 81 1,5 10 2,2 65 6,2 81 1,1 94 5,2 39 0,6 74 3,8
TCMDC-137476 10 99 51 99 0,0 98 0,0 100 0,0 99 0,2 100 13 100 0,0 100 0,3
TCMDC-137476 5 99 4,1 96 33 100 0,0 101 0,2 929 2,8 101 0,2 100 0,8 100 0,5
TCMDC-137476 93 6,7 52 2,1 76 6,1 97 0,2 99 1,4 94 1,4 85 0,6 98 0,4
TCMDC-137569 10 98 4,6 100 1,0 98 0,6 100 0,5 98 1,4 100 1,8 100 0,3 101 0,2
TCMDC-137569 5 99 0,5 100 0,8 86 1,5 99 0,5 100 2,8 100 0,3 97 1,4 100 0,5
TCMDC-137569 63 12,6 84 2,4 34 12,9 83 0,4 83 6,3 91 4,8 30 6,3 87 0,6
TCMDC-124478 10 97 1,8 100 0,5 92 3,8 100 0,0 99 3,6 99 0,7 95 2,1 101 0,0
TCMDC-124478 5 87 5,4 97 1,1 72 0,7 96 3,4 95 2,6 99 0,5 75 7,2 94 3,5
TCMDC-124478 37 0,8 42 1,0 22 11,5 35 2,0 56 12,2 56 4,6 30 7,0 39 2,4
TCMDC-125849 10 96 5,5 29 0,8 99 0,8 99 1,9 101 0,5 929 0,7 100 1,5 100 1,1
TCMDC-125849 5 101 3,1 95 4,0 98 2,3 99 1,6 99 1,7 99 0,7 100 0,7 99 1,0
TCMDC-125849 99 7,4 60 4,2 89 1,1 93 2,1 98 1,4 55 0,2 91 0,2 91 0,7
TCMDC-142246 10 99 0,2 100 2,0 101 1,0 100 0,3 100 3,5 99 0,4 100 0,4 100 1,2
TCMDC-142246 5 102 0,7 100 1,8 100 1,2 100 0,2 101 1,3 98 3,6 99 1,5 100 0,4
TCMDC-142246 101 1,1 101 0,2 99 0,0 100 0,9 102 0,8 101 1,0 929 29 101 0,7
TCMDC-142295 10 101 1,4 99 1,0 100 1,0 99 0,2 96 2,9 100 13 99 0,6 100 0,5
TCMDC-142295 5 99 1,7 29 0,5 101 0,6 101 1,4 99 3,2 100 0,8 100 0,2 101 0,2
TCMDC-142295 102 0,1 100 0,3 100 0,2 102 0,4 99 2,0 100 1,3 100 0,1 100 0,5
TCMDC-124790 10 98 33 97 3,4 69 3,8 929 0,7 99 1,6 100 0,4 76 2,1 9 0,5
TCMDC-124790 5 96 1,6 97 0,7 64 3,0 98 0,9 98 0,3 98 1,0 66 33 99 0,6
TCMDC-124790 1 65 31 61 7,7 14 7,8 73 2,5 69 7,6 71 2,3 7 0,5 62 6,1
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Tabla 17. Porcentajes de inhibicion obtenidos por la reduccion del reactivo PrestoBlue en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de
exposicion

48h 72h
Concentracion . - ) . Media .
Compuesto Media Mediio Media . Media Media .
(um) SD SD SD Media MIX SD sD RPMI_H SD sD Media MIX SD
AlbuMax RPMI_H suero RPMI_L suero AlbuMax <uero RPMI_L suero

TCMDC-125521 10 78 2,6 77 58 80 1,2 85 0,4 76 1,9 85 23 85 0,9 920 0,6
TCMDC-125521 5 73 1,1 65 7,1 67 1,2 71 1,6 68 0,1 73 2,7 73 1,6 81 0,5
TCMDC-125521 1 32 0,4 26 58 30 0,6 35 1,2 23 2,9 28 5,1 34 1,5 44 2,5
TCMDC-125520 10 81 2,0 83 2,6 73 0,5 82 3,9 79 1,0 87 0,9 77 2,4 87 0,8
TCMDC-125520 5 80 2,6 71 0,6 73 1,3 77 1,2 76 0,9 84 2,3 82 0,0 84 1,9
TCMDC-125520 50 1,4 26 6,7 30 2,6 38 1,7 47 0,8 30 4,4 32 0,3 48 2,0
TCMDC-131825 10 82 0,3 19 2,5 38 0,1 44 3,5 87 0,8 25 1,8 43 0,7 50 2,6
TCMDC-131825 5 82 0,3 8 0,3 24 0,6 25 0,7 88 0,6 10 1,0 27 0,1 30 4,3
TCMDC-131825 1 66 0,2 1 1,3 8 2,5 2 3,2 71 0,8 4 0,7 5 0,8 1 1,8
TCMDC-125531 10 81 0,6 a4 33 49 0,4 67 0,3 88 0,8 57 3,1 58 1,3 79 0,9
TCMDC-125531 5 82 0,2 29 4,4 40 0,9 50 3,0 89 0,4 35 2,5 47 0,3 63 4,3
TCMDC-125531 1 72 1,5 8 0,6 19 1,3 20 1,3 79 1,8 8 0,1 18 0,8 20 0,9
TCMDC-125487 10 75 2,7 80 4,8 75 0,7 79 2,0 77 0,4 87 1,6 76 2,1 86 1,0
TCMDC-125487 5 70 0,1 64 7,4 66 6,9 68 0,4 70 0,4 71 3,0 71 3,7 82 1,8
TCMDC-125487 1 32 0,9 25 4,6 28 0,9 31 3,9 27 2,3 25 3,6 27 2,9 41 1,4
TCMDC-132071 10 64 2,2 40 9,1 12 0,9 55 1,6 53 2,4 38 51 21 12,5 58 2,8
TCMDC-132071 5 47 4,7 16 10,6 5 1,6 32 7,9 27 0,0 14 1,3 8 0,5 40 6,5
TCMDC-132071 1 0 0,1 1 0,6 3 31 2 0,8 0 0,0 1 1,7 0 0,8 1 0,1
TCMDC-125133 10 84 2,1 79 2,5 28 0,3 81 1,0 83 0,9 80 1,6 28 0,1 84 1,6
TCMDC-125133 5 79 2,0 69 5,4 20 1,7 73 3,5 75 0,6 73 1,8 21 1,0 78 1,7
TCMDC-125133 1 19 2,2 16 39 6 0,2 25 8,2 12 31 17 54 5 1,2 21 2,3
TCMDC-125114 10 84 3,0 78 1,0 33 1,7 81 1,2 85 1,8 79 0,8 34 0,5 84 1,3
TCMDC-125114 5 82 0,4 71 5,0 30 2,4 77 1,0 82 2,1 76 1,5 33 1,1 82 2,0
TCMDC-125114 1 24 1,3 23 4,2 17 1,5 29 14,8 20 2,7 25 2,0 17 0,5 38 2,8
TCMDC-134315 10 76 2,0 74 1,5 a4 0,2 74 1,4 86 1,1 80 0,7 58 2,7 85 0,8
TCMDC-134315 5 82 1,0 73 1,0 46 0,1 75 0,1 88 1,1 84 0,4 57 0,6 86 1,0
TCMDC-134315 1 37 2,5 31 2,4 15 2,5 36 1,7 56 7,2 43 3,1 22 0,8 34 4,4
TCMDC-124791 10 86 1,9 82 1,3 34 1,5 83 1,6 87 1,2 82 0,7 35 0,5 85 0,9
TCMDC-124791 5 89 0,1 79 2,3 29 1,8 81 0,2 87 0,1 80 0,5 31 1,5 85 1,5
TCMDC-124791 1 66 2,6 50 6,7 9 5,2 56 3,6 58 4,2 55 4,0 12 1,4 58 1,8
NITD609 10 89 1,7 87 0,5 41 0,7 88 0,4 88 1,0 88 0,7 42 1,1 91 0,6
NITD609 5 91 1,4 85 1,0 40 1,2 87 0,4 88 1,4 87 1,0 42 0,6 920 0,9
NITD609 1 89 1,8 84 0,9 34 4,2 85 1,5 85 9,1 85 1,2 35 6,6 89 0,5
TCMDC-136307 10 83 1,6 80 3,5 47 0,9 82 1,0 88 1,7 90 0,5 61 1,1 89 0,5
TCMDC-136307 5 79 0,2 62 7,6 20 0,5 71 2,4 79 1,6 79 1,9 24 1,0 84 0,2
TCMDC-136307 1 26 4,3 6 0,3 4 1,6 13 0,2 16 3,4 13 2,5 3 3,8 16 1,1
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Tabla 17. Porcentajes de inhibicion obtenidos por la reduccion del reactivo PrestoBlue en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de
exposicion (cont.)

