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RESUMEN

Los tripanosomatidios son organismos unicelulares, pertenecientes al Orden
Kinetoplastida, los cuales pueden ser organismos patdégenos o no patégenos. Entre los
organismos patégenos se encuentra el Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de
Chagas, la cual afecta cerca de 8 a 12 millones de personas en Latinoamérica, siendo
considerada como un gran problema de salud publica.

Las Unicas drogas que actualmente representan la linea de tratamiento para la
enfermedad de Chagas (Nifurtimox y Benznidazol), utilizadas en las ultimas cuatro
décadas, tienen efectos secundarios, no actian eficientemente durante la fase cronica de la
enfermedad y han desarrollado resistencia. Por esta razon, en los ultimos afios distintos
grupos de investigacidn han dirigido sus estudios hacia la busqueda de productos
naturales y/o sintéticos que pudieran ser utilizados como posibles agentes terapéuticos.
Se ha reportado que derivados de productos naturales conocidos como
Tetrahidroquinolinas sustituidas, tienen un efecto terapéutico sobre lineas de células
tumorales y presentan una actividad antiproliferativa en los tripanosomatidios. Sin
embargo, estos estudios han sido realizados determinando Unicamente su efecto en la
proliferacién de los parasitos y su toxicidad en humanos, no reportandose un efecto en la
homedstasis intracelular de Caz+. Muchos estudios han demostrado que una alteraciéon en
los niveles intracelulares basales de Ca2* en los tripanosomatidios puede conducir a la
muerte de estos parasitos. En este sentido, existen evidencias que demuestran que drogas
que afectan los mecanismos reguladores de Ca2+ tienen un efecto importante sobre la
viabilidad del parasito. Considerando la importancia de la busqueda de nuevos
compuestos eficientes para el tratamiento de esta enfermedad, en este trabajo nos
propusimos evaluar el efecto de nueve Tetrahidroquinolinas sustituidas pertenecientes a
la serie DM, derivados de aceites esenciales de plantas de clavo y canela, sobre la
proliferaciéon de T. cruzi y su efecto sobre la Ca2*-ATPasa de membrana plasmatica, la

principal enzima encargada del mantenimiento basal de la homeostasis de Calcio en estos



tripanosomatidios y la misma enzima de eritrocitos humanos. Los resultados demostraron
que todas las tetrahidroquinolinas sustituidas ensayadas tuvieron un efecto importante en
la inhibicién de la proliferacién celular, resaltando los compuestos DM5, DM8 y DM12 que
inhibieron la proliferaciéon de T. cruzi cerca de un 90 %. Asimismo, estos compuestos
inhibieron significativamente la actividad enzimatica de la Caz* ATP-asa de membrana
plasmatica de este parasito, sin afectar la misma enzima de los eritrocitos humanos,
sugiriéndose que las tetrahidroquinolinas DM5, DM8 y DM12 pudieran ser selectivas
sobre la PMCA de estos parasitos. Adicionalmente, se pudo observar que estos compuestos
incrementaron los niveles intracelulares de Ca2+, a consecuencia de la liberacién de este
cation desde reservorios intracelulares, sugiriendo que los mismos afectan la
homeodstasis de Ca2+. Estos resultados apoyan el uso de estas tetrahidroquinolinas como
prototipos para el disefio de nuevos compuestos a ser utilizados con fines terapéuticos de

manera independientes o en terapias de combinacién de drogas.

Palabras claves: Parasitos, Trypanosoma cruzi, Tetrahidroquinolinas, Homeostasis de

calcio, Regulacion.



1. INTRODUCCION:

Los pardasitos son microorganismos que habitan dentro de un hospedador y que
dependen de éste para sus actividades metabélicas y de reproduccién, llegando entre ellos
a establecer una relacion de simbiosis dindmica. En algunos casos el parasito puede llegar
a ocasionar dano al hospedador, teniendo asi organismos patégenos y no patoégenos. Entre
los organismos patégenos que afectan a la poblacion humana se encuentran los
tripanosomatidios, tales como los pertenecientes a los géneros Tripanosoma vy
Leishmania. Los tripanosomatidios patégenos en humanos son transmisores de
enfermedades tropicales como la Enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis siendo esto un
problema de salud publica en paises del tercer mundo, entre ellos Venezuela.

La enfermedad de Chagas originalmente descrita por el médico brasilero Carlos
Chagas en 1909, es una afeccién parasitaria, sistémica y cronica, transmitida por vectores
y causada por Trypanosoma cruzi. Esta fuertemente vinculada a aspectos socio-
econdmicos y culturales deficitarios, en poblaciones de menores recursos, basicamente
sectores rurales, considerindosele una enfermedad desatendida. La enfermedad de
Chagas es una patologia endémica en 21 paises de América Latina, como se puede
observar en la Figura 1, aunque las migraciones de personas infectadas pueden llevarla a

paises no endémicos como Canada, Estados Unidos y Europa entre otros (OMS., 2014).

Entre algunos de los paises endémicos de Latinoamérica se encuentra Argentina,
México, Chile, Colombia, Brazil y Venezuela, como se observa en la Figura 1. Estos paises
poseen principalmente transmision vectorial, mientras que paises como Espaia, Canada,
Estados Unidos entre otros, son paises no endémicos con transmisidn principalmente por

migraciones de personas infectadas, transfusiones de sangre o de 6rganos. (OMS 2010).



[ Paises endémicos con transmision por vector.

Paises endémicos con transmisién vectorial ocasional.
- Paises no endémicos con transmisién transplacentaria, donacién de sangre y érganos.

Figura 1. Distribucion geografica de Trypanosoma cruzi. Indicando paises endémicos
con transmision por el vector, entre los cuales se encuentra Venezuela.

El principal mecanismo de transmision es vectorial, por hemipteros de la Subfamilia
Triatominae (con alimentacién hematéfaga), los cuales pueden infectar al humano sano de
quien se alimentan al depositar sus heces infectadas en heridas de la piel o sobre mucosas.
Otras modalidades de transmision son mediante transfusiones, congénitas, transplantes
de 6rganos, transmision oral y en menor escala accidentes de laboratorio. Se estima que a
nivel mundial cerca de 100 millones de personas estan en riesgo de infectarse, unos 8 a 12
millones estan infectadas, con 56.000 nuevos casos anuales por todas las formas de

transmision, motivando 12.000 muertes anuales (OMS., 2016).

En Venezuela se estiman unas 700 muertes anuales a causa de esta enfermedad, de las
cuales aproximadamente un 90 % ocurren durante la fase créonica (Risquez., 2009). En la
figura 2, se observa un mapa de la distribucidn en Latinoamérica de los distintos vectores

transmisores de esta enfermedad.
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Figura 2. Distribucién geografica de los principales vectores causantes de la
enfermedad de Chagas. Incluyendo Venezuela. Destacando principalmente en
Venezuela el vector Rhodnius prolixus.
(Tomadode:http://4.bp.blogspot.com/8 qBj1kbkD0/UyMrdfo9hGl/AAAAAAAABY9g/M
d2UOkN1Wml/s1600/Pples.jpg).

Se conocen cerca de 140 especies de triatominos y 22 de ellas se encuentran en
Venezuela, siendo las de mayor tasa de transmisidn, Rhodnius prolixus principalmente en
America Central y Tryatoma infestans responsable del 85 % de los casos en Suramérica.

(Soto, 2009).

Carrasco y col., en el 2012, reporta la distribucién de las diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi presentes en Venezuela tanto para hospedadores mamiferos como
para los diferentes vectores encontrados en el territorio nacional. Reportando el nimero
de casos para cada uno de ellas en algunos de los estados del pais, destacando para el
vector Rhodnius prolixus estados como Mérida y Barinas, con el mayor niumero de casos,
aunque presente con focos activos en 5 estados mas del pais y para Panstrongylus

geniculatus 170 casos entre el estado Mérida y Miranda.

La enfermedad de Chagas, clinicamente puede dividirse en 3 fases que varian en los
sintomas presentes en el paciente. La fase aguda, inicia con la entrada del parasito a las

células huesped y tiene una duraciéon aproximada de 2 a 4 meses, en algunos casos se
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presentan sintomas como signo de Romafia (inflamacién de uno de los parpados), fiebre,
dolor de cabeza, palidez, dolores musculares, taquicardia, inflamacién de los ganglios
linfaticos, dificultad respiratoria y dolor abdominal o toraxico, entre otros. La mortalidad
durante esta fase es relativamente baja con un indice entre 5 % y 10 % en los pacientes
sintomaticos. Después de esta fase las manifestaciones clinicas mencionadas desaparecen
y el paciente entra en la fase crénica de la enfermedad, durante la cual no hay sintomas
aparentes de infeccién, pasando por una fase indeterminada o periodo de latencia el cual
tiene una duracion que va de 10 a 30 anos. Durante este periodo, los parasitos
permanecen ocultos principalmente en el sistema digestivo o el musculo cardiaco.
Posterior a este periodo entre el 30 % y 40 % de los pacientes infectados presentan fallas
en organos como el corazén produciendo la tipica cardiomiopatia chagasica, con la
destruccion del musculo cardiaco y sus inervaciones, que lleva a la muerte de dichos

pacientes (Prata., 2001).

En Venezuela, el Ministerio de la Salud estableci6 un programa nacional de control de
la enfermedad de Chagas en el afio 1966, en el que se incluia el control del vector y de la
sangre para transfusion. La aplicacion de este programa logr6 la reduccién del area
endémica de 750.000 Km2 a 360.000 Km2, mientras que la seroprevalencia de la
enfermedad en poblaciones rurales disminuy6 de 44.5 % a 9.2 % (Ache y Matos., 2001).
Sin embargo, segin reportaron Afez y col. en el 2004, se produjo un repunte de la
enfermedad de Chagas en Venezuela, reportidndose un incremento en el ntimero de casos

incluso en regiones no catalogadas como endémicas de la enfermedad (Afiez y col., 2004).

Recientemente se reporté un brote de enfermedad de Chagas agudo debido a la
transmision oral de T. cruzi, despues de consumir alimentos contaminados con las heces
del vector que contiene las formas tripomastigotes del parasito, forma infectante para el
humano (Prata., 2001). En el 2010, se present6 un brote en Caracas, donde se reportaron

120 casos de infeccion por el consumo de jugo de guayaba contaminado con el parasito, en
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una escuela del Municipio Chacao, entre estos casos 44 de ellos fueron nifios y uno de ellos

fallecio6 (Alarcon., 2010).

1.1 Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi

Los tripanosomatidios patégenos para humanos desarrollan durante su ciclo de vida
diferentes estadios morfoldgicos y funcionales que les favorecen antes los diversos
ambientes en que se encuentran, como son su hospedador vertebrado o el insecto vector.
Trypanosoma cruzi es un protozoario digenético, que alterna su ciclo de vida entre dos
hospedadores en los cuales se desarrollan formas definidas y diferentes del parasito: un
invertebrado, insectos triatominos (Chipo), donde se desarrollan las formas extracelulares
epimastigotes (de 20-40 um de longitud) y tripomastigotes metaciclicos (20 pm de
longitud) y un hospedador vertebrado, donde se encuentra los morfotipos tripomastigote
sanguineo (13 um de longitud) y amastigote intracelular (de aproximadamente 3 pm de
longitud) (Navarro y col,, 2003). Se sabe que T. cruzi es capaz de invadir una diversidad de
células de mamiferos, cardiacas, del sistema nervioso central y del musculo esquelético
(Marino y col., 2003). Se conocen tres fases durante el proceso de interaccion de T. cruzi
con una célula huésped: 1) la adhesién y reconocimiento, 2) la sefializaciéon y 3) la
invasion. La adhesion del parasito involucra una gran cantidad de moléculas y receptores
tanto en la superficie del huésped como en la del parasito, asi como moléculas secretadas
por éste como cruzipaina (cistein proteasa) y factores de crecimiento. El conjunto de
moléculas involucradas en la adhesién generan en la célula huésped una cascada de
sefalizacién que trae como consecuencia un incremento en la concentracién intracelular
de Ca?+, necesario para que ocurra el proceso de invasion. De igual manera, este ultimo
proceso requiere la movilizaciéon de Ca2+ en el parasito (De Souza y col, 2010). Se ha
reportado, que dependiendo de la cepa de T. cruzi el tiempo de entrada a la célula
huésped, el proceso de infeccién y su replicacidon dentro de las mismas varia; de esta forma

el parasito puede tardar alrededor de 20 minutos para entrar a la célula y
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aproximadamente 2 horas en romper la membrana vacuolar. El proceso de diferenciacion
hacia amastigote puede durar entre 2 y 3 horas y entrar en fase replicativa del ciclo
celular, sintetizando ADN entre 24 y 44 horas aproximadamente. El tiempo generacional
del amastigote dura entre 8 y 15 horas, pasando aproximadamente por 9 ciclos de
replicacién por fisién binaria, en un periodo que transcurre durante 4 a 5 dias. Al llenarse
la célula, posteriormente se diferencian a tripomastigotes, los cuales rompen la membrana
celular y son liberados al exterior, pudiendo asi invadir células cercanas o viajar hacia el
sistema circulatorio (Araujo, 2000).

