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SERCA Ca**-ATPasa del retictlo sarco-endoplasmatico (por sus siglas en inglés de
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Resumen

La enfermedad de Chagas afecta entre 6 y 7 millones de personas, fundamentalmente
en Latinoamérica. Su agente causal, el Trypanosoma cruzi, es un protozoario flagelado
transmitido vectorialmente por triatominos, mediante transfusion sanguinea, trasplante de
6rganos, de forma oral, congenitamente y mediante accidentes laborales. A pesar de haber
sido identificada en 1909, las Unicas drogas disponibles para el tratamiento de ésta
enfermedad son el benznidazol y el nifurtimox, las cuales han sido utilizadas en las ultimas
cuatro décadas, produciendo efectos adversos en humanos. Es mas, el reciente estudio
BENEFIT del 2015 demostro que el benznidazol no tiene un efecto discernible sobre la
fase cronica de la enfermedad. Por esta razon, en los Gltimos afios, se ha dirigido una gran
cantidad de esfuerzos a la investigacion de drogas, tanto nuevas como reposicionadas,
contra T. cruzi. Considerando la importancia en la investigacion de este tipo de drogas, en
este trabajo nos propusimos evaluar el efecto de un derivado del benzofurano, acido
benzofurancarboxilico (denominado D4), el cual esta basado en la estructura de la
amiodarona, un conocido antiarritmico con potente efecto tripanocida, sobre distintas
funciones de T. cruzi. Se evalud el efecto sobre los epimastigotes en presencia de diferentes
concentraciones de D4, asi como su efecto sobre células de mamifero. Se determino el
efecto de la droga sobre el porcentaje de células de mamifero infectadas con amastigotes de
T. cruzi. Se evalu6 el mecanismo de accién del D4 sobre los epimastigotes en relacion a la
concentracién intracelular del Ca®* ([Ca?*];), empleando técnicas de fluorescencia.
También se evaluo el efecto de la droga sobre el potencial electroquimico mitocondrial y el
grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas, demostrandose que esta droga afecta ambos
organelos, lo cual conlleva a un notable incremento en la [Ca®']i. Los resultados
demuestran que esta droga tiene un importante efecto sobre este parasito,
fundamentalmente sobre la fase amastigote, la cual representa la forma clinicamente
relevante, lo que puede ser potencialmente explotado desde el punto de vista

farmacoldgico.



1. Introduccion

1.1. La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una zoonosis producida por
el parasito Trypanosoma cruzi, cuya transmision vectorial (por un insecto triatomino) esta
confinada a América Central y América del Sur, y de acuerdo a reportes de la OMS, 2013,
ocurren alrededor de 11.000 muertes anuales por esta causa, entre 6 y 7 millones de
personas estan infectadas en todo el mundo y mas de 80 millones estan en riesgo de
infeccion. Esta enfermedad representa la infeccion parasitica méas prevalente en el
continente americano, especialmente en 21 paises latinoamericanos incluyendo a
Venezuela, en donde se reporta un promedio de 769 muertes anuales a causa de la
enfermedad de Chagas, de las cuales el 99% ocurren en la fase crénica (Risquez, 2009). A
pesar de que la enfermedad fue identificada en 1909 por Carlos Chagas, permanece siendo
una de las mas desatendidas de todas las enfermedades tropicales y afecta principalmente a

los estratos mas pobres, en las zonas rurales de las regiones endémicas (Clayton, 2010).

1.2. Clasificacion, ciclo de vida y biologia de Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi, el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, es un
protozoario flagelado perteneciente al filum Sarcomastigophora, subfilum Mastigophora,
clase zoomastigofora, orden Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum, especie T. cruzi.

T. cruzi es capaz de invadir una gran diversidad de células de mamifero, incluyendo
células de corazon, timo, sistema nervioso central y de masculo esquelético (Marino y col.,

2003). La poblacion de T. cruzi existente es diversa, lo que ha llevado a utilizar criterios de



clasificacion de la variedad de cepas encontradas en funcién a diferencias existentes, tanto
genéticamente, como en cuanto a la sensibilidad a quimioterapias, virulencia,
patogenicidad, formas clinicas y patoldgicas de la enfermedad, especies de huésped
vertebrado y origen geogréafico (Martins y col., 2012).

T. cruzi posee 3 estadios durante su ciclo de vida que difieren desde el punto de
vista morfolégico, metabdlico y molecular, y se alternan entre el vector y el huésped
vertebrado. Los epimastigotes (de 20-40 um de longitud) y amastigotes intracelulares (de
alrededor de 3 pm de longitud) son las formas proliferativas mientras que los
tripomastigotes metaciclicos de alrededor de 20 pum de longitud y 1,2 um de
ancho presentes en el recto del vector, asi como los tripomastigotes sanguineos de alrededor
de 13 um de longitud y 1,3 um de ancho presentes en el plasma del huésped, no son
proliferativos (Navarro y col., 2003). Como se representa en figura 1, cuando el vector se
alimenta de un mamifero infectado, ingiere los tripomastigotes sanguineos y algunos
amastigotes diferenciados extracelularmente (Tyler, 2001), los cuales se transforman en
epimastigotes en el estomago del insecto y se dividen por fision binaria en el intestino
medio. Al agotarse los nutrientes en el intestino terminal, los epimastigotes se diferencian
en tripomastigotes metaciclicos después de adherirse con el flagelo a la cuticula cerosa de
las células del recto del insecto. Los tripomastigotes son forzados a salir en las heces y
orina cuando el insecto se alimenta de nuevo y entran en el huésped a través de heridas en
la piel (en general a través de la picadura del insecto) y las mucosas. Una vez que infectan
las células en el sitio de inoculacidn, los tripomastigotes se diferencian en amastigotes en el
interior celular, luego proliferan por fision binaria y al llenar la célula comienzan un

proceso continuo de diferenciacién a tripomastigotes, los cuales rompen la membrana y son



liberados al intersticio o torrente sanguineo donde pueden infectar nuevas células (de

Souza, 2002).

Estadios en el vector invertebrado Estadios en el huésped vertebrado

Los tripomastigotes metaciclicos en Los tripomastigotes penetran

OIa heces del insecto entran a través evarias células en el sitio de
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi mostrando los estadios morfoldgicos del

parasito en el vector invertebrado y en el huésped mamifero (CDC, 2015).

Dependiendo de la cepa de T. cruzi involucrada, le toma alrededor de 20 minutos
entrar en la célula huésped, y después de la invasion, el parasito tarda entre 1 y 2 horas en
romper la membrana vacuolar y entre 2 y 3 horas en diferenciarse a la forma amastigote y
entrar en la fase replicativa del ciclo celular, sintetizando el ADN entre 24 y 44 horas. El
tiempo generacional del amastigote dura entre 8 y 15 horas, y en un periodo que transcurre
durante 4 a 5 dias, pasa por 2-9 ciclos de replicacion por fision binaria hasta llenar la célula.
Posteriormente se diferencian a tripomastigotes, los cuales rompen la membrana celular y

son liberados (de Araujo, 1999).



Entre los rasgos distintivos de T. cruzi, algunos de los cuales comparte con
miembros del orden Kinetoplastida y la familia Trypanosomatidae, estan algunas
estructuras que componen la superficie celular como los microtibulos subpeliculares,
presentes en la mayoria de los eucariotas. Sin embargo, en T. cruzi estos microtdbulos
presentes en la superficie interna de la membrana celular estan estrechamente asociados
entre si y con la membrana a través de filamentos cortos cuya naturaleza no es bien
conocida.

El flagelo (figura 2) es una estructura presente en todos los tripanosomatideos
incluyendo a T. cruzi, el cual se une al cuerpo celular y su tamafio varia dependiendo del
estadio de desarrollo, midiendo 1 uM de longitud en los amastigotes y cerca de 20 uM en
las formas elongadas del parasito.

T. cruzi posee una Unica mitocondria que ocupa hasta el 12% del volumen total de
la célula y en este organelo se localiza un complejo arreglo de moléculas circulares de
ADN (kinetoplasto).

Los peroxisomas presentes en los tripanosomatideos son llamados glicosomas
debido a que contienen enzimas glicoliticas ademas de otras destinadas al metabolismo del
peroxido, B-oxidacion de acidos grasos, sintesis de fosfolipidos, entre otras (de Souza,
2002).

Los acidocalcisomas son organelos conservados desde bacterias hasta el hombre
(Docampo y col., 2005). En protistas como T. cruzi estos organelos tienen un diametro
promedio de 0,2-0,6 um y constituyen reservorios de aminoacidos basicos, ortofosfato,
pirofostafo y polifosfato, éste tltimo acomplejado con cationes como Na*, K*, Mg®*, Zn*",
Fe?* y especialmente Ca®*. Los acidocalcisomas ocupan entre el 1-2% del volumen celular

total, son electrondensos y acidicos por lo cual acumulan colorantes diamidinicos como la
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naranja de acridina. Ademas estos organelos poseen una serie de bombas y antiportadores
involucrados en la regulacién de iones (Docampo, 2011).

El bolsillo flagelar de los tripanosomatideos constituye una invaginacion de la
membrana plasmatica en la regién posterior de la célula, de la cual emerge el flagelo y
representa una region altamente especializada en actividad endocitica y exocitica y en la
que se localizan una gran cantidad de proteinas y enzimas.

Otras estructuras caracteristicas en T. cruzi, la constituyen el citostoma vy el
reservosoma. El citostoma esta presente sélo en los estadios replicativos de T. cruzi y se
trata de una invaginacion de la membrana del bolsillo flagelar que penetra profundamente
hacia el citoplasma (Okuda y col., 1999). Esta estructura celular que se observa como una
apertura en la membrana con forma de embudo, juega un rol importante en la nutricion del
parasito y en este sitio ocurre la internalizacion de macromoléculas via vesiculas
endociticas, que subsecuentemente son procesadas en los reservosomas.

Por otra parte, los reservosomas son organelos esféricos que miden alrededor de 0,7
pum de diametro, estan localizados principalmente en la regién posterior de la célula y su
funcion es acumular todas las macromoléculas que han sido ingeridas por el parasito a
través de un proceso endocitico. Ademas, este compartimiento contiene grandes cantidades
de la mayor cistein proteasa de T. cruzi, la cruzipaina.

El reticulo endoplasmatico en T. cruzi se encuentra en contacto con la membrana
plasmatica y los microtibulos subpeliculares. EI complejo de Golgi se ubica en la region
anterior de la célula cerca del kinetoplasto y el bolsillo flagelar; el tamafio de sus cisternas

varia dependiendo del estadio de desarrollo del parasito (de Souza, 2002).
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Figura 2. Componentes celulares del epimastigote de T. cruzi. (Docampo, 2005)

Se identifican tres fases en el proceso de interaccion de T. cruzi con una célula huésped:
la adhesion y reconocimiento, la sefalizacion y la invasion. La adhesion del parasito
involucra una gran cantidad de moléculas y receptores en la superficie de la célula huésped
y del paréasito, asi como algunas moléculas secretadas por éste (por ejemplo, cruzipaina y
factores de crecimiento tumoral) que también intervienen en este proceso. Este conjunto de
moléculas involucradas en la adhesion a la célula huésped generan en ésta una cascada de
seflalizacion con el consecuente incremento de la concentracién de Ca®* intracelular
([Ca*'];), necesario para que ocurra la invasion. De igual forma, el proceso de invasion

requiere la movilizacion del Ca®* en el parésito (de Souza y col., 2010).