48h 72h
Concentracion . - ) . Media .
Compuesto Media Mediio Media . Media Media .
(um) SD SD SD Media MIX SD sD RPMI_H SD sD Media MIX SD
AlbuMax RPMI_H suero RPMI_L suero AlbuMax <uero RPMI_L suero
TCMDC-136642 10 81 1,0 67 58 47 0,7 76 0,8 83 1,4 75 4,0 52 0,4 81 1,1
TCMDC-136642 5 68 1,1 51 5,6 32 0,0 59 3,5 68 1,7 63 4,1 36 2,1 68 0,1
TCMDC-136642 1 10 2,9 9 2,2 9 0,1 12 3,8 10 4,5 17 1,7 9 2,6 15 2,8
TCMDC-124436 10 88 2,2 79 0,5 58 0,2 84 1,3 94 2,0 84 0,4 61 0,4 89 0,4
TCMDC-124436 5 87 1,5 77 0,5 57 0,1 82 0,4 92 1,2 84 0,0 60 0,0 88 1,1
TCMDC-124436 1 76 0,4 68 4,7 53 0,1 78 1,3 88 2,7 80 0,5 55 0,5 82 1,8
TCMDC-123792 10 57 36,5 73 3,8 22 3,5 81 1,0 76 11,0 74 3,5 26 0,5 79 4,7
TCMDC-123792 5 41 14,2 65 13,2 24 0,0 80 0,2 66 19,2 68 14,9 25 0,2 66 9,0
TCMDC-123792 1 15 4,5 35 10,9 13 3,0 36 11,8 16 6,7 46 4,0 10 2,1 30 10,5
TCMDC-137442 10 98 2,3 92 0,2 87 0,5 9 0,4 100 0,9 93 0,4 88 0,7 95 0,2
TCMDC-137442 5 99 2,9 92 0,4 80 0,2 95 0,4 100 0,9 93 0,4 82 0,1 96 0,7
TCMDC-137442 1 27 6,7 34 13,6 19 3,4 50 15,4 39 6,4 35 1,8 19 1,1 43 0,2
TCMDC-137453 10 102 2,3 94 0,0 74 0,8 97 0,2 103 1,0 96 0,6 79 0,0 97 0,1
TCMDC-137453 5 99 2,6 89 1,9 53 2,2 93 13 99 1,1 92 0,9 62 0,8 94 0,1
TCMDC-137453 1 37 3,0 36 1,5 19 1,2 37 3,5 33 6,4 48 23 22 0,0 47 0,8
TCMDC-137476 10 93 2,6 73 2,7 52 1,1 87 0,9 100 1,3 88 0,3 68 1,8 91 0,3
TCMDC-137476 5 82 1,0 42 7,9 25 0,8 76 1,5 95 1,4 59 9,3 40 31 79 0,8
TCMDC-137476 1 1 1,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 14 1,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TCMDC-137569 10 91 2,1 81 2,5 49 0,9 84 1,8 94 0,8 89 0,4 59 0,4 91 0,6
TCMDC-137569 5 79 1,6 67 3,4 29 1,0 72 1,6 84 1,2 80 2,4 40 0,7 81 0,9
TCMDC-137569 1 17 3,7 15 2,5 1 0,3 16 7,4 16 3,0 26 4,6 1 0,3 19 1,9
TCMDC-124478 10 93 2,1 89 1,8 54 1,9 92 1,1 93 0,7 93 0,5 60 0,2 94 0,2
TCMDC-124478 5 80 4,2 77 3,4 34 1,7 79 33 77 1,5 82 2,8 39 1,0 83 1,1
TCMDC-124478 1 36 1,0 29 1,1 11 0,4 31 1,5 26 3,4 33 0,5 13 0,8 34 1,6
TCMDC-125849 10 81 1,9 46 6,9 50 0,3 65 5,6 88 0,9 60 81 58 0,3 81 0,9
TCMDC-125849 5 82 1,0 31 2,9 41 0,0 52 5,0 89 1,8 38 3,8 46 0,3 66 0,3
TCMDC-125849 1 75 1,0 7 2,7 19 2,6 25 2,4 59 23,9 13 1,9 18 1,2 26 2,0
TCMDC-142246 10 85 0,3 83 4,6 68 1,2 87 2,2 84 0,9 89 2,2 75 0,2 92 0,1
TCMDC-142246 5 79 0,7 70 2,9 50 1,5 75 0,7 81 1,6 80 0,9 57 1,2 85 0,1
TCMDC-142246 1 82 2,6 67 0,8 40 0,3 73 1,9 87 2,4 76 0,1 60 20,0 106 35,2
TCMDC-142295 10 99 2,8 92 1,0 92 0,0 95 0,3 101 0,1 93 0,2 93 0,0 96 0,7
TCMDC-142295 5 99 2,5 91 1,0 87 0,1 9 0,1 100 1,0 94 0,1 91 0,0 96 0,5
TCMDC-142295 1 83 0,6 61 55 44 0,1 77 3,0 87 2,0 80 5,2 63 1,3 86 1,4
TCMDC-124790 10 84 2,2 73 2,9 24 0,8 76 0,9 85 0,2 75 0,6 26 01 79 0,3
TCMDC-124790 5 81 0,0 66 4,5 20 1,2 72 0,9 80 0,8 70 2,7 19 1,1 78 0,1
TCMDC-124790 1 28 2,1 12 7,3 5 1,2 27 2,5 12 0,2 15 4,2 2 0,0 26 0,9
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Tabla 18. Porcentajes de inhibicion obtenidos por la cuantificacion del enzima LDH de Plasmodium en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos
tiempos de exposicion

48h 72h
Concentracion . Mediio . . Media .
Compuesto Media Media . Media Media .
(um) SD RPMI_H SD SD Media MIX SD SD RPMI_H SD SD Media MIX SD
AlbuMax RPMI_L suero AlbuMax RPMI_L suero
suero suero
TCMDC-125521 10 94 8,9 89 4,4 111 13,1 51 15,1 88 12,9 96 2,2 96 7,4 62 16,6
TCMDC-125521 5 78 4,6 49 17,6 94 0,6 36 14,3 95 10,2 85 0,2 83 6,5 47 14,8
TCMDC-125521 1 14 32 36 8,7 a4 9,6 14 32 36 1,9 31 15,4 41 14,0 9 12,1
TCMDC-125520 10 111 8,5 117 14,9 101 58 62 21,4 97 9,0 104 0,7 103 0,9 75 12,2
TCMDC-125520 5 97 12,8 116 19,3 122 1,2 51 23,1 102 83 103 1,0 113 6,2 61 11,3
TCMDC-125520 1 23 4,0 41 18,0 37 0,9 13 6,2 88 5,9 47 0,6 66 2,0 12 9,2
TCMDC-131825 10 100 2,6 32 17,3 45 13,4 56 20,1 100 6,7 68 3,4 57 55 64 14,2
TCMDC-131825 5 99 1,6 22 26,1 38 2,2 45 25,4 102 9,7 52 1,1 48 33 52 12,4
TCMDC-131825 1 70 10,2 0 0,0 4 31 12 3,9 91 53 2 2,2 16 8,2 4 8,1
TCMDC-125531 10 99 3,4 59 11,6 70 6,6 60 29,7 99 7,2 85 1,5 69 9,1 82 81
TCMDC-125531 5 98 6,3 49 1,1 59 1,8 58 21,3 102 7,3 71 1,2 59 14,4 69 14,4
TCMDC-125531 1 68 15,0 19 8,6 27 2,1 34 18,6 92 73 36 2,8 42 6,3 37 83
TCMDC-125487 10 85 6,2 115 14,5 106 2,6 71 32,1 100 83 109 2,9 108 2,5 74 17,4
TCMDC-125487 5 70 8,4 100 18,9 110 4,2 54 22,6 103 58 98 1,3 106 10,1 66 9,7
TCMDC-125487 1 13 3,2 48 22,4 38 3,0 19 9,5 52 0,9 53 1,1 64 11,9 16 6,4
TCMDC-132071 10 59 2,6 76 0,8 34 3,9 59 22,6 84 2,7 80 39 24 10,8 62 16,4
TCMDC-132071 5 39 6,8 54 21,0 18 8,8 45 15,4 56 4,1 53 0,6 16 12,8 29 15,8
TCMDC-132071 1 7 7,4 9 12,4 0 0,0 4 3,8 0 0,0 0 0,0 1 1,8 0 0,0
TCMDC-125133 10 95 7,7 110 35,8 71 83 101 42,5 114 4,8 125 0,5 72 3,8 111 12,2
TCMDC-125133 5 70 10,9 98 31,9 59 13,7 90 321 107 4,2 121 0,5 61 11,9 106 11,8
TCMDC-125133 1 30 5,6 33 6,1 12 1,2 33 18,3 43 6,8 47 1,3 18 1,0 25 17,1
TCMDC-125114 10 104 1,1 138 0,1 79 3,4 101 41,8 114 6,6 121 1,2 87 3,1 110 9,1
TCMDC-125114 5 86 4,1 130 11,2 68 57 94 39,7 110 7,1 118 1,1 89 6,7 106 8,9
TCMDC-125114 1 23 4,5 55 53 28 2,8 31 14,9 55 4,6 69 B8 41 7,1 28 15,9
TCMDC-134315 10 109 10,9 76 15,6 110 12,2 72 28,3 104 9,3 98 0,7 100 5,2 94 1,6
TCMDC-134315 5 101 0,2 88 7,5 82 14,1 66 28,4 100 2,7 98 7,3 75 14,9 93 1,9
TCMDC-134315 1 31 10,5 25 1,4 10 1,2 37 25,1 45 7,0 42 4,2 4 5,0 39 6,3
TCMDC-124791 10 118 2,7 97 54,9 66 54 106 44,8 117 6,6 120 0,7 85 10,3 109 8,4
TCMDC-124791 5 112 1,7 68 88,5 57 6,7 100 42,6 116 59 119 2,6 83 0,4 109 8,4
TCMDC-124791 1 56 1,7 61 42,0 30 83 64 26,6 94 6,6 97 0,2 28 3,8 79 13,6
NITD609 10 124 5,6 134 0,7 88 81 101 37,2 116 7,6 125 2,7 98 8,2 112 9,9
NITD609 5 128 2,3 146 8,4 97 23,9 104 41,6 118 9,2 124 15 98 8,7 113 8,2
NITD609 1 125 1,5 137 54 94 19,5 103 41,4 118 55 124 1,1 96 4,4 114 9,0
TCMDC-136307 10 82 1,0 84 21,3 40 11,4 52 25,3 98 7,6 95 0,7 79 10,4 84 3,9
TCMDC-136307 5 76 4,1 72 24,7 17 3,1 a4 17,1 96 7,0 85 3,0 44 13,1 81 2,5
TCMDC-136307 1 46 8,3 17 31,9 0 0,0 46 26,4 78 10,2 10 0,5 0 0,0 51 34,3
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Tabla 18. Porcentajes de inhibicion obtenidos por la cuantificacion del enzima LDH de Plasmodium en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos

tiempos de exposicion (cont.)

48h 72h
Concentracion . Mediio . . Media .
Compuesto Media Media . Media Media .
(um) SD RPMI_H SD SD Media MIX SD SD RPMI_H SD SD Media MIX SD
AlbuMax RPMI_L suero AlbuMax RPMI_L suero
suero suero

