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RESUMEN

Introduccion: Los endoperdxidos son moléculas que presentan un enlace 0-0 entre
dos atomos de carbono de un anillo ciclico. Aunque se conocen varios ejemplos
de estas moléculas, solo se identificaron revisiones de actividad antileishmanial
para la artemisina y sus derivados, donde no se consideran los aportes
experimentales recientes.

Objetivo: Identificar evidencias recientes de accion antileishmanial de
endoperdéxidos de diferentes fuentes.

Métodos: Se realiz6 una revision de articulos publicados en 10 afios (2013-2022),
en espafol e inglés, principalmente en la base de datos PubMed/Medline y
utilizando Google Scholar.

Resultados: Tras revisar 44 articulos originales se identificaron 31 endoperéxidos
activos sobre Leishmania; de los cuales 11 fueron 1,2,4-trioxanos, 12, 1,2-dioxanos,

seis derivados de 2-adamanto, ademds de dos tetraoxanos. Ademas de la
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artemisina y sus derivados, se destacan como compuestos promisorios el
ascaridol, por su capacidad de controlar el desarrollo de lesiones cutaneas
murinas, y dos tetraoxanos que disminuyeron significativamente la carga
parasitaria en higado y bazo de ratones infectados.

Conclusiones: Las potencialidades farmacologicas de los endoperdxidos frente a
Leishmania spp. se ha demostrado en estudios de diferentes grupos de
investigacion. Los trabajos publicados se han desarrollado fundamentalmente /n
vitroy en especies de Asia, Africa y el sur de Europa. Se proponen posibles dianas
moleculares mitocondriales, sin descartar la contribucién de las membranas,
citoplasma y kinetoplasto del parasito al mecanismo de accidn. La informacion
reunida puede facilitar el reposicionamiento de las artemisinas y/o la seleccion de
otros endoperéxidos como punto de partida para el desarrollo de una nueva opcion
terapéutica.

Palabras clave: endoperoxido; Le/shmania, artemisina; dioxano; tetraoxano.

ABSTRACT

Introduction: Endoperoxides are molecules distinguished by the presence of an O-
O bond between two carbon atoms of a cyclic ring. Although several examples of
natural and synthetic origin exist, available reviews only focus on studies about the
antileishmanial activity of artemisinin and its derivatives, where recent
experimental contributions were not considered.

Objective: To identify recent evidences of antileishmanial actions of endoperoxides
from different sources.

Methods: A review of articles published in ten years (2013-2022), in Spanish and
English, mainly in the PubMed/Medline database and using the Google Scholar
search engine was developed.

Results: After reviewed 44 original articles, 31 endoperoxides active on Leishmania
were identified; from which, 11 were 1,2,4-trioxanes, 12 were 1,2-dioxanes, 6 were
2-admantyl derivatives, besides 2 tetraoxanes. Besides artemisinin and its
derivatives, among promissory compounds ascaridole is highlighted, due to its

capacity to reduce the parasite burden in murine cutaneous lesions, as well as two
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tetraoxanes that significantly reduced the parasite burden in liver and spleen of
infected mice.

Conclusions: The pharmacological potential of endoperoxides against Leishmania
spp. has been demonstrated in studies by different research groups. The published
works have been developed mainly /n vitro and in species from Asia, Africa and
southern Europe. Possible mitochondrial molecular targets are proposed, without
ruling out the contribution of the parasite's membranes, cytoplasm and kinetoplast
to the mechanism of action. The information gathered may facilitate the
repositioning of artemisinins and/or the selection of other endoperoxides as a
starting point for the development of a new therapeutic option.

Keywords: endoperoxide; Leishmania, artemisinin; dioxane; tetraoxane
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Introduccion

El término leishmaniasis incluye a un grupo de enfermedades tropicales causadas
por protozoos del género Leishmania. Segun la especie involucrada, la region
geografica y la inmunidad del hospedero se pueden manifestar afectaciones
cutdneas, mucocutaneas y/o viscerales.(! Actualmente, es reconocida por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un serio problema de salud mundial,
endémico en mas de 90 paises y con cientos de millones de personas en riesgo de
contraer la infeccién.@

Al tratarse de una enfermedad antropozoonética y transmitida por vectores, sin
vacunas disponibles para la prevencion, las medidas de control se han dirigido
fundamentalmente al uso de insecticidas y a la quimioterapia.® Sin embargo,
ninguno de los farmacos aprobados para el tratamiento antileishmanial induce una
curacion parasitologica; lo cual, unido a las complicadas administraciones, elevada
toxicidad, excesivos costos, desarrollo de resistencia y efectos secundarios

graves, demanda el estudio de nuevas alternativas farmacolégicas.
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A partir de los beneficios observados en Plasmodiurm®® no se descarta la
posibilidad de que la familia de la artemisina (ART) y, en general, los endoperéxidos
(EP) puedan funcionar frente a Leishmania.®) Los EP son moléculas que se
distinguen por presentar un enlace O-O interno entre dos atomos de carbono de un
anillo ciclico. La ruptura del enlace peroxidico produce la formacion de radicales
centrados en el oxigeno, a partir de los cuales se generan radicales mas estables
centrados en el carbono.”)

Fisiologicamente, las ciclooxigenasas participan en la sintesis de EP endégenos en
células mamiferas.® Durante este proceso, por la accion de prostaglandinas
sintasas, los intermediarios generados son modificados a moléculas sin grupo
funcional EP.®) La alta especificidad de estas reacciones sugiere que EP exdgenos,
sin relacion estructural con EP enddgenos, deban ser dificiles de degradar por
células mamiferas y de Leishmania. En este sentido, se han identificado varios
ejemplos provenientes de diferentes fuentes como plantas, hongos e invertebrados
marinos.(") Teniendo en cuenta que estos compuestos se producen como parte
de la defensa frente a especies patdgenas, no es de extrafar que (mas alla de la
ART) puedan ser utilizados con fines terapéuticos.