1.3. Epidemiologia y patologia de la enfermedad de Chagas
T. cruzi es transmitido vectorialmente por insectos triatominos con régimen
alimenticio hematofagico (Orden Hemiptera, Familia Reduviidae, subfamilia Triatominae)

y tiene como huéspedes a roedores en el ciclo selvatico. Sin embargo, el vector puede
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invadir viviendas en el ciclo doméstico e infectar humanos (Yeo, 2003). Existen cerca de
140 especies reconocidas de triatominos y 22 de ellas en Venezuela, siendo las de mayor
poder de transmision, Rhodnius prolixus principalmente en América central y Triatoma
infestans responsable del 85% de los casos en los paises del Cono Sur (Soto, 2009).

Ademas de la transmision vectorial, en la que el parasito presente en las heces del insecto
gana entrada al organismo a través de heridas en la piel de las membranas mucosas, T. cruzi
también puede ser transmitido mediante transfusiones sanguineas, siendo esta la forma de
transmision principal en areas urbanas y responsable del 10% de los casos reportados. La
tercera forma de transmision mas importante es la forma congénita para la cual se reportan
entre 5.000 y 18.000 casos anualmente.

Se han reportado microepidemias de Chagas agudo debido a la transmision oral de T.
cruzi despues del consumo de alimentos contaminados con las heces del insecto vector
(Prata, 2001). Entre las microepidemias documentadas de Chagas agudo esta la producida
en Caracas, Venezuela, en la que se reportaron 103 casos de infeccion por el consumo de
un jugo de guayaba contaminado, de los cuales 44 fueron nifios y uno murié por esta causa
(Alarcon, 2010).

Otras formas de transmision menos frecuentes es a través de accidentes durante
trabajo en el laboratorio y mediante trasplante de 6rganos.

Existen diferencias geograficas en cuanto a la distribucion de las cepas del parasito
y una asociacién con la frecuencia de los sintomas que producen, entre los cuales estan
mega-eso6fago u otras afecciones del es6fago, mega-colon, denervacién del sistema
nervioso autébnomo y cardiomiopatia. Las afecciones cardiacas representan las mas
frecuentes en Venezuela, ya que de las 4.630 muertes registradas de pacientes chagasicos

entre 1997 y 2006, el 99.5% presentaron afecciones en éste 6rgano (Risquez, 2009).
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Aun en la actualidad la enfermedad de Chagas representa la principal enfermedad
parasitaria en Latinoamérica y reportes de centros de control y prevencion (CDC), 2013,
indican que en México, Centro y Suramérica hay alrededor de 8 millones de personas que
padecen esta enfermedad y se estiman en mas 300.000 personas afectadas en los Estados
Unidos. En Venezuela se reporta un nimero absoluto de 769 muertes anuales en promedio
por ésta causa (Risquez, 2009).

Desde el punto de vista clinico la enfermedad de Chagas puede dividirse en tres fases que
varian en los sintomas que el paciente presenta. T. cruzi marca su entrada en el organismo
durante la fase aguda que puede durar de 2 a 4 meses, periodo durante el cual una variedad
de células parenquimales son parasitadas y en algunos casos presenta manifestaciones
clinicas como inflamacién de uno de los parpados (signo de Romafia) y conjuntivitis,
inflamacion de los ganglios linfaticos, fiebre, taquicardia, edema y esplenomegalia. La
mortalidad es de entre el 5 y 10% en los pacientes sintomaticos durante esta fase. Despues
de la fase aguda las manifestaciones clinicas desaparecen y el paciente entra en la fase
cronica de la enfermedad, en la que no hay sintomas aparentes de infeccion, pasando por un
periodo de latencia al que usualmente se llama fase indeterminada y el cual puede durar
entre 10 y 30 afios. Después de éste periodo, entre el 30 y 40% de los pacientes infectados
presentan manifestaciones clinicas relacionadas con el compromiso de 6rganos clave como
el coraz6n produciendo la cardiomiopatia chagasica (Prata, 2001). En este caso la
patofisiologia de dafio al miocardio estd basada en el dafio directo causado por las formas
intracelulares del parasito produciendo pérdida de la funcién contractil y por ende cambios

en los patrones electrocardiograficos (Benaim y Mondolfi, 2012).
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1.4. Tratamiento actual

Desde hace mas de un siglo de su descubrimiento, todavia se enfrentan serios
desafios respecto a la enfermedad de Chagas, incluyendo la ausencia de inmunoprofilaxis y
una terapia basada en sélo dos drogas disponibles (Figura 3) que son el nifurtimox (5-
nitrofurano-[3-metil-4-(5’-nitrofurfurilidenamina) tetrahidro-4H-1,4- tiazina-1,1-di6xido]-
Bayer 2502) y el benznidazol (2-nitroimidazol (N-benzil-2-nitroimidazol acetamida)-RO
7-1051). El nifurtimox actua incrementando los radicales libres como 0% y H,0,, asi como
acelerando la produccion de metabolitos electrofilicos e incrementando el consumo de
oxigeno en T. cruzi. Por otra parte, el benznidazol inhibe la enzima fumarato reductasa del
parasito (Turrens y col., 1996) y los metabolitos resultantes de la reduccion de éste
compuesto producen una serie de efectos deletéreos en el parasito via interacciones

covalentes, incluyendo dafio al ADN y agotamiento de tioles (Kryshchyshyn y col., 2014).

N

7\, 0
- I
Os ] //—_<’1 H O

PE N—N 0~ “NO,
O Nifurtimox O Benznidazol

Figura 3. Estructura del nifurtimox y el benznidazol.

A pesar de que estas drogas fueron desarrolladas empiricamente hace mas de cuatro
décadas, resultan insatisfactorias como tratamiento por diversas razones: presentan
resultados variables dependiendo de la fase de la enfermedad, poseen una eficacia limitada
especialmente en pacientes crénicos (Soeiro y de Castro, 2009). De hecho, en un reciente

estudio en 2.854 pacientes a los cuales se les administré Benznidazol o placebo durante 80
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dias, y fueron seguidos por 5.4 afios (BENEFIT), se demostrd que si bien la parasitemia
disminuye en el tiempo, no se obtiene ninguna mejoria en la cardiomiopatias asociada a la
enfermedad (Morillo y col., 2015). Otra desventaja de estos compuestos lo constituye la
presencia de cepas del parasito que son naturalmente resistentes y los efectos adversos
sobre el organismo que en muchos casos conllevan a la suspension del tratamiento. Entre
los efectos secundarios méas importantes estan la hipersensibilidad, depresion de la médula

6sea y polineuropatia periférica o dafio al sistema nervioso periférico (Prata, 2001).

1.5. Blancos quimioterapéuticos en T. cruzi

Investigaciones recientes proponen una gran variedad de blancos para el disefio de
drogas incluyendo inhibidores de enzimas que participan de rutas biosintéticas como la
sintesis de esteroles, la glicolisis, la ruta de las pentosas fosfato, enzimas del metabolismo
redox dependiente de tioles, otras enzimas cruciales en el parasito como la cistein-proteasa
cruzipaina, y drogas que se dirigen al ADN del kinetoplasto del parasito (Soeiro y de
Castro, 2009).

Hay 20 pasos metabdlicos involucrados en la sintesis de ergosterol, un esterol de
membrana exclusivo de tripanosomatidos y hongos, que no esta presente en las membranas
celulares de humanos (las cuales en su lugar presentan colesterol). Las enzimas
involucradas en esta ruta constituyen el blanco de diferentes compuestos. La
hidroxometilglutaril-CoA reductasa es inhibida por estatinas como la lovastatina (Florin y
col., 1990) y la terbinafina, y por azoles como el ketoconazol (Urbina y col., 1993). La
farnesil pirofosfato sintasa es inhibida por bisfosfonatos como el risedronato (Bouzahzah y

col., 2005) y derivados del benzofurano como la amiodarona inhiben la oxidoescualeno
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ciclasa (OSC) de T. cruzi (Benaim y col., 2006), y de forma similar, compuestos que
mimetizan al sustrato oxidoescualeno constituyen inhibidores de esta enzima (Buckner y
col., 2001). La quinuclidina BPQ-OH inhibe la actividad de la escualeno sintasa en T. cruzi
y L. mexicana (Urbina y col., 2002). Los azoles son bien conocidos como inhibidores de la
sintesis de ergosterol, como es el caso del itraconazol, posaconazol, ketoconazol y
fluconazol que inhiben la enzima esterol 14-a-desmetilasa (Soeiro y de Castro, 2009). Sin
embargo, tienen la desventaja de inducir resistencia in vitro e in vivo (Buckner y col.,
1998).

La mayoria de las enzimas glicoliticas en T. cruzi se encuentran
compartamentalizadas en los glicosomas y presentan diferencias respecto a sus analogos en
humanos. Tal es el caso de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa que es inhibida por
flavonoides (Tomazela y col., 2000). La hexoquinasa de T. cruzi responsable de la primera
reaccion glicolitica es inhibida por bisfosfonatos (Sanz y col., 2007).

Componentes de la cadena transportadora de electrones representan un blanco de
interés ya que existen diferencias entre los citocromos presentes en T. cruzi y Ssus
contrapartes en humanos (Stoppani y col., 1980) y se han reportado compuestos que
inhiben el crecimiento de epimastigotes alterando su respiracién celular. Tal es el caso del
hidroxianisol BHA, que inhibe la cadena transportadora de electrones generando un cambio
de NAD(P) a un estado mas reducido y del citocromo b a un estado mas oxidado (Maya y
col., 2006).

Enzimas responsables del metabolismo redox dependiente de tioles en T. cruzi
representan un blanco potencial para la quimioterapia ya que estos parasitos poseen un
metabolismo de tioles completamente diferente del presente en humanos. Este sistema es

dependiente de tripanotion, el cual es reducido por la enzima tripanotién reductasa y actla
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como donador de electrones en diversos procesos, especialmente en la defensa contra el
estrés oxidativo y metabolizacion de radicales libres. Se han reportado diversos inhibidores
reversibles e irreversibles de la tripanotion reductasa, tales como la mepacrina, un
compuesto acridinico de tres anillos aromaticos que actia como un inhibidor competitivo,
nitrosoureas, las cuales son inhibidores covalentes y diversas naftoquinonas y nitrofuranos,
los cuales actGan como sustratos subversivos debido a que convierten a la enzima reductasa
cuya funcidn fisioldgica es mantener altos niveles de tioles en la célula, en una enzima pro-
oxidativa o productora de especies reactivas de oxigeno (Siegel y Schoneck, 1995).