TCMDC-136642 10 125 2,2 122 18,2 155 36,7 93 35,4 103 6,9 100 53 103 6,9 93 6,6
TCMDC-136642 5 67 3,1 93 27,1 92 17,5 62 19,1 85 6,9 83 9,8 57 12,6 76 52
TCMDC-136642 1 14 1,2 36 33,5 8 6,3 23 14,4 27 7,1 24 1,2 6 7,2 22 33
TCMDC-124436 10 122 0,4 94 19,3 141 3,2 84 36,4 99 6,3 97 0,2 107 1,7 95 39
TCMDC-124436 5 122 0,4 90 19,6 134 9,7 82 36,4 100 7,2 98 2,8 100 0,3 94 1,9
TCMDC-124436 1 111 2,4 67 31,5 110 4,9 76 B350 97 9,0 88 4,8 84 4,4 87 3,8
TCMDC-123792 10 86 1,5 123 g3 66 1,7 102 45,1 112 3,9 123 0,8 76 53 109 53
TCMDC-123792 5 69 7,1 114 17,4 438 33 87 321 106 83 120 1,7 60 3,0 103 9,4
TCMDC-123792 1 26 0,9 71 12,2 19 3,0 41 20,4 37 44,5 93 9,4 30 1,1 58 10,4
TCMDC-137442 10 155 5,9 141 15,6 190 16,4 103 44,1 115 81 120 0,1 139 2,9 109 3,5
TCMDC-137442 5 152 4,0 138 8,1 202 20,1 103 40,4 115 9,3 116 2,5 139 5,0 110 2,8
TCMDC-137442 1 48 3,4 96 22,9 91 1,8 82 36,1 89 0,9 101 0,6 84 12,5 72 21,9
TCMDC-137453 10 173 9,4 174 10,4 255 28,5 130 53,4 120 7,1 133 2,5 153 8,7 123 10,0
TCMDC-137453 5 163 3,4 162 15,1 194 21,0 127 54,2 120 7,6 129 2,1 133 7,9 117 12,3
TCMDC-137453 1 45 15,1 97 28,7 31 8,6 64 26,1 63 1,7 90 3,8 32 1,6 77 18,7
TCMDC-137476 10 85 8,5 50 16,1 95 1,1 71 29,3 114 9,0 106 0,1 85 17,4 101 5,5
TCMDC-137476 5 52 6,8 34 13,9 39 0,9 43 19,2 104 59 74 55 36 28,5 84 10,8
TCMDC-137476 1 2 3,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,6 0 0,0 0 0,0 14 12,9
TCMDC-137569 10 126 2,7 88 24,4 122 12,5 94 38,0 111 6,5 112 2,3 101 6,5 107 7,7
TCMDC-137569 5 88 13,0 76 21,7 66 12,8 93 40,4 103 3,9 104 1,6 70 16,5 96 4,7
TCMDC-137569 1 4 2,5 7 3,0 5 1,6 15 10,0 32 14,0 34 51 2 1,1 20 13,0
TCMDC-124478 10 107 5,0 99 4,9 100 6,9 76 29,5 85 6,8 102 2,0 78 14,1 88 3,7
TCMDC-124478 5 78 83 96 20,1 62 5,7 74 35,5 79 7,2 83 2,0 45 9,9 78 8,4
TCMDC-124478 1 29 11,8 49 18,7 9 12,6 29 23,8 49 0,4 45 31 14 0,5 39 13,4
TCMDC-125849 10 9 5,8 64 12,5 70 17,9 51 15,7 97 4,6 88 7,2 74 1,5 85 31
TCMDC-125849 5 84 4,2 52 15,0 64 11,1 49 22,4 95 7,8 68 0,0 64 4,2 71 6,7
TCMDC-125849 1 59 6,8 23 15,7 a4 8,4 22 8,1 87 6,9 37 0,2 42 14,7 38 4,2
TCMDC-142246 10 123 9,4 120 0,7 183 28,3 95 39,3 107 7,9 117 0,4 123 83 29 6,2
TCMDC-142246 5 109 0,6 106 4,2 169 22,0 92 35,2 102 10,5 107 0,6 111 12,5 96 4,4
TCMDC-142246 1 81 4,9 73 0,0 82 35,8 55 14,6 97 6,4 88 4,9 76 7,5 86 52
TCMDC-142295 10 148 7,3 143 21,2 193 19,6 107 43,0 116 9,4 121 4,7 139 6,1 112 9,5
TCMDC-142295 5 143 3,0 123 55 157 16,4 99 37,2 117 9,3 114 1,0 125 7,5 108 6,1
TCMDC-142295 1 94 54 104 26,0 77 16,4 71 23,4 102 8,7 89 0,8 87 8,2 87 31
TCMDC-124790 10 96 4,5 117 16,1 438 6,8 98 40,9 117 54 121 1,3 66 0,2 109 9,0
TCMDC-124790 5 75 1,5 97 23,5 43 0,6 85 38,1 111 5,9 120 0,4 50 0,4 103 7,8
TCMDC-124790 1 15 10,3 17 9,3 7 9,7 28 2,7 46 0,3 51 12,8 0 0,0 20 16,4
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Tabla 19. Porcentajes de inhibicion obtenidos por el método de analisis de imagen en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de
exposicion

48h 72h

Concentracion

Compuesto Media RPMI_H D Media RPMI_L Media RPMI_H D Media RPMI_L

(uMm) AlbuMax SD MIX  AlbuMax SD MIX
suero suero suero suero
TCMDC-125521 10 88 81 1,3 96 3,0 89 81 87 3,5 97 2,4 86
TCMDC-125521 5 89 92 1,4 93 0,4 83 70 91 1,8 95 0,1 76
TCMDC-125521 1 31 66 0,1 96 0,7 45 60 94 6,2 94 9,1 92
TCMDC-125520 10 96 92 0,2 95 1,2 89 64 88 2,5 92 1,6 81
TCMDC-125520 5 75 94 0,8 92 1,5 83 71 92 2,2 93 6,3 87
TCMDC-125520 1 47 96 4,1 96 3,4 79 54 96 1,1 98 4,1 96
TCMDC-131825 10 73 20 1,8 52 8,5 73 66 52 22,0 72 1,2 36
TCMDC-131825 5 69 5 3,2 30 9,7 30 74 22 33 42 6,9 38
TCMDC-131825 1 55 0 0,0 0 0,1 0 62 12 17,2 0 0,0 0
TCMDC-125531 10 77 46 15,2 56 6,1 76 86 76 1,9 81 5,6 80
TCMDC-125531 5 78 29 6,4 54 12,5 53 54 56 4,4 74 15,6 55
TCMDC-125531 1 44 2 3,3 16 2,3 39 69 11 15,2 19 6,6 3
TCMDC-125487 10 77 89 1,7 92 3,1 87 88 90 1,3 92 8,5 83
TCMDC-125487 5 58 91 7,0 91 2,1 91 64 92 3,9 96 1,1 85
TCMDC-125487 1 0 80 4,9 96 0,7 53 38 87 9,7 96 1,1 68
TCMDC-132071 10 67 70 1,3 26 11,6 63 86 72 2,7 34 14,0 71
TCMDC-132071 5 61 29 6,6 3 4,0 38 72 74 37,0 0 0,0 51
TCMDC-132071 1 0 4 51 5 7,5 3 9 0 0,0 0 0,0 0
TCMDC-125133 10 93 920 2,9 29 26,4 97 79 89 4,4 73 22,8 91
TCMDC-125133 5 76 90 2,9 30 6,5 90 54 9 2,1 32 29,3 84
TCMDC-125133 1 60 24 28,6 11 15,2 60 67 43 3,1 0 0,0 54
TCMDC-125114 10 82 94 4,5 76 15,2 95 66 96 4,0 82 10,3 88
TCMDC-125114 5 90 94 6,4 72 44,8 81 56 94 1,0 64 14,2 93
TCMDC-125114 1 61 21 5,5 3 4,9 54 61 47 6,4 8 11,8 45
TCMDC-134315 10 88 90 1,1 76 7,8 86 78 91 3,8 85 4,2 94
TCMDC-134315 5 80 86 2,6 75 0,5 82 72 93 3,0 89 2,9 97
TCMDC-134315 1 24 34 8,9 9 12,8 26 26 43 39,9 7 5,0 4
TCMDC-124791 10 81 95 2,1 62 10,7 95 78 96 1,0 86 8,9 91
TCMDC-124791 5 91 95 4,1 39 2,3 93 60 95 2,1 43 42,7 101
TCMDC-124791 1 80 75 3,7 5 53 56 60 84 14,0 1 1,7 76
NITD609 10 82 96 2,9 78 9,6 93 92 67 41,4 87 12,8 83
NITD609 5 99 87 14,7 78 1,5 100 920 97 0,1 81 22,0 82
NITD609 1 93 98 2,1 77 54 99 73 98 1,9 76 22,3 96
TCMDC-136307 10 59 84 1,7 76 83 84 48 86 4,6 85 4,2 83
TCMDC-136307 5 55 79 5,5 66 1,8 82 62 82 1,3 86 2,0 85
TCMDC-136307 1 59 1 2,0 0 0,0 50 50 4 6,4 7 5,1 68
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Tabla 19. Porcentajes de inhibicion obtenidos por el método de analisis de imagen en cuatro medios de cultivo, tres concentraciones y dos tiempos de

exposicion (cont.)

Concentracion 48h 72h
Compuesto Media RPMI_H Media RPMI_L Media RPMI_H Media RPMI_L
(uM) AlbuMax SD MIX AlbuMax SD MIX
suero suero suero suero

TCMDC-136642 10 70 91 0,4 920 2,7 73 54 91 33 93 0,7 83
TCMDC-136642 5 55 76 1,9 75 4,2 43 59 89 0,6 71 20,4 76
TCMDC-136642 1 14 32 8,5 29 1,9 31 0 47 9,0 32 12,0 13
TCMDC-124436 10 62 82 1,9 75 1,3 73 49 87 3,6 81 7,4 65
TCMDC-124436 5 58 76 9,9 73 6,8 84 41 91 8,5 82 7,2 68
TCMDC-124436 1 58 62 4,2 60 8,5 73 39 81 53 72 2,5 87
TCMDC-123792 10 75 62 32,1 12 3,0 82 57 93 53 17 239 86
TCMDC-123792 5 53 69 28,4 28 23,4 86 71 95 2,1 11 10,1 79
TCMDC-123792 1 37 35 4,0 3 1,6 46 65 59 17,3 20 27,9 64
TCMDC-137442 10 57 93 2,9 93 0,4 71 41 91 4,4 96 1,6 55
TCMDC-137442 5 87 97 0,9 97 1,3 86 51 95 2,0 95 1,9 75
TCMDC-137442 1 53 49 4,1 65 3,8 57 49 61 14,4 39 16,5 53
TCMDC-137453 10 77 96 2,7 95 3,0 96 54 96 1,0 97 1,2 87
TCMDC-137453 5 84 97 2,7 92 4,8 99 76 95 2,1 97 2,4 90
TCMDC-137453 1 58 920 54 a4 2,0 66 50 94 3,1 54 13,9 86
TCMDC-137476 10 63 86 3,6 71 1,8 84 68 89 1,7 85 6,1 85
TCMDC-137476 5 61 73 0,6 36 11,1 72 79 89 0,6 72 7,1 89
TCMDC-137476 1 24 17 23,8 11 15,0 0 23 31 43,7 (1] 0,2 21
TCMDC-137569 10 75 89 2,6 60 0,6 82 72 92 0,2 87 10,9 81
TCMDC-137569 5 87 68 6,9 46 2,2 83 61 94 4,0 64 15,2 83
TCMDC-137569 1 71 40 5,9 7 9,7 47 61 61 24,5 19 17,5 61
TCMDC-124478 10 il 94 4,5 61 4,2 83 70 94 0,1 82 13,9 67
TCMDC-124478 5 66 77 1,3 35 55 55 55 91 53 46 46,7 59
TCMDC-124478 1 33 27 3,3 3 4,0 7 8 26 9,2 2 2,8 31
TCMDC-125849 10 86 62 8,6 60 6,7 82 87 86 10,8 88 5,6 88
TCMDC-125849 5 91 40 18,3 69 28,4 69 86 73 41,2 80 4,6 78
TCMDC-125849 1 83 45 63,1 55 50,9 37 71 41 19,6 1 0,7 42
TCMDC-142246 10 89 920 0,8 82 5,0 88 80 96 3,0 90 9,4 87
TCMDC-142246 5 77 91 2,7 81 2,0 91 63 93 3,2 92 10,6 98
TCMDC-142246 1 77 75 3,1 33 17,0 86 69 96 4,0 80 1,7 94
TCMDC-142295 10 35 95 2,9 99 0,8 68 37 93 3,0 98 4,1 83
TCMDC-142295 5 32 90 0,4 95 1,2 67 15 91 1,2 98 1,4 62
TCMDC-142295 1 58 82 9,8 78 10,0 82 17 92 2,9 88 3,7 89
TCMDC-124790 10 66 94 4,7 36 18,1 90 62 95 4,1 74 22,0 71
TCMDC-124790 5 87 94 5,8 15 8,0 82 72 96 1,0 40 13,9 73
TCMDC-124790 1 52 38 2,2 11 14,6 36 64 36 0,4 10 14,8 28
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Tabla 20. Valores de ICs, (uM) de los compuestos control ensayados en los 5 métodos