Tras una busqueda de revisiones relacionadas, en el periodo 2013-2022, se
identificd una revision previa de la actividad de la ART y sus derivados frente a
parasitos protozoarios Jn vitro e in vivo, incluyendo Leishmania spp.©
Recientemente, se realiz6 un analisis comparativo del potencial antiprotozoario de
compuestos EP policiclicos de origen natural, para lo cual se empled la herramienta
web PASS (Prediction of Activity Spectra of Substances), donde se resaltd la
actividad selectiva (92 %) de la ART frente a Leishmania. Las estimaciones
realizadas no se contrastaron con estudios experimentales reportados.('
Ademas de contribuir en la mejora de los farmacos antileishmaniales disponibles,
la sintesis quimica se resalta como una fuente importante de nuevas entidades
moleculares. Con respecto a EP obtenidos por esta via, revisiones recientes se
enfocan principalmente en los fundamentos quimicos de su obtencion('? y en sus
potencialidades como antimalédricos.®'® No se encontraron publicaciones
actualizadas que revisen los trabajos donde se evalie la actividad

antileishmaniales de EP sintéticos.
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Resulta interesante profundizar en los estudios de actividad antileishmanial de los
EP, sobre todo porque la mayor parte de las revisiones precedentes se enfocan en
evaluaciones in vitro, sobre la forma extracelular (promastigotes) y en algunas
especies del parasito. Por tanto, la presente revision se propone identificar las
evidencias experimentales mas recientes de accion antileishmanial de EP de

origen natural y sintético.

Métodos

Se realiz6é una busqueda de articulos publicados en el periodo de enero de 2013 a
diciembre de 2022, para lo cual se consideraron los términos: “Leishmania’,
“Trypanosomda’, “endoperéxido”, “artemisina”, “artesunato”, “arteméter”,
“dihidroartemisina”, “dioxano”, “trioxano”, “trioxolano”, “tetraoxano”, y sus
equivalentes en inglés. Todas las busquedas se realizaron empleando parejas de
términos, conformadas por uno de los dos primeros y uno de los nueve siguientes.
La exploracion se realizé fundamentalmente en la base de datos PubMed/Medline,
ademas de utilizarse el motor de busqueda Google Académico.

De las 92 publicaciones inicialmente identificadas se seleccionaron 44 articulos
originales y 15 revisiones, donde el 78 % corresponden a los ultimos cinco afios.
Por no corresponderse con los criterios de busqueda, se excluyeron 33 trabajos,
donde se encontraban articulos de revisién y otros enfocados en evaluaciones anti-
Plasmodium. A partir de la exploracién manual de las referencias de las
publicaciones seleccionadas se identificaron 25 trabajos adicionales, 6 de los
cuales correspondian a articulos originales en parasitos de Le/shmania. Aunque 15
de estos 25 trabajos no pertenecian al periodo analizado, todos fueron incluidos
por su relevancia en el tema abordado, para un total de 84 publicaciones. A partir
de los 44 articulos originales inicialmente seleccionados, se identificaron 31
endoperdxidos activos frente a Leishmania, cuya representacién quimica se realizé

en el software BIOVIA Draw version 18.1.
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Artemisina y derivados (1,2,4-trioxanos) sintéticos

El principal EP que se resalta en la literatura por sus potencialidades
antiparasitarias es la ART (fig. 1), aislada por primera vez a partir de la especie
vegetal Artemisina annua L. en 1971. Esta lactona sesquiterpénica con esqueleto
estructural tetraciclico clasifica como un 1,2,4-trioxano.®® Actualmente, se
encuentra aprobada en la clinica para el tratamiento de la malaria, cuya accién se
basa en la ruptura del puente O-O por el grupo hemo liberado de la hemoglobina
plasmatica en los eritrocitos. Esto produce radicales libres e intermediarios
alquilados que atacan proteinas asociadas a la supervivencia de parasitos
maldricos.('” La ART constituye la molécula lider de una familia de farmacos
semisintéticos similares, donde se destacan el arteméter (ATM), el artesunato
(ATS) y la dihidroartemisina (DHA) (fig. 1).

Las caracteristicas que comparten los parasitos de Plasmodiumy Leishmanid1®
justifican los estudios donde se demuestra el amplio espectro antileishmanial /n
vitro de la ART y sus derivados (tabla 1). Adicionalmente, se han descrito otros
derivados sintéticos, en cuya estructura presentan un anillo furano de cinco
miembros (fig. 1); en lugar del anillo caracteristico de tetrahidropirano de seis
miembros presente en los derivados de ART convencionales. Estos 1,2,4-trioxanos
noveles han demostrado ser activos (tabla 1) y selectivos frente a promastigotes
de L. infantumy L. donovani(7) La actividad antileishmanial de diferentes 1,2,4-
trioxanos de menor complejidad estructural también fue evaluada, destacandose
el andlogo 11 por su mayor selectividad frente a promastigotes de L. donovani.(®)
Los primeros estudios enfocados en la accién inhibitoria de la ART frente a
parasitos de Leishmania plantearon que la muerte celular programada tras el
tratamiento de promastigotes de L. donovani se debia a la formacion de radicales
centrados en el carbono, seguido de la aparicion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), la reduccion de tioles no proteicos y la movilizacion del Ca?+.(") Estos
eventos se asociaron a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
degradacién del ADN y detencién del ciclo celular.)