Las proteinasas de T. cruzi estan involucradas en multiples procesos celulares, entre
estas se encuentra la cruzipaina o cruzaina, que constituye el miembro mas abundante de la
familia de cistein-proteasas en el parésito y la cual esta presente en los cuatro estadios de
desarrollo de T. cruzi. Esta enzima realiza funciones esenciales en la supervivencia,
diferenciacion y crecimiento del parasito. Tales caracteristicas convierten a la cruzipaina en
uno de los potenciales blancos més investigados en el disefio de drogas antichagasicas y en
este sentido se han reportado una gran variedad de inhibidores tanto reversibles como
irreversibles de origen peptidico, tales como compuestos basados en el peptidil
diazometano, peptidil cetona, peptidil vinil sulfona, bis-acrilazidas, azepanona. Estructuras
ciclicas basadas en cetonas y en nitrilos han exhibido potencia antiparasitica in vitro.
También inhibidores no peptidicos como tiosemicarbazonas han sido aplicadas en
evaluaciones clinicas. Aminoaciltiazolidonas, derivados de etnilbenzofuroxano, inhibidores
reversibles basados en cetonas con constantes de inhibicion en el rango nanomolar (Huang
y col., 2003), entre otros, han mostrado eficacia inhibiendo cistein proteasas parasiticas y el

crecimiento de parésitos en cultivo (Duschak, 2011).
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El ADN del kinetoplasto presente en la mitocondria de los organismos
pertenecientes a este orden taxondmico, constituye el blanco de diamidinas aromaticas
como la pentamidina, la cual se une al surco menor en secuencias ricas en AT e impide la
transcripcion (Soeiro y De Castro, 2009). Otros compuestos como es megazol inhiben

enzimas de reparacion o accion sobre el ADN (Enanga y col., 2003).

1.6. Compuestos derivados del benzofurano como agentes tripanocidas.

Desde inicios de los 60, los compuestos nitroheterociclicos han estado disponibles
para el tratamiento de protozoarios anaerébicos (Mital, 2009). Entre estos se encuentran los
compuestos usados actualmente para el tratamiento de la enfermedad de Chagas nifurtimox
y benznidazol. Con el estudio de los compuestos nitroheterociclicos, se han establecido
estructuras quimicas comunes en estos, que despliegan eficacia contra tripanosomatidios,
tales como el benzofurano, que es la fusion de un benzil (ciclo aromatico de 6 carbonos) y
un furano (anillo aromatico de 5 4&tomos: 1 oxigeno y 4 carbonos), presentando la siguiente

estructura:

OF

Figura 4. Estructura general del benzofurano, enumerando los &tomos del sistema que

pueden sustituirse para generar derivados.

En diversos trabajos llevados a cabo desde los afios 70, se ha utilizado esta estructura
basica dentro de los compuestos sintetizados, realizando sustituciones, con la consecuente

generacion de derivados que poseen actividad tripanocida. Dann y col., 1972, sintetizaron
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unas diamidinas derivadas del benzofurano, las cuales evaluaron in vivo sobre modelos
murinos de infeccion con T. gambiense, T. rhodesiense y T. congolense, mostrando una
actividad moderada contra estos parasitos. Un afio después el mismo grupo de
investigadores sintetiza otra serie de diamidinas con tres anillos o dos sistemas de anillos
que presentaban motivos benzofuranoides y del mismo modo mostraron actividad in vivo
contra los parasitos mencionados (Dann y col., 1973).

La amiodarona, un derivado del benzofurano, fue sintetizada por una empresa belga en
1961 y desde entonces se usd para tratar la angina de pecho y posteriormente arritmias
cardiacas. Sin embargo, no se conocia el mecanismo de accion ni si podia tener actividad
antimicrobiana hasta que en 1998 comprueban la eficacia in vivo de analogos sintetizados a
partir de la amiodarona contra T. cruzi (Kinnamon y col., 1998). Courchense y col., 2002,
reportaron el efecto antifungico de amplio espectro de la amiodarona y evidencias de que
este mecanismo estaba mediado por la alteracion en los niveles de Ca** en S. cerevisiae,
mecanismo que fue reportado en mayor detalle por Gupta y col., 2003, en donde ademas se
demuestra la accion inhibitoria de la amiodarona sobre C. albicans.

La actividad directa de la amiodarona sobre Trypanosoma cruzi fue reportada por
primera vez por Benaim y col., 2006, demostrando la actividad de esta droga contra T. cruzi
tanto in vitro como in vivo y su efecto sinergistico con el posaconazol, un azol con potente
efecto tripanocida. Aunque Urbina y Docampo, 2003, reportaron que el posaconazol es
capaz de inducir una cura parasitoldgica radical en modelos murinos de Chagas agudo,
reportandose por primera vez para la fase cronica, y que este efecto de la droga estaba
mediado por inhibicién de la biosintesis de ergosterol en el parasito a nivel de la Cl4a
demetilasa de esteroles; En el trabajo de Benaim y col., 2006, se reporta la capacidad de la

amiodarona de alterar la homeostasis intracelular del Ca?* y de inhibir la sintesis de
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ergosterol al nivel de la OSC en T. cruzi. En esta investigacion, demuestran que la
amiodarona tiene una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 20 uM y un Clso de 9 pM
sobre epismastigotes, mientras que los valores correspondientes para el posaconazol fueron
de 20 y 14 nM. Por otro lado, las drogas resultaron méas potentes sobre los amastigotes
intracelulares de T. cruzi y el porcentaje de células Vero infectadas, con una CIM y Clsode
8 y 2.7 uM para la amiodarona, y las concentraciones correspondientes para el posaconazol
fueron 3 y 0.25 nM. Por otra parte, al combinar ambas drogas obtuvieron un indice
inhibitorio fraccional de 0.42, indicando una alta potenciacion entre las drogas. En un
tratamiento combinatorio aplicado a modelos murinos de Chagas, observaron un retraso en
el desarrollo de la parasitemia y 100% de supervivencia con un resultado negativo en la
prueba parasitologica (mediante PCR) en 8 de 10 ratones, a diferencia de lo obtenido para
los ratones que fueron tratados con una sola droga, 6 de los 10 tratados con posaconazol
dieron negativo mientras que ninguno de los tratados con amiodarona resultaron negativos.
En parte, la base molecular de la actividad antiparasitica de la amiodarona fue demostrada
mediante métodos fluorimétricos y microscopia confocal, determinando que la amiodarona
incrementa considerablemente la concentracién de Ca** citoplasméatico ([Ca**], ) en los
epimastigotes y que este efecto es reforzado de forma importante por el posaconazol.
Ademés comprobaron que el aumento en la [Ca®*], era producto de la liberacién del ion
desde compartimientos intracelulares como la mitocondria.

Serrano y col., 2009a, reportan un efecto de la amiodarona contra L. mexicana similar al
obtenido por Benaim y col, 2006 sobre T. cruzi. Asimismo, se demostré que esta droga
presenta un notable efecto sinergistico tanto in vitro como in vivo, con la miltefosina, droga

de uso comun contra la leishmaniasis (Serrano y col., 2009b).
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Por otra parte, Bakunova y col., 2007, sintetizaron 43 cationes bisbenzofuranos (Figura
5). Otra serie de compuestos con dos motivos benzofuranoides en su estructura que
mostraron actividad in vitro contra tripomastigotes de T. b. rhodesiense, P. falciparum vy
amastigotes axénicos de L. donovani, con valores de Clsy que van desde 8 nM hasta 18.7
uM. De los 43 bisbenzofuranos, 16 presentaron valores de Clsy menores a 100 nM. Entre
estos compuestos, el que mostré mayor actividad anti- T. b. rhodesiense, con un Cls, de 8
nM fue el compuesto 8, que posee dos amidinas en la estructura basica mostrada en la
figura 4, una en la posicién R? y otra en la R y 2 carbonos entre ambos benzofuranos. Los
valores 1Csp mas bajos (3 nM en ambos casos) sobre P. falciparum fueron obtenidos para
los compuestos 8 y 9; el compuesto 9 posee N-isopropilamidinas en las posiciones R? y R®
y dos carbonos entre ambos benzofuranos. Sobre L. donovani, el Clsp mas alto lo mostro el
compuesto 14 que posee amidinas en las posiciones R*® y R® y dos carbonos entre los dos

motivos benzofuranoides, con un valor de 0.88 puM.

NH NH N
— i- I
R= Am }‘LJL'NH;_, i-PrAm }LJLH Im ;L{J:'E?

Figura 5. Estructura basica de los bisbenzofuranos reportados por Bakunova y col.,
2007. En la estructura superior, n representa el nimero de carbonos entre los dos motivos
bensofuranoides y los grupos R pueden ser amidina (Am), N-isopropilamina (i-PrAm) o

imidazol (Im).
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Estos prometedores valores de Clso son reforzados por los indices de selectividad (IS),
calculados como el Clsy sobre mioblastos L6 de rata, entre el Clsy obtenido para el
respectivo parésito, los cuales resultaron muy altos. En el caso de los compuestos 8 y 9, los
valores de IS sobre P. falciparum fueron de 7.167 y 59.667, respectivamente. EI IS del
compuesto 8 sobre T. b. rhodesiense fue de 2.688, mientras que el valor correspondiente del
compuesto 14 para L. donovani fue de 89. Los altos indices de selectividad indican que a
las concentraciones requeridas para inducir una inhibicion del parasito, las células de
mamifero (en este caso mioblastos L6 de rata) no se ven afectadas, presentando la
posibilidad de usar estos compuestos como terapia contra los respectivos parasitos.

El mismo grupo de investigadores, reportd en 2008, la sintesis de 49 compuestos 2-
penilbenzofuranos catidnicos y evaluaron actividad antiprotozoaria de cada uno,
encontrando que dos de ellos, el 1 y el 45, poseian una potente accion anti-T. b. rhodesiense
con valores de Clsp de 3 y 9 nM respectivamente (Bakunov, 2008). Nuevamente, Bakunov
y col., 2009, reportan la sintesis de 48 derivados de pentamidina portando el benzofurano
como motivo con propiedades antiprotozoarias, demostrando que tienen un efecto
antitripanosomatidos, siendo los méas potentes, los compuestos 26, 27, 37 y 38, con valores
de Clso sobre T. b. rhodesiense de 41, 61, 25 y 88 nM, respectivamente, mientras que los
valores correspondientes sobre mioblastos L6 de rata fueron 45,6, 10,3, 8,6 y 49,9 uM. Por
otra parte los compuestos mas potentes sobre L. donovani fueron el 12, 25, 26, 28, 32, 34,
37, 39 y 44 con valores de Clsp de 1.9, 0.78, 1.6, 0.61, 2.1, 0.65, 0.78, 0.48 y 1.4 uM,
respectivamente. Todos estos compuestos poseen en su estructura un trimetileno uniendo

los dos grupos feniles y un benzofurano en la posicion 4’ (figura 6).
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Figura 6. Estructura bésica de los derivados de pentamidina portando como motivo el
benzofurano, sintetizados por Barkunov y col., 2009.