48 h 72h
ATP RPMI_H RPMI_L RPMI_H RPMI_L
AlbuMax - - MIX AlbuMax - - MIX
suero suero suero suero
Epoxomicina 0,002 0,003 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002
Azul de metileno 5,291 4,082 4,600 6,347 1,050 1,382 3,765 2,239
Thiostrepton 0,243 0,554 0,835 0,791 0,194 0,302 0,273 0,352
Lumefantrina >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
48 h 72h
Luciferasa RPMI_H RPMI_L RPMI_H RPMI_L
AlbuMax MIX AlbuMax MIX
suero suero suero suero
Epoxomicina 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Azul de metileno 6,194 0,579 5,419 2,184 4,609 0,422 1,354 2,563
Thiostrepton 0,333 0,260 0,278 0,200 0,313 0,215 0,211 0,187
Lumefantrina >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
48 h 72h
PrestoBlue RPMI_H RPMI_L RPMI_H RPMI_L
AlbuMax MIX AlbuMax MIX
suero suero suero suero
Epoxomicina 0,003 0,004 0,005 0,004 0,003 0,003 0,009 0,002
Azul de metileno 1,848 4,725 8,579 3,248 2,491 2,435 7,516 1,790
Thiostrepton 0,506 2,409 >10 0,734 7,726 >10 6,656 0,469
Lumefantrina >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
48 h 72h
LDH RPMI_H RPMI_L RPMI_H RPMI_L
AlbuMax - - MIX AlbuMax - - MIX
suero suero suero suero
Epoxomicina 0,008 0,008 0,022 0,005 0,008 0,003 0,007 0,003
Azul de metileno 4,643 3,347 5,776 6,495 1,381 1,922 4,286 2,288
Thiostrepton 0,851 0,436 0,643 1,005 0,412 0,313 0,386 0,474
Lumefantrina >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
48 h 72h
Andlisis imagen RPMI_H RPMI_L RPMI_H RPMI_L
AlbuMax MIX AlbuMax MIX
suero suero suero suero
Epoxomicina 0,003 0,004 0,008 0,005 0,005 0,002 0,002 0,002
Azul de metileno >10 1,665 8,261 10 >10 0,628 4,147 3,212
Thiostrepton 1,430 0,850 1,414 0,445 0,620 0,317 0,784 0,453
Lumefantrina 10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
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Con respecto a los datos de compuestos control, la epoxomicina y lumefantrina
arrojaron valores de ICsy similares en los 5 métodos (Tabla 20). El azul de metileno, en
los métodos “Expresion de luciferasa” y “Analisis de imagen” manifesto un mayor
efecto en el medio RPMI_H suplementado con suero. Por ultimo, el thiostrepton, en el
método “PrestoBlue” presentd, sobre todo en los medios suplementados con suero,

menos efecto sobre los gametocitos.

3.3.7. Proporciones de sefial entre control y fondo de ensayo a 48y 72

horas

Con este trabajo se pretendid examinar el estado metabolico de los gametocitos
tras ser incubados 48 y 72 horas en funcidn de la sefial proporcionada por el control de
vehiculo (gametocitos con la cantidad de disolvente, DMSO, que aportan los
compuestos a las demas muestras) y el fondo. Se calculd la proporcion entre los dos
valores para cada método y medio y también se evaluo la estabilidad de esas senales a lo

largo del tiempo.

3.3.7.1. Ensayo bioluminiscente de ATP: controles
Los resultados se presentan en la Tabla 21 y su representacion grafica en la
Figura 42.

Tabla 21. Seiial del control y del fondo del ensayo bioluminiscente de ATP y la proporcion
entre ambos, en placas incubadas durante 48 y 72 horas. Los valores de media (expresados
como “unidades relativas de luminiscencia™) y su desviacion estdndar (SD) proceden de dos
réplicas

) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
48 horas . i
Media SD Media SD
AlbuMax 46290 651 158 12 293
RPMI_H suero 49920 427 271 30 184
RPMI_L suero 49120 3448 192 126 256
MIX 45304 6333 318 22 142
) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
72 horas X .
Media SD Media SD
AlbuMax 39742 407 113 43 352
RPMI_H suero 32183 1606 160 52 201
RPMI_L suero 39010 2791 166 3 235
MIX 35790 3551 211 110 170
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Figura 42. Representacion grafica de las sefales del control y del fondo (RLUs) en los cuatro
medios testados, a 48 y 72 horas de incubacion, para el ensayo de ATP

La sefial de las muestras control es alta y disminuye muy ligeramente si se
compara la emitida a 48 horas con la de 72 horas, por lo que el estado de los
gametocitos parece saludable en ambos tiempos. El cociente entre sefial de control y
fondo es excelente, oscilando alrededor de 200. No se aprecian diferencias significativas

entre los distintos medios de ensayo.
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3.3.7.2. Ensayo de expresion de luciferasa: controles

Los resultados se presentan en la Tabla 22 y su representacion grafica en la

Figura 43.

Tabla 22. Sefial del control y del fondo del ensayo de expresion de luciferasa y la proporcion
entre ambos, en placas incubadas durante 48 y 72 horas. Los valores de media (expresados
como ‘“unidades relativas de luminiscencia”) y su desviacion estandar (SD) proceden de dos

réplicas

) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
48 horas i .
Media SD Media SD
AlbuMax 1163 178 75 3 16
RPMI_H suero 2811 69 71 8 40
RPMI_L suero 3455 99 81 5 43
MIX 4135 93 85 1 49
) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
72 horas ) .
Media SD Media SD
AlbuMax 2001 117 74 25 27
RPMI_H suero 3047 309 69 18 44
RPMI_L suero 4158 562 78 12 53
MIX 4262 144 75 1 57
48 horas
5000 -
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3000 -
® Control
2000 - B Fondo
1000 1%
0 T T T /
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Figura 43. Representacion grafica de las senales del control y del fondo (RLUs) en los cuatro
medios testados, a 48 y 72 horas de incubacion, para el ensayo de expresion de luciferasa

El analisis de los resultados indica que la sefial, en términos absolutos, es mas
baja que en el ensayo de ATP, si bien la proporcion entre control y fondo sigue siendo
muy satisfactoria. Estas sefiales apenas disminuyen en los tiempos estudiados indicando
un buen estado de los gametocitos tanto a 48 como a 72 horas. En este método si se
aprecia cierta diferencia entre medios de ensayo, siendo el AlbuMax el que menos senal
proporciona, seguido del RPMI_H suero; los otros dos medios se comportan de manera

similar.

3.3.7.3. Ensayo de reduccion del PrestoBlue: controles

Los resultados se presentan en la Tabla 23 y su representacion grafica en la

Figura 44.

Tabla 23. Senal del control y del fondo del ensayo de reduccion del PrestoBlue y la proporcion
entre ambos, en placas incubadas durante 48 y 72 horas. Los valores de media (expresados
como “unidades relativas de fluorescencia’) y desviacion estandar corresponden a dos réplicas

) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
48 horas i .
Media SD Media SD
AlbuMax 1395811 34916 482441 19016 3
RPMI_H suero 1267804 55027 329124 14915 4
RPMI_L suero 2134223 18391 356831 2110 6
MIX 1771435 1053 443144 1320 4
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Medio de ensayo

Control vehiculo

Fondo

Control/Fondo

72 horas
Media SD Media SD
AlbuMax 1430567 4208 479210 3303 3
RPMI_H suero 1358335 30085 349827 9529 4
RPMI_L suero 2204686 123442 354493 22052 6
MIX 1808546 43978 445969 9152 4
48 horas
3000000 /
2500000 74
2000000 /
1500000 m Control
B Fondo
1000000 -
500000
0 T T
Albul ax RPMI_H  RPMI_ LbUEIIJ
SUero
72 horas
3000000 -
2500000
2000000 g
1500000 - B Control
M Fondo
1000000 -
500000
] T
Albulax RPMIL_ILL RPMI Lsuern
SUEero

Figura 44. Representacion grafica de las senales del control y del fondo (RFUs) en los cuatro
medios testados, a 48 y 72 horas de incubacion, para el ensayo de reduccion del PrestoBlue
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El ensayo de reduccion del PrestoBlue presenta valores de fondo
extremadamente altos lo que hace disminuir ostensiblemente la proporcién entre el
control y éstos. A pesar de ello, los resultados fueron muy consistentes y fiables. De
nuevo, la senal es estable en el tiempo indicando que el estado metabdlico de los
gametocitos a 72 horas es tan bueno como a 48 horas. Se aprecia un incremento
significativo de sefial en las muestras incubadas en medio RPMI L suero sobre los
demas. Este método es poco sensible y se necesita una cantidad alta de gametocitos por

muestra, haciendo laboriosa su produccion para los experimentos.