En correspondencia con estos hallazgos, la produccion de ERO en promastigotes
tratados se acompafié de cierta disfuncién mitocondrial, con despolarizacién de la

membrana y disminucion de los niveles de ATP.@") En particular, se demostro la

(@) ev-rc | 6
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capacidad de la ART de restaurar los niveles de 6xido nitrico en macrofagos, donde
la infeccién por Leishmania causé una expresion disminuida del ARNm
correspondiente a la enzima 6xido nitrico sintasa.@? En el caso de la DHA, su
accion sobre amastigotes de L. braziliensis se asocio a la induccién de H-0,y a la

pérdida del control respiratorio. ()

10 11

Nota: Los endoperéxidos representados corresponden a: 1: artemisina; 2: arteméter; 3: artesunato; 4: dihidroartemisina; 5:
1-[(5R,11R,12R)-1,5,9-trimetil-10,13,14,15-tetraoxatetraciclo[9.3.1.04,12.08,12]pentadecan-9-illetanona; 6: [(5R,11R,12R)-
1,5,9-trimetil-10,13,14,15-tetraoxatetraciclo[9.3.1.04,12.08,12]pentadecan-9-illmetil 4-fenilbenzoato; 7: [(5R,11R,12R)-1,5,9-
trimetil-10,13,14,15-tetraoxatetraciclo[9.3.1.04,12.08,12]pentadecan-9-illmetil 4-nitrobenzoato; 8: [(5R,11R,12R)-1,5,9-
trimetil-10,13,14,15-tetraoxatetraciclo[9.3.1.04,12.08,12]pentadecan-9-illmetil 4-fluorobenzoato; 9: [(5R,11R,12R)-1,5,9-
trimetil-10,13,14,15-tetraoxatetraciclo[9.3.1.04,12.08,12]pentadecan-9-ilmetil 4-metilfuran-2-carboxilato; 10: [(5R,11R,12R)-
1,5,9-trimetil-10,13,14,15-tetraoxatetraciclo[9.3.1.04,12.08,12]pentadecan-9-illmetil benzofuran-2-carboxilato; 11:
(1R,6S,8R)-2,2,6-trimetil-8-[2-(p-tolil)etil]-7,9,10-trioxatriciclo[6.2.2.01,6]dodec-11-eno.

Fig. 1 — Estructuras quimicas de la artemisina y derivados 1,2,4-trioxanos

sintéticos estudiados con fines antileishmaniales.

En fechas recientes se demostré que la muerte de parasitos de Leishmania
tratados con ART depende de su interaccion con el Fe?* y/o Fe(ll)-hemo.(242526) En
este sentido, se confirmd que la concentracién de hierro en el medio de cultivo de
promastigotes afecta significativamente la actividad antileishmanial de este EP.
Por tanto, el rango variable de Clso descrito para la ART y sus derivados (tabla 1) no
solo se debe a la especie involucrada, sino también a las condiciones de ensayo,
incluido el medio de cultivo.(2®

El hecho de que inhibidores de la hemo-oxigenasa de mamiferos actuaran de forma
antagonica con respecto a la ART, confirmd que la hemina en combinacién con
diferentes reductores celulares favorece la activacion de este EP en Leishmania,

mediante vias enzimaticas que involucran la degradacion del grupo hemo.@ La
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preferencia de la ART por la activacion dependiente del grupo hemo sugiere su
efectividad frente a macréfagos infectados e involucrados en la eritrofagocitosis.
Teniendo en cuenta que este proceso tiene lugar en el bazo, uno de los 6rganos
mas afectados en pacientes con leishmaniasis visceral (LV), la activacion mediada
por hemo se asocia a las primeras actividades /n vivo observadas, las cuales se
realizaron frente a especies causantes de la forma visceral de la enfermedad.(?7:28)
En adicién, la capacidad de este EP de controlar la leishmaniasis cutdanea (LC)
experimental, recientemente demostrado en modelos murinos infectados con
especies del Viejo Mundo (Asia, Africa y el sur de Europa) y del Nuevo Mundo (Las
Américas) y con diferentes susceptibilidades a la infeccidn, resaltan el amplio

espectro antileishmanial de este EP (tabla 2).

Tabla 1 - Concentracion inhibitoria media (Clso) de la artemisina y derivados 1,2,4-
trioxanos sintéticos frente a parasitos de Leishmania documentada en la literatura en el
periodo 2013-2022

Principal
Especie de . . Modelos .
Origen geografico manifestacion Referencias
Leishmania lini [resultados (Clsp)
clinica

Promastigotes
ART: 25 uM
29

Amastigotes
ART: 48 yM
Promastigotes

Asia, Africa y el leishmaniasis EP5:2-8 yM

L. donovani

sur de Europa visceral EP6: 3-4 uM
EP7: 4-5 uM 17
EP8: 8-10 uM
EP9: 6-7 uM
EP10: 10-14 uM

Promastigotes 18
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EP11: 2,47 uyM

Promastigotes
30
ATM: 84 uM

Promastigotes
ATS: 40 uM

leishmaniasis DHA: 123 uM
L. infantum 31

visceral Amastigotes

ATS: 122 uM

DHA: 104 uM

Promastigotes
32
ART: 177 pM

Promastigotes
ATM: 84 uM

33
Amastigotes

ATM: 84 pM

Promastigotes
ART: 88 uM

34
Amastigotes

leishmaniasis
L. major . ART: 1,4 mM
cutdnea

Promastigotes
EP5: 27 uM
EP6: 10 uM
EP7:6 uM 17
EP8: 8 yM
EP9: 4 pM

EP10: 11 pM

Esta obra estd bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CIMED Revista Cubana de Medicina Tropical. 2024;76(sup):e1019

/@ EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Promastigotes

leishmaniasis DHA: 62 uM

L. braziliensis

cutanea Amastigotes

DHA: 9 uM

Las Américas Amastigotes

ART: 15 uM
leishmaniasis
L. amazonensis i ATM: 19 uM
cutanea

ATS: 16 pM

DHA: 38 pM

23

35

Leyenda: ART: Artemisina; ATM: Arteméter; ATS: Artesunato; DHA: Dihidroartemisina; EP5-11: compuestos endoperéxidos

5-11 de la figura 1.