En julio de 2009, la dronedarona, un nuevo compuesto derivado de la amiodarona
producido por Sanofi-Aventis fue aprobado por la FDA como antiarritmico (Page y col.,
2009). Este compuesto posee la misma estructura que la amiodarona, con la diferencia de
que no presenta los dos &tomos de yodo y tiene un menor caracter hidrofobico (Figura 7),
lo que le confiere un perfil de seguridad mejorado o menor toxicidad. Benaim y col., 2012,
reportaron la actividad anti-T. cruzi de éste derivado del benzofurano, demostrando que
tiene un efecto antiproliferativo sobre epimastigotes (Clso de 4.9 uM) y amastigotes dentro
de células Vero (CIM=2 uM y una Clsp= 0.75 uM), y que la accidén sobre epimastigotes
esta mediada en parte por la alteracion de la homeostasis del Ca®* intracelular, a través de la
disipacion del potencial electroquimico mitocondrial y de la alcalinizacion de los
acidocalcisomas. Benaim y col., 2014, reportan la actividad inhibitoria de la dronedarona
sobre L. mexicana con una Clso de 115 nM sobre promastigotes y un valor correspondiente
de 0.65 nM sobre amastigotes. Este valor es 1000 veces menor que el encontrado para
amastigotes de T. cruzi. Al igual que en T. cruzi, la actividad antiparasitica sobre
promastigotes de L. mexicana estd mediada por la alteracién del nivel de Ca*

citoplasmatico, siendo liberado desde compartimientos intracelulares. Esto lo atribuyeron a
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al menos dos organelos que sirven como almacenes de Ca®*, la mitocondria, que resultaba
desenergizada y los acidocalcisomas, que fueron alcalinizados tras la exposicion de los
promastigotes a 115 nM de dronedarona. Por otra parte, demostraron que la dronedarona
tiene un efecto inhibitorio sobre la biosintesis de ergosterol en L. mexicana a nivel de la

OSC.

H,C
H3C Amiodarona HAC Dronedarona

Figura 7. Estructura quimica de los derivados del benzofurano, amiodarona y

dronedarona (Benaim y Paniz-Mondolfi, 2012).

Hejchman y col., 2012, sintetizan 12 compuestos derivados de los &cidos 2- y 3-
benzofurancarboxilicos, de los cuales dos mostraron una marcada actividad antifungica, los
derivados 3d (metil 5-bromo-7-(O-etil-2’-dietilamino)-6-metoxi-2-benzofurancarboxilato)
y 4 (Metil 7-acetil-5-bromo-6-hidroxi-3-bromometil-2-benzofurancarboxilato), los cuales
se muestran en la Figura 8. Este segundo compuesto es el que utilizamos en el presente
trabajo y se denominard D4 en menciones posteriores. Ambos compuestos inhibieron

completamente el crecimiento de Cryptococcus neoformans a una concentracién de 20 uM.
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Figura 8. Estructura de los derivados 3d y 4 del benzofurano sintetizados por

Hejchman y col., 2012.

1.7. Mecanismos reguladores del Ca?* intracelular como blancos quimioterapéuticos
en T. cruzi.

La investigacion creciente acerca de la biologia celular ha generado evidencia
convincente del rol esencial que tiene el Ca®* en la sefializacién celular, y las transiciones
en las concentraciones de este ion estan implicadas en varios aspectos de la fisiologia
celular, incluyendo la transcripcion genética, regulacién del ciclo celular, proliferacion
celular, rearreglo del citoesqueleto y exocitosis. Del mismo modo, el Ca®" tiene una
funcion primordial en los diversos tipos de muerte celular, y se ha establecido que
perturbaciones en la homeostasis de este cation, ya sean incrementos considerables en la
concentracion intracelular o variaciones mas sutiles que alteren su distribucion entre
compartimientos intracelulares, pueden resultar en muerte celular (Zhivotovsky y Orrenius,
2011).

Se ha reportado que en tripanosomatideos, asi como en otros eucariotas, el Ca*

representa un mensajero intracelular fundamental (Benaim y Garcia, 2011).
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En el proceso de invasidn, se ha demostrado que tras la asociacion del tripomastigote de
T. cruzi con la célula huésped, hay un incremento en la concentracion intracelular de Ca®*
([Ca®™];) en el parésito que es necesaria para que se complete la invasién (Moreno y col.,
1994). También en este proceso son necesarias transiciones en las concentraciones de Ca?*
intracelular en la célula huésped como lo muestran investigaciones en las que un
tratamiento previo de fibroblastos de rifién de rata con agentes quelantes de Ca®* previenen
la invasion por tripomastigotes. Estudios paralelos indican que factores de membrana en el
tripomastigote generan el incremento en la concentracion citosélica de Ca®* en la célula
huésped via una proteina G heterotrimérica. Los receptores activados por T. cruzi en la
célula huésped estan acoplados a proteinas G cuyas subunidades G, activan canales de Ca®*
0 bien a la fosfolipasa-C, la cual cataliza la produccion de IP3 y subsecuente liberacion de
Ca®* desde compartimientos intracelulares (Tardieux y col., 1994). En este proceso, el Ca**
intracelular media la organizacion de los microfilamentos de actina, la exocitosis y fusion
de los lisosomas con la membrana de célula huésped en el sitio de contacto con el parasito
(Tardieux y col., 1992). Modelos mas recientes sobre el mecanismo de invasion sugieren
que no solo a través de rutas de sefializacion, sino ademas por lesiones transitorias en la
membrana de la célula huésped se producen incrementos del Ca®* intracelular que median
la movilizacion de los lisosomas en la ruta de reparacion de la membrana celular, con la
consecuente liberacion de la enzima esfingomielinasa acida, la cual cliva esfingosina en la
membrana lesionada produciendo segmentos ricos en ceramida, los cuales poseen la
propiedad de agruparse y producir invaginaciones en la membrana, facilitando de este
modo la internalizacion del parasito (Fernandes y Andrews, 2012).
Ademés de la importante funcion del Ca®* durante la invasion celular por T. cruzi,

este ion también es esencial en la supervivencia del parasito en los diversos ambientes
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representados por el tracto digestivo del vector, el plasma sanguineo en el que la [Ca*']; es
de 2mM 'y el citoplasma de la célula huésped donde la [Ca®*]; esta entre 30-100 nM. En
cada uno de estos ambientes T. cruzi es capaz de mantener una [Ca®*]; entre 20-50 nM
(Benaim y Garcia, 2011). Leishmania sp., el organismo causante de la leishmaniasis, posee
mecanismos reguladores de Ca®* similares a T. cruzi, de manera que estos protozoarios han
incorporado mecanismos eficientes de regulacion de este ion en cada uno de los estadios de
desarrollo y durante el proceso de diferenciacién. Considerando el importante rol del Ca?*,
la alteracion de su homeostasis tiene un efecto citotoxico sobre estos paréasitos. Evidencias
acerca de las diferencias entre los mecanismos reguladores del Ca** en tripanosomatideos
respecto a los de humanos, los proponen como blancos quimioterapéuticos en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis (Benaim y Garcia, 2011).

El Ca®* libre en el citoplasma es solo una pequefia fraccién del ion presente en la
célula pues esta en su mayoria compartamentalizado en organelos o unido a proteinas,
polifosfatos y otros componentes celulares. Los tripanosomatideos mencionados controlan
la [Ca?*]; mediante una variedad de sistemas de transporte y proteinas de unién a este
cation, las cuales han sido identificadas (figura 7), y parcial o totalmente caracterizadas
(Ulrich y col., 2010). Entre los organelos que sirven como compartimientos de Ca®", los
tripanosomatideos poseen una mitocondria que ocupa el 12% del volumen total del parasito
y es capaz de acumular grandes cantidades de Ca®*, un reticulo endoplasmatico y los
acidocalcisomas (Benaim y Garcia, 2011).

La mitocondria de T. cruzi es capaz de acumular cantidades de Ca** que en otros
organismos eucariotas resultan deletéreas. Ademas, esta incorporacién de Ca** ocurre en la
mitocondria energizada, ya que cuando los parasitos son tratados con desacopladores de la

fosforilacién oxidativa como FCCP, se induce una liberacién de Ca** desde este organelo
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(Docampo y Vercesi, 1989). Un mecanismo similar de transporte de Ca®* que depende del
gradiente electroquimico de protones a través de la membrana mitocondrial se ha
caracterizado parcialmente en mitocondrias aisladas de un cultivo de Leishmania
braziliensis (Benaim y col., 1990). Este mecanismo de transporte se trata de un uniportador
electroforético de Ca®*, presente en la membrana mitocondrial interna muy similar a los que
se encuentran en la mitocondrias de otros tipos de eucariotas. Este sistema ha sido
recientemente caracterizado en humanos, recibiendo el nombre genérico de CMU (por sus
siglas en ingles: Calcium Mitochondrial Uniporter) y resultando muy conservado entre
especies (De Stefani y col., 2011). En este sistema la fuerza conductora para la entrada de
Ca®* es el gradiente electroquimico de H* a través de la membrana mitocondrial interna y
constituye un sistema de transporte de baja afinidad, de manera que opera con facilidad
cuando hay grandes cantidades de Ca* citoplasmatico (Benaim, 1996).

El reticulo endoplasmaético en la mayoria de los tripanosomatideos representa un
compartimiento intracelular de alta afinidad por Ca** que posee una Ca**-ATPasa del
reticulo sarco-endoplasmico (SERCA) similar a la que poseen otras eucariotas (Benaim y
Garcia, 2011).

Los acidocalcisomas representan organelos acidicos que aun cuando estan presentes
desde bacterias hasta humanos, son caracteristicos de tripanosomatideos y apicomplexa
(Docampo Yy col., 2005). Entre sus caracteristicas principales esta su acidez, su electron-
densidad y capacidad de acumular fosfato, pirofosfato, polifosfato, Ca** y Mg®* (Docampo
y col., 2005). Estos organelos estan bastante bien estudiados en tripanosomatideos y
algunos de sus mecanismos de transporte han sido descritos en T. cruzi, los cuales incluyen
una H*-ATPasa vacuolar sensible a Bafilomicina A;, un intercambiador Ca?*/H* que

introduce Ca®* y extrae H* (Docampo y col., 1995), una Ca’**-ATPasa de membrana
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plasmética (PMCA), y una H*-pirofosfatasa vacuolar. Los acidocalcisomas, representan
en T. cruzi los mayores reservorios de Ca®*, y acumulan este catién en asociacién con
polifosfatos (Ulrich y col., 2010).