3.3.7.4. Ensayo de contenido de LDH: controles

Los resultados se presentan en la Tabla 24 y su representacion grafica en la
Figura 45.
Tabla 24. Seiial del control y del fondo del ensayo de contenido de LDH y la proporcion entre

ambos, en placas incubadas durante 48 y 72 horas. Los valores de media (expresados como
unidades de absorbancia) y su desviacion estandar corresponden a dos réplicas

) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
48 horas . i
Media SD Media SD
AlbuMax 0,767 0,127 0,375 0,041 2,0
RPMI_H suero 0,688 0,148 0,369 0,113 1,9
RPMI_L suero 0,700 0,045 0,502 0,050 1,4
MIX 0,524 0,076 0,147 0,138 3,6
) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
72 horas ' i
Media SD Media SD
AlbuMax 0,629 0,015 0,175 0,023 3,6
RPMI_H suero 0,458 0,046 0,170 0,011 2,7
RPMI_L suero 0,679 0,017 0,336 0,014 2,0
MIX 0,474 0,018 0,167 0,000 2,8
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Figura 45. Representacion grafica de las sefiales del control y del fondo (absorbancia) en los
cuatro medios testados, a 48 y 72 horas de incubacion, para el ensayo de contenido de LDH

El método de medida de LDH muestra valores de fondo muy altos haciendo que
el cociente entre control y fondo disminuya de manera similar al método de reduccion
de PrestoBlue. Esta sefal de fondo debe provenir de la LDH liberada por los eritrocitos
ya que pruebas realizadas con muestras lisadas a tiempo cero ofrecen sefiales de fondo
del orden de 0,06 mientras que las procedentes de muestras tratadas con epoxomicina
(con eritrocitos viables) arrojan valores alrededor de 0,4. El hecho de que se anada a la
reaccion APAD" y que la LDH de Plasmodium utilice mas eficientemente este cofactor
que el NAD" deberia hacer que los valores de fondo fueran bajos, pero los resultados

obtenidos no van en esa linea. Este racional se cumple para formas asexuales del
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parasito, que se dividen activamente y alcanzan contenidos de LDH muy altos en los
controles distanciandose significativamente de los valores de fondo mas que en el caso
de los gametocitos, que por ser formas quiescentes, se comportan de manera distinta.

De los resultados obtenidos no se desprende una diferencia clara entre medios ni
tiempos.

Otra consideracion importante que hay que tener en cuenta con este método es
que la cantidad de gametocitos por pocillo necesaria para alcanzar una sefial suficiente,
es muy alta; no es un método sensible. Esto complica la realizacion de los experimentos
ya que hay que producir muchos gametocitos y puede estar relacionado también con los
valores de fondo altos ya que las muestras llevan bastantes eritrocitos al no diluir apenas

la suspension inicial de parésitos.

3.3.7.5. Ensayo de analisis de imagen-Opera: controles

La denominacion de “Opera”, que se aplicard para el método de analisis de
imagen en futuras ocasiones por ser un término mas breve, responde al nombre del
equipo con el que se procesan las muestras “Opera QEHS microplate confocal imaging
system” de PerkinElmer. Los resultados se presentan en la Tabla 25 y su representacion

grafica en la Figura 46.

Tabla 25. Sefial del control y del fondo del ensayo de analisis de imagen (Opera) y la
proporcion entre ambos, en placas incubadas durante 48 y 72 horas. Los valores de media
(expresados como nimero de parasitos contabilizados) y su desviacion estandar corresponden a
dos réplicas excepto para los medios AlbuMax y MIX para las que s6lo hay un resultado

) Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo
Control/Fondo
48 horas . .
Media SD Media SD
AlbuMax 160 - 24 - 7
RPMI_H suero 116 1 2 0 74
RPMI_L suero 156 16 6 0 27
MIX 171 - 16 - 11
Control vehiculo Fondo
Medio de ensayo vehicd
Control/Fondo
72 horas . X
Media SD Media SD
AlbuMax 125 - 19 - 7
RPMI_H suero 70 5 1 1 61
RPMI_L suero 82 10 5 0 18
MIX 121 - 10 - 12
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Figura 46. Representacion grafica de las sefiales del control y del fondo (nimero gametocitos)
en los cuatro medios testados, a 48 y 72 horas de incubacion, para el ensayo de analisis de
imagen (Opera)

En el método de andlisis de imagen (Opera) se observa una disminucion del
nimero de gametocitos identificados por el algoritmo a lo largo del tiempo. Por este
motivo ha sido necesario comenzar con nimeros mas altos de gametocitos a tiempo
cero para los medios AlbuMax y MIX ya que la sefial tras la exposicion al producto era
demasiado baja para ser considerada valida. No es posible comparar entre medios ya

que los datos mostrados corresponden a dos densidades celulares iniciales diferentes;
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una mas alta para los medios AlbuMax y MIX y otra mas baja para los dos medios

restantes.

Los valores de fondo son muy bajos gracias al buen disefio del algoritmo que
permitié distinguir perfectamente los gametocitos con morfologia apropiada de otras
formas como eritrocitos o gametocitos con morfologia alterada. Esto proporciona
cocientes entre sefial de control y de fondo aceptables si bien queda patente que en los
medios donde desaparecen los gametocitos a un ritmo mas rapido, también es mas baja

esta proporcion.

En base a los datos obtenidos por analisis de imagen, parece existir una
diferencia en el estado de los gametocitos segun el medio de ensayo en que se incuban
si bien esta afirmacion entraria en conflicto con lo observado en los otros 4 métodos
metabolicos estudiados anteriormente, en los que la sefial es bastante estable a lo largo
del tiempo y, salvo minimas diferencias, presenta un comportamiento muy parecido

independientemente del medio en que se han incubado los gametocitos.

En posteriores capitulos (3.3.10.) se van a describir algunos experimentos

destinados a obtener mas informacidn sobre estas observaciones.

3.3.8. Valores de Z-prima obtenidos en los 5 métodos

Se calcularon los valores medios del pardmetro Z-prima para los diferentes
métodos, medios y tiempos. Esta medida (que fue definida en el punto 3.1.3.) refleja la
calidad del ensayo.

En la Tabla 26 se presentan los valores de Z-prima para cada caso.

Tabla 26. Valores del parametro de calidad Z-prima para los 5 métodos, 4 medios de ensayo y 2
tiempos de incubacion

48 horas
Medio Réplica ATP Luciferasa PrestoBlue LDH Opera
P Valor Media Valor Media Valor Media Valor Media Valor Media
1 0,89 0,45 0,94 0,66 0,38
AlbuMax 0,89 0,45 0,93 0,65 0,38
2 0,89 0,45 0,91 0,63 -
1 0,89 0,65 0,91 -1,89 0,43
RPMI_H suero 0,87 0,68 0,90 - 0,48
2 0,85 0,70 0,88 0,65 0,53
1 0,84 0,71 0,94 0,42 0,58
RPMI_L suero 0,86 0,71 0,94 - 0,58
2 0,87 0,71 0,93 -0,64 0,57
1 0,87 0,69 0,87 0,91 0,43
MIX 0,86 0,70 0,89 0,91 0,43
2 0,85 0,70 0,90 0,91 -
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72 horas

Medio ATP Luciferasa PrestoBlue LDH Opera

Réplica
g Valor Media Valor Media Valor Media Valor Media Valor Media
1 0,90 0,63 0,93 0,82 0,39
AlbuMax 0,90 0,66 0,94 0,54 0,39
2 0,89 0,68 0,94 0,26 -
1 0,80 0,75 0,91 0,51 0,54
RPMI_H suero 0,83 0,73 0,90 0,59 0,48
2 0,86 0,71 0,88 0,67 0,41
1 0,88 0,67 0,95 0,28 0,42
RPMI_L suero 0,89 0,72 0,96 0,47 0,42
2 0,89 0,76 0,97 0,65 0,41
1 0,80 0,74 0,89 0,70 0,43
MIX 0,80 0,73 0,91 0,71 0,43
2 0,80 0,71 0,92 0,72 -

El célculo del pardmetro Z’ revela un excelente comportamiento de todos los
métodos empleados. Tan sélo se pueden destacar dos valores anomalos en el ensayo de
contenido de LDH a tiempo 48 horas, que figuran en rojo, y que se desvian mucho del
resto por lo que no se considera que se puedan tener en cuenta para calcular la media en
esos casos. El motivo de estos valores tan bajos es la escasa diferencia entre la sefial del

control y del fondo, lo que ocurre especialmente en el método de LDH.
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3.3.9. Analisis de los datos

3.3.9.1. Diagramas de barras y tablas de porcentajes de inhibicion

Hasta este punto, se han recogido muchos datos porcentuales (Tablas 15-19) en
distintas condiciones experimentales que se deben analizar e interpretar. La inclusion de
datos de ICs hubiera ofrecido un estudio mas concluyente, pero el volumen de trabajo
que representa quedo fuera del alcance de esta investigacion.

En general, los diferentes métodos ofrecieron resultados muy parecidos y sélo en
determinados casos aparecieron valores discordantes, relacionados con la asociacion
método-medio.

Los resultados de las Tablas 15-19 fueron analizados identificando como
compuestos positivos aquellos que inhibieron igual o mas del 45% del control. Se ha
representado, para cada uno de los compuestos ensayados, graficos de barras de los
porcentajes de inhibicion alcanzados para cada uno en las diferentes condiciones
experimentales ensayadas para cada marcador (ATP, PrestoBlue, Analisis de imagen-
Opera, Luciferasa y LDH). Estos resultados se muestran también en las
correspondientes tablas que reflejan porcentajes de inhibicion por medio de ensayo
(AlbuMax, RPMI_H suero, RPMI L suero y MIX). Aparecen marcados en color verde
aquellos puntos que superan el punto de corte mencionado (45% inhibicion). Estos

datos se pueden encontrar en las Figuras 47 a 70.
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oSS & &S & RO &
Concentracién Concentracién Concentracién
Luciferasa LDH
125 Il AlbuMax 48h
00 Bl RPMI_L_Suero 48h
S $ Bl RPMI_H_Suero 48h
2 27 B MIX 48h
£ = o [WRRLEY W 3 AlbuMax 72h
R = 3 RPMI_L_Suero 72h
1 RPMI_H_Suero 72h
1 MIX72h
Concentracién Concentracién
c tracié AlbuMax
onc;enMr)acmn ATP Luciferasa PB LDH Opera
u
48h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
10 67 94 101 101 78 76 94 88 88 81
5 55 95 101 100 73 68 78 95 89 70
15 59 74 98 32 23 14 36 31 60
.o RPMI_H suero
Concentracion -
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
10 98 929 101 101 77 85 89 96 81 87
5 95 99 100 101 65 73 49 85 92 91
67 90 91 99 26 28 36 31 66 94
.. RPMI_L suero
Concentracion
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
10 97 929 100 100 80 85 111 96 96 97
5 97 99 100 101 67 73 9 83 93 95
93 98 100 100 30 34 a4 41 96 94
s s MIX
Concentracion
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 94 98 100 100 85 920 51 62 89 86
5 72 96 101 100 71 81 36 47 83 76
28 68 100 100 35 44 14 8 45 92

Figura 47. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-125521
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'.E .E [ AlbuMax 72h
® ® 1 RPMI_L_Suero 72h
[ RPMI_H_Suero 72h
1 MIX72h
Concentracién Concentracién
c tracic AlbuMax
onc(enMr)auon ATP Luciferasa PB LDH Opera
u
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48 h 72h
10 80 95 103 929 81 79 111 97 96 64
5 82 98 101 100 80 76 97 102 75 71
69 96 95 100 50 47 23 88 a7 54
.. RPMI_H suero
Concentracion -
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 99 100 100 100 83 87 117 104 92 88
5 99 100 100 99 71 84 116 103 94 92
1 94 98 99 929 26 30 41 47 96 96
.o RPMI_L suero
Concentracion =
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1 73 93 100 100 38 48 13 12 79 96