Tabla 2 - Actividad antileishmanial /n vivo de la artemisina y sus derivados documentada

en la literatura en el periodo 2013-2022

Modelos /
Especie de Leishmania Referencias
Resultados
BALB/c
ATM (Oral, IP) 30

Control de la LVE
L. infantum
Diferentes razas caninas

ATS (Oral) 36

Control de la LV canina

BALB/c
ATM (Top, IL, Transd) 37

Control de la LCE
L. major
BALB/c

ART (Top, IP) 34

Control de la LCE
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BALB/c
ATS (IP) 38

Control de la LCE

BALB/c
L. amazonensis ART/ATS (IL) 35

Control de la LCE

BALB/c; C57BL6
ART (IL/Oral) 39

Control de la LCE

Leyenda: ART: Artemisina; ATM: Arteméter; ATS: Artesunato; IL: administracién intralesional; IP: administracién
intraperitoneal; LCE: leishmaniasis cutanea experimental; Control de la LCE: disminucién significativa de la carga
parasitaria en las lesiones cutdneas de animales experimentalmente infectados; LVE: leishmaniasis visceral experimental;
Control de la LVE: disminucién significativa de la carga parasitaria en higado y bazo de animales experimentalmente

infectados; Top: administracién tépica; Transd: administracién transdermal.

Estas evidencias (tabla 2) sustentan el éxito observado tras el manejo terapéutico
con ART de la LC en un gato infectado con L. mexicana, cuyos sintomas no habian
mejorado con el tratamiento convencional.“? Por otra parte, estudios recientes
destacan al ATS como posible candidado antileishmanial. En particular, se
demostraron sus propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias en un modelo
murino de LC causada por L. amazonensis.®® Los efectos del ATS frente a esta
especie del parasito se corroboraron en un estudio posterior empleando un
régimen de administracion diferente.(%

Aunque para los 1,2,4-trioxanos noveles se describié accion selectiva y buena
actividad inhibitoria en promastigotes y amastigotes de Leishmania'7®) hasta la
fecha no existen evidencias sobre sus potencialidades /in vivo. Por tanto, seria
interesante extender los estudios de actividad antileishmanial al empleo de
modelos animales de leishmaniasis experimental.

Con la finalidad de favorecer las acciones inhibitorias de estos EP y reducir el riesgo
de resistencia,*'#? se han explorado las posibilidades que ofrecen las terapias
combinadas y la nanotecnologia frente a Leishmania. A partir de evaluaciones /in

vitro se sugirié que la administracion de la ART en combinacién con Glucantime®

11
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o extracto de cartilago de tiburdn es efectiva frente a L. infantum.®? Ademas, tras
evaluar el ATS en combinacion de otros farmacos, se demostré un efecto sinérgico
en compafiia de la Anfotericina B®.*3) Want y colaboradores han explorado las
ventajas de la administraciéon de la ART en diferentes formulaciones
nanoparticuladas.

Por una parte, demostraron la capacidad de una formulacién basada en acido
polilactico co-glicélico de controlar eficazmente el curso de la enfermedad en
modelos animales de LV y de restablecer la inmunidad celular.445 Por otra parte,
el empleo de una formulacion nanoliposomal de ART demostré ser una alternativa
prometedora contra la LV causada por L. donovani en ratones BALB/c.9 En
adicién, la administraciéon de nanoparticulas (nano-ferro-magnetita) de pequefia
talla con ART se empled de forma efectiva como terapia combinada frente ala LC
experimental causada por L. major, observandose un incremento en los niveles de
IFN-y y una disminucion de la IL-4.¢47)

Adicionalmente, aunque falta por confirmar la eficacia /n vivo, se demostraron /n
vitro las ventajas de emplear la nanotecnologia en el disefio de otras novedosas
formulaciones con fines antileishmaniales. En este sentido, nanoparticulas
conteniendo ART exhibieron propiedades antiparasiticas prometedoras, donde la
liberacién sostenida de ART garantizé el mantenimiento de su eficacia frente a esta
misma especie.*® En particular, diferentes formulaciones lipidicas
nanoparticuladas conteniendo ATM incrementaron significativamente la actividad
de este EP frente a parasitos de L. major y L. infantum, favoreciéndose su
selectividad /n vitro.(4%50)

El puente 0-O de 1,2,4-trioxanos convencionales (semisintéticos) y relacionados
(sintéticos) se resalta como elemento farmacoférico de estos compuestos.® Por
tanto, no sorprende que otros compuestos con nucleos estructurales diferentes a
la ART, pero que contienen el puente 0-O, exhiban una potente actividad
antileishmanial. En este sentido, se destacan 1,2-dioxanos de origen natural (fig. 2)
y sintético (fig. 3), derivados sintéticos de 2-adamantano (fig. 4) y otros dos
tetraoxanos (fig. 5). A continuacién, se abordardn los principales estudios que

resaltan las propiedades de estos EP frente a Leishmania.