Muchas de las enzimas presentes en los acidocalcisomas de protozoarios patégenos
como T. cruzi difieren de sus contrapartes en mamiferos, por lo que representan potenciales
blancos para la quimioterapia. Un ejemplo de dichas enzimas son la pirofosfatasa
translocadora de protones y la pirofosfatasa soluble presente en los acidocalcisomas de
varias especies de tripanosomatideos y que son inhibidas por bifosfonatos y diamidinas
(Docampo y Moreno, 2008). La funcion de estos organelos es motivo de discusion. Asi, el
laboratorio de Docampo lo identifica como fundamental en la regulacion del volumen y la
osmoregulacion del parésito (Docampo y col., 2005), mientras que otros autores lo vinculan
directamente con la bioenergética del parésito, debido a la elevada concentracion de
pirofosfato, el cual es una moneda bioenergética alternativa al ATP, siendo su
concentracion en estos parasitos mayor a la de este nucleétido (Benaim y Garcia, 2011).

Més aun, la energia libre de hidrolisis del pirofosfato es mayor que la del ATP.

26



Figura 9. Mecanismos reguladores de Ca?* en Tripanosomatidos. 1. Canal de Ca®*
en la membrana plasmética, 2. Ca®*ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA), 3.
Calmodulina, 4. SERCA (Ca®* ATPasa del Reticulo sarcoendoplasmatico), 5. Uniporte de

Ca®* mitocondrial (mitocondria), 6. PMCA (acidocalcisomas) (Benaim y Garcia, 2011).

Todos los mecanismos reguladores de Ca®* mencionados hasta ahora estan limitados en
cuanto a su capacidad, por estar presentes en compartimientos intracelulares. En contraste,
la membrana plasmatica posee una Ca**-ATPasa (PMCA) capaz de extraer el cati6n desde
el interior celular sin ninguna limitacién fisica. Esta enzima ha sido identificada y
parcialmente caracterizada en Leishmania braziliensis (Benaim y Romero, 1990),
Leishmania mexicana, (Benaim y col., 1993a), T. brucei (Benaim y col., 1993b) y T. cruzi
(Benaim y col, 1991). En éste Gltimo parasito, la enzima comparte similitudes con sus
contrapartes en otros organismos, ya que es una bomba tipo-P estimulada tanto por la

calmodulina aut6loga como la bovina (Benaim y col., 1995).
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La calmodulina es una proteina ubicua soluble que se une a Ca**, siendo modulada por
este cation y procesa sefiales generadas por el mismo (Carafoli, 1987). Se han encontrado
una serie de diferencias entre la CaM presente en varios tripanosomatideos respecto a la de
vertebrados, tales como diferencias en la secuencia de aminoécidos (Chung and Swindle,
1990), movilidad electroforética, sitios de fosforilacién por CaM kinasas y reconocimiento
por anticuerpos anti-CaM de humano (Benaim y col., 1998). Ademas la CaM clonada de T.
cruzi ha mostrado una capacidad reducida de activar la PMCA de eritrocitos humanos
(Garcia-Marchan y col., 2009). Estas diferencias sugieren que la CaM de tripanosomatideos
contribuye con rutas Unicas en estos parasitos y la convierten en un objeto de estudio desde

el punto de vista quimioterapéutico (Benaim y Garcia, 2011).
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2. Objetivos
Objetivo General:

Estudiar el efecto del metil 7-acetil-5-bromo-6hidroxi-3-brometil-2-
benzofurancarboxilato, un derivado (D4) del benzofurano, sobre la viabilidad celular de
Trypanosoma cruzi tanto en su forma de epimastigote como en amastigotes en el interior de
células de mamifero y el posible efecto del D4 sobre la homedstasis del Ca2* intracelular de

epimastigotes de T. cruzi.

Objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto del D4 sobre la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi.

2. Estudiar el efecto del D4 sobre la viabilidad de células de mamifero.

3. Determinar el efecto del D4 sobre el porcentaje de células de mamifero infectadas
por amastigotes de T. cruzi.

4. Determinar el efecto del D4 sobre la hometstasis del Ca”** intracelular en
epimastigotes de T. cruzi.

5. Determinar el efecto del D4 sobre el potencial electroquimico mitocondrial en
epimastigotes de T. cruzi.

6. Determinar el efecto del D4 sobre el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas

en epimastigotes de T. cruzi.
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3. Materiales y métodos

3.1. Mantenimiento de parasitos

Los epimastigotes de T. cruzi (cepa CL Brener) se cultivaron en medio LIT (Liver
Infusion Tryptose) a 29°C, pH 7.4, suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado
y 1% de penicilina/estreptomicina, y fueron mantenidos en agitacién constante. En los
experimentos subsiguientes, el titulo del cultivo se determind realizando un contaje directo
en una camara de Neubauer.
3.2. Mantenimiento de células Vero

Las células Vero (de riion de mono verde africano) se cultivaron en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1%
de L-glutamina y 1% de penicilina/estreptomicina. Estas celulas se mantuvieron incubadas
a 37°C y 5% de CO,. En los experimentos subsiguientes, el titulo del cultivo se determind

mediante contaje directo en una camara de Neubauer.

3.3. Estudio del efecto del D4 sobre la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi.

El crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi en presencia de concentraciones
crecientes de D4 (de 0 a 50 uM) se determind mediante contaje directo en una camara de
Neubauer. Partiendo de un cultivo de epimastigotes en fase exponencial, se sembraron en
tubos de ensayo 2 mL de cultivo a una concentracion inicial de 6x10° epimastigotes/mL en
medio LIT, se afiadi6 la droga a cada tubo incluyendo un control con el solvente DMSO.
Cada condicién se realizé por triplicado y los parasitos fueron incubados a 29°C en
agitacion constante. Se realiz6 el contaje diariamente durante 8 dias. El 1Csy se determind

usando el programa Graph Pad 5.0. Para ello se emplearon los datos correspondientes a la
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curva dosis-respuesta (nimero de células en funcién a la concentracion de droga) a las 72

horas de tratamiento.

3.4. Estudio de citotoxicidad del D4 sobre células de mamifero mediante el ensayo de

MTT.

Se sembraron 3.000 células Vero en cada pozo de una placa de microtitulacion de 96
pozos y se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% de CO; en presencia de
concentraciones crecientes de D4 y se utilizaron digitonina a 80 uM y Triton X 100 al 0,1%
como controles negativos (con cuatro replicas en cada condicion). Se centrifugo la placa
por 20 min a 1.550 x g, se descarté el sobrenadante y a cada pozo se agrego una solucion
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil tetrazolio) a una concentracion de
0.3 mg/mL. La placa se incubd en oscuridad durante 5h a 37°C y 5% de CO,. Luego se
centrifugd de nuevo por 10 minutos 1.550 x g, se descarto el sobrenadante y se afiadio
DMSO (100 uL) en cada pozo. Se realizo la lectura de la densidad dptica a 570 nm en un
lector de placas de ELISA y se determind el ICs aplicando una regresion linear a los datos
de absorbancia normalizados (en porcentaje) con el programa Prisma GraphPad 5.0

El principio de éste método es la reduccion de MTT (sal de color amarillo soluble en
agua) a cristales de Formazan color azul oscuro e insolubles en agua. Esto es llevado a cabo
por deshidrogenasas mitocondriales en las células vivas. Esto permite cuantificar las células
viables en funcion de la densidad Optica después de la aplicacion e incubacion con el
compuesto evaluado, de manera que mayor densidad dptica obtenida, mayor cantidad de

células vivas, y menor citotoxicidad del compuesto.
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3.5. Determinacion del efecto del D4 sobre amastigotes intracelulares de T. cruzi
mediante una curva de infeccion.

Se sembraron 2.500 células Vero en medio DMEM (al 5% de SFB) sobre cubreobjetos
de 1cmxcm dispuestos en los pozos de una placa de 24 pozos y se incubaron durande 24
horas permitiendo su adhesion a las ldminas. Estas células fueron infectadas con
tripomastigotes (derivados de una monocapa de células Vero) a una concentracion de 10
parasitos por célula durante 24 horas, luego de lo cual cada pozo fue lavado 2 veces con
PBS con el objeto de remover los parasitos no adheridos. A cada pozo se afiadio medio
DMEM al 2% de SFB con la concentracion de D4 deseada (concentraciones entre 0 y 10
MM, por triplicado) y la placa se incubo por 72 0 96 horas a 37°C y 5% de CO,. Se retir0 el
medio de cultivo de cada pozo, y cada cubreobjeto fue lavado con PBS. Las células se
fijaron con metanol al 100% Yy se tifieron con colorante Giemsa y se lavaron con acido
acetico al 1%. Cada cubreobjetos se fijo a una ldmina portaobjetos con aceite de inmersion
y se contaron las células infectadas (200 células por cubreobjeto) en un microscopio éptico
empleando a una magnificacion de 100X. El ICs, se determind usando el programa Prisma
GraphPad 5.0 el cual aplica una regresion no linear a los datos normalizados de la respuesta

obtenida en funcion al logaritmo de la concentracion de la droga empleada.

3.6. Experimentos de fluorescencia.
3.6.1. Determinacion del efecto del D4 sobre la homeostasis intracelular del Ca** de
epimastigotes de T. cruzi.

A fin de evaluar el efecto del D4 sobre la [Ca®'] intracelular de epimastigotes de T.

cruzi, los parésitos fueron cargados con Fura-2, un indicador de Ca®* fluorescente que
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presenta dos longitudes de onda de excitacion diferentes cuando se encuentra unido o libre
de Ca®* (340 y 380 nm, respectivamente) mientras que la emisién se mantiene a 510 nm.

Con éste objetivo, 2 x 10" epimastigotes/mL fueron recolectados de un cultivo en fase
exponencial por centrifugacion a 600 x g por 2 minutos, se lavaron 2 veces en un tampén
fosfato salino glucosado (GPBS) e incubaron con 2 uM de Fura 2 acetoximetilado (Fura 2-
AM), por 6 horas, en oscuridad, agitacion constante y a 29°C. Los epimastigotes de T. cruzi
poseen bajos niveles de esterasas las cuales clivan el Fura 2 -AM liposoluble a la forma
Fura-2 que es polar (y fluorescente), lo cual dificulta la acumulacion del Fura 2 en el
citoplasma. Para superar esta dificultad, a la muestra se afiadio adicionalmente 0.1 % de
acido pluronico (un solvente suave) y 2.4 mM de probenicid (un inhibidor de
transportadores anionicos) de forma previa a la incubacion.

Transcurrido el tiempo de incubacion con el fluoroforo, los parasitos se lavaron 2 veces
con tampdn de carga y se resuspendieron en 500 uL en presencia de acido plurénico al
0.1% y probenicid a 2.4 mM. La muestra se coloco en una cubeta de cuarzo, la cual se situd
en un fluorimetro Perkin Elmer LS-55 que se encuentra acoplado a un agitador y a un bafio
a 29°C.

El fluorimetro Perkin Elmer LS-55 hace incidir 2 diferentes longitudes de onda de
excitacion sobre la cubeta. Este fluorimetro consta de una fuente de luz que incide en un
“chopper” en el cual el haz de luz incidente se separa en las dos longitudes de onda de
excitacion del Fura 2 (figura 10), 340 nm para el Fura 2 unido a Ca?* y 380 nm para el Fura
libre. Las longitudes de onda son luego unidas mediante un combinador de rayos, que las
hace incidir sobre la muestra en la cubeta de cuarzo. La muestra cargada con Fura-2 emite

fluorescencia a 510 nm.
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Figura 10. Diagrama esquematico ordenador, muestra y fluorimetro programado
a dos longitudes de excitacion.