Figura 48. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-125520
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Figura 49. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-131825

- Resultados y Discusion Pdgina 142



% Inhibicion

ATP

Concentracién

% Inhibicion

Luciferasa

PrestoBlue

Concentracién

LDH

% Inhibicion

Opera

Concentracién

Il AlbuMax 48h

Bl RPMI_L_Suero 48h
Hl RPMI_H_Suero 48h

c 5
E 2 EE MIX 48h
4 £ 3 AlbuMax 72h
_f x 1 RPMI_L_Suero 72h
= [ RPMI_H_Suero 72h
1 MIX 72h
N N N
OF ¥ N
Concentracion Concentracién
- traci AlbuMax
onc(enN:')acmn ATP Luciferasa PB LDH Opera
1l
48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 97 100 101 98 81 88 99 99 77 86
5 94 99 99 101 82 89 98 102 78 54
77 98 97 100 72 79 68 92 44 69
A RPMI_H suero
Concentracion =
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 77 89 98 99 a4 57 59 85 46 76
5 47 72 99 99 29 35 49 71 29 56
1 5 11 62 60 8 8 19 36 0 5
aa RPMI_L suero
Concentracion = =
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 85 91 99 100 49 58 70 69 56 81
5 80 88 99 99 40 47 59 59 54 74
1 36 51 90 89 19 18 27 42 16 19
A MIX
Concentracion =
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48h 72h
10 84 95 100 100 67 79 60 82 76 80
5 64 81 100 100 50 63 58 69 53 55
1 3 25 92 93 20 20 34 37 39 3

- Resultados y Discusion

Pdgina 143

Figura 50. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-125531
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Figura 51. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-125487
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Figura 52. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-132071
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Figura 53. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-125133
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Figura 54. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-125114
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Figura 55. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-134315
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Figura 56. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-124791
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Figura 57. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto NITD609
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Figura 58. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-136307
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Figura 59. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-136642
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Figura 60. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-124436
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Figura 61. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-123792
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Figura 62. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-137442

- Resultados y Discusion Pdgina 155



CATP-

% Inhibicion

Concentracion

% Inhibicion

PrestoBlue

$
N

“

Concentracion

Luciferasa

LDH

% Inhibicion

125

100

75

50:

25

<o
“1,

Opera

Concentracién

o

N

o

Il AlbuMax 48h
Bl RPMI_L_Suero 48h
Il RPMI_H_Suero 48h

b g B MIX 48h
2 2 3 AlbuMax 72h
* s 1 RPMI_L_Suero 72h
[ RPMI_H_Suero 72h
1 MIX72h
OF N Y
Concentracion Concentracién
¢ traci6 AlbuMax
onc(enMr)aclon ATP Luciferasa PB LDH Opera
W 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48 h 72h
10 99 99 101 99 102 103 173 120 77 54
5 100 100 99 99 99 99 163 120 84 76
1 84 98 62 81 37 33 45 63 58 50
L, RPMI_H suero
Concentracion -
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
¥ 48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48 h 72h 48 h 72h
10 99 99 100 100 94 96 174 133 96 96
5 98 99 101 100 89 92 162 129 97 95
1 83 94 81 94 36 48 97 90 920 94
. s RPMI_L suero
Concentracion
(uM) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48 h 72h
10 96 98 98 100 74 79 255 153 95 97
5 91 924 98 100 53 62 194 133 92 97
1 27 29 10 39 19 22 31 32 L% 54
.. MIX
Concentracion
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
¥ 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h 48 h 72h
10 99 99 100 100 97 97 130 123 96 87
5 99 99 100 101 93 94 127 117 99 90
1 74 89 65 74 37 47 64 77 66 86

Figura 63. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-137453
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Figura 64. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-137476
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Figura 65. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-137569
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Figura 66. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-124478
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Figura 67. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-125849
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48 h 72h 48 h 72 h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
10 91 95 101 100 68 75 183 123 82 90
5 87 90 100 99 50 57 169 111 81 92
73 83 929 99 40 60 82 76 33 80
.o MIX
Concentracion :
(uM) ATP Luciferasa PB LDH Opera
W 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
10 94 97 100 100 87 92 95 929 88 87
5 86 95 100 100 75 85 92 96 91 98
88 96 100 101 73 106 55 86 86 9%

Figura 68. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-142246
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Luciferasa
125 Hl AlbuMax 48h
Bl RPMI_L_Suero 48h
100 c Il RPMI_H_Suero 48h
- s B MIX 48h
2 4 [ AlbuMax 72h
£ 50 £ [ RPMI_L_Suero 72h
. ® 3 RPMI_H_Suero 72h
1 MIX72h
o
N N S
\9\ (,’\ »\,\
Concentracién Concentracién
c traci AlbuMax
onc(enlv:')auon ATP Luciferasa PB LDH Opera
u
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 99 929 101 96 929 101 148 116 35 37
5 99 99 99 929 929 100 143 117 32 15
95 99 102 99 83 87 94 102 58 17
.o RPMI_H suero
Concentracion
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 99 99 99 100 92 93 143 121 95 93
5 98 100 99 100 91 94 123 114 90 91
88 97 100 100 61 80 104 89 82 92
.o RPMI_L suero
Concentracion =
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 96 99 100 99 92 93 193 139 99 98
5 95 98 101 100 87 91 157 125 95 98
88 94 100 100 44 63 77 87 78 88
s s MIX
Concentracion
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 99 100 99 100 95 96 107 112 68 83
5 99 99 101 101 94 96 99 108 67 62
89 97 102 100 77 86 71 87 82 89

Figura 69. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-142295
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Concentracién

Luciferasa B AlbuMax 48h
125 Bl RPMI_L_Suero 48h
100 Il RPMI_H_Suero 48h
$ ’s 83 Bl MIX 48h
3 2 3 AlbuMax 72h
£ 50 - £ 1 RPMI_L_Suero 72h
- R 3 RPMI_H_Suero 72h
1 MIX72h
o
N N N
\Q\ ¥ Y
Concentracion Concentracion
c traci AlbuMax
onc(enlv:')auon ATP Luciferasa PB LDH Opera
u
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 89 98 98 99 84 85 96 117 66 62
5 83 97 96 98 81 80 75 111 87 72
47 76 65 69 28 12 15 46 52 64
.o RPMI_H suero
Concentracion —
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 82 94 97 100 73 75 117 121 94 95
5 73 89 97 98 66 70 97 120 94 96
1 35 40 61 71 12 15 17 51 38 36
.o RPMI_L suero
Concentracion =
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 15 47 69 76 24 26 48 66 36 74
5 21 41 64 66 20 19 43 50 15 40
1 7 12 14 7 5 2 6 0 11 0
;. MIX
Concentracion
(M) ATP Luciferasa PB LDH Opera
48h 72h 48 h 72h 48h 72h 48h 72h 48h 72h
10 70 92 99 929 76 79 98 109 90 71
5 61 82 98 99 72 78 85 103 82 73
1 19 33 73 62 27 26 28 20 36 28

Figura 70. Representacion grafica y tablas de porcentajes para el compuesto TCMDC-124790
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El ntimero de productos con inhibicion igual o superior al 45% fue registrado
para cada combinacion de condiciones experimentales (por ejemplo, una combinacion
puede ser: método ATP, medio AlbuMax, 10 uM y 48 horas exposicion), mostrandose

los datos en la Tabla 27.

Tabla 27. Numero de compuestos identificados como positivos en cada condicion experimental
y método

L . . Media
Concentracion_tiempo Medios ATP  Luciferase PB LDH Opera i
medios
AlbuMax 24 24 24 24 23 24
MIX 23 24 23 24 24 24
10 uM_48h
Y RPMI_Lsuero 17 23 15 22 20 19
RPMI_H suero 23 24 21 23 24 23
Media métodos 22 24 21 23 23 22
AlbuMax 24 24 23 23 23 23
MIX 22 24 22 22 21 22
5uM_48h
- RPMI_Lsuero 16 23 9 20 17 17
RPMI_H suero 22 24 20 22 22 22
Media métodos 21 24 19 22 21 21
AlbuMax 13 21 9 11 15 14
MIX 9 21 7 8 15 12
1pM_48h
K RPMI_L suero 8 14 1 5 9 7
RPMI_H suero 10 20 6 10 12 12
Media métodos 10 19 6 9 13 11
L. . . Media
Concentracion_tiempo Medios ATP Luciferase PB LDH Opera i
medios
AlbuMax 24 24 24 24 23 24
MIX 23 24 24 24 23 24
10 puM_72h
Y- RPMI_Lserum 17 23 16 23 22 20
RPMI_H serum 24 24 22 24 24 24
Media métodos 22 24 22 24 23 23
AlbuMax 24 24 23 24 22 23
MIX 23 24 22 23 23 23
5uM_72h
Y- RPMI_L serum 18 23 11 21 19 18
RPMI_H serum 22 24 21 24 23 23
Media métodos 22 24 19 23 22 22
AlbuMax 23 23 10 17 16 18
MIX 13 20 8 9 15 13
1puM_72h
Y- RPMI_Lserum 10 15 4 7 10 9
RPMI_H serum 15 21 8 13 15 14
Media métodos 15 20 8 12 14 14
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Estos valores pueden ser representados también en forma grafica para facilitar la

comprension de los mismos y la obtencion de conclusiones. Por una parte se puede ver

la influencia del método empleado (Figura 71) o del medio de ensayo (Figura 72).

El método de reduccion de Presto Blue parece mas refractario a la hora de

identificar compuestos activos. Sin embargo, el analisis de la Tabla 27 pone de

manifiesto que la disminucion de la suma total de compuestos, detectados por este

método, proviene fundamentalmente del recuento de bajo numero de positivos en el

medio RPMI L suero.