12
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Endoperdxidos (1,2-dioxanos) de origen natural
Otro EP de origen vegetal que despierta especial interés es el ASC (fig. 2),
identificado en el aceite esencial de Dysphania ambrosioides (L) Mosyakin &
Clemants. Este monoterpeno ciclico clasifica como un 1,2-dioxano y ha sido
reconocido por sus propiedades antiparasitarias.(®:525%) E| reino Fungi también es
una fuente atractiva de compuestos quimicos con un amplio espectro de
actividades bioldgicas, donde los esteroides ocupan un espacio importante.®¥ Por
una parte, la actividad anti-Leishmania del ASC se demostrd en modelos /n vitro e
in vivo (tabla 3); mientras que el ergosterol EP (fig. 2), aislado del hongo 7rametes
versicolor (Bres. Rivarden) y de la planta Baphia leptobotrys Harms, evidencio

actividad inhibitoria (tabla 3) sobre L. amazonensis®®y L. donovanf>® con escasa

s

Leyenda: Los endoperéxidos representados corresponden a 12: ascaridol; 13: ergosterol endoperdxido.

Fig. 2 — Estructuras quimicas de 1,2-dioxanos de origen natural estudiados con

selectividad.(®%

13

fines antileishmaniales.

Tabla 3 - Actividad antileishmanial /in vitro e in vivo del ascaridol y ergosterol

endoperdxido (Ergo EP) documentada en la literatura en el periodo 2013-2022

Especie de Leishmania | Ensayo | Modelos / Resultados | Referencias

Promastigotes

56
Ergo EP: 2 uM
In vitro Promastigotes
L. donovani
(Clsp) ASC: 2 uM
57

Amastigotes

ASC: 2 uyM
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Promastigotes

Ergo EP: 13 uM
55
Amastigotes

Ergo EP: 4uM
L. amazonensis
Promastigotes

ASC: 0,6 uM
58
Amastigotes

ASC: 2 uyM

BALB/c
(IL) 59

Control de la LCE

BALB/c
In vivo
L. amazonensis (Oral/IL)
(ASC)
Control de la LCE

60
C57BL6

(Oral/IL)

Control de la LCE

Leyenda: Clso: concentracion inhibitoria media; IL: administracion intralesional; LCE: leishmaniasis cutdnea experimental.

En cuanto al mecanismo de activacion del ASC, se evidencidé que su enlace 0-0 se
rompe en presencia del Fe?*, proveniente o no del grupo hemo, dando lugar a
radicales centrados en el carbono. A partir de la formacion de estas especies, que
desencadenan estrés oxidativo intracelular, se sugirieron posibles efectos
indirectos del ASC sobre la mitocondria de Leishmania.?*6"

Recientemente, se confirmé que el ASC causa una minima afectacién mitocondrial,
comprometiendo la actividad glicolitica. En general, se sugirié que los radicales
libres autogenerados tras la activacién del grupo EP alteran el balance redox del
parasito e inhiben su actividad glicolitica, conduciendo a la muerte celular por
apoptosis.®”) La mayor parte de las evidencias que resaltan al ASC como un

candidato promisorio se enfocan en la especie L. amazonensis (tabla 3). Por tanto,
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seria interesante estudiarlo sobre otras especies del parasito y frente a la LV
experimental. De forma similar a las artemisinas, se recomienda explorar la
inclusidon de este EP en el disefio de formulaciones nanoparticuladas, asi como
evaluar las ventajas de su administracion combinada con farmacos de referencia.
Por otra parte, el ergosterol es el principal esterol de las membranas parasitarias
de la familia Trypanosomatidae, en lugar del colesterol, su contraparte en las
células mamiferas.(®? La similitud estructural entre el ergosterol y el ergosterol EP
permite explicar la habilidad de este segundo de incorporarse en las membranas
plasmaticas del parasito. Cuando este reemplazo tiene lugar, la presencia del
ergosterol se puede afectar ocasionando dafos en las membranas citoplasmatica,
nuclear y kinetoplastica, lo que se traduce en modificaciones en la fluidez y
morfologia celular. Adicionalmente, la dispersion del ergosterol EP a través del
citoplasma se asoci6 a su capacidad de penetrar la célula, causar interrupcion de
la producciéon metabdlica y comprometer el transporte mediado por lipidos al
establecer interacciones de alta afinidad con CYP51; una enzima
biotransformadora que se distingue por su funcion en la sintesis de esteroles de
las membranas parasitarias.(©3

Estas observaciones hacen pensar que otros EP de naturaleza terpénica o
esteroidal pudieran ejercer una actividad farmacoldgica similar. Recientemente, se
revisaron mas de 90 EP terpénicos de origen marino, algunos de los cuales han
demostrado actividad anti-Plasmodium.®® En adicion, a partir del reino Fungi se
identificaron cerca de 80 compuestos estructuralmente relacionados con el
ergosterol EP,(11466566) de |os cuales poco se conoce sobre sus potencialidades
antiparasitarias.®”) Basado en los antecedentes descritos seria interesante
estudiar la actividad antileishmanial de estos nuevos compuestos, en busqueda de
alternativas farmacolégicas mas potentes, de mayor selectividad y con mejores

propiedades farmacocinéticas.
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Endoperdxidos (1,2-Dioxanos) de origen sintético
Diferentes 1,2-dioxanos derivados del antraceno (AcEP) obtenidos por sintesis
quimica (fig. 3)(°859 también han sido evaluados /in vitro frente a Leishmania (tabla
4).