Cuando un triatomino infectado por T. cruzi se alimenta de sangre, su abdomen se
llena y se estimula el reflejo de deyeccidon; en las heces se puede encontrar tanto
epimastigotes como tripomastigotes metaciclicos, estos ultimos infecciosos para el
mamifero (Fig. 3). Cuando las heces son depositadas cerca de una lesiéon en la piel, el
tripomastigote metaciclico parasita a las células de la dermis o termina siendo fagocitado
por una célula polimorfonucleada PMN o monocitos que se hayan infiltrado en el tejido. La
adhesion del parasito a la célula que va a invadir, es el primer paso del desarrollo en el
vertebrado. El mecanismo de invasién va a depender de la célula hospedadora
involucrada: macroéfagos o células no fagociticas (Podlipaev., 2000).

Una vez dentro del hospedador mamifero, estos parasitos pueden invadir distintos
tipos celulares transformandose en amastigotes. Estos amastigotes se dividen por fisiéon
binaria, transformandose nuevamente a tripomastigotes los cuales se liberan al romperse
la membrana celular pudiendo infectar asi otras células en la cercania o ser tomadas
nuevamente por un triatomino inicidndose de nuevo el ciclo de vida. Cuando el insecto,
conocido en Venezuela como Chipo, pica a un humano infectado adquiere la forma
tripomastigote que esta presente en la sangre, ésta una vez dentro del vector se diferencia
en epimastigotes en el intestino donde se reproducen por fisiéon binaria y viajan hacia la
prosbosis donde se transforman nuevamente en tripomastigotes metaciclicos, al picar al

humano se inicia el ciclo nuevamente (Fig. 3).
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Figura 3. Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi. Se representan las diferentes formas
de este parasito tanto en el vector como en el hospedador vertebrado, indicando las
formas replicativas. (Tomado de http://www.dpd.cdc.gov).

1.2 El Calcio en humanos y tripanosomatidios

Es muy dificil encontrar un proceso fisioldgico en una célula que no sea dependiente
de calcio. Sydney Ringer demostré por primera vez la importancia bioldgica de éste ion, al
comprobar que los corazones de ranas necesitaban la presencia de Ca2+ en la solucién para
continuar latiendo. Asi, el Ca2+ es el responsable de la contraccién de la fibra muscular
(Heilbrunn y Wiercinski., 1947), de diversos procesos como fertilizacién y desarrollo de
tejidos (Ringer y Sainsbury., 1894), de la conduccién del impulso nervioso al musculo y la
adhesion celular (Campbell,, 1983), en el ciclo celular, en el proceso de migracién celular,
exocitosis, transporte de iones, liberaciéon de neurotransmisores (Tsien y Tsien., 1990) y
en la transcripcién genética (Bading y col.,, 1993). El Ca2+ también activa procesos de
degradacion en la muerte celular programada o Apoptosis (Nicotera y col., 1994).

El Calcio es conocido como segundo mensajero en los distintos procesos biolégicos de
todas las células. Uno de los aspectos que hace a este idn tan versatil en la sefializacidon

celular, es la capacidad de la célula para regular las concentraciones del mismo, tanto en el
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citoplasma como en los distintos organelos. El Ca%* puede encontrarse dentro de las
células unido a proteinas, fosfatos, polifosfatos, a la membranas, o bien estar acumulado
dentro de los distintos organelos intracelulares que como veremos mas adelante
participan en la regulacién de la homedstasis de este cation ( Docampo y col., 2015).

El Ca?* también es esencial para numerosas funciones celulares en los
tripanosomatidios, siendo de gran importancia el mantenimiento de la homedstasis de
Caz* en los mismos. En organismos eucariotas inferiores, al igual que en mamiferos y células
de eucariotas superiores, el calcio juega papeles importantes en distintas funciones y
procesos celulares (Benaim., 1996).

El Ca?+ esta involucrado en el movimiento flagelar en Crithidias (Holwill y
McGregor., 1976), en la liberacion de glicoproteinas de superficie en T. brucei (Bowles y
Voorheis., 1982), en los procesos de diferenciacién en L. donovani (Morrow y col., 1981), en
la proteccidn de los amastigotes dentro de los fagolisosomas en L. major (Eilam y col., 1985)
y juega un papel importante en el proceso de invasion celular en T. cruzi, L. donovani'y P.
falciparum (Docampo y Moreno., 1996). El Ca2+ es también un componente importante de la
magquinaria de sefializacién intracelular ya que regula varias enzimas involucradas en la via
de sefializacion que involucra al AMPc como segundo mensajero (Walter., 1981; Tellez-Ifion
y col, 1985) y activa enzimas involucradas en la via de sefializaciéon del
inositolfosfato/diacilglicerol (Docampo y Pignataro., 1991).

Otra evidencia que demuestra la importancia del Ca2* en estos parasitos es la
presencia de Calmodulina (CaM) en todos los tripanosomatidios estudiados hasta el
presente. Ha sido demostrada la presencia de CaM en T. brucei (Ruben y col, 1983), en T.
cruzi (Benaim y col, 1991), en L. donovani (Mazumder y col, 1992), en L. braziliensis
(Benaim y col, 1987) y en L. mexicana (Benaim y col, 1993a). La CaM es un regulador
intracelular del Ca2+, apoyando asi que este catién juega papeles importantes en estos

organismos (Benaim y col., 1993b).
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En los tripanosomatidios, una de las variaciones mas importantes en el medio
ambiente en los cuales transcurre el ciclo de vida del parasito es la concentraciéon de Caz+.
Es importante mencionar en este sentido, que por ejemplo, T. cruzi en su estadio
extracelular en el torrente sanguineo humano, se encuentra sometido a concentraciones
de Caz+ alrededor de los 2 mM, mientras que en su estadio intracelular esta concentracién
disminuye a 30-100 nM (Moreno y col,, 1991). Sin embargo, la concentracién intracelular
de Ca?* de los parasitos se mantiene en el rango nanomolar independientemente del
estadio en el cual se encuentren.

Ha sido demostrado que cualquier alteraciéon en la homeostasis de Ca2+ en estos
parasitos puede afectar su viabilidad (Moreno y col, 1991). Asi, el efecto tripanocida de
ciertas drogas se ha reportado que es actuando sobre las estructuras encargadas de la
regulacién de Ca2+en estos tripanosomatidios, afectando asi la homedstasis de este cation
y de esta forma la vida del parasito (Vercesi y Docampo., 1992, Docampo y col.,, 1993;
Benaim y col.,, 1993b). Estas evidencias han llevado a que muchos grupos de investigacion
estén interesados en estudiar las posibles diferencias entre los mecanismos de regulacion
del Ca?* en parasitos y células hospedadoras, ya que se plantea que los sistemas
reguladores de Ca2+ podrian ser blancos para el desarrollo de drogas mas eficientes contra

la enfermedad de Chagas.

1.3 Homeostasis de Ca2* en los tripanosomatidios

Los tripanosomatidios, presentan un ciclo de vida complejo que involucra varios
estadios morfolégicos y funcionalmente diferentes. El T. cruzi por ejemplo, debe adaptarse a
una variedad de condiciones impuestas por el insecto vector y el hospedador mamifero.
Mientras el estadio intracelular o amastigote de T. cruzi prolifera en un medio donde la
concentracién de Ca2?+ libre es del orden submicromolar, los estadios tripomastigotes y
epimastigotes proliferan en un medio donde la concentracién de Ca?* libre es del orden

milimolar. Estos cambios dramaticos en la concentracion de Ca2+ durante el ciclo de vida del
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parasito sugieren que la homedstasis de Ca2+ pudiera ser diferente en las distintas formas de
vida del parasito y que ellos deben poseer mecanismos muy eficientes para su regulacion
durante los distintos estadios y procesos de diferenciacion.

Mediante el uso de indicadores fluorescentes de Ca2+, ha sido demostrado que la
concentracioén intracelular de este catidn en promastigotes de L. donovani est entre 73 y 95
nM (Philosoph y Zilberstein., 1989), en promastigotes de L. braziliensis es de 50 nM (Benaim
y col, 1990), en las formas sanguineas de T.brucei es de 98 nM (Ruben y col,, 1991), en
epimastigotes de T.cruzi es de 100-200 nM (Vercesi y col,, 1991; Oz y col, 1992) y en
amastigotes de T.cruzi es alrededor de 20 nM (Moreno y col, 1991). Indicando esto, que
independientemente del estadio del parasito y de la concentracion externa de Ca2+ a la cual
ellos estan sometidos, los tripanosomatidios son capaces de mantener su concentracion
intracelular de Ca2* en el orden submicromolar.

En los tripanosomatidios existen varios sistemas transportadores de Ca2+

encargados de mantener la homedstasis de este catidn (Fig.4).

Figura 4. Mecanismos de Regulacion de Ca2+ en tripanosomatidios. 1) Canal de Caz+, 2)
Bomba de Ca2+ de la membrana plasmatica (PMCA), 3) Calmodulina, 4) Bomba de Ca2+
del reticulo endoplasmatico (SERCA), 5) Uniporte de CaZ* mitocondrial y 6) Caz*-
ATPasa de los acidocalcisomas. (Tomado de: Benaim., 1996)

Se ha reportado la presencia de un uniporte electroforético de Ca%* con
caracteristicas similares al mismo sistema reportado en mamiferos (Carafoli., 1988), en el

mitocondrion de T. cruzi (Docampo y Vercesi,, 1989a.b), T. brucei (Ruben y col.,, 1991), L.
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donovani (Philosoph y Zilberstein., 1989; Vercesi y Docampo., 1992), L. braziliensis (Benaim
y col, 1990), L. mexicana, L. agamae y Crithidia fasciculata (Vercesi y col, 1990).
Investigaciones recientes reportan que este uniporte electroforético de Ca2*en humanos es
una proteina de 40 KDa altamente conservada (De Stefani y col., 2011). Este mecanismo de
transporte de Ca?* tiene una alta capacidad para acumular el Ca?* pero una muy baja
afinidad por este catiéon (Benaim y col, 1990), lo cual sugiere que éste no puede ser el
responsable de mantener los niveles intracelulares de Ca2* en estos parasitos. No obstante,
el mitocondrién podria actuar como un reservorio intracelular de Ca?+* que permita a los
parasitos sobrevivir bajo condiciones limitantes de Ca2+ en el exterior celular, por ejemplo,
cuando los mismos se encuentran en el estadio intracelular de su ciclo de vida (Benaim.,,
1996). También ha sido reportada la presencia de una Caz+-ATPasa sensible a Vanadato en el
reticulo endoplasmatico, la cual presenta caracteristicas similares a la Ca2*-ATPasa de
reticulo endo(sarco)plasmatico de células de eucariotas superiores (Carafoli., 1988), en L.
donovani (Philosoph y Zilberstein.,, 1989; Vercesi y Docampo. 1992), L. mexicana y L.
agamae (Vercesiy col.,, 1990), en T. cruzi (Docampo y Vercesi, 1989a,b) y en T. brucei (Nolan
y col, 1994) y en T. evansi (Mendoza, 2001). Esta Ca2+-ATPasa en el reticulo endoplasmatico
de estos parasitos fue expresada y caracterizada en T. brucei (Nolan y col., 1994).

Por otra parte, se ha demostrado la existencia de reservorios intracelulares de Ca2+
diferente del reticulo y la mitocondria en tripanosomatidios como en T. brucei (Vercesiy col,,
1994) y T. cruzi (Docampo y col, 1995). Estos reservorios de CaZ+ estan localizados en
compartimientos acidicos, por lo que han sido llamados acidocalcisomas. Estos ocupan cerca
del 2 % del volumen celular total, son electrondensos y acidicos por lo cual acumulan
colorantes diamidinicos como la naranja de acridina. Constituyen reservorios de
aminoacidos basicos, ortofosfato, pirofosfato y polifosfato, este ultimo acoplado a cationes
como Na+, K+, Mg?+, Zn2+, Fe2+ y especialmente Ca2* (Docampo., 2011). Se ha demostrado que
dichos acidocalcisomas existen en clones virulentos y no virulentos de L. mexicana

amazonensis (Hong-Gang y col, 1997), donde se demostré que la virulencia de los
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amastigotes de este tripanosomatidio estd relacionada a los reservorios de Ca2+
intracelulares, a la sefial del Ca2+ durante el proceso de invasion del parasito y a la expresiéon
de una bomba de Ca2+ organelar, la cual se encuentra clonada y secuenciada, sugiriéndose
que este reservorio podria tener algin papel importante en la virulencia de este
tripanosomatidio. La funcidn de estos organelos ha sido recientemente asociada también a
la osmoregulacion y a la regulacion del pH en Trypanosoma cruzi (Ulrich y col., 2010).
Ahora bien, el sistema transportador localizado en la mitocondria de los
tripanosomatidios tiene una alta capacidad de almacenar pero una baja afinidad por el Ca2+,
regulando asi a este cation sélo cuando hay grandes fluctuaciones del mismo. Por otra parte,
la Ca2+-ATPasa de reticulo endoplasmatico de estos parasitos presenta una alta afinidad por
el Ca2* pudiendo regular los niveles intracelulares de este catiéon cuando el Ca2+ intracelular
es menor de 1 uM, pero tiene una baja capacidad transportadora limitada por el volumen
del organelo. Siendo al igual que en eucariotas superiores, en los tripanosomatidios una
Ca2*-ATPasa en la membrana plasmatica, la estructura mas importante encargada de la

regulacion fina a largo plazo del Caz+.