Métodos 48 horas

ATP ATP
10 uM_48h 5 uM_48h

O
O
O
O
O
O

Luciferasa Luciferasa
10 uM_48h 5 uM_48h

O
O
O
O
O
O

PrestoBlue PrestoBlue
10 uM_48h 5 uM_48h

O
O
O
O
O
O

LDH LDH
10 uM_48h 5uM_48h

O
O
O
O
O
O

Opera Opera
10 uM_48h 5 uM_48h

O
O
O
O
O
O

ATP
1uM_48h

Luciferasa
1 uM_48h

PrestoBlue
1 uM_48h

LDH
1 uM_48h

Opera
1 uM_48h

ATP
10 uM_72h

Luciferasa
10 uM_72h

PrestoBlue
10 uM_72h

LDH
10 uM_72h

Opera
10 uM_72h

Métodos 72 horas

ATP ATP
5uM_72h 1uM_72h

Luciferasa Luciferasa
5uM_72h 1uM_72h

PrestoBlue PrestoBlue
5 uM_72h 1 uM_72h

LDH LDH
5uM_72h 1uM_72h

Opera Opera
5uM_72h 1uM_72h

Figura 71. Graficos de sectores que muestran la proporcion de compuestos positivos (verde)
frente a los inactivos (rojo) en los diferentes métodos, concentraciones y tiempos
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Medios de ensayo a 48 horas

AlbuMax AlbuMax AlbuMax
1 uM_48h

10 pM_48h 5 pM_48h

MIX MIX MIX
10 uM_48h

RPMI_L suero RPMI_L suero RPMI_L suero
10 uM_48h 5 uM_48h 1 uM_48h

O

RPMI_H suero RPMI_H suero RPMI_H suero
10 pM_48h 5 uM_48h 1uM_48h

Medios de ensayo 72 horas

AlbuMax AlbumMax AlbuMax
10 uM_72h 5 uM_72h 1 uM_72h

MIX MIX MIX
10 uM_72h

RPMI_L suero RPMI_L suero RPMI_L suero
10 uM_72h 5 uM_72h 1uM_72h

RPMI_H suero RPMI_H suero RPMI_H suero
10 uM_72h 5uM_72h 1uM_72h

Figura 72. Graficos de sectores que muestran la proporcion de compuestos positivos (verde)
frente a los inactivos (rojo) en los diferentes medios, concentraciones y tiempos

La observacion de estos datos seria suficiente para alcanzar varias conclusiones,

pero se ha querido afiadir el estudio de los resultados mediante un método estadistico

que se conoce como “Razén de momios™.

3.3.9.2. Raz6n de momios

La razén de momios es un estudio estadistico muy empleado en epidemiologia

que se define como la posibilidad de que una condicion se presente en un grupo frente al

riesgo de que ocurra en otro.

En nuestro caso, este estudio midio el efecto de una condicidn particular sobre el

resultado final (ser identificado como compuesto positivo o no) frente al efecto del resto

de condiciones. Se empled una distribucion chi-cuadrado y se analizd cuanto se separ6

el valor real del esperado si se atuviera a dicha distribucion. Si el valor estimado no

ejerce una influencia significativa sobre el resultado, éste debe quedar entre el “valor

alto” y el “valor bajo”. En este intervalo siempre se encuentra el valor “1”. Si se
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distancia por encima del “valor alto” o por debajo del “valor bajo” es porque el factor
influye (positiva o negativamente) mientras que si el valor real queda cerca del valor
esperado es que ese parametro no ejerce efecto, es indiferente.

A continuacion se presentan los resultados del estudio de razén de momios con
este grupo de compuestos. Se muestran los resultados en forma de tablas y

representacion grafica. En las tablas se pueden distinguir varias columnas:

Compuesto: Identificacion de la molécula.

Columna de pardmetro: Método, Medio, Concentracion o Tiempo.

Estimado: Valor estimado segtn la correspondiente distribucion chi-cuadrado.

Bajo: Valor mas bajo del intervalo establecido para esa condicién y compuesto

en particular.

e Alto: Valor mas alto del intervalo establecido para esa condicién y compuesto
en particular

e Error: Amplitud del intervalo.

e MB: Marca de valor bajo. El valor “1” no se encuentra en el intervalo porque el
limite inferior ya lo excede. Indica que la condicion que se estd examinando
favorece la identificacion del compuesto como positivo.

e MA: Marca de valor alto. El valor “1” no se encuentra en el intervalo porque el

limite superior no lo alcanza. Indica que la condicidon que se esta examinando

perjudica la identificacion del compuesto como positivo.

Cuanto mas proximo se encuentre el valor estimado a “1” menos influencia

tendra el parametro en estudio sobre los resultados, se consideraria como indiferente.

Si bien los datos obtenidos arrojan conclusiones muy claras, a nivel estadistico
conviene tener en cuenta que los valores de ICsy son mas precisos que los porcentajes de
inhibicion asi como que el grupo de compuestos estudiado no estd compuesto por
moléculas elegidas al azar, sino que proceden de un filtrado por actividad dual, asi todos
los compuestos son activos frente a formas asexuales y sexuales del parésito, y su

3

numero no es muy elevado. Debido a estas causas, el intervalo entre “valor alto” y

“valor bajo”, es decir el “error” es amplio.
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3.3.9.2.1. Influencia del método

Tabla 28. Tabla de resultados del estudio de razon de momios para determinar la influencia del

método

Compuesto Método Estimado Bajo Alto Error MB MA
TCMDC-125521 ATP 1,157 0,695 1,848 0,691 0 0
TCMDC-125520 ATP 1,144 0,703 1,793 0,649 0 0
TCMDC-131825 ATP 1,005 0,544 1,740 0,735 0 0
TCMDC-125531 ATP 1,079 0,626 1,774 0,695 0 0
TCMDC-125487 ATP 1,098 0,661 1,749 0,651 0 0
TCMDC-132071 ATP 0,686 0,256 1,529 0,842 0 0
TCMDC-125133 ATP 0,776 0,405 1,372 0,597 0 0
TCMDC-125114 ATP 0,777 0,416 1,349 0,572 0 0
TCMDC-134315 ATP 1,095 0,634 1,801 0,706 0 0
TCMDC-124791 ATP 0,919 0,536 1,497 0,578 0 0

NITD609 ATP 0,809 0,467 1,325 0,516 0 0
TCMDC-136307 ATP 1,172 0,687 1,914 0,742 0 0
TCMDC-136642 ATP 1,123 0,629 1,900 0,777 0 0
TCMDC-124436 ATP 1,042 0,643 1,626 0,584 0 0
TCMDC-123792 ATP 0,884 0,482 1,520 0,635 0 0
TCMDC-137442 ATP 0,971 0,581 1,552 0,581 0 0
TCMDC-137453 ATP 1,044 0,630 1,659 0,615 0 0
TCMDC-137476 ATP 1,053 0,592 1,774 0,721 0 0
TCMDC-137569 ATP 1,006 0,576 1,667 0,661 0 0
TCMDC-124478 ATP 1,053 0,592 1,774 0,721 0 0
TCMDC-125849 ATP 1,130 0,695 1,771 0,641 0 0
TCMDC-142246 ATP 1,042 0,643 1,626 0,584 0 0
TCMDC-142295 ATP 1,091 0,672 1,706 0,615 0 0
TCMDC-124790 ATP 0,800 0,417 1,418 0,618 0 0
TCMDC-125521 Luciferasa 1,028 0,629 1,621 0,593 0 0
TCMDC-125520 Luciferasa 0,903 0,556 1,414 0,511 0 0
TCMDC-131825 Luciferasa 1,168 0,677 1,935 0,767 0 0
TCMDC-125531 Luciferasa 1,172 0,713 1,864 0,692 0 0
TCMDC-125487 Luciferasa 0,975 0,598 1,532 0,557 0 0
TCMDC-132071 Luciferasa 1,312 0,639 2,527 1,214 0 0
TCMDC-125133 Luciferasa 1,222 0,725 1,986 0,764 0 0
TCMDC-125114 Luciferasa 1,250 0,758 1,996 0,746 0 0
TCMDC-134315 Luciferasa 1,122 0,676 1,795 0,673 0 0
TCMDC-124791 Luciferasa 0,988 0,606 1,553 0,566 0 0

NITD609 Luciferasa 0,926 0,569 1,451 0,525 0 0
TCMDC-136307 Luciferasa 0,928 0,544 1,512 0,585 0 0
TCMDC-136642 Luciferasa 0,890 0,499 1,504 0,613 0 0
TCMDC-124436 Luciferasa 0,823 0,508 1,281 0,459 0 0
TCMDC-123792 Luciferasa 1,161 0,691 1,880 0,719 0 0
TCMDC-137442 Luciferasa 0,915 0,563 1,432 0,518 0 0
TCMDC-137453 Luciferasa 0,875 0,534 1,379 0,504 0 0
TCMDC-137476 Luciferasa 1,337 0,808 2,146 0,809 0 0
TCMDC-137569 Luciferasa 1,039 0,622 1,670 0,631 0 0
TCMDC-124478 Luciferasa 0,899 0,513 1,498 0,600 0 0
TCMDC-125849 Luciferasa 0,893 0,550 1,396 0,503 0 0
TCMDC-142246 Luciferasa 0,823 0,508 1,281 0,459 0 0
TCMDC-142295 Luciferasa 0,861 0,531 1,345 0,483 0 0
TCMDC-124790 Luciferasa 1,266 0,750 2,064 0,798 0 0
TCMDC-125521 PrestoBlue 0,969 0,541 1,631 0,662 0 0
TCMDC-125520 PrestoBlue 1,066 0,622 1,732 0,667 0 0
TCMDC-131825 PrestoBlue 0,514 0,212 1,054 0,540 0 0
TCMDC-125531 PrestoBlue 0,925 0,495 1,603 0,678 0 0
TCMDC-125487 PrestoBlue 0,923 0,516 1,550 0,627 0 0
TCMDC-132071 PrestoBlue 0,698 0,235 1,638 0,940 0 0
TCMDC-125133 PrestoBlue 0,885 0,450 1,593 0,708 0 0
TCMDC-125114 PrestoBlue 0,812 0,414 1,454 0,643 0 0
TCMDC-134315 PrestoBlue 1,020 0,557 1,748 0,728 0 0
TCMDC-124791 PrestoBlue 1,082 0,622 1,781 0,699 0 0

NITD609 PrestoBlue 1,019 0,587 1,673 0,654 0 0
TCMDC-136307 PrestoBlue 0,937 0,502 1,626 0,689 0 0
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Tabla 28. Tabla de resultados del estudio de razoén de momios para determinar la influencia del
método (cont.)