Luego de iniciar la fluorimetria, se afiadieron el D4 a 10 uM, la digitonina a 30 uM y
el EGTA a 8 mM empleando volumenes de alrededor de 1 pL con la ayuda de una jeringa
Hamilton. En los experimentos en presencia de Ca*? extracelular, se us6 un tampén de
carga con 2 mM CaCl,. La relacion de proporcionalidad entre la relacién de las

fluorescencias 340/380 nm y la [Ca®*]; se plantea en la ecuacién propuesta por Grynkiewicz

y col., 1985.
- R—R_. F_.
[CCI‘+] — Kﬁ' min " min
Rmrzx —R Fmﬂx

Figura 11. Ecuacién descrita por Grynkiewicz y col., 1985, para obtener la [Ca>] en
funcién a la fluorescencia del Fura-2 cuando éste es excitado con longitudes de onda
de 340 y 380 nm.
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En la figura 11, Ky es la constante de afinidad del Fura 2 por Ca** (224 nm), Rpin el
valor mas bajo del radio de las fluorescencias de excitacion 340 nm/380 nm en ausencia de
Ca®* (después de afiadir el quelante de Ca?* EGTA a una concentracion de 8 mM), Rpax €l
mayor valor de la relacion de las fluorescencias de excitacion 340 nm/380 nm en presencia
de exceso de Ca?* (después de afiadir digitonina), Fminso) €S el mayor valor de
fluorescencia del Fura-2 cuando es excitado a 380 nm luego de afiadir EGTA (ausencia de
Ca®* extracelular), Fraxaso) €s el menor valor de fluorescencia del Fura-2 cuando es
excitado a 380nm luego de afadir digitonina (la cual permeabiliza la membrana y permite

la liberacion del Ca®* al exterior celular).

3.6.2. Determinacion del efecto del D4 sobre el potencial electroquimico
mitocondrial de epimastigotes de T. cruzi.

Para estudiar el efecto del D4 sobre el potencial electroquimico mitocondrial se
colectaron 1,5x10° parasitos por centrifugacién a 600 x g y se resuspendieron en tampén de
carga (130 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM KH2PO4, 20 mM Tris-HCI) con 20 uM del
fluor6foro rodamina 123, se incubaron por 45 minutos a 29°C y en agitacién continua. La
rodamina 123 se acumula en la matriz mitocondrial siguiendo la diferencia de potencial
electroquimico. Transcurrido el tiempo de carga con el fluor6foro la muestra se lavé dos
veces en 500 pL de tampon de carga. Posteriormente se afiadid la suspension de parasitos
en una cubeta de cuarzo que se colocé en un fluorimetro HITACHI F-7000 con agitacion
continua a 29 °C. La longitud de onda de excitacidn de la rodamina 123 corresponde a 488
nm, mientras que la emisién se monitorea a 530 nm. Se utiliz6 FCCP a 2 uM (protonéforo,

desacoplador de la cadena transportadora de electrones) como control.
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3.6.3. Determinacion del efecto del D4 sobre el grado de alcalinizacién de los

acidocalcisomas de T. cruzi.

Para estudiar el efecto del D4 sobre los acidocalcisomas de T. cruzi, se procedio de la
misma manera descrita para el estudio del efecto del D4 sobre el potencial electroquimico
mitocondrial de T. cruzi, pero en este caso el fluor6foro empleado fue la naranja de acridina
a una concentracion final de 2 uM y el tiempo de incubacién con los parasitos fue de 5
minutos. La naranja de acridina es un fluor6foro diamidinico que se acumula en
compartimientos acidicos como los acidocalcisomas. Transcurrido el tiempo de incubacion
se elimino el fluor6foro excedente lavando dos veces en 500 uL. de tampdn de carga. Los
parasitos cargados se afiadieron en una cubeta de cuarzo que se coloco en un fluorimetro
HITACHI F-7000 con agitacion continua y a una temperatura de 29°C. La longitud de onda
de excitacion del naranja de acridina corresponde a 488 nm, mientras que la emision se
monitorea a 530 nm. Se utilizd nigericina a una concentracion de 2 puM (ionoforo

intercambiador de H* por K*) como control.
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4. Resultados

4.1. Estudio del efecto del D4 sobre sobre la proliferacion de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi.

Con el objeto de determinar el efecto del D4 sobre el crecimiento de epimastigotes de T.
cruzi, se realiz6 una curva de crecimiento en presencia de concentraciones crecientes de D4
(de 5 a 50 uM) y el titulo celular se determind diariamente mediante contaje directo en una
camara de Neubauer. Los resultados obtenidos demuestran que el D4 inhibe la
proliferacion de los epimastigotes de una forma dosis-dependiente, observandose la

inhibicion total de la proliferacion a una concentracion de 30 pM.
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Figura 12. Efecto del D4 sobre la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi. Se
representa el nimero de células en funcién al tiempo para cada concentracion de droga
empleada (linea con simbolo). Cada concentracion fue evaluada por triplicado y cada barra

representa la desviacion estandar.
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La curva dosis-respuesta, en la cual se representa el niUmero de epimastigotes/mL en
funcién de la concentracion de D4 después de 72 horas de tratamiento, se graficé a partir de
los datos de la curva de crecimiento representados en la figura anterior. El ICsq estimado

del D4 sobre los epimastigotes de T. cruzi fue 8,5 uM.
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Figura 13. Curva dosis-respuesta después de 72 h de tratamiento de epimastigotes de
T. cruzi con diferentes concentraciones de D4 y el ICsy estimado. Se representa el
namero de células en funcion a la concentracién de D4 empleada (cuadros) después de 72
horas de tratamiento asi como el ICs, estimado. Cada barra representa la desviacion

estandar.
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4.2. Estudio de citotoxicidad del D4 sobre células de mamifero.

Con el objeto de determinar el efecto del D4 sobre la viabilidad de células de
mamifero, se utilizaron células Vero (provenientes de rifion de mono verde africano) como
modelo y se empled el ensayo de MTT como método para determinar la citotoxicidad.
Considerando la relacién de proporcionalidad entre la absorbancia de los cristales de
formazan generados y el nimero de células viables, no se observé un efecto citotoxico
significativo respecto al control (0 droga) tras la exposicion de las células durante 72h a

concentraciones de D4 de 5 a 25 uM (p>0,05).
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Figura 14. Sensibilidad de las células Vero al D4. Se representa el efecto del D4 sobre la
viabilidad de células Vero expuestas a diferentes concentraciones de D4 (de 5 a 50 uM). 72
h después de la adicion de la droga se realizd el ensayo de MTT y se determind el
porcentaje de células Vero viables en cada condicion (cuadros). Las barras representan la

desviacion estandar (n=4).
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4.3. Determinacion del efecto del D4 sobre amastigotes intracelulares de T. cruzi

mediante una curva de infeccion.

Con el objeto de determinar el efecto del D4 sobre la proliferacién de amastigotes

en el interior de células de mamifero se realiz6 una curva de infeccion empleando células

Vero como células huésped en presencia de concentraciones crecientes de D4 (de 0,1 a 10

uM) y con 72 y 96 horas de exposicion. Los resultados demuestran que esta droga produce

la disminucién del porcentaje de células infectadas de una forma dosis-dependiente. EI ICsy

estimado a las 72 horas fue 1+ 1,3 uM y a las 96 horas 1,14+ 1,3 uM.
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Figura 15. Efecto del D4 sobre amastigotes intracelulares de T. cruzi. Células Vero

infectadas con tripomastigotes de T. cruzi fueron expuestas a diferentes concentraciones de

D4. El porcentaje de células Vero infectadas (cuadros) y el ICsy sobre amastigotes se

determin6é 72 h después de la adicion de la droga. Cada barra representa la desviacion

estandar de tres réplicas en cada concentracion.
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Figura 16. Efecto del D4 sobre amastigotes intracelulares de T. cruzi. Células Vero
infectadas con tripomastigotes de T. cruzi fueron expuestas a diferentes concentraciones de
D4. El porcentaje de células Vero infectadas (cuadros) y el I1Csy sobre amastigotes se
determiné 96 h después de la adicion de la droga. Cada barra representa la desviacion

estandar de tres réplicas en cada concentracion.
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4.4. Efecto del D4 sobre la homeostasis intracelular del Ca** en epimastigotes de T.

cruzi.

Con el objeto de evaluar el efecto del D4 sobre la homeostasis del Ca®* en
epimastigotes de T. cruzi, se empled la fluorimetria como técnica que permitié cuantificar
la fluorescencia del fura-2 cuando es excitado por longitudes de onda de 340 y a 380 nm, en
respuesta a la adicion del D4. Se observd que luego de afadir este andlogo de la
amiodarona a una concentracion de 10 uM, éste produjo un incremento en la relacion de
fluorescencias a 340/380 nm. Tomando en cuenta la relacion de proporcionalidad entre la
relacién 340/380 nm y la concentracién de Ca* intracelular planteada en la ecuacién de
Grynkiewicz (figura 8), dicho aumento en la relacién 340/380 se traduce en un aumento en

la [Ca®'].
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Figura 17. Efecto del D4 sobre la [Ca?"] intracelular de epimastigotes de T. cruzi. (A)
Efecto de 10 uM de D4 (flecha) sobre la concentracién de Ca?* intracelular en presencia de
2 mM de Ca®* extracelular. (B) Efecto de 10 uM de D4 (flecha) sobre la concentracién de

Ca”" intracelular en ausencia de Ca** extracelular (EGTA).
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Se muestra el aumento porcentual de la relacion de fluorescencia 340/380 al afiadir
10 uM de D4 a los epimastigotes de T. cruzi cargados con Fura-2, tanto en presencia como
en ausencia de Ca”* extracelular. Se observa que en ambos casos el aumento de la relacién

de fluorescencia 340/380 respecto al nivel basal fue de méas del 40%.
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Figura 18. Aumento porcentual de la relacion de fluorescencia 340/380 nm al afadir
10 uM de D4 a epimastigotes de T. cruzi cargados con fura 2, luego de alcanzarse el
plateau. Cada columna representa el resultado de tres experimentos independientes en
presencia (izquierda) y ausencia (derecha) de Ca®" extracelular. Las barras en la parte

superior de cada columna representan la desviacién estandar.
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4.5. Efecto del D4 sobre el potencial electroquimico mitocondrial de epimastigotes de
T. cruzi.