14 La CaZ+-ATP-asa de la membrana plasmatica en los
tripanosomatidios

La identificacion de una Ca2*-ATPasa de membrana plasmatica en los
tripanosomatidios resulté controversial en sus inicios, debido principalmente a la falta de
una preparacion altamente enriquecida en la membrana plasmatica de estos parasitos y
ademas a la presencia en los mismos de una actividad Mg2+-ATPasa muy alta, la cual la
mayoria de las veces no permitia observar la actividad Ca?+-ATPasa. Utilizando una
metodologia que permitia obtener una fracciéon altamente enriquecida en la membrana
plasmatica de estos parasitos (Cohen y col, 1986; Urbina y col.,, 1988), se demostré la
existencia de una Ca2*-ATPasa con una alta afinidad por Ca?*, dependiente de Mg?+ y

estimulable por CaM en la membrana plasmatica de L. braziliensis (Benaim y Romero.,
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1990), T.cruzi (Benaim y col,, 1991), Leishmania mexicana (Benaim y col., 1993a), T. brucei
(Benaim y col., 1993b) y T. evansi (Mendoza, 2001). Siendo asi esta estructura, al igual que
en las células de eucariotas superiores, la principal encargada del control fino y del
mantenimiento de los niveles basales de Ca2+ en estos parasitos. Esta bomba pertenece a la
familia de las bombas tipo P, cuya caracteristica principal es la formaciéon de un

intermediario fosforilado de alta energia durante su ciclo catalitico (Briniy col,, 2011).

1.5. Drogas utilizadas actualmente en la enfermedad de Chagas

Como se ha referido en parrafos anteriores, la enfermedad de Chagas causada por el
Trypanosoma cruzi, afecta de 8 a 12 millones de personas en el continente americano. Se
conocen dos fases o etapas de esta enfermedad, catalogadas como fase aguda y fase croénica.
La fase aguda consiste en una respuesta rapida del sistema inmune ante la agresién por el
parasito y la fase crénica es donde el individuo desarrolla una serie de alteraciones en
6rganos como intestino, eséfago y corazén que van disminuyendo su calidad de vida y
generalmente culminan en una muerte subita producto de alguna de las lesiones.

El tratamiento contra la enfermedad de Chagas se basa en dos drogas principales, el
Nifurtimox, un derivado nitrofuranico (Lampit ®, Laboratorio Bayer) y el Benznidazol, un
derivado nitroimidazolico (Rochagan®, Radani®, Laboratorio Roche) cuyo mecanismos de
accion sobre el parasito se basan en inducir estrés oxidativo o reductivo respectivamente. El
nifurtimox reduce el grupo nitro de radicales nitroanidnicos, lo cual conlleva a la formacién
de radicales libres del tipo peréxido de hidrégeno o superéxidos; asi como acelerando la
produccién de metabolitos electrofilicos e incrementando el consumo de oxigeno en T. cruzi.
Mientras que el benznidazol inhibe la enzima fumarato reductasa del parasito (Turrens y
col,, 1996) y los metabolitos resultantes de la reducciéon de este compuesto producen una
serie de efectos deletéreos en el parasito via interacciones covalentes (Docampo, 1990),
incluyendo dafio al ADN y agotamiento de tioles (Kryshchyshyn y col., 2014). Sin embargo,

ambas drogas presentan efectos toxicos colaterales como vomitos, anorexia, polineuropatias
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periféricas y alergias dermopaticas, por lo que los tratamientos tienden a ser abandonados
por los pacientes.

El Nifurtimox y el Benznidazol son utilizados en la fase aguda de la enfermedad y su
efectividad es variable dependiendo de la regién, probablemente debido a variaciones de la
cepa de los parasitos (Urbina y col.,, 1996). Esto conlleva a la ausencia de un tratamiento
efectivo contra esta enfermedad en su fase crénica (Olivieri y col., 2010).

Aun no existe otra droga que haya sido desarrollada desde la comercializacién del
nifurtimox y el benznidazol (Coura., 2009), encontrandose que tanto el nifurtimox como el
benznidazol tienen muy poco efecto en amastigotes de Trypanosoma cruzi (Olivieri y col.,
2010), surgiendo asi la necesidad de buscar nuevas moléculas activas contra este estadio.
Adicionalmente, es importante resaltar que el nifurtimox desde hace algunos afios ha sido
descontinuado, por lo que el Benznidazol, al cual se le han atribuido menores efectos
secundarios y en algunos de los casos estudiados, mayor eficacia que el nifurtimox, se esta
utilizando en la actualidad como la primera linea de tratamiento contra la enfermedad de
Chagas aun no siendo eficiente en la fase crénica de la enfermedad (Bern., 2011). En este
sentido, en un estudio reciente, donde se le administré6 Benznidazol durante 80 dias a
2854 pacientes con cardiomiopatia chagasica y se realizé en éstos un seguimiento del
curso de la enfermedad durante 5 afios, se reporté que si bien la parasitemia disminuye en
el tiempo no hay ninguna mejoria en la cardiomiopatia caracteristica de la enfermedad

(Morillo y col., 2015).

1.6 Drogas que afectan la homedstasis de Ca?*en Trypanosoma cruzi

El hecho que una perturbacién en la homedstasis de Ca2+ conduce a la muerte celular
de los tripanosomatidios (Shanne y col,, 1979; Orrenius y col.,, 1989) ha llevado a que los
investigadores se interesaran en buscar drogas que actuaran sobre los mecanismos
encargados de mantener la homeostasis de este catidon y de esta forma poder utilizarlas para

el control y tratamiento de las enfermedades causadas por estos parasitos.
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Se ha demostrado que la Pentamidina, una droga catiénica muy utilizada para la
terapia y profilaxis de la tripanosomiasis africana y la leishmaniasis, inhibe la Ca2+-ATPasa
de membrana plasmatica de T. brucei afectando el transporte de Ca?+ de vesiculas de
membrana plasmatica de estos parasitos (Benaim y col., 1993b). Esta droga, no afecta la
actividad hidrolitica de ATP ni el transporte de Ca?* de la Ca2+-ATPasa de eritrocitos
humanos. La pentamidina debe ser administrada por una ruta parental y causa serios e
irreversibles efectos toxicos (Croft y Coumbs., 2003) siendo el enfoque desviado hacia el uso
de compuestos no parentales como los Aminoglicdsidos y Aminocidina (Croft y Coumbs.,,
2003).

El cristal violeta, una droga utilizada en los bancos de sangre de zonas endémicas
para evitar la transmision a través de transfusiones de la enfermedad de Chagas, inhibe la
actividad de la Ca%*-ATPasa de membrana plasmatica y el transporte de Calcio en la
mitocondria de T. cruzi sin afectar la misma enzima en humanos (Docampo y col., 1993).

Por otra parte, la amiodarona, un firmaco ampliamente usado en la restauracién y el
mantenimiento del ritmo sinusoidal en arritmias fibrilares, utilizada también en el
tratamiento de miocardiopatias chagasicas, donde se conoce que bloquea los canales de K+,
Nat+y Ca2+ (Benaim y Paniz., 2012), se ha demostrado que tiene una amplia actividad
fungicida, al abrir un canal de Ca2+, inhibiendo el crecimiento y causando la muerte de los
hongos (Courchesne, W., 2002). Se ha reportado también que la amiodarona es capaz de
producir la disrupciéon de la regulacion del Ca2+ en epimastigotes de Trypanosoma cruzi,
alterando el potencial electroquimico mitocondrial; este efecto también se observé en
células VERO infectadas con amastigotes (Benaim y col.,, 2006). También se ha reportado,
que esta droga produce la alcalinizacién de los acidocalcisomas de Leishmania mexicana
(Benaim y col,, 2014), inhibe la proliferacién en T. cruzi y L. mexicana y es capaz de inhibir la
sintesis de ergosterol afectando especificamente a la Oxidoescualeno ciclasa en estos

parasitos (Serrano-Martin y col., 2009). La Amiodarona tiene un alto efecto sinergistico con
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Posaconazole (Urbina., 2009). Sin embargo, la amiodarona, debido a la presencia de Yodo
en su estructura, genera efectos secundarios importantes en el paciente.

La Dronedarona, un derivado de la amiodarona, con menos efectos secundarios ya
que en su estructura no posee Yodo, afecta la homedstasis del Caz+intracelular, a través de la
disipacion del potencial electroquimico mitocondrial y de la alcalinizaciéon de los
acidocalcisomas e inhibe el porcentaje de infeccién de amastigotes de L. mexicana y de T.
cruzi en las células huésped (Page y col,, 2009 y Benaim y col., 2014). Igualmente es capaz de
producir un incremento en la concentracién de Ca2* intracelular de L. mexicana proveniente
de organelos intracelulares e inhibe la oxidoescualeno ciclasa en este parasito, una enzima

clave en la biosintesis de ergosterol (Benaim y col.,, 2014).

1.7 Otras Drogas utilizadas en Trypanosoma cruzi

Ademas de la linea de investigacién dirigida a la busqueda de posibles agentes
terapeuticos perturbadores de la homeostasis de Ca?+ en los tripanosomatidios, existen en
este momento 5 grandes lineas de investigacion para el desarrollo de drogas que actien a
través de diferentes mecanismos de accién en estos parasitos como son: Inhibidores de la
sintesis de esteroles, Inhibidores de cistein-proteasas, Inhibidores de la sintesis y
metabolismo del tripanotién, Inhibidores del transporte de purinas e Inhibidores del
metabolismo del pirofosfato (Urbina., 2005).

Los posibles tratamientos contra la enfermedad de Chagas basados en inhibidores
del metabolismo del pirofosfato, se basan principalmente en la presencia de enzimas claves
en la actividad del parasito que utilizan como moneda energética al pirofosfato, aparte del
ATP. Siendo importante aqui la presencia de los acidocalcisomas, reservorios de pirofosfato
presentes en estos parasitos. En este sentido juegan un papel importante los bifosfonatos,
analogos no metabolizables del pirofosfato, como posibles candidatos contra la enfermedad
de Chagas y otras enfermedades en donde se encuentran involucrados Ilos

tripanosomatidios (Urbina y Docampo., 2003).
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Los N-alquil-bifosfonatos, inhibidores especificos de la farnesil-difosfato sintetasa
(FPPS), ampliamente utilizados en el tratamiento de la osteoporosis, presenta un actividad
potente y selectiva in vivo e in vitro contra T. cruzi (Docampo y col, 2001; Garzoni y col.,
2004). Sin embargo, no se ha podido lograr la cura parasitolégica en modelos murinos
infectados con T. cruzi. Estos compuestos presentan la ventaja de ser productos aprobados
para su uso en humanos. Sin embargo, deben desarrollarse nuevas formulaciones con
propiedades farmacocinéticas mas apropiadas para esta enfermedad (Urbina y col., 2005).

Por otra parte, se han utilizado compuestos inhibidores de la sintesis de esteroles,
los cuales inhiben la ruta metaboélica que produce los ergosteroles y esteroles. Estos
esteroles son unicos en los tripanosomatidios y su funcién no puede ser suplida por el
colesterol o fitosterol producido por los eucariotas superiores.

El estudio de los inhibidores de sintesis de esteroles sobre la proliferacion de
tripanosomatidios comenz6 con compuestos derivados de imidazoles, observandose un
efecto antiproliferativo importante en amastigotes de Leishmania tropica cultivados en
macréfagos humanos (Berman., 1981). A partir de alli se comenz6 la bisqueda de algin
derivado triazol que pudiera detener la proliferacion de los parasitos en su forma
intracelular de manera inocua para el hospedador y asi convertirse en candidato para
posibles tratamiento contra las enfermedades producidas por los tripanosomatidios
patogenos (Urbina y Docampo., 2003).