= = =
|
C@
14 15 16 17

40¢
® ®

18 19

S
) O

21 (3,4-cis)
22 (3,4-trans)

Leyenda: Los endoperdxidos representados corresponden con: 14: 9,10-dihidro-9,10-epidioxidoantraceno (AcEP1117); 15:
9,10-dimetil-9,10-dihidro-9,10-epidioxidoantraceno (AcEP1118); 16: 9-metil-9,10-dihidro-9,10-epidioxidoantraceno
(ACEP1129); 17: 2-€til-9,10-dihidro-9,10-epidioxidoantraceno (AcEP1130); 18: 9,10-difenil-9,9-dihidro-9,10-
epidioxidoantraceno (DPACEP); 19: 9,10-bis-(3-piridil)-2-tertbutil-9,10-dihidro-9,10-epidioxidoantraceno (mPyBuAcEP); 20:
9,10-bis-(2-pridil)-9,10-dihidro-9,10-epidioxidoantraceno (pPyBuAcEP); 21: N-[(6,6-dibutil-3-metoxi-dioxan-3-il)metil]-3-
imidazol-1-il-propan-1-amina (3,4-cis); 22: N-[(6,6-dibutil-3-metoxi-dioxan-3-il)metil]-3-imidazol-1-il-propan-1-amina (3,4-
trans); 23: 3-imidazol-1-il-N-[[(3R,4R)-3-metoxi-3-metil-6,6-difenil-dioxan-4-iljmetil]propan-1-amina.

Fig. 3 — Estructuras quimicas de los principales 1,2-dioxanos de origen sintético

estudiados con fines antileishmaniales en el periodo 2013-2022.

Un primer grupo de AcEP demostrd activarse intracelularmente dando lugar a la
formacion de radicales centrados en el carbono, importantes para su actividad
farmacoldgica, la cual se asocio a la formacion adicional de radical superéxido; asi
como a la ocurrencia de afectaciones a nivel mitocondrial.’® La escasa
selectividad observada motivo el disefio y sintesis de nuevos AcEP, los que tras ser
evaluados frente a L. farento/lae mostraron valores de Clso en el mismo rango
micromolar (tabla 4). Por tanto, la insercién de sustituyentes de mayor complejidad
como los grupos piridilo y fenilo mantuvo la potente actividad antileishmanial en
este grupo de compuestos.

En particular, los ACEP mas efectivos resultaron aquellos con sustituyentes de
naturaleza piridilo/ter-butilo, como el mPyBuAcEP, para el cual se demostrd una
elevada selectividad. Aunque la mayoria de los nuevos AcEP no influyeron

significativamente en el consumo de oxigeno mitocondrial, para mPyBuAckEP la
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produccién adicional de radical superéxido se asocio a una marcada afectacién del
control respiratorio del parasito.’") Teniendo en cuenta los resultados interesantes
obtenidos para este compuesto, seria recomendable seguir estudiando sus
propiedades antileishmaniales: (i) sobre especies patégenas de Leishmania, (ii)
frente a las formas amastigotes del parasito y (iii) empleando modelos animales

apropiados de leishmaniasis.

Tabla 4 - Concentracién inhibitoria media (Clsp) de endoperdxidos 1,2-dioxanos de origen

sintético frente a Leishmania documentada en la literatura en el periodo 2013-2022

Especie de Leishmania | Modelos /Resultados (Clsg) | Referencias

Promastigotes
AcEP1117: 2,6 uM
AcEP1118: 4,1 uM 70
AcEP1129: 4,2 uM

AcEP1130: 39,4 uM

Promastigotes
EP21: 6 uM
L. donovani EP22: 4 yM
72
Amastigotes

EP21:12 uM

EP22: 10 uM

Promastigotes

EP23: 6 uM
73
Amastigotes

EP23: 5 uM

Promastigotes
AcEP1117:5,7 uM
L. tarentolae 70
AcEP1118:1,0 yM

AcEP1129: 0,6 uM
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ACEP1130: 0,2 pM

Promastigotes

mPyBuAcEP: 0,7 uM
71
pPyBuAcEP: 0,7 uM

DPACEP: 9,7 yM

Leyenda: AcEP1117, AcEP1118, AcEP1129, AcEP1130, mPyBuAcEP, pPyBuAcEP, DPACEP: derivados de antraceno

representados en la figura 3 como compuestos 14-20; EP21-EP23: compuestos endoperdxidos 21-23 de la figura 3.

Aunque esta pendiente confirmar las potencialidades en modelos animales de
infeccidn, existen evidencias que destacan las propiedades antileishmaniales de
otros 1,2-dioxanos de origen sintético. En particular, seis dioxanos se destacaron
por ser activos frente a promastigotes de L. tropica, L. major, L. infantumy L.
donovani. Para esta ultima especie, la potente actividad inhibitoria de tres
compuestos se mantuvo frente a amastigotes de L. donovani y con escasos
efectos citotéxicos sobre células de mamifero (tabla 4). Teniendo en cuenta que
estos compuestos se acumularon fundamentalmente en el citoplasma y el
kinetoplasto del parasito, se espera que su diana molecular se encuentre en estas

localizaciones.(7273)

Endoperoxidos sintéticos derivados de 2-adamantano
La sintesis quimica también se ha utilizado para obtener diferentes familias de EP
ciclicos derivados de 2-adamantano, identificados como: trioxolanos y tetraoxanos
(fig. 4), los cuales han demostrado actividad inhibitoria sobre especies de

Leishmania, principalmente en modelos /n vitro (tabla 5).
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Nota: Los endoperdxidos representados corresponden con: 24: Adamantane-2-spiro-3-8™-oxo-1',2',4-trioxaspiro[4,5]decano;
25: 5-{(Dispiro[ciclohexano-1,3"-[1,2 4ltrioxolano-5',2"triciclo[3.3.1.13” Jdecan]-4-yl)metoxi}-1-fenil-1H-1,2,3,4tetraazol; 26: Etil
dispiro [ciclohexano-1,3"-[1,2,4,5]tetraoxano-6',2"-triciclo[3.3.1.13” Jdecano]-4-carboxilato; 27: Dispiro[ciclohexano-1,3-
[1,2,4,5]tetraoxano-6',2"-triciclo[3.3.1.1%7 Jdecano]; 28: Dispiro[ciclohexano-1,3-[1,2,4,5]tetraoxano-6',2"-triciclo[3.3.1.137

]decan]-4-ona; 29: Dispiro|[ciclohexano-1,3"[1,2,4,5]tetraoxano-6',2"-triciclo[3.3.1.137 Jdecan]-4-metilamina.