Con el objeto de evaluar el efecto del D4 sobre el potencial electroquimico mitocondrial
de T. cruzi, se determinaron los cambios en la fluorescencia de la Rodamina-123 en
respuesta a la adicion de 5, 10 y 20 uM de D4. Se observo que al afiadir la droga en todos
los casos hubo un aumento en la fluorescencia de la Rodamina-123. Este efecto fue menor
al emplear SuM de D4 y la respuesta observada en la fluorescencia se incrementa al anadir
10 y 20 uM de la droga. La adicidn posterior del desacoplante FCCP produjo una respuesta
aun mayor en la fluorescencia después del D4, efecto que fue mayor después de 5 uM de
D4 y menor luego de la adicion de 10 y 20 uM de la droga. Invirtiendo el orden de adicion
de estos compuestos, se observo que el FCCP produce un aumento considerable en la
fluorescencia que supera el efecto generado por el D4. Sin embargo, el FCCP no genera
una respuesta maxima ya que la adicion posterior de D4 genera un mayor aumento en la

fluorescencia de la rodamina 123.
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Figura 19. Efecto del D4 sobre el potencial electroquimico mitocondrial de
epimastigotes de T. cruzi. (A) Efecto de 5 uM de D4 seguido de la adicion de FCCP (2
uM) (B) Efecto de FCCP a 2 uM y posterior adicion de 5 uM de D4 (C) Efecto de 10 uM

de D4 seguido de la adicion de 2 uM de FCCP. (D) Efecto de 2 uM de FCCP seguido de la
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adicion de 10 uM de D4. (E) Efecto de 20 uM de D4 y posterior adicion de FCCP a 2 uM.

(F) Efecto de 2 uM de FCCP seguido del D4 a 20 uM.

Con el objeto de visualizar el efecto dosis-dependiente del D4 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial, se graficd el aumento en la fluorescencia de la rodamina 123
respecto al nivel basal de epimastigotes tratados con 5, 10 y 20 uM de D4. Tomando en
cuenta que la adicion de los efectos generados por el D4 y el FCCP constituye el 100% de
respuesta del sistema, se obtuvo que 5 uM de D4 produce alrededor de 30% de respuesta,
mientras que la adicion del D4 a 10 y 20 uM generan una respuesta similar y de

aproximadamente 70%.
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Figura 20. Aumento porcentual de la fluorescencia respecto al nivel basal luego de la
adicion de D4 a epimastigotes de T. cruzi cargados con Rodamina 123. Cada columna
representa el resultado de tres experimentos independientes usando una concentracion de
D4 (5, 10 y 20 pM) con las respectivas barras de desviacion estandar. Las barras

horizontales con asterisco indican una diferencia significativa entre las medias (p<0,05).
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4.6. Efecto del D4 sobre el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas de
epimastigotes de T. cruzi.

Con el objeto de evaluar el efecto del D4 sobre la alcalinizacion de los
acidocalcisomas de epimastigotes, se empled la fluorimetria como técnica que permitié
cuantificar la fluorescencia de la naranja de acridina en respuesta a la adicion de 5, 10 o 20
uM de D4. Se observo que al afnadir la droga hubo un aumento en la fluorescencia,
producto de la liberacién de la naranja de acridina. Ademas, el efecto observado fue dosis-
dependiente, ya que un incremento en la concentracion de la droga afadida generé un
aumento proporcional en la fluorescencia. En este sentido, 5 UM de D4 produjo una
respuesta menor a la generada por 10 uM vy ésta concentracion, a su vez, gener0 una
respuesta menor a la producida por 20 uM de D4. La adicion posterior de nigericina
produjo un mayor aumento en la fluorescencia después de la droga y la respuesta generada
fue dependiente de la concentracion de droga usada, siendo mayor después de 5 uM de D4,
y respectivamente menor luego de 10 y 20 uM de D4. Invirtiendo el orden de adicion de
estos compuestos, se observd que la nigericina produce un aumento en la fluorescencia. Sin
embargo no genera una respuesta maxima ya que la adicién posterior de D4 genera todavia

un incremento en la fluorescencia.
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Figura 21. Efecto del D4 sobre el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas de

epimastigotes de T. cruzi. (A) Efecto de 5 uM de D4 seguido de la adicion de nigericina (2

uM) (B) Efecto de nigericina a 2 uM 'y posterior adicion de 5 uM de D4 (C) Efecto de 10

uM de D4 seguido de la adicion de 2 uM de nigericina. (D) Efecto de 2 uM de nigericina

seguido de la adicién de 10 uM de D4. (E) Efecto de 20 uM de D4 y posterior adicion de

nigericina a 2 uM. (F) Efecto de 2 uM de nigericina seguido de D4 a 20 uM.
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Se muestra la relacion entre el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas de los
epimastigotes de T. cruzi y la concentracion de D4 afadida, como el aumento porcentual de
la fluorescencia respecto a la basal en funcidon a la adicion de 5, 10 y 20 uM de D4. Se
obtuvo que el D4 a 5 uM genera un 30% de respuesta, con 10 pM se produjo un 60 % de

respuesta y con 20 uM de D4 la respuesta generada fue cerca del 85%.
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Figura 22. Aumento porcentual de la fluorescencia respecto al nivel basal luego de la
adicion de D4 a epimastigotes de T. cruzi cargados con naranja de acridina. Cada
columna representa el resultado de tres experimentos independientes usando una
concentracion de D4 (5, 10 y 20 uM). Las barras representan el error estandar. Las barras

horizontales con asterisco indican una diferencia significativa entre las medias (p<0,01).
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5. Discusion

En ausencia de un tratamiento eficaz y seguro en el tratamiento de la tripanosimiasis
americana, el estudio de drogas de uso comercial para el tratamiento de diversas patologias
es una de las estrategias investigativas empleadas en el descubrimiento de nuevas drogas
con actividad tripanocida (Planer y col., 2014), pues permitiria disminuir notablemente los
estudios en humanos, ya que los efectos secundarios habrian sido establecidos con
antelacion. Tal es el caso de la amiodarona, una droga usada como antiarritmico cuyo
efecto anti-T. cruzi (Benaim y col., 2006) y anti-L. mexicana (Serrano-Martin y col., 2009)
han sido demostrados y en ambos casos, parte del mecanismo de accién de la droga
involucra la alteracién de la homeostasis del Ca* intracelular en estos parasitos. Otra
estrategia en la investigacion de drogas involucra la sintesis de compuestos de novo, con
base en las estructuras quimicas de diversos agentes que han mostrado especificidad contra
blancos en microorganismos de interés clinico. En este sentido, la amiodarona fue
empleada por Hejchman y col., 2012 como estructura base para la sintesis de diversos
compuestos gque puedan actuar contra especies de hongos patdgenos, obteniendo que el
derivado D4 actiia como antif(ingico y altera la [Ca?*] citoplasmatica de Saccharomyces

cerevisiae.

Con base en la similitud estructural entre el D4 y la amiodarona, y en la actividad
comprobada de la amiodarona como agente anti-T. cruzi (Benaim y col., 2006; Benaim y
Paniz-Mondolfi, 2012), en éste trabajo de investigacion se evalud el efecto del derivado D4
sobre la proliferacién de epimastigotes y amastigotes intracelulares de T. cruzi y su posible
mecanismo de accién en lo concerniente a la homeostasis del Ca®* intracelular en

epimastigotes. Se obtuvo que el D4 es capaz de inhibir la proliferacion de epimastigotes de
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T. cruzi en cultivo y que dicho efecto antiproliferativo es dosis-dependiente como se
muestra en la figura 12. De manera que el crecimiento del cultivo disminuye en el tiempo
de una forma proporcional a la concentracion de droga empleada. A 5y 10 uM de D4, el
cultivo alcanza un titulo celular maximo de aproximadamente la mitad respecto al control
sin tratar. Adicionalmente se observé la inhibicion total del crecimiento de los
epimastigotes expuestos a 30 uM de D4 (concentracion inhibitoria minima, CIM) y la
disminucién del nimero de epimastigotes inicial o muerte celular a una concentracién de
50 uM. Cabe destacar que el tratamiento con 50 uM de D4 a partir de las 24 horas de
tratamiento, induce la aparicion de formas redondeadas y condensadas del parasito y no se
observo ningun parasito con forma elongada. Es interesante mencionar que un efecto
morfologico parecido fue observado en presencia de esfingosina en promastigotes de

Leishmania mexicana (Benaim y col., 2013).

En la figura 13 se representa la curva dosis-respuesta obtenida después de 72 horas de
tratamiento de los epimastigotes de T. cruzi con las diferentes concentraciones de D4, a
partir de la cual se obtuvo un ICsp de 8,5 uM. En contraste, en la figura 14, se observa el
efecto del D4 sobre las células Vero como células de mamifero modelo, y que ademas
fueron utilizadas en los experimentos de infeccién con amastigotes. En este experimento no
se cuantifica directamente el nimero de células viables sino la absorbancia del formazan
producido por las células viables mediante el ensayo de MTT, el cual es ampliamente
aceptado como un ensayo de viabilidad celular, tomando en cuenta que un cultivo de
células eucariotas en fase exponencial de crecimiento, las células presentan una actividad
metabdlica constante, y en este sentido, la cantidad de cristales de formazan producidos es

proporcional al nimero de células viables (Riss y col., 2013). Sin embargo, este método
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pudiera estar sobreestimando el efecto de esta droga sobre la viabilidad celular, ya que
como se discutird més adelante, el D4 afecta directamente la actividad mitocondrial. Una
vez obtenido el valor de absorbancia en cada uno de los pozos con células Vero tratadas
con diferentes concentraciones de D4, los datos fueron normalizados o expresados en el
porcentaje de células viables tomando en cuenta que en el control (0 droga) hay un 100%
de viabilidad celular. Se obtuvo que las células Vero no son afectadas por concentraciones
de D4 hasta 25 uM, concentracién que tiene un potente efecto sobre epimastigotes de T.
cruzi. Por otra parte al emplear concentraciones superiores a 25 uM se observa un efecto

citotoxico significativo del D4 sobre las células Vero (p<0,05).