Se conoce que los Azoles, agentes antimicrobianos, poseen actividad tripanocida,
inhibiendo la sintesis de ergosterol (Docampo R. y Schmunis G.A. 1997). Miconazol y
Econazol fueron los primeros en ser probados en T. cruzi mostrando una inhibicién en el
crecimiento de los mismos (Docampo R. 1981). Ketoconazol, inhibe la sintesis de
ergosterol en epimastigotes de T. cruzi al igual que inhibe la multiplicacién intracelular de
los parasitos protegiendo a los ratones contra infecciones letales (Urbina y col., 1988; Goad
y col., 1989). In vivo ketoconazol lleva a la cura parasitolégica en los ratones experimentales

durante la fase aguda pero éste es inefectivo en la fase crdnica de la enfermedad (De Castro.,
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1993). Se observd un efecto sinergistico entre Ketoconazol y Beznidazol en algunos ratones
infectados (Araujo y col, 2000). Itraconazol y Fluconazol mostraron un efecto similar al
Ketaconazol al inhibir la replicacion intracelular de los parasitos. Pacientes con
cardiomiopatias chagasicas, fueron tratados en un ensayo clinico con 400 mg diarios de
Itraconazol, durante 4 meses encontrandose que 53 % de los pacientes tratados se curaron
parasitologicamente. En este caso, no se realizé una comparacién con la droga de referencia
Benznidazol (McCabe y col., 1986; Apty col., 1998).

El Posaconazol (triazole) inhibe de 30 a 100 veces mas la proliferacion de
epimastigotes y la sintesis de ergosterol que el Ketoconazol, inhibiendo la esterol 14 alfa
dimetilasa. En infecciones en ratones este compuesto cur6 a 50% de los animales infectados
con cepas que eran resistentes a Nifurtimox, Benznidazol y Ketoconazol (Molina y col,
2000).

Otro compuesto conocido como UR-9825, derivado de Azoles, mostré ser muy
activo contra epimastigotes y amastigotes de T. cruzi. Se conoce que este compuesto
induce la alteracion de los fosfolipidos de este parasito (Urbina y col., 2000).

El Hidroxianisol BHA 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). Se conoce que componentes de la cadena transportadora de electrones
son también un blanco de interés ya que existen diferencias entre los citocromos presentes
en T. cruzi y su homoélogo en humanos (Stoppani y col., 1980). Asimismo, se ha reportado
que compuestos como la Atovacuona, tiene como blanco los citocromos de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial de parasitos como Plasmodium y T. cruzi. Este
compuesto esta siendo utilizado actualmente contra la malaria (Lopez., L y col, 2011).

La cruzipaina, constituye la enzima mas abundante de la familia de la cistein-
proteasas en T. cruzi y estd presente en los cuatro estadios de su ciclo de vida. Estas
proteasas estdn involucradas en diversos procesos celulares y presentan funciones

esenciales en la supervivencia, diferenciacién y crecimiento del parasito. Se han reportado
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una gran cantidad de inhibidores de origen peptidico tales como peptidil cetona y
azepanona para estas proteasas. Estructuras ciclicas basadas en cetonas han mostrado un

efecto inhibiendo cistein proteasas y el crecimiento de parasitos en cultivo (Duschak, 2011).

1. 8 Compuestos derivados de productos naturales utilizados como
agentes terapéuticos

Actualmente, dada la cantidad de efectos secundarios de las drogas comerciales
hasta ahora conocidas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, la baja efectividad en
algunos estadios y la resistencia que se ha generado a ellas, se ha profundizado en la
busqueda de nuevos compuestos, haciendo énfasis en compuestos sintéticos derivados de
productos naturales, los cuales pudieran ser utilizados para el tratamiento de estas
enfermedades, afectando al parasito y no a las células de su hospedador.

La mayoria de las drogas que lideran la quimioterapia de las infecciones
parasitarias son compuestos heterociclicos, a pesar de su relativa toxicidad y su potente
mutagenicidad. Aceites vegetales de plantas aromaticas tropicales han resultado
recientemente atractivos como nuevos materiales a utilizar en el tratamiento de
enfermedades como la enfermedad de Chagas, debido principalmente a su abundancia en
la naturaleza, su facil extraccién y que son ricos en componentes con grupos funcionales
activos.

En este sentido, se ha demostrado que compuestos derivados de esponjas marinas
como las Agelasinas poseen actividad antimicrobial y tripanocida. La agelasina B posee
una gran actividad citotéxica sobre la linea tumoral de cancer de mama humano MCF-7
(Pimentel y col., 2012). Este compuesto incrementa la concentracién de Ca2+ intracelular
en estas células, inhibiendo la Ca2+-ATPasa del reticulo endoplasmatico e induciendo
apoptosis.

Un gran numero de Alcaloides, como la Apomorfina, han sido probados en
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epimastigotes de T. cruzi, donde afectaron la proliferaciéon del parasito, asocidndose su
efecto a la inhibicion de la respiracion celular (Morello y col, 1994). Distintos
Glicoalcaloides fueron también probados en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos
de T. cruzi, encontrandose que la A-chaconina y A-solamargina fueron mas efectivos que
Ketoconazol (Chataing y col., 1998). El tratamiento de infecciones agudas con Dapholine
reduce significativamente la parasitemia en ratones, en comparacién con Benznidazol
(Fournet y col., 2000).

Compuestos de origen vegetal como el Taxol, obtenido de la conifera Taxus
brevifolia, ha sido estudiado su efecto en lineas de células tumorales. En base a esto
Duschak y col,, en el 2007, probaron este compuesto y algunos de sus derivados sintéticos
en Trypanosoma cruzi encontrandose que poseen un efecto alterando la morfologia de este
parasito, interrumpen la divisiéon nuclear y el proceso de citocinesis (Duschak y Cuoto,
2007). También se conocen los estilbenos, y derivados sintéticos de los mismos,
provienen de polifenoles naturales extraidos de aceites de plantas. Estos han sido
probados en Trypanosoma cruzi encontrandose un efecto similar al Benznidazol en
epimastigotes de T. cruzi y muy similar al cristal violeta en tripomastigotes de T. cruzi.
Ambos con respecto a la inhibicién de las enzimas que participan en las vias bioquimicas y
metabdlicas del parasito (Duschak y Cuoto, 2007). De igual forma se conoce que los
propéleos, provenientes de la resina de las abejas, y algunos flavonoides muestran un
efecto en la proliferaciéon y rutas enzimaticas en las diferentes formas de Trypanosoma
cruzi (Duschak y Cuoto, 2007). El efecto inhibitorio de derivados de 1,4 naftoquinona solo
ha sido observado en la proliferacién de Trypanosoma cruzi (Duschak y Cuoto, 2007).

Los terpenos, también de origen vegetal, se conoce tiene efecto en algunos
parasitos. El carvacrol, proveniente de la planta de orégano, se conoce actda a nivel de la
homeostasis de Calcio en Saccharomyces cerevisiae (Rao y col., 2010).

Alcaloides obtenidos de la planta herbacea Vinca rosea y algunos de sus derivados

sintéticos han mostrado también un efecto inhibitorio en la proliferacién de epimastigotes
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de T. cruzi. Glicoalcaloides, fueron probados en epimastigotes y tripomastigotes
metaciclicos de T. cruzi, mostrando un mayor efecto que ketoconazol, azol que inhibe la
sintesis de ergosterol en estos parasitos (Dushack y Cuoto, 2007).

Entre este ultimo grupo de compuestos derivados de aceites vegetales mencionados,
algunos alcaloides tienen presente en su estructura quimica un anillo de benceno unido a
un anillo de piridina, estos se denominan como quinolinas (Collado, 2014). Se conoce que
éstas poseen actividad antimalarica, antibacterial, antiinflamatoria, antifngica,
antitumoral y antiparasitaria entre otras funciones bioldgicas. Las quinolinas (Fig. 5), son
encontradas en la cocoa, el té negro y en plantas como Peganum harmala y Rubus laciniata,

entre otras.
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Figura 5. Estructura quimica de la Quinolina (Tomado de: Kouznetsov y col., 2010)

Diversas moléculas funcionales de quinolina son usadas como potenciales agentes
anticancerigenos, entre ellas estan la isovalina, valina, indanocina, eugenol y otros
analogos que han sido reportados poseen un alto efecto citotéxico en células tumorales. Se
conoce que las quinolinas tienen un efecto in vivo contra Leishmania donovani (Nakayama
y col,, 2005), concluyéndose que ellas inhiben la GDP-manosa pirofosforilasa, una enzima
que produce glicoconjugados ricos en manosa, esenciales para la supervivencia del
parasito y para la virulencia del mismo (Lackovic., 2010).

Otra quinolina, la Sitamaquina (8-amino-quinolina) induce alteraciones en la
estructura fina de L. tropica en macr6fagos humanos, observandose un efecto de este

compuesto en el colapso del potencial de membrana de la mitocondria de promatigotes de
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L. donovani (Vercesi y Docampo., 1992) y promoviendo una rapida alcalinizaciéon de los
acidocalcisomas en L. donovani (Vercesiy col., 2000).

Las quinolinas son obtenidas de brotes florales de clavo y de canela por un proceso
de hidrodestilacion, donde se obtienen aceites esenciales ricos en eugenol, éste es
sometido a un proceso de isomerizacidn para la obtencion del isoeugenol (Figura 6). Se ha
propuesto que la actividad biolégica del isoeugenol se debe a su grupo hidroxilo libre (-
OH) y su posicion en la cadena (Hyldgaard y col.,, 2015) y que su accién en organismos esta
relacionada a su papel protector en plantas, como los demas componentes de los aceites

esenciales.
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Figura 6. Proceso de Isomerizacion de Eugenol para la obtencion de Isoeugenol.

Si el isoeugenol es sometido a reacciones de cicloadicién imino Diels-Alder es
posible generar quinolinas sustituidas denominadas tetrahidroquinolinas (Trans 2,4-
diaryl-r-3-methyl-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas) y por sustitucién de los grupos radicales
se sintetizan entonces series o familias de moléculas (Kouznetsov y col., 2010). Se ha
reportado que las tetrahidroquinolinas también poseen actividades biolégicas como
antitumoral (Pimentel, A. 2012), antimalarica (Mufioz y col., 2010), antioxidante (Mufioz y
col,, 2010), antiinflamatoria (Mufioz y col., 2010), antifungica (Lei y col., 2016) y antiviral

(Bedoyay col., 2010).
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En la figura 7, se observa la estructura quimica de las Tetrahidroquinolinas,
sintetizadas a partir del isoeugenol, una molécula natural proveniente del eugenol
extraido de plantas de clavos de olor (Eugenia caryophyllata) y canela (Cinnamomun
verum) y actualmente son de gran interés como posibles compuestos a ser exploradas en

los tripanosomatidios.

N
H
1,2,3,4-tetrahydroquinoline

Figura 7. Estructura de la 1,2,3,4, Tetrahidroquinolinas (Tomado de: Kouznetsov y
col,, 2010)

Se ha observado que estas modificaciones afectan su actividad citotéxica en células
tumorales, encontrandose que las tetrahidroquinolinas sintetizadas tienen una mayor
actividad citotoxica que sus precursores Eugenol e Isoeugenol (Kouznetsov y col.,, 2010).
Estos compuestos también tienen una variedad de efectos en protozoarios de distintas
especies, como Plasmodium (Gantier y col., 1996) y Trypanosoma cruzi (Nakayama y col.,
2001), mostrando también actividad antiviral en células infectadas con VIH (Mouscadet y
Desmaele., 2010) por lo que podrian ser utilizados en combinacién con drogas

tripanocidas para prevenir o minimizar el desarrollo de resistencia a las drogas.
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2. ANTECEDENTES

Los Eugenoles (eugenol, isoeugenol, dihidroeugenol y metileugenol) son compuestos
sintetizados por algunas especies de plantas tropicales, encontrados en la naturaleza en
forma de aceites y extractos vegetales que contribuyen a la interaccién entre los insectos y
el fruto de las plantas. Eugenia caryophyllus (Clavo) y Cinnamomun verum (Canela),
contienen en su aceite una alta proporcién de Eugenol (Merchan. 2007). Estos aceites
esenciales se pueden clasificar como quimiotipos definidos gracias a la presencia de
componentes fenilpropanos C6-C3. Ademas de sus caracteristicas estructurales y la alta
cantidad presente en la naturaleza, a nivel quimico y farmacéutico se ha observado que la
adicién de nitrégeno, azufre y oxigeno en el esqueleto de estos compuestos forman nuevas
estructuras menos toxicas que las ya conocidas (Merchan. 2010), en la badsqueda de
nuevos compuestos para tratar enfermedades, lo cual ha generado un gran interés
industrial en la busqueda de productos naturales para su aplicacién en campos
medicinales. Es por eso que las recientes investigaciones estdn dedicadas al estudio del
efecto de estos compuestos en sistemas bioldgicos como células tumorales y parasitos.

En este sentido, se han reportado varios trabajos donde se utilizaron diferentes
derivados de quinolinas en tripanosomatidios. Primaquina, un derivado de
aminoquinolinas, se report6 que tiene un efecto sobre la inhibicion de la proliferacién de
los epimastigotes de T. cruzi siendo su efecto sinergistico con Ketoconazole, disminuyendo
la parasitemia en ratones infectados (De Castro. 1993). Derivados de este compuesto
fueron sintetizados y se encontr6 que inhiben la infeccién de células LLC-MK2 con
tripomastigotes de T. cruzi (Chungy col.,, 1997).