Compuesto Método Estimado Bajo Alto Error MB MA
TCMDC-136642 PrestoBlue 1,102 0,586 1,929 0,827 0 0
TCMDC-124436 PrestoBlue 1,317 0,811 2,060 0,742 0 0
TCMDC-123792 PrestoBlue 0,847 0,432 1,521 0,674 0 0
TCMDC-137442 PrestoBlue 0,938 0,533 1,554 0,616 0 0
TCMDC-137453 PrestoBlue 1,019 0,587 1,673 0,654 0 0
TCMDC-137476 PrestoBlue 0,946 0,494 1,673 0,727 0 0
TCMDC-137569 PrestoBlue 0,925 0,495 1,603 0,678 0 0
TCMDC-124478 PrestoBlue 1,036 0,553 1,807 0,771 0 0
TCMDC-125849 PrestoBlue 1,349 0,821 2,131 0,781 0 0
TCMDC-142246 PrestoBlue 1,245 0,760 1,958 0,713 0 0
TCMDC-142295 PrestoBlue 1,303 0,794 2,053 0,751 0 0
TCMDC-124790 PrestoBlue 0,912 0,464 1,645 0,732 0 0
TCMDC-125521 LDH 0,714 0,392 1,213 0,499 0 0
TCMDC-125520 LDH 0,848 0,496 1,375 0,528 0 0
TCMDC-131825 LDH 1,008 0,546 1,745 0,737 0 0
TCMDC-125531 LDH 1,009 0,578 1,672 0,663 0 0
TCMDC-125487 LDH 0,972 0,574 1,570 0,598 0 0
TCMDC-132071 LDH 1,290 0,594 2,562 1,272 0 0
TCMDC-125133 LDH 1,090 0,612 1,840 0,750 0 0
TCMDC-125114 LDH 0,994 0,560 1,668 0,674 0 0
TCMDC-134315 LDH 0,951 0,537 1,592 0,641 0 0
TCMDC-124791 LDH 1,115 0,671 1,778 0,662 0 0

NITD609 LDH 1,176 0,722 1,846 0,670 0 0
TCMDC-136307 LDH 0,881 0,490 1,490 0,609 0 0
TCMDC-136642 LDH 1,041 0,575 1,778 0,737 0 0
TCMDC-124436 LDH 1,045 0,645 1,631 0,586 0 0
TCMDC-123792 LDH 1,204 0,694 1,991 0,788 0 0
TCMDC-137442 LDH 1,161 0,714 1,822 0,661 0 0
TCMDC-137453 LDH 1,047 0,632 1,664 0,617 0 0
TCMDC-137476 LDH 0,755 0,395 1,333 0,578 0 0
TCMDC-137569 LDH 0,869 0,483 1,468 0,599 0 0
TCMDC-124478 LDH 1,223 0,705 2,025 0,803 0 0
TCMDC-125849 LDH 0,783 0,453 1,282 0,498 0 0
TCMDC-142246 LDH 1,045 0,645 1,631 0,586 0 0
TCMDC-142295 LDH 1,094 0,674 1,711 0,617 0 0
TCMDC-124790 LDH 1,127 0,631 1,906 0,779 0 0
TCMDC-125521 Opera 1,183 0,717 1,877 0,695 0 0
TCMDC-125520 Opera 1,102 0,677 1,726 0,625 0 0
TCMDC-131825 Opera 1,324 0,759 2,210 0,886 0 0
TCMDC-125531 Opera 0,835 0,464 1,410 0,575 0 0
TCMDC-125487 Opera 1,057 0,637 1,684 0,626 0 0
TCMDC-132071 Opera 1,082 0,480 2,191 1,109 0 0
TCMDC-125133 Opera 1,047 0,588 1,767 0,720 0 0
TCMDC-125114 Opera 1,181 0,691 1,934 0,753 0 0
TCMDC-134315 Opera 0,847 0,471 1,431 0,585 0 0
TCMDC-124791 Opera 0,945 0,558 1,528 0,582 0 0

NITD609 Opera 1,129 0,693 1,772 0,643 0 0
TCMDC-136307 Opera 1,129 0,661 1,843 0,714 0 0
TCMDC-136642 Opera 0,921 0,500 1,590 0,669 0 0
TCMDC-124436 Opera 0,896 0,543 1,415 0,519 0 0
TCMDC-123792 Opera 0,924 0,512 1,570 0,646 0 0
TCMDC-137442 Opera 1,054 0,642 1,662 0,608 0 0
TCMDC-137453 Opera 1,067 0,650 1,683 0,617 0 0
TCMDC-137476 Opera 0,939 0,520 1,596 0,658 0 0
TCMDC-137569 Opera 1,188 0,703 1,924 0,736 0 0
TCMDC-124478 Opera 0,865 0,471 1,488 0,622 0 0
TCMDC-125849 Opera 0,970 0,587 1,538 0,568 0 0
TCMDC-142246 Opera 0,949 0,581 1,489 0,540 0 0
TCMDC-142295 Opera 0,778 0,456 1,259 0,481 0 0
TCMDC-124790 Opera 0,921 0,500 1,590 0,669 0 0
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En la Tabla 28 no hay evidencia de que el método pueda influir
significativamente sobre el resultado (columnas MB y MA igual a cero en todos los
casos).

La representacion grafica del valor estimado con su correspondiente error se
presenta en la Figura 73. Ninguno de los métodos se separa lo suficiente de “1” como
para interpretar que tiene significativa influencia sobre los resultados. El tamafio de los

errores es inversamente proporcional al nimero de muestras estudiadas.

Método
25
Hl ATP
2.0 I Luciferasa
<} Il Presto blue
§1-5 LDH
=10 d ] e _ N A of _| W Opera
w 1
0.5
0.0
o A > > & QA © %5 A0 O R O O H
@"9’\’6&\9 S '\&«\’6@ & v’\g\/o@ S S n?cg]’f\b‘&bl\&9 SRS P O
NN NN EN NN SN NN NN SN N NN SN N SN SN N
ARG CAN GG AC A AR RN (G CaNe] (AN E) o OO
P PP PO PO FPFOF FPPFPPPOPPOFPPOFLW®
papaeeaiaofofoe UL AT (T (T (S 4 S S T (S (O

Compuestos

Figura 73. Representacion grafica de los valores estimados en el estudio de la influencia del
método por la razéon de momios

El empleo de cualquiera de los métodos de viabilidad investigados en este

trabajo permiti6 identificar practicamente los mismos compuestos.
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3.3.9.2.2. Influencia de la concentracion

Tabla 29. Tabla de resultados del estudio de razon de momios para determinar la influencia de
la concentracion de compuesto

Compuesto Método Estimado Bajo Alto Error MB MA
TCMDC-125521 10uM 0,999 0,658 1,499 0,501 0 0
TCMDC-125520 10uM 0,850 0,566 1,259 0,410 0 0
TCMDC-131825 10uM 1,093 0,682 1,733 0,641 0 0
TCMDC-125531 10uM 1,129 0,734 1,722 0,594 0 0
TCMDC-125487 10uM 0,933 0,618 1,394 0,460 0 0
TCMDC-132071 10uM 2,463 1,323 4,733 2,270 1 0
TCMDC-125133 10uM 1,145 0,726 1,790 0,645 0 0
TCMDC-125114 10uM 1,060 0,680 1,634 0,574 0 0
TCMDC-134315 10uM 1,152 0,748 1,761 0,609 0 0
TCMDC-124791 10uM 0,797 0,522 1,200 0,402 0 0

NITD609 10uM 0,739 0,486 1,106 0,367 0 0
TCMDC-136307 10uM 1,152 0,748 1,761 0,609 0 0
TCMDC-136642 10uM 1,559 0,992 2,452 0,893 0 0
TCMDC-124436 10uM 0,758 0,508 1,114 0,356 0 0
TCMDC-123792 10uM 1,020 0,648 1,585 0,565 0 0
TCMDC-137442 10uM 0,863 0,574 1,280 0,417 0 0
TCMDC-137453 10uM 0,876 0,582 1,301 0,425 0 0
TCMDC-137476 10uM 1,410 0,905 2,191 0,781 0 0
TCMDC-137569 10uM 1,182 0,770 1,803 0,621 0 0
TCMDC-124478 10uM 1,410 0,905 2,191 0,781 0 0
TCMDC-125849 10uM 0,837 0,558 1,239 0,402 0 0
TCMDC-142246 10uM 0,758 0,508 1,114 0,356 0 0
TCMDC-142295 10uM 0,739 0,491 1,094 0,355 0 0
TCMDC-124790 10uM 1,199 0,758 1,883 0,684 0 0
TCMDC-125521 5uM 1,043 0,686 1,569 0,525 0 0
TCMDC-125520 5uM 0,928 0,618 1,375 0,447 0 0
TCMDC-131825 5uM 0,895 0,548 1,434 0,538 0 0
TCMDC-125531 5uM 1,069 0,690 1,637 0,567 0 0
TCMDC-125487 5uM 1,019 0,675 1,522 0,503 0 0
TCMDC-132071 5uM 1,005 0,523 1,872 0,867 0 0
TCMDC-125133 5uM 1,186 0,750 1,855 0,670 0 0
TCMDC-125114 5uM 1,156 0,742 1,783 0,627 0 0
TCMDC-134315 5uM 1,257 0,816 1,922 0,665 0 0
TCMDC-124791 5uM 0,832 0,542 1,255 0,423 0 0

NITD609 5uM 0,807 0,530 1,208 0,401 0 0
TCMDC-136307 5uM 1,038 0,668 1,594 0,556 0 0
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Tabla 29. Tabla de resultados del estudio de razéon de momios para determinar la influencia de
la concentracion de compuesto (cont.)

Compuesto Método Estimado Bajo Alto Error MB MA
TCMDC-136642 5uM 1.453 0.921 2.282 0.829 0 0
TCMDC-124436 5uM 0.795 0.531 1172 0.376 0 0
TCMDC-123792 5uM 1.056 0.670 1.645 0.588 0 0
TCMDC-137442 5uM 0.942 0.626 1.398 0.456 0 0
TCMDC-137453 5uM 0.956 0.636 1.421 0.465 0 0
TCMDC-137476 5uM 1.078 0.682 1.682 0.604 0 0
TCMDC-137569 5uM 1.121 0.726 1.714 0.593 0 0
TCMDC-124478 5uM 1.323 0.846 2.057 0.734 0 0
TCMDC-125849 5uM 0.914 0.609 1.353 0.439 0 0
TCMDC-142246 5uM 0.828 0.555 1.217 0.389 0 0
TCMDC-142295 5uM 0.806 0.536 1.195 0.388 0 0
TCMDC-124790 5uM 1.175 0.739 1.849 0.674 0 0
TCMDC-125521 uM 0.953 0.568 1.531 0.578 0 0
TCMDC-125520 1uM 1.366 0.873 2.083 0.717 0 0
TCMDC-131825 1uM 1.037 0.580 1.759 0.722 0 0
TCMDC-125531 1uM 0.760 0.423 1.283 0.523 0 0
TCMDC-125487 1uM 1.080 0.663 1.699 0.619 0 0
TCMDC-132071* 1uM
TCMDC-125133 1uM 0.619 0.315 1.111 0.492 0 0
TCMDC-125114 1uM 0.743 0.405 1.272 0.529 0 0
TCMDC-134315 uM 0.545 0.279 0.972 0.427 0 1
TCMDC-124791 1uM 1.657 1.064 2.526 0.870 1 0
NITD609 1uM 1.852 1.212 2.782 0.930 1 0
TCMDC-136307 1uM 0.771 0.429 1.303 0.532 0 0
TCMDC-136642 1uM 0.096 0.015 0.305 0.209 0 1
TCMD