Con el objeto de evaluar si el D4 tiene un efecto inhibitorio sobre T. cruzi en su forma
de amastigote, el estadio clinicamente relevante del parasito, se realizd6 una curva de
infeccion (Figuras 15 y 16), en la cual se emplearon células Vero como células huéesped, las
cuales fueron infectadas con tripomastigotes y tratadas con concentraciones de D4 entre 0 y
10 uM. Los tripomastigotes utilizados en estos experimentos se derivaron de una monocapa
de células Vero infectadas ya que se ha reportado que estos presentan una mayor tasa de
interiorizacion en las células huésped en comparacion con tripomastigotes derivados de
otras fuentes (Zingales y Colli, 1985). En este trabajo también utilizamos como célula
huésped alternativa macrofagos de origen murino J-774 (resultados no mostrados). Sin
embargo decidimos realizar el estudio completo con células Vero, ya que estas presentan un
citoplasma més grande, pudiendo albergar una mayor cantidad de amastigotes, siendo
igualmente relativamente faciles de infectar con tripomastigotes de forma similar a otras
células. Los resultados en células Vero muestran una notable disminucion en el porcentaje

de células infectadas el cual es directamente proporcional al incremento en la concentracion
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de D4 empleada. Es importante destacar que la cantidad de amastigotes presentes en
diferentes células fue independiente de la concentracion y variaba desde 1 hasta mas de 100
amastigotes por célula (ver fotos en “anexos”) en el rango de concentraciones desde 0,1a5
MM, de manera que no fue posible determinar un promedio de amastigotes por célula en
cada concentracién en este rango. Cabe mencionar que en los casos de las células
infectadas, tratadas con 10 uM de D4 durante 72 horas, no se observé ninguna célula con
mas de 30 amastigotes intracelulares. Sin embargo, a las 96 horas de tratamiento se observo
que la mayoria de las células Vero tratadas con 10 uM de D4 se despegaron del
cubreobjeto, indicando que a esta concentracion y tiempo de tratamiento, estas células ya
estdn muy afectadas. Por ello no se incluyé el dato correspondiente a 10 uM en la figura 16
correspondiente a las 96 horas de tratamiento, a diferencia de la figura 15 que muestra los
datos 72 horas post-tratamiento. Dvorak y Crane, 1981, reportan que el ciclo celular de
vertebrados modula la infeccion por parasitos protozoarios y demuestran que las células
HeLa en la fase S de ciclo celular son 14 veces mas sensibles a ser infectadas por T. cruzi
que en la fase G; ya que en la progresion del ciclo celular hay cambios cuantitativos en la
composicion de antigenos de superficie requeridos por el parasito en el proceso de invasion.
Este mismo resultado fue reportado por estos autores en células HelLa infectadas con
Toxoplasma gondii. EI hecho de que las células Vero empleadas en estos experimentos no
estan sincronizadas implica que cierto porcentaje de la poblacion serd mas susceptible a ser
infectadas que otra, dependiendo de el punto en que se encuentra en cuanto a la progresion
en el ciclo celular. Ademas de no tener una poblacién de células homogénea en cuanto a la
susceptibilidad a ser infectadas, el tiempo de incubacién con D4 empleado (72 y 96 horas)
permite que los amastigotes cumplan suficientes ciclos replicativos como para llenar la

célula hasta el punto en que ya no se pueden contar. Este fendbmeno se exacerba en las
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celulas infectadas por mas de un tripomastigote. Aunque el grado de infeccion de cada
celula individual varié ampliamente, se observé una distribucion aleatoria de las células
infectadas a lo largo de la lamina y en este sentido fue posible cuantificar el porcentaje de
células infectadas, seleccionando aleatoriamente campos visuales. Se obtuvo un efecto
dosis-dependiente del D4 sobre el porcentaje de células infectadas después de 72 horas
(Figura 15) y 96 horas (figura 16) de tratamiento con concentraciones crecientes de D4, con
un ICsp de 1,0 £ 1,3 y 1,14 + 1,3 uM, respectivamente. Tomando en consideracion estos
valores de 1Csy sobre amastigotes de T. cruzi y el leve efecto citotoxico del D4 sobre las
células Vero a concentraciones de hasta 25 uM, sugiere que esta droga tendria una alto

indice de selectividad entre ambas células.

Con el objeto de elucidar el posible mecanismo de accion del D4 sobre los
epimastigotes de T. cruzi, se estudié el efecto de esta droga sobre la [Ca®']; de
epimastigotes empleando técnicas de fluorescencia. Los epimastigotes fueron cargados con
el fluoroforo Fura-2, el cual presenta diferentes espectros de absorcion cuando esta libre o
unido a Ca®*. Esta caracteristica del indicador permite determinar la asociacién en el
equilibrio y la [Ca*'];a través de la relacién entre las emisiones a 510 nm cuando se excita
alternativamente en fracciones de segundo a 340 y 380 nm. Esto confiere la gran ventaja de
obtener una sefial que es independiente del nivel de carga del fluor6foro (Barreto-Chang y
Dolmetsch, 2009). La ecuacién propuesta por Grynkiewicz y col., 1985, permite asumir
una relacion de proporcionalidad entre la relacién entre las fluorescencias de excitacion del
Fura-2 a 340/380 y la [Ca?*]i. De manera que los resultados mostrados en la Figura 17,
correspondientes al efecto del D4 sobre la relacion de fluorescencias a 340/380 del Fura-2

en epimastigotes de T. cruzi, son proporcionales a la [Ca?*]; de los epimastigotes. La razén
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por la cual estos resultados no se mostraron en funcién a [Ca®']; es porque la concentracion
basal de este cation es muy variable entre réplicas y depende de mdltiples factores
incluyendo el estado metabdlico de los epimastigotes en cultivo en el momento en que se
usan y de las soluciones utilizadas para calibrar el método. Es por ello que en todos los
trabajos recientes se tiende a reportar los resultados como los cambios en la relacion
340/380, en lugar de los cambios en la [Ca®*]i. En estos experimentos, se obtuvo que la
adicion del D4 a una concentracion de 10 uM produce un incremento en la relacion de
fluorescencias 340/380, y este incremento se obtiene tanto en presencia (Figura 17A) como
en ausencia (Figura 17B) de Ca** (EGTA) en el medio extracelular. La Figura 18 muestra
que el incremento en esta relacion (340/380) es de mas del 40% respecto a la fluorescencia
basal. EI hecho de que este incremento en la [Ca®*]i se produzca tanto en presencia como en
ausencia de Ca”* extracelular, y que la pendiente del incremento sea similar en ambos casos
indica que el incremento en la concentracion intracelular de este cation es producto de su
liberacion desde reservorios intracelulares. Con el objeto de determinar cudles
compartimientos podrian estar involucrados en el incremento de la [Ca*]i en los
epimastigotes de T. cruzi, se evalud el efecto que este compuesto tiene sobre el potencial
electroquimico mitocondrial y el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas, como

organelos clave en la regulacion del Ca®* en T. cruzi (Benaim y Garcfa, 2011).

Se obtuvo que el D4 a todas las concentraciones utilizadas en este trabajo, desde 5 uM
hasta 20 uM disipa el potencial electroquimico mitocondrial, lo cual produce la liberacion
de la Rodamina 123 acumulada en la mitocondria energizada con el subsecuente aumento
de la fluorescencia a 530 nm. Sin embargo, el D4 no produce la disipacion total del

potencial mitocondrial ya que una adicion posterior de FCCP genera un mayor y rapido
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incremento en la fluorescencia. Se observo que el efecto del D4 fue dosis-dependiente,
obteniéndose a 10 uM la respuesta maxima. En la figura 20 se muestra el aumento
porcentual de la fluorescencia respecto al nivel basal al afiadir el D4 a 5, 10 y 20 uM. En
los experimentos control, en los que se invierte el orden de adicion de los compuestos
(FCCP y D4) se obtuvo que el FCCP supera el efecto del D4 (a 5, 10 y 20 uM) pero no
disipa por completo el potencial electroquimico mitocondrial, ya que la adicién posterior
del D4 a todas las concentraciones genera todavia cierto efecto sobre el potencial
mitocondrial. Esta respuesta observada al afadir la droga después del FCCP es interesante
ya que se conoce que el FCCP es un agente que causa una total disipacion de potencial
electroquimico mitocondrial, aunque un efecto similar fue obtenido por Benaim y col.,
2012 en el que evaltan el efecto de la dronedarona y la amiodarona sobre T. cruzi y
sugieren que podria deberse a la accion de la droga sobre un compartimiento diferente de la

mitocondria, el cual también acumula pequefias cantidades de rodamina 123.

Adicionalmente se observo que este compuesto induce un incremento rapido en la
fluorescencia de parasitos cargados con naranja de acridina, un colorante cationico que a
bajo pH se protona y se agrega por interacciones electrostaticas. Este fluoréforo se acumula
en los acidocalcisomas, conocidos por ser organelos acidificados por la accion de una H*-
ATPasa vacuolar (Docampo y Moreno, 2001). Se observo que la adicion del D4 produce la
alcalinizacion de los acidocalcisomas con la consecuente liberacion de la naranja de
acridina, siendo el efecto de la droga sobre estos organelos dosis-dependiente. Sin embargo,
a las concentraciones empleadas, el D4 no produce una alcalinizacion total de estos
organelos ya que la adicion posterior de nigericina produce un mayor efecto sobre el grado

de alcalinizacién (Figuras 21. B, D y F). También se obtuvo que al afiadir nigericina de
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forma previa a la adicion de D4, se produce una alcalinizacion de los acidocalcisomas, en la
que éste efector (nigericina) sustituye y supera en efecto del D4 en cada caso. Sin embargo,
la alcalinizacion de estos compartimientos no fue total, ya que al afiadir D4 posteriormente
a la nigericina hubo un mayor incremento en la fluorescencia de la naranja de acridina. Este
efecto de la droga luego de afiadir nigericina sugiere la existencia de otros compartimientos
acidicos sobre los cuales el compuesto podria estar actuando, como ha sido reportado por
otros compuestos en este mismo sistema por Benaim y col., 2012. También mostramos la
relacion entre el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas de los epimastigotes de T.
cruzi y la concentracion de D4 afadida (Figura 22), como el aumento porcentual de la
fluorescencia respecto a la basal en funcién a la adicion de 5, 10 y 20 uM de D4. Se obtuvo
que el D4 a 5 uM genera un 30% de respuesta, con 10 uM se produjo un 60 % de respuesta
y con 20 uM de D4 la respuesta generada fue de 85% lo cual demuestra que a esta ultima
concentracion el sistema podria no haber reflejado el efecto maximo de esta droga. En
conclusién, el incremento observado en la [Ca**]i en presencia de D4 es con toda
probabilidad producto de la accion de este farmaco sobre los acidocalcisomas y sobre las

mitocondrias.
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6. Conclusiones

e EI D4 tiene un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi
conun ICsq de 8,5 uM y una CIM de 30 uM.

e Parte del mecanismo involucrado en el efecto del D4 sobre el crecimiento de los
epimastigotes de T. cruzi es la alteracion de la homeéstasis del Ca** intracelular,
produciendo un incremento en la concentracion intracelular de este cation como
producto de su liberacion desde compartimientos intracelulares.

e EI efecto adicional del D4 sobre el potencial mitocondrial y el grado de
alcalinizacion de los acidocalcisomas indica que el Ca®* proviene al menos
parcialmente de estos compartimientos.

e EI D4 disminuye de forma significativa y dosis-dependiente, el porcentaje de celulas
Vero infectadas por amastigotes de T. cruzi, la fase clinicamente relevante, con un
ICso de alrededor de 1.0 u M. En contraste, ésta droga no posee un efecto citotdxico

significativo sobre las células Vero a concentraciones de hasta 25 uM.
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8. Anexos

(B)

Anexo 1. Células Vero infectadas con amastigotes de T. cruzi 96 horas post-
tratamiento con concentraciones crecientes de D4. (A) Control (0 droga). (B) 0,1 uM de

D4. (C) 0,2 uM de D4. (D). 2 uM de D4. (E) 5 uM de D4. (F) 10 uM de D4 (72 horas).
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