Fournet y col, en 1994, encontraron que quinolinas sustituidas aisladas de la
planta G. longiflora mostraban actividad anti-leishmanicida in vivo en ratones infectados
con L. amazonensis y L. venezuelensis al evaluar el desarrollo de las lesiones producidas

por la infeccidn en ratones, durante dos semanas.
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En el ano 1997, Kinnamon y col, probaron 77 andlogos de Primaquina
encontrandose que uno de estos analogos reduce la parasitemia en ratones infectados con
T. cruzi en niveles superiores al observado con primaquina. Resultando ser mucho mas
efectiva que la droga de referencia nifurtimox (Kinnamon y col,, 1996, 1997).

Posteriormente, Fakhfakh y col. en el 2003, estudiaron cuarenta y nueve
quinolinas  sustituidas (quinolinas-2-sustituidas, quinolinas-3-sustituidas y 2-
alquenilquinolinas) sobre la proliferacion in vitro de cepas de Leishmania (L. amazonesis 'y
L. infantum) y Trypanosoma (T. brucei y T cruzi) y en células infectadas con el virus del
VIH, encontrandose una disminucion en la proliferacién de T. cruzi y una inhibicién en la
replicaciéon del virus. Uno de los compuestos estudiados, el compuesto 42 (Quinolina
sustituida con bromo), mostrd tener un mayor efecto en amastigotes de T. cruzi (ICso de
0, 15 uM). Los autores propusieron estos compuestos como posibles agentes que pudieran
ser utilizados para tratamientos de coinfeccidn.

Franck y col, en el 2004, evaluaron 18 derivados de quinolinas (quinolinas
sustituidas en el carbono 2) sobre la proliferacion in vitro de Trypanosoma brucei, T. cruzi,
Leishmania infantum, L. Amazonensis y Plasmodium falciparum. Asimismo, evaluaron el
efecto de estos compuestos sobre células infectadas con el retrovirus HTLV-1.
Encontrando que el compuesto 16 inhibia en un 76 % la replicaciéon del virus a una
concentracién de 10 pM. Por su parte, el compuesto 18 afectd la proliferaciéon de T. cruzi
con un ICso de 0.15 pM menor que el reportado para la droga de referencia nifurtimox
(ICs0 = 0.45 puM).

Posteriormente Nakayama y col, en el 2005, reportaron un estudio in vivo del
efecto de las quinolinas 2-sustituidas administradas oralmente en ratones infectados con
Leishmania infantum, Leishmania amazonensis y Leishmania donovani. Este grupo trabajé
con 9 quinolinas, utilizando como drogas de referencia el glucantime y la miltefosina.
Varias de las quinolinas tuvieron un efecto positivo en la reduccién de la lesién en la pata

del ratén. La quinolina 5 fue la mas activa, mostrando una significativa actividad in vitro
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contra amastigotes intracelulares de L. amazonensis, L. infantum y L. donovani. En este
trabajo se pudo determinar también que para una mayor efectividad, es esencial que el
compuesto quimico tenga una estructura no saturada, permitiendo asi reacciones con
posibles blancos. Asimismo, se establecié que la longitud dptima de la cadena alquil no
debe exceder de 5 carbonos, para obtener la maxima actividad leishmanicida y que la
naturaleza de los grupos quimicos en el C2 podrian tener un efecto importante en la
actividad leishmanicida in vitro.

En el afio 2007, Van Voorhis y col,, ensayaron el efecto de una serie de compuestos
que fueron sintetizados basados en la estructura de las tetrahidroquinolinas, sobre la
proteina feniltransferasa en Plasmodium falciparum. Estos investigadores encontraron que
estos compuestos afectaban la proliferacién de parasito in vitro e inhibian dicha enzima en
el parasito de una manera mas eficiente que en la enzima homoéloga de mamiferos. Este
grupo reportd que estas tetrahidroquinolinas sustituidas fueron selectivas para el
parasito, observandose que tres de los compuestos (17, 18 y 20) a una concentracién de 5
nM, inhibian la enzima del parasito un 32%, 80% y 71% respectivamente, en comparacion
a la inhibicién de la misma enzima de humanos que sélo fue del 7 %.

En el mismo afio Worthen y col., estudiaron 6 compuestos junto a 6 marcadores
genéticos del ciclo celular. Probaron Pentamidina, Prostaglandina D, Quercetina,
Etoposido, Camptotecina y una tetrahidroquinolina THQ4G, que es in inhibidor de la
farnesiltransferasa. Este grupo de investigaciéon encontr6 que camptotecina, inhibidor de
la topoisomerasa I, y quercetina tuvieron un bajo impacto en la viabilidad celular de las
formas sanguineas de Trypanosoma brucei. Etopsido y PD; mostraron un efecto sobre la
viabilidad celular con un 25% de células capaces de recuperarse luego del tratamiento con
los mismos. Para la tetrahidroquinolina THQ4G se observé un efecto en la inhibicién de la
proliferaciéon celular mientras que con pentamidina el efecto en la inhibicién de la
proliferacion es total y las células quedan inviables luego del tratamiento con la misma.

Ademas PD; quercetina y la pentamidina inducen una perdida del potencial
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electroquimico mitocondrial en estos parasitos. Todos los compuestos ensayados fueron
ineficientes a bajas concentraciones, mientras que al aumentar la misma se observa una
inhibicidn en la proliferacion celular a las 24 horas de tratamiento. Este grupo sugiere que
un mayor conocimiento de como son los acontecimientos que se inician una vez que estos
compuestos entran en contacto con el pardsito proporcionaria las herramientas
necesarias para el disefio de nuevos farmacos que pudieran ser utilizados en estas
enfermedades.

Loiseau y col. en el 2011, trabajaron con una serie de 9 quinolinas y 18
esterilquinolinas, estudiando sus efectos sobre la proliferacion de promastigotes y
amastigotes de Leishmania donovani. Uno de los compuestos estudiados, resultd tener un
efecto inhibitorio de la proliferacién de promastigotes con un ICso de 1,2 uM, mostrando
ser diez veces mas activo que la droga de referencia utilizada (miltefosina) y observandose
una baja toxicidad en las células humanas. El sistema utilizado por este grupo, de
macrofagos infectados con amastigotes, tiene mucha relevancia ya que representaria la
barrera farmacocinética que un compuesto debe pasar para entrar al parasito. Estos
investigadores, relacionaron la estructura de los compuestos utilizados y los efectos
observados, concluyendo que la introduccién de un grupo carboxilo en cualquier posicién
de la quinolina disminuia su actividad leishmanicida, quizas limitando la interaccién entre
la membrana del parasito y la droga, o debido a la reaccién de estos grupos con
componentes del medio de cultivo impidiéndose asi la entrada del compuesto al parasito.
Asimismo, plantearon que la presencia de un grupo nitro en la posicién meta de la
quinolina aumentaba su indice de selectividad.

Posteriormente Castillo-Garit ]J., Kouznetsov V. y col, en el afio 2012, realizaron
mediante el uso del software Topologycal Molecular Computer Desing, un screanning in
silico de mas de 200 compuestos de Tetrahidroquinolinas sustituidas para seleccionar
aquellos con posible actividad tripanocida. Entre estos 18 compuestos organicos

sintetizados fueron seleccionados para ser evaluados posteriormente en estudios in vitro
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en epimastigotes de T. cruzi y su citotoxidad en macroéfagos de la linea J774. De todos ellos
16 mostraron mas de un 70% de inhibicién en la proliferaciéon de epimastigotes a una
concentracién de 100 ug/ml. Encontraron que CRIS 112, CRIS 140 Y CRIS147 tienen
valores de 79,95%, 73,97% y 78,13% respectivamente en la inhibicién de la proliferaciéon
de epimastigotes ademas de bajos valores de citotoxicidad con 19,7%, 7, 44% y 20,63%
respectivamente. Basados en estos resultados este grupo sugiere al compuesto CRIS 140
como el mejor candidato para el tratamiento contra la enfermedad de Chagas, faltando
realizar ensayos con amastigotes de T. cruzi para profundizar y complementar estos
estudios. Estos autores sefialan, al realizar un andlisis previo estructura-funcién, que la
hibridacién Sp3 en el carbono al cual esta unido el anillo de pirimidina parece tener un
mayor efecto en el porcentaje de inhibicidn de la proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi
que la hibridaciéon Sp2 comparando los compuestos CRIS 140, CRIS149 y CRIS 153.
Finalmente reportan que pese a que ninguno de los compuestos ensayados fue mas activo
que nifurtimox, estos representan un gran paso en la busqueda de nuevas drogas para el
tratamiento de esta enfermedad.

Romero-Bohérquez y col. en el 2012, probaron diversos productos derivados de
tetrahidroquinolinas in vitro para determinar su actividad en Trypanosoma cruzi,
Leishmania chagasi, y su citotoxicidad en células VERO, reportando que uno de los
compuestos (7h) afectd la proliferacion de epimastigotes con un [Cso de 5.77 puM en T. cruzi
y 0.27 pM en L. chagasi. Ademas este compuesto no mostrd ser citotoxico para la linea de
células mamiferas y mostro un mayor indice de selectividad que las drogas de referencia.

Rashad y col, en el 2014, estudiaron 26 derivados de la 7- nitro
tetrahidroquinolina sobre la proliferaciéon de Trypanosoma brucei y su citotoxicidad en la
linea celular HEK293, reportando que algunos de estos compuestos inhibian el
crecimiento del parasito con una buena selectividad. Encontraron un 80% de actividad
tripanocida a la concentracién de 10 uM. De esta forma, se reportd que la presencia de un

-F en la posicién orto de la tetrahidroquinolina asi como la adicién de grupos metilos,
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favorecia su efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular, mientras que sustituciones
con Br o -Cl en posicién para aumentaban la citotoxicidad en la linea celular HEK293. Este
grupo demostr6 también que al reemplazar el anillo aromatico del compuesto con cadenas
lineales se eliminaba totalmente el efecto en la inhibicidn de la proliferacién del parasito lo
que ratifica la importancia del anillo aromatico para el efecto tripanocida de estos
compuestos.

Hernandez-Chinea y col. en el 2015, estudiaron 7 derivados sintéticos de
tetrahidroquinolinas en promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana in vitro.
Todos los compuestos mostraron actividad antiproliferativa en los promastigotes con un
efecto dosis-dependiente. Dos de los compuestos (1 y 3) fueron reportados como los mas
activos, con un ICso= 1 ug/ml, comparado con las drogas Anfotericina B (I1C50=0,036 ug/ml)
y Miltefosina (IC50=2,18 ug/ml) seleccionandose para evaluar su efecto en la morfologia
del promastigote, en el potencial transmembrana mitocondrial y en la capacidad del
amastigote de sobrevivir en macréfagos de la linea celular J774. El compuesto 3 induce
cambios morfoldgicos y el colapso total del potencial mitocondrial transmembrana, un
marcador de la apoptosis. El compuesto 1 no afecta la morfologia pero induce células
multinucleadas. Ambos disminuyen la supervivencia del amastigote en los macroéfagos,
pero debido a que el compuesto 3 presenta un mayor Indice de Selectividad (SI=183
ug/ml comparado a SI= 28 ug/ml del compuesto 1), es un aparente inductor apoptotico e
inhibe la replicacién intracelular del amastigote que este grupo de investigacion sugiere al
compuesto 3 como el mejor candidato para ser probado en ensayos in vivo y ser sugerido
para el desarrollo de nuevas drogas antileishmania. La incorporaciéon de un grupo metil
hace al componente 3 mas selectivo hacia Leishmania mexicana.

Lechuga y col en el afio 2016, evaluaron la actividad de una serie de 4 compuestos
(la-1g) de 3 carbonitrina-arilaminoquinolinas en epimastigotes, amastigotes
intracelulares y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi in vitro y sus efectos citotoxicos en

células Vero. El compuesto 1g afecté la proliferacion tanto de epimastigotes de T. cruzi con
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un ICso< 1 pM, como en tripomastigotes con un ICso = 11.7 uM, en relacién a la droga
comercial benznidazol que en epimastigotes tuvo un ICsp = 9.5 pM y en tripomastigotes un
ICs0 = 12 uM. Sin embargo, en amastigotes el efecto antiproliferativo del compuesto 1g fue
menor (ICso = 6.3 pM) con respecto al benznidazol (ICso = 2.5 uM). Estos compuestos no
mostraron ser citotéxicos en las células hospedadoras.

Las tetrahidroquinolinas han sido una fuente de estudio importante en la
busqueda de nuevas posibles drogas con actividad bioldgica y farmacolégica para el
tratamiento de numerosas enfermedades. Por tales motivos, en este trabajo se propone
estudiar el efecto de 9 tetrahidroquinolinas sustituidas de la serie DM (DM5, DM6, DM7,
DM8, DM9, DM12, DM13, DM15 y DM16) que se observan en la figura 8, que fueron
sintetizadas en el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular, Escuela de Quimica,
Universidad de Santander, A.A. 678, Bucaramanga, Colombia por el Dr. Diego Merchan
(Merchan, 2007; Kouznetsov y col., 2010) y donadas por el Profesor Francisco Arvelo del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores, Instituto de Biologia
Experimental de la Universidad Central de Venezuela, sobre la proliferacion de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi y el funcionamiento de diferentes sistemas

reguladores de Ca2+* encargados de mantener la homeostasis de este cation en el parasito.
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Figura 8. Estructuras de las tetrahidroquinolinas pertenecientes a la serie DM. Para cada
uno de los compuestos se indica peso molecular. (Tomado de Kouznetsov y col., 2010).