Fig. 4 — Estructuras quimicas de los principales derivados sintéticos de 2-adamantano

estudiados con fines antileishmaniales en el periodo 2013-2022.

Tabla 4 - Actividad antileishmanial /in vitro e in vivo de trioxolanos y tetraoxanos de origen
sintético derivados de 2-adamantano documentada en la literatura en el periodo 2013-
2022

Especie de Leishmania | Compuestos Ensayo Modelos/Resultados | Referencias

Promastigotes

EP25: 14 uM

L. donovani
Amastigotes

EP25: 9 pM
74

Promastigotes

In vitro EP25:13 uM

Trioxolanos
(Clso) Amastigotes

EP25: 13 uM

L. infantum
Promastigotes

EP24: 9 pM
31

Amastigotes

EP24: 80 pM

In vitro Amastigotes

L. donovani Tetraoxanos 75

(Clsp) EP27: 8 uM
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EP28: 3 pM
EP29: 8 pM
BALB/c

In vivo (EP28) (IP)

Control de la LVE

Promastigotes

In vitro EP26: 128 uM

L. infantum 74
(Clso) Amastigotes
EP26: 24 uM

Leyenda: Clso: concentracién inhibitoria media; IP: administracion intraperitoneal. EP24-29: compuestos endoperéxidos 24-
29 de la figura 4.

Entre los trioxolanos estudiados®'74 se destaca el compuesto EP25, el cual
presento actividad inhibitoria frente a las especies L. infantumy L. donovani con
valores de Clso < 15 yM. Por otra parte, el trioxano EP24 demostro potente actividad
anti-promastigotes de L. infantum.®") Un compuesto estructuralmente similar a
EP24, identificado como EP28, se identific6 como molécula lider tras demostrar la
efectividad y selectividad /n vitrofrente a L. donovani. Teniendo en cuenta que EP28
se distingue por presentar un oxigeno adicional en su estructura, los resultados
obtenidos destacan las bondades de los tetraoxanos frente a estos parasitos.
Ademas, al administrarse intraperitonealmente logré reducir en un 37 % la carga
parasitaria en el higado de ratones BALB/c infectados con esta misma especie,
demostrandose su efectividad frente a la LV experimental.(’® A partir de estas
observaciones, seria particularmente interesante confirmar las potencialidades de
EP28 sobre otras especies del parasito y empleando otros modelos animales de

leishmaniasis.

Otros tetraoxanos sintéticos

Otros tetraoxanos estudiados sobre especies de Leishmania son (i) 7,8,15,16-
tetraoxadispiro[5.2.59.26]hexadecano (compuesto 30, fig. 5)7® y (i) 6-(1,2,6,7-

tetraoxaspiro[7.11]nonadec-4-il) hexan-1-ol (N-251, fig. 5). El primero demostro ser
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muy activo (Clso: 0,6 uM) y con una elevada selectividad frente a amastigotes de L.
amazonensis.’® El segundo evidencié un amplio espectro antileishmanial in vitro
frente a L. infantum, L. chagasiy L. donovani. En este sentido, mostro valores de
Clso entre 6 y 27 uM frente a diferentes promastigotes del complejo L. donovani
asi como una Clsg de 7 pM sobre amastigotes de esta misma especie. Tras ser
administrado oralmente a ratones BALB/c con LV causada por L. donovani, logro
reducir la carga parasitaria en higado y bazo en un 86 % y un 97 %,
respectivamente.’”)  Considerando estos hallazgos, seria recomendable
profundizar en el mecanismo de accién de este tetraoxano, asi como estudiar sus
potencialidades frente a especies de Leishmania del Nuevo Mundo y en modelos

de LC experimental.

Nota: Los endoperdxidos representados corresponden a: 30: 7,8,15,16-tetraoxadispiro[5.2.59.26]hexadecan0; 31: 6-(1,2,6,7-
tetraoxaspiro[7.11]nonadec-4-il) hexan-1-ol (N-251).

Fig. 5 — Estructuras quimicas de tetraoxanos de origen sintético con actividad

antileishmanial.

Funcion farmacoférica del enlace 0-0 e influencia de la estructura

residual
La actividad antileishmanial de la ART y el ASC se asocia con la ruptura del puente
0-0, estableciéndose una dependencia entre el enlace peroxidico y el potencial
farmacolégico de estos farmacos.(243178) Por tanto, no es de sorprender que en
todos los derivados de la ART disponibles en la clinica se mantenga esta funcion
quimica (fig. 1), cuya activacién en Leishmania estd mediada por el Fe(ll),
proveniente o no del grupo hemo.®% En estos parasitos, el requisito previo para la
eficacia de los EP exdgenos es la abundancia de hierro y hemo, asi como su

limitada proteccién contra el estrés oxidativo.(7989
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En correspondencia, no se observaron efectos inhibitorios sobre el crecimiento de
Leishmania empleando deoxi-ART.(535 De forma similar, la evaluacién de otros
compuestos deoxigenados (deoxi-DHA y deoxi-ATS) sobre promastigotes de L.
infantum arrojo valores mayores de Clsg y una menor selectividad con respecto a
sus precursores peroxidicos.®" El 1,4-cineol, andlogo no EP del ASC, tampoco
demostrd tener accién inhibitoria sobre promastigotes de L. tarentolae.?¥
Adicionalmente, una mayor actividad fue observada para el ergosterol EP en
comparacion con el ergosterol que resultd inactivo sobre L. amazonensis,® lo cual
enfatizé el rol del enlace 0-O. En modo general, los mayores valores de Clso
obtenidos para los analogos no EP, con respecto a los AcEP, indicaron la
importancia de este grupo funcional en la accion antileishmanial de estos
compuestos.7071)