Ciertos compuestos de la serie DM han sido estudiados por Mufioz y col,, en el 2010,

quienes evaluaron la citotoxicidad de las trans-2,4-diaril-r-3-metil-1,2,3,4-
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tetrahidroquinolinas (DMs) en lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y SKBR3) y su
interaccion con las drogas gemcitabine y pacitaxel. Selecciondndose dentro de la serie DM,
a dos de los compuestos: DM8 y DM12, los cuales inducian individualmente una inhibiciéon
en el crecimiento de células tumorales MCF-7 y SKBR3. La adicién de pacitaxel y
gemcitabine intensificaron la actividad citotéxica de estos compuestos en ambas lineas
celulares a concentraciones inferiores a 1 pg/ml. Por otra parte, algunos de los
compuestos ensayados por este grupo de investigacion se conoce son capaces de liberar el
calcio intracelular e inducir la apoptosis especificamente en la linea de cancer de mama
(MCF-7 y SKBr3), cancer de prostata (PC3) y queratinocitos de ratén (CarC).El compuesto
DM12 fue sugerido por los autores como un agente nuevo y seguro para explorar en la
terapia contra el cancer.

Asimismo, Fonseca-Berzal y col. en el 2013, estudiaron el efecto inhibitorio en la
proliferaciéon de epimastigotes de Trypanosoma cruzi y la citotoxicidad en fibroblastos de
un grupo de 22 tetrahidroquinolinas, previamente probadas en Plasmodium falciparun,
definidas como tetrahidroquinolinas pertenecientes a la serie AR (AR 39-45, AR45F2,
AR47, AR89, AR91 y AR92) y DM (DM1, DM5, DM6, DM7, DM8, DM9, DM12, DM13 Y
DM15). Desde hace dos décadas, este grupo ha venido trabajando en el disefo y
evaluacion bioldgica de nuevas drogas antichagisicas asi como también en la
quimioterapia contra la malaria. Los estudios realizados con estos compuestos
demostraron que el AR40 (SI = 71.11), AR41 (SI = 32), AR91 (SI = 33.37) y DM15 (SI =
48.62), tenian un mayor indice de selectividad (SI) en epimastigotes de T. cruzi que la
droga de referencial benznidazol (SI > 9.44), mostrando una prometedora actividad
tripanocida. Estos compuestos fueron probados en la forma intracelular (amastigotes),
mostrando que en este estadio la selectividad era menor que la mostrada con la droga de
referencia benznidazol. De estos compuestos, el DM15 fue el inico que ademas de tener
una interesante actividad contra T. cruzi no mostré efectos toxicos en fibroblastos. Estos

autores propusieron al DM15 y a las Tetrahidroquinolinas AR 39, AR 40, AR 41, AR91
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como prototipos potenciales de drogas antichagasicas, fantando experimentos in vivo para
determinar si estas son capaces de curar las lesiones en ratones.

Por otra parte, al estudiar la relaciéon estructura-funcion de las diferentes
tetrahidroquinolinas sustituidas utilizadas en este trabajo, los autores pudieron
determinar que las sustituciones con grupos alquil o metoxi en la posicién C-6
aumentaban el indice de selectividad del compuesto mostrando una influencia importante
en el efecto tripanocida, mientras que sustituciones con -Cl, grupos aceptores de
electrones como el grupo nitro o grupos amino en la estructura de la tetrahidroquinolina,
mostraban efectos citotéxicos en fibroblastos. Asimismo, observaron que la presencia de
un grupo nitro en un sustituyente fenil aromatico, asi como la adicidén de sustituyentes
aceptores de electrones como el grupo nitrilo en la molécula, también incrementaba la
actividad tripanocida del compuesto. Resultados similares fueron reportados por Pagliero
y col. en el 2010, quienes demostraron que la presencia de grupos hidroxilos fenélicos en
estos derivados tiene una influencia negativa ya que causan dafio a la célula hospedadora.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas pertenecientes a la serie DM, fueron probadas
previamente por Mufioz y col., en lineas de células tumorales, MCF7 y SKBR3, es de gran
importancia destacar acd que este grupo de investigacién sugiere al compuesto DM12
como un agente seguro para el tratamiento de pacientes con cancer de mama y prostatico

respectivamente.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo General

Estudiar el efecto de distintas Tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la regulacion

intracelular de Calcio en Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos Especificos

v Estudiar el efecto de nueve tetrahidroquinolinas sustituidas sobre el crecimiento de
cultivos de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

v Seleccionar las tetrahidroquinolinas sustituidas con mayor efecto sobre la
proliferacién de cultivos de Trypanosoma cruzi.

v Determinar el ICso de las tetrahidroquinolinas sustituidas con mayor efecto, sobre la
proliferacién de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

v' Determinar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas sobre la
actividad de la Ca?2*-ATPasa de membrana plasmatica de Trypanosoma cruzi y la

misma enzima de eritrocitos humanos.
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4. MATERIALES

4.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos con el mayor grado de pureza posible.
Los inhibidores de proteasas: inhibidor de tripsina, leupeptina y fenil-metilsulfonil-
fluoruro (PMSF), se obtuvieron a través de Sigma. Los antibiéticos y el suero fetal de bovino
fueron adquiridos de GIBCO-BRL. El fluoréforo (Fura -2AM), se obtuvo de Molecular
Probes.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas (DM5, DM6, DM7, DM8, DM9, DM12, DM13, DM15 y
DM16) fueron sintetizadas en el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular, Escuela
de Quimica, Universidad de Santander, A.A. 678, Bucaramanga, Colombia (Kouznetsov y col.
2010) y fueron donadas por el Dr. Francisco Arvelo del Laboratorio de Cultivo de Tejidos y
Biologia de Tumores del Instituto de Biologia Experimental de la Universidad Central de
Venezuela. Se prepararon soluciones “stock” de cada compuesto a una concentracion de 6
mM disueltos en dimetilsuféxido (DMSO), a partir del cual se tomaron alicuotas para
obtener las concentraciones a estudiar en los cultivos celulares y ensayos de viabilidad.

El benznidazol fue donado por el Dr. Xenén Serrano-Martin del Laboratorio de
Seiializacién Celular y Bioquimica de Parasitos del Instituto de Estudios Avanzados

(IDEA).

4.2 Material Biologico

Los parasitos que se utilizaron en este trabajo fueron epimastigotes de Trypanosoma
cruzi (cepa IRHO/BR/63/CL Brenner), donados por la Prof. Juana Vitelli-Flores del
Laboratorio de Plasmidos Bacterianos del Instituto de Biologia Experimental de la
Universidad Central de Venezuela, los cuales se mantuvieron in vitro a través de repiques

semanales en medio LIT modificado con hemina. La sangre humana fue donada por el
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Banco de Sangre del Hospital Clinico Universitario, la Clinica Santa Sofia y la Policlinica

Metropolitana de Caracas

5. METODOLOGIA

5.1 Cultivo de Parasitos:

Se cultivaron epimastigotes de Trypanosoma cruzi (cepa IRHO/BR/63/CL Brenner) en un
medio LIT modificado el cual contiene: triptosa (15 g/1), extracto de levadura (5 g/1), extracto
de higado (2 g/1), hemina (20 mg/] disuelta en 50% trietanolamina), glucosa (4 g/1), NaCl (9
g/1), KCl (0.4 g/1) y NaHPO4 (7.5 g/1) suplementado con 5 % Suero Fetal de Bovino inactivado

a47°C y 1% Penicilina/Estreptomicina incubandolos a 28 °C y en agitacién constante.

5.2 Curva de Proliferacion de Trypanosoma cruzi:

Partiendo de un cultivo inicial de epimastigotes de Trypanosoma cruzi en fase
exponencial, previamente visualizado en un microscopio de luz Olympus CK40 a 40X para
verificar que se encontraran en buenas condiciones y libres de contaminacidn, se
montaron cultivos en értulas estériles de 125 ml, con un nimero inicial de parasitos de 7 x
106 células/ml en un volumen final de 10 ml de medio LIT suplementado con 5% SFB y 1%
Penicilina/Estreptomicina. El nimero inicial de células del cultivo fue determinado
mediante el contaje directo en cAmara de Neubauer.

La proliferacién celular en las értulas se siguié determinando la turbidez del
cultivo, realizando mediciones de tramitancia a una longitud de onda de 560 nm en un
Fotocolorimetro Spectronic 20, durante 10 dias, y simultdneamente en cada medicién se
realizé el contaje de células utilizando la cAmara de Neubauer. Se relacion6 el porcentaje
de tramitancia medido con el nimero de células/ml contadas en el cultivo mediante una
regresion lineal, obteniéndose asi una tabla donde se relaciona el porcentaje de

tramitancia con el numero de células/ml a partir de la cual se estableci6 en los siguientes
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experimentos, la relaciéon tramitancia a Ne de células/ml. Las curvas de proliferacion
fueron realizadas por sextuplicado.
5.3 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM6, DM?7,

DM8, DM9, DM12, DM13, DM15 y DM16 sobre la proliferacion de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi:

Para determinar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la
proliferaciéon de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, los parasitos fueron cultivados en
presencia de cada una de los compuestos (DM5, DM6, DM7, DM8, DM9, DM12, DM13,
DM15 y DM16) partiendo de una densidad celular de 7 x 10¢ cel/ml en 10 ml de medio Lit
suplementado con 5% SFB. Las concentraciones ensayadas de cada compuesto fueron 1
uM, 3 uM, 5 uM, 10 pM, 15 pM y 30 uM. Se realizaron mediciones de tramitancia a 560 nm
en el Fotocolorimetro Spectronic cada 24 horas durante 10 dias consecutivos para
determinar la proliferaciéon celular, observando los parasitos en el cultivo mediante un
microscopio de luz Olympus CK40 a 40x. Los valores de tramitancia fueron relacionados
con el nimero de células/ml segtn la tabla obtenida en el punto 5.2. Cada experimento fue
realizado por sextuplicado.

El efecto de cada una de las tetrahidroquinolinas estudiadas sobre la proliferacion
del cultivo de epimastigotes de T. cruzi fue comparado con dos controles, uno un cultivo de
epimastigotes de T. cruzi crecidos en las mismas condiciones previamente mencionadas en
ausencia de droga (crecimiento control) y otro cultivo de epimastigotes de T. cruzi crecido
bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente en presencia de 1% DMSO
(maxima concentraciéon del vehiculo en el cual fueron disueltas las drogas).
Adicionalmente, se realizé un control donde los epimastigotes de T. cruzi fueron crecidos
bajo las mismas condiciones, en presencia de la droga de referencia benznidazol (droga
comercial actualmente utilizada para el tratamiento terapéutico de la enfermedad de
Chagas y que se ha reportado afecta la proliferacion de T. cruzi), a las mismas

concentraciones utilizadas de las tetrahidroquinolinas estudiadas.
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Una vez obtenidos los datos, se generaron las curvas dosis-respuesta para cada
compuesto, de las cuales se determiné el valor del ICso (la concentracidén del compuesto
requerido para inhibir en un 50% la poblacién parasitaria in vitro) mediante una
regresion no lineal y utilizando el software Prisma Graphad 5.0 para obtener la funcion
dosis-respuesta de inhibicién.

5.4 Obtencion de vesiculas de membrana plasmatica de Trypanosoma
cruzi

Las vesiculas de membrana plasmatica de epimastigotes de Trypanosoma cruzi se
prepararon siguiendo la metodologia reportada para el aislamiento de vesiculas de
Leishmania mexicana (Cohen y col, 1986), T.cruzi (Urbina y col, 1988) y Leishmania
braziliensis (Benaim y Romero., 1990) con las modificaciones introducidas por Benaim y col,,
1991.

Los parasitos fueron lavados dos veces por centrifugaciéon a 1000 x g durante 10 min y a
4°C con un medio que contenia: 11 mM KCl, 140 mM NaCly 75 mM Tris-HCl, pH 7.4 y una vez
con un medio que contenia: 400 mM manitol, 10 mM KCl, 2mM EDTA, 1mM PMSF (disuelto en
1% DMSO0), 0.15 mg/ml inhibidor de tripsina de soya, 10 pg/ml leupeptina y 20 mM Hepes-
KOH pH 7.6. Posteriormente el “pellet” de células obtenido fue mezclado con perlas de vidrio
de 100-200 pm de didmetro, a una relacién 1:4 (peso himedo de parasitos/peso perlas de
vidrio) y las células fueron rotas por abrasién en un mortero a 4°C entre 5-7 minutos. Los
parasitos rotos mecanicamente fueron colectados utilizando el mismo buffer anterior y las
perlas de vidrio, las células no rotas y restos de gran tamafo se removieron por centrifugacion
a 1000 x g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante obtenido fue sometido a una centrifugacion
diferencial, primero a 16000 x g durante 30 min a 4°C y luego a 105000 x g durante 1 horay a
4°C. El “pellet” obtenido fue resuspendido en un medio que contenia: 150 mM KCI, 1 mM DTT,
50 uM CaCLz, 2 mM MgCl;, 1 mM PMSF, 0.15 mg/ml inhibidor de tripsina de soya, 10 pg/ml

leupeptina, 5 pg/ml E64 y 75 mM Hepes-KOH, pH 6.8. La suspensién resultante fue
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homogeneizada pasandola 3 veces a través de un homogeneizador "Dounce AA” inmerso en

hielo y guardadas a -70°C hasta su utilizacién.

5.5 Obtencion de Fantasmas de eritrocitos humanos

Los fantasmas de eritrocitos humanos se obtuvieron siguiendo la metodologia descrita
por Niggli y col,, en 1987. Un litro de sangre humana fue lavada 2 veces con un medio
isoténico que contenia: 10 mM Tris-HCI (pH=7.4) y 130 mM KCl, centrifugando a 5800 x g
durante 10 min y a 4°C. El plasma y los glébulos blancos se removieron por succién y los
eritrocitos resultantes se hemolizaron en 10 volimenes de una solucién hipoténica que
contenia: 1 mM EDTA y 10 mM Tris-HCI (pH=7.4), centrifugando 2 veces a 21000 x g a 4°C
durante 50 y 40 min respectivamente. Los fantasmas de eritrocitos obtenidos en este paso,
fueron lavados con 10 mM Hepes (pH=7.4) centrifugando a 21000 x g durante 40 miny a
4°C, 2 6 3 veces o hasta eliminar la mayor cantidad de hemoglobina. Finalmente los
fantasmas fueron lavados 2 veces con un medio isotdnico que contenia: 10 mM Hepes
(pH=7.4), 130 mM KCI, 0.5 mM MgCl, y 50 uM CaCl, centrifugando bajo las mismas
condiciones anteriores. Los fantasmas resultantes fueron resuspendidos en la minima

cantidad posible de la solucién isotdnica anterior y guardados a -70 °C hasta su utilizacion.

5.6 Determinacion del efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas
DMS5, DM8 y DM12 sobre la actividad de la Ca?2*ATP-asa de fantasmas de
eritrocitos humanos.

La actividad hidrolitica de la Ca2+-ATPasa de fantasmas de eritrocitos humanos se
determin6é mediante la cuantificacién de Pi, siguiendo el procedimiento descrito por Fiske y
Subbarow, en 1925, utilizando sulfato ferroso como agente reductor.

Aproximadamente 0.4 mg/ml de fantasmas de eritrocitos humanos se incubaron

durante 40 min a 37°C en un volumen final de 250 pl de un buffer que contenia: 10 mM
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MgCl;, 1 mM EGTA, 100 mM KCIl, 1 mM ATP, 50 mM Mops-Tris (pH=7.4) y diferentes
concentraciones de CaCl; que nos permitira obtener entre 0 y 10 uM Ca2* libre en el medio. La
concentracion de Ca?+ libre fue calculada utilizando un programa computarizado
originalmente descrito por Fabiato y Fabiato, en 1979, el cual utiliza un calculo iterativo
(Benaim y col,, 1991). La actividad de la Ca2+-ATPasa fue determinada en ausencia de las
tetrahidroquinolinas (actividad basal o control), en presencia de las diferentes
tetrahidroquinolinas seleccionadas (DM5, DM8 y DM12) a una concentraciéon de 30 uM y
en presencia de la droga de referencia benznidazol también a una concentracién de 30 pM.
La reaccién se detuvo con 250 pl de acido tricloroacético (TCA) al 16% v/v y la cantidad de Pi
liberado producto de la hidrdlisis de ATP por la enzima, fue determinada siguiendo el método
de Fiske y Subbarow, 1925. Para ello, se tomaron 200 pl de cada muestra y se le afiadieron 700
ul de una solucién de molibdato de amonio al 0.57%. Este compuesto, forma &cido
fosfomolibdico a partir del fésforo inorganico presente, el cual se reduce al afiadir 100 pl de
sulfato ferroso (40% p/v), produciendo un color azul, el cual fué medido a 830 nm,
proporcional al contenido de foésforo inorganico y por lo tanto a la actividad de la enzima. La
concentracion de Pi se calculé a partir de una curva de calibracién obtenida utilizando
estandares de Pi de concentraciones conocidas. La actividad fue expresada como pmoles de Pi
liberado por minuto por mg de proteina. Todos los resultados corresponden al promedio +

desviacion estandar de al menos 6 experimentos independientes.

5.7 Determinacion del efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas
DM5, DM8 y DM12 sobre la actividad de la Ca?*ATP-asa de membrana
plasmatica de Trypanosoma cruzi

La actividad hidrolitica de la Ca2+-ATPasa de vesiculas de membrana plasmatica de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi fue determinada siguiendo el procedimiento descrito
por Fiske y Subbarow en 1925, utilizando sulfato ferroso como agente reductor.

Aproximadamente 0.5 mg/ml de proteina fueron incubadas durante 40 minutos a 28°C en
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un volumen final de 250 pL de un medio que contenia: 50 mM Hepes-KOH (pH=7.4), 200
mM KCl, 2 mM MgCl;, 2 mM ATP, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1.8 mM CaCl; (10 pM Caz+
libre), 2 mM DTT, 1 uM A23187, 0.5 mM Ouabaina y 4 pg/pl Oligomicina. La actividad de la
Caz+-ATPasa fue determinada en ausencia de las tetrahidroquinolinas (actividad basal o
control), en presencia de las diferentes tetrahidroquinolinas estudiadas (DM5, DM8 y
DM12) a concentraciones de 5 uM, 10 pM, 15 uM y 30 uM y en presencia de la droga de
referencia benznidazol también a concentraciones de 5 uM, 10 uM, 15 uM y 30 uM.

La reaccién se detuvo afiadiendo 250 pL de acido tricloroacético (TCA) al 16% v/v y se
determiné la cantidad de Pi liberado, producto de la hidrdlisis de ATP por la bomba, segin
el método de Fiske & Subbarow, 1925 como fue descrito en la seccién anterior. La
actividad Ca2+-ATPasa de las vesiculas de membrana plasmatica de T. cruzi fue expresada
como la diferencia entre la actividad Mg2+-ATPasa en presencia de EGTA (sin calcio) y la
actividad Ca2+-ATPasa en presencia de Ca2?+ y Mg?+ (actividad total). La actividad fue
expresada como nmoles de Pi liberado por minuto por mg de proteina. Todos los
resultados corresponden al promedio + desviacion estidndar de al menos 6 experimentos
independientes.

La significancia estadistica entre los resultados se determiné mediante una prueba
paramétrica t de Student, donde p < 0,05 reflejé resultados estadisticamente significativos.

Fue utilizado el programa estadistico PAST 3.0.1.

5.8 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada mediante el método de Lowry (Lowry
y col,, 1951) con las modificaciones introducidas por Bensadoun y Weinstein (1976), para
evitar la interferencia por el detergente y el Hepes. Se utilizé albimina de suero bovino

como patron.
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5.9 Determinacion del efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas
DMS5, DM8 y DM12, sobre los niveles intracelulares de Ca?* en poblaciones de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Para realizar las mediciones de los niveles de Ca?* intracelular en poblaciones de
epimastigotes de T. cruzi fue utilizado el indicador fluorescente “radiométrico” Fura-
2/AM. El Fura-2 cambia su espectro de absorcién o excitacion en funciéon de la
concentracién de Ca2+, mientras que la emisiéon se mantiene invariable, presentando una
longitud de emisién a 510 nm y dos longitudes de excitaciéon, a 340 nm cuando se
encuentra unido al calcio y a 380 nm cuando esta libre de Ca2+. Para las mediciones de
fluorescencia fue utilizado un espectrofluorimetro HITACHI F-2000 acoplado a un PC (IBM
compatible) con un sistema de adquisiciéon de datos. Para realizar las mediciones de Ca2+
intracelular, una suspension de 500 pL (7 x 106 cel/ml) de cultivos de epimastigotes de T.
cruzi, en fase exponencial y previamente visualizados al microscopio para asegurarnos de
la viabilidad y 6ptima condicién del parasito, fueron cargados con Fura-2AM siguiendo el
método propuesto por Mendoza y col,, en el 2001. Para ello, los parasitos fueron lavados
dos veces con solucién PBS-G (57 mM Na;HPO., 3 mM NaH,PO4 43.8 mM NaCl y 1%
Glucosa), e incubados en esta misma solucién con 6 uM Fura 2/AM, en presencia de 0.1%
acido plurénico y 2.4 uM probenecid para aumentar la eficiencia de acumulacién del Fura-
2 en el citoplasma, durante 3 horas a 29°C, agitacion suave y oscuridad.

Las determinaciones de los niveles de Ca2+* intracelular fueron realizadas en presencia
o en ausencia de Ca?* extracelular. Para la determinacion en presencia de Ca2+ extracelular,
los parasitos cargados con Fura 2/AM, fueron lavados una vez con 500 pL de PBS-G y
luego con 500 pL de solucién Tyrode Ca2+ (145 mM NaCl, 4 mM KCl, 2 mM MgCl;, 1.8 mM
CaCly, 10 mM Hepes, 11 mM Glucosa). Posteriormente fueron resuspendidos en 500 pL de
este dltimo medio y colocados en una cubeta de cuarzo de 1 ml de capacidad y 4 mm de
didmetro. La cubeta fue colocada dentro de un sistema de ldminas acopladas a un bafo
termocontrolado donde se mantuvo la temperatura en 29¢C. El sistema tenia acoplado un

dispositivo para agitacion constante, a través de un minimagneto, garantizando asi que los
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parasitos no sedimentaran y los reactivos afadidos se distribuyeran homogéneamente.
Para la determinacién en ausencia de Ca2+ extracelular se realiz6 el mismo procedimiento
descrito anteriormente utilizando en la cubeta una solucién Tyrode sin Ca2+ en presencia
de 8 mM EGTA. Utilizando este procedimiento experimental se pudo determinar los
niveles intracelulares basales de Ca2+ en epimastigotes de T. cruzi y evaluar el efecto de las
tetrahidroquinolinas DM5, DM8 y DM12 y de la droga de referencia benznidazol sobre los
niveles intracelulares de Ca2* en estos parasitos. Las concentraciones utilizadas de estos
compuestos fueron las correspondientes al ICso estimado para cada compuesto. Todos los
compuestos ensayados fueron afiadidos utilizando una jeringa Hamilton, en los puntos
sefialados con la flecha en cada grafico, a partir de soluciones concentradas para no afectar
el volumen final en la cubeta. Para conocer la concentracién intracelular de Ca?* fue
necesario calibrar el sistema, para ello se utiliz6 el método de Grynkiewicz y col. (1985),

aplicando la siguiente ecuacion:

[Caz+]i- Kd x (R-Rmin/Rmax-R) / Fmin(380)/Fmax(380)

Donde el Kd es la constante de disociacion del Fura-2 (224 nM), R es la relacion de
fluorescencia de excitaciéon a 340/380 nm, Rmm es la relacion de fluorescencia de
excitacion 340/380 nm en ausencia de Ca?+ (en presencia de EGTA 8 mM), Rnsx es la
relaciéon de fluorescencia de excitacién a 340/380 nm a concentraciones saturantes de
Caz+ (en presencia de digitonina 30 uM), Fuin es la fluorescencia del Fura-2 cuando es
excitado a 380 nm, en ausencia de Ca2* y Fnax es la fluorescencia de Fura-2 cuando es

excitado a 380 nm a concentraciones de Ca2+ saturantes.
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6. RESULTADOS

6.1 Curva de Crecimiento de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de estandarizar los cultivos in vitro de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi, lo cual es esencial para estudios donde se desee analizar los efectos de
compuestos que pudieran afectar su viabilidad, para la posterior determinacién del efecto
de las tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la proliferacion de estos parasitos, se
realizaron curvas de crecimiento de este tripanosomatidio durante 10 dias. Para ello, se inicid
la curva con una poblacién de parasitos de 5 x 106 cel/ml inoculados a partir de un cultivo
de epimastigotes de T. cruzi en fase exponencial, previamente observado al microscopio
Optico para garantizar que los parasitos se encontraban en buenas condiciones y libres de
contaminacion. La proliferacion fue seguida determinando la turbidez del cultivo, mediante
mediciones de tramitancia a una longitud de onda de 560 nm en un fotocolorimetro, cada 24
horas durante 10 dias, realizando adicionalmente en cada medicién un contaje directo de los
parasitos en la cAmara de Neubauer. Los valores obtenidos fueron relacionados en una curva
exponencial y utilizando la ecuacidn de la recta se obtuvo una tabla en donde se relacionaba
directamente la tramitancia con la densidad poblacional (resultados no mostrados). A partir
de esta tabla, se establecid la poblacidon de parasitos en los cultivos para los experimentos
sucesivos.

Como se observa en la figura 9, la proliferacion del parasito se evidencia como un
aumento en el nimero de células/ml en el tiempo, observandose una fase exponencial a
partir de las 100 horas y alcanzandose la fase estacionaria a los diez dias. Esta curva es de
gran importancia ya que permitié conocer el comportamiento de T. cruzi bajo nuestras
condiciones de cultivo y establecer el periodo donde el parasito se encuentra creciendo de

manera exponencial, fase durante la cual éstos presentan una mayor actividad metabdlica y
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de reproduccién. A partir de un cultivo en fase exponencial, fueron obtenidos los parasitos

para los ensayos con las tetrahidroquinolinas sustituidas a estudiar y los calculos de ICsq.
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Figura 9. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se
inicio partiendo de una poblacién de 5 x 106 cel/ml, y se evalud la proliferacion
celular cada 24 horas durante un total de 240 horas (10 dias). Se observa el
aumento en el nimero de células/ml en funcién del tiempo. Cada punto observado
en la grafica corresponde al promedio y su desviacion estandar correspondiente a
seis experimentos independientes.

6.2 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM6, DM7,
DM8, DM9, DM12, DM13, DM15 y DM16 sobre la proliferacion de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Con la finalidad de estudiar el efecto de las 9 tetrahidroquinolinas sustituidas de la
serie DM (DM5, DM6, DM7, DM8, DM9, DM12, DM13 DM15 y DM16), sobre la proliferacion
de epimastigotes de T. cruzi y seleccionar aquellos compuestos que mostraran un mayor
efecto, se realizaron cultivos independientes en értulas, partiendo de una densidad
poblacional de 5 x 10¢ cel/ml de epimastigotes de T. cruzi, en presencia de las distintas
tetrahidroquinolinas a una concentraciéon de 30 uM (Fig. 10), siguiendo la proliferacién

del parasito durante 10 dias. Adicionalmente, se realizaron tres controles: 1) Un cultivo

53



donde se siguié la proliferaciéon de T. cruzi en ausencia de tetrahidroquinolinas
(crecimiento control, Fig. 10), 2) Un cultivo donde se sigui6é la proliferaciéon de los
epimastigotes de T. cruzi en presencia de 30 pM de benznidazol y 3) un control donde se
sigui6 la proliferacion de T. cruzi en presencia de la maxima concentracién de DMSO (1%)
utilizada como vehiculo para disolver las tetrahidroquinolinas sustituidas.

Como puede observarse en la figura 10, todas las tetrahidroquinolinas sustituidas
ensayadas y el benznidazol tuvieron un efecto inhibitorio sobre la proliferaciéon de los
epimastigotes de T. cruzi con respecto al crecimiento control, a una concentraciéon de 30
uM. Es importante resaltar que el DMSO a una concentracién de 1% no afectd la
proliferacién de parasitos con respecto al crecimiento control en ausencia de los
compuestos (Ver Fig. 10), demostrando que el efecto inhibitorio de la proliferaciéon de T.
cruzi observado con las distintas tetrahidroquinolinas sustituidas fue debido a la accién de
los compuestos y no a algun efecto ocasionado por el DMSO utilizado como vehiculo para

disolver los mismos.
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Figura 10. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la proliferaciéon de
epimastigotes de T. cruzi. Los cultivos se iniciaron a partir de una poblacién de 5 x
10¢ cél/ml y la proliferacion fue seguida cada 24 horas durante 10 dias, en ausencia
(Control), en presencia de 30 pM de cada una de las tetrahidroquinolinas
estudiadas, en presencia de 30 uM benznidazol y en presencia de 1% DMSO. Cada
punto mostrado en la grafica representa el promedio (+) la desviacion estandar de
seis experimentos independientes.
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De los resultados obtenidos se pueden resaltar la accién de tres de estos compuestos,
las tetrahidroquinolinas DM5, DM8 y DM12, las cuales a una concentracién de 25 uM
tuvieron un importante efecto inhibitorio sobre la proliferacién de epimastigotes de este
parasito (Fig. 10), con porcentajes de inhibicion de 87,26 %, 79,25 % y 89,15 %
respectivamente (Ver tabla 1). La droga de referencia benznidazol a esta concentracion

inhibié la proliferacién de T. cruzi en 91,98 % (Tabla 1).

Inhibicion de la
proliferacion de
Compuestos (25 pM)
epimastigotes de T. cruzi
(%)

DMé6 73.58 %
DM7 49,06 %
DM9 63,21 %
DM13 71,69 %
DM15 66,98 %
DM16 52,83 %
Benz 91,98 %

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de la proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi en
presencia de las tetrahidroquinolinas ensayadas y de la droga de referencia
benznidazol a una concentracién de cada compuesto de 25 pM.
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De las nueve tetrahidroquinolinas estudiadas pudimos observar que las
tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y DM12, afectaban la proliferacién de
epimastigotes de T. cruzi en una mayor proporcion que el resto de las
tetrahidroquinolinas, mostrando una prometedora actividad tripanocida. Estos
compuestos mostraron un importante efecto aun cuando fueron ensayados a una menor

concentracién (15 uM) (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas, sobre la
proliferacion de epimastigotes de T. cruzi El cultivo se inicié6 a partir de una
poblacion de 5 x 106 cel/ml y su proliferacién fue seguida cada 24 horas durante 10
dias, en ausencia (control), en presencia de 15 pM de cada una de las
Tetrahidroquinolinas sustitudas (DM5, DM8 y DM12) y en presencia de 15 pM
benznidazol. Cada punto mostrado en la grafica representa el promedio (+) la
desviacidn estandar de seis experimentos independientes.
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Como puede observarse en la Fig.11, los compuestos DM5, DM8 y DM12 mostraron
un marcado efecto inhibitorio de la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi a una
concentracion de 15 pM, observandose un porcentaje de inhibiciéon de 74,10 %, 69,61 % y
82,94 % respectivamente. El benznidazol a esta misma concentracién mostré una inhibicién

de la proliferacién de epimastigotes de T. cruzi del 87,50 % (Tabla 2).

Inhibicion de la
Compuestos proliferacion de
ensayados (15 puM) epimastigotes de T. cruzi
(%)
DM5 74,10 %
DM8 69.61 %
DM12 82,94 %
Benznidazol 87.50 %

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion de la proliferacion de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi en presencia de las tetrahidroquinolinas sustituida DM5, DM8 y
DM12 y de benznidazol a una concentracién de cada compuesto de 15 pM.

Tomando en cuenta estos resultados, fueron seleccionadas las
tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y DM12 para posteriores estudios donde se
evaluaron los efectos dosis-respuesta de estos compuestos sobre la proliferacién de

epimastigotes de T. cruzi con la finalidad de determinar su ICso.
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Figura 12. Estructura de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas: DM5,
DM8 y DM12.

6.3 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM5 sobre la
proliferacion de epimastigotes de T. cruzi y la determinacion de su ICso.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM5 sobre
la proliferaciéon de los epimastigotes de T. cruzi y posteriormente determinar su ICso, se
realizaron curvas de crecimiento del parasito partiendo de una poblacién inicial de 5 x 106
cel/ml en presencia de diferentes concentraciones del compuesto, manteniendo un grupo
control (sin droga). Las concentraciones utilizadas fueron 1 uM, 3 pM, 5 uM, 10 pM, 15 uM
y 30 uM. Como puede observarse en la figura 12, la tetrahidroquinolina DM5 tuvo un
efecto inhibitorio dosis-dependiente sobre la proliferacién de los epimastigotes de T. cruzi.

El IC50 estimado de la compuesto DM5 fue de 7,059 = 0,821 uM a las 144 horas de
crecimiento, tiempo en el cual el cultivo se encontraba en fase exponencial (Ver Fig. 9). Es
importante resaltar que con este compuesto se observo cerca del 90% de inhibicién de la

proliferacion celular a una concentracién de 30 pM.
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Figural3. Efecto dosis-dependiente de la tetrahidroquinolina sustituida DM5 sobre
la proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicié a partir
de una poblacion de 5 x 10¢ cel/ml y su proliferacion fue seguida cada 24 horas
durante 10 dias, en ausencia (control) y en presencia de concentraciones crecientes
del compuesto (1 pM a 30 uM). Cada punto mostrado en la grafica representa el
promedio (+) la desviacién estandar de 6 experimentos independientes.
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Figura 14. Efecto dosis-respuesta del compuesto DM5 sobre la proliferacion de
epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacidon con las diferentes

concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la grafica representa el
promedio (+) la desviacién estandar de seis experimentos independientes.
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6.4 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM8 sobre Ila
proliferacion de epimastigotes de T. cruzi y la determinacion de su ICso.

Con la finalidad de evaluar el efecto del compuesto DM8 sobre la proliferacion de
epimastigotes de T. cruzi y posteriormente determinar su ICsg, se realizaron curvas de
crecimiento del parasito partiendo de un inoculo inicial de 5 x 10¢ cel/ml en presencia de
diferentes concentraciones de esta tetrahidroquinolina sustituida (1 pM, 3 uM, 5 uM, 10
uM, 15 pM y 30 uM) manteniendo un grupo control (sin droga). Los resultados obtenidos
demuestran que el DM8 inhibe la proliferaciéon de los epimastigotes de T. cruzi de una

manera dosis dependiente (Fig. 15 ).
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Figura 15. Efecto dosis-dependiente de la tetrahidroquinolina sustituida DM8 sobre
la proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicié a partir
de una poblaciéon de 5 x 10¢ cel/ml y su proliferacion fue seguida cada 24 horas
durante 10 dias, en ausencia (control) y en presencia de concentraciones crecientes
del compuesto (1 pM a 30 uM). Cada punto mostrado en la grafica representa el
promedio (+) la desviacién estandar de 6 experimentos independientes.
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El ICso estimado de la tetrahidroquinolina sustituida DM8 fue de 5,24 + 1,54 pM a las
144 horas de crecimiento, tiempo en el cual el cultivo se encontraba en fase exponencial
(Ver Fig. 9). Con este compuesto a una concentraciéon de 30 pM, se observé una inhibicién

cerca del 80% de la proliferacidn celular.
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Figura 16. Efecto dosis-respuesta de la tetrahidroquinolina sustituida DM8 sobre la
proliferacion de epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacion con las
diferentes concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la grafica
representa el promedio (x) la desviacion estandar de seis experimentos
independientes.
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6.5 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM12 sobre la
proliferacion de epimastigotes de T. cruziy la determinacion de su ICso.

Con la finalidad de determinar el efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM12
sobre la proliferacidon de epimastigotes de T. cruzi, se realiz6 una curva de crecimiento del
parasito partiendo de una poblacién inicial de 5 x 106 cel/ml en presencia de diferentes
concentraciones del compuesto (1 pM, 3 uM, 5 uM, 10 pM, 15 pM y 30 pM) manteniendo
un grupo control (sin droga). Los resultados obtenidos demostraron que el DM12 inhibe
la proliferacién de los epimastigotes de T. cruzi de una manera dosis dependiente, ya que
al aumentar la concentracién de este compuesto, aumenta el efecto inhibitorio sobre la

proliferacion del parasito (Fig. 17).
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Figura 17. Efecto dosis-dependiente de la tetrahidroquinolina sustituida DM12
sobre la proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicié a
partir de una poblacion de 5 x 10¢ cel/ml y su proliferacion fue seguida cada 24
horas durante 10 dias, en ausencia (control) y en presencia de concentraciones
crecientes del compuesto (1 uM a 30 pM). Cada punto mostrado en la grafica
representa el promedio () la desviacion estaindar de 6 experimentos
independientes.
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El ICso estimado del compuesto DM12 fue de 2,80 + 0,86 puM (Figura 18) a las 144
horas de crecimiento, tiempo en el cual el cultivo se encontraba en fase exponencial. Es
importante resaltar que con este compuesto se observo mas del 90% de inhibicién de la

proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi a una concentracion de 30 uM.
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Figura 18. Efecto dosis-respuesta de la tetrahidroquinolina DM12 sobre la
proliferacion de epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacion con las
diferentes concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la grafica
representa el promedio (x) la desviacion estandar de seis experimentos
independientes.
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6.6 Efecto de la droga de referencia benznidazol sobre la proliferacion
de epimastigotes de T. cruzi y la determinacion de su ICso.

Con la finalidad de evaluar el efecto del benznidazol, droga de referencia actualmente
utilizada en el tratamiento de la enfermedad de Chagas, sobre la proliferaciéon de los
epimastigotes de T. cruzi y determinar su ICsy, se realizaron curvas de crecimiento partiendo
de una poblacién inicial de 