Con el objetivo de contribuir a una mejor comprensién de la actividad
antiprotozoaria de los EP, se estudid la relacion estructura-actividad de una serie
1,2,4-trioxanos sintéticos, de menor complejidad estructural con respecto a las
artemisinas. Los trioxanos ensayados presentaron diversidad de sustituyentes en
las posiciones R1 y R2 e hidrogenacién selectiva en el alqueno del heterociclo
donde se encuentra el puente 0-0. Un elemento que se identificé como crucial para
la actividad antileishmanial fue la presencia de un sustituyente diferente al grupo
metilo en la posicién R2 (R2 # Me). Las modificaciones en el anillo fusionado al
nucleo del trioxano y la hidrogenacion del doble enlace presente en el sistema
aromatico oxigenado no influyeron significativamente en la actividad bioldgica de
estos compuestos; indicando la importancia farmacoférica del enlace peroxidico
frente a promastigotes de L. donovani('®

En contraste, al investigarse la relacion estructura-actividad antileishmanial de
algunos 1,2-dioxanos de origen sintético, con estructuras de menor complejidad
con respecto a los AcEP, se identificaron los siguientes requisitos farmacoféricos:
(i) una cadena lipofilica lateral debe estar presente en C6; (ii) una larga cadena
lipofilica en C3 incrementa la citotoxicidad; (iii) la relativa estereoquimica en C3-C4
afecta débilmente la actividad antileishmanial y (iv) un anillo heteroaromatico tiene
que estar presente en C4; donde la naturaleza quimica de este ultimo afecta

significativamente la actividad y la toxicidad de los 1,2-dioxanos ensayados.(’?
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Posteriormente, el mismo grupo de investigacion demostré que el grupo peréxido
de estos compuestos, y el hierro disponible, no son indispensables para la accién
inhibitoria frente a Leishmania.(’®)

Curiosamente, los analogos no EP de mPyBuAcEP y pPyBuAcEP resultaron ser mas
potentes y selectivos que sus contrapartes frente a L. tarento/ae. En este sentido,
se indicé que la estructura molecular acompafante del grupo EP contribuye
significativamente a la accion inhibitoria sobre la mitocondria del parasito. Por
tanto, la inhibicién del consumo de oxigeno no es una propiedad del enlace 0-O per
se al menos para estos dos AcEP.("

Existen evidencias experimentales que sustentan el rol farmacoférico del enlace
peroxidico en la actividad antileishmanial de compuestos EP como la ART y sus
derivados, el ASC, el ergosterol EP y AcEP1117. En particular, cuando se
compararon las propiedades antileishmaniales del ASC y la ART, se constat6é que
la ruptura de este enlace tras la reaccién con especies de hierro causa la formacion
de radicales citotoxicos, implicados en las acciones inhibitorias de ambos
compuestos. Sin embargo, la estructura acompafante determind la reactividad en
presencia de diversas fuentes de hierro, la selectividad y la naturaleza quimica de
los radicales formados.@%

Considerando los estudios de relacién estructura-actividad abordados es preciso
indicar que si bien el enlace 0-O contribuye a la actividad farmacoldgica y
selectividad de los compuestos EP, incluso en algunos casos a la citotoxicidad, no
es el Unico elemento que determina la eficiencia antileishmanial de esta familia de
moléculas. Mas alla del elemento en comun que presentan (enlace 0-0), entre los
EP considerados existe una gran diversidad estructural, lo cual dificulta el poder
establecer una unica regla de relacién estructura-actividad que se ajuste al
comportamiento de todos los compuestos en cuestién. A medida que se analizan
estructuras de mayor complejidad estructural, incrementan las posibilidades de
identificar elementos farmacoféricos adicionales al puente O-O, que incluso
pueden solapar la funcién de este grupo quimico. Por tanto, no se puede ignorar la
influencia de la estructura residual en la actividad antileishmanial de los EP, ni la

ocurrencia de acciones inhibitorias independientes a este agrupamiento funcional.
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Conclusiones

Las potencialidades demostradas por los EP motivan a continuar investigando en
esta direccion, dado que la actividad antileishmanial de estos compuestos ha sido
evidenciada con diferentes niveles de avance; fundamentalmente /in vitroy frente a
especies de Leishmania de Asia, Africa y el sur de Europa. Para algunos EP se ha
propuesto la funciéon mitocondrial como diana molecular; mientras que en otros
casos se sospecha la participacion de las membranas, citoplasma y/o kinetoplasto
del parasito en el mecanismo de accion.

Con vistas a profundizar en la actividad antileishmanial de EP promisorios, nuevos
estudios enfocados en los mecanismos de accidén directa son necesarios. Para
aquellos compuestos que han demostrado actividad sobre mas de una especie de
Leishmania y una selectividad aceptable, se recomienda extender los estudios a
otras especies del parasito, asi como emplear modelos animales de infeccion. En
modo general, la presente revisidn ofrece una perspectiva amplia y renovada de las
posibilidades que puede ofrecer esta particular y diversa familia de compuestos
frente a Leishmania spp.

La informacion reunida puede facilitar el reposicionamiento farmacoldgico y/o la
identificacion de propuestas interesantes que sirvan de punto de partida para el
desarrollo de una nueva opcidn terapéutica. Adicionalmente, EP diferentes a los
descritos en esta revision y que han sido resaltados en la literatura por su actividad
antiinfecciosa,81828384)  tagmbién pueden ser explorados con fines

antileishmaniales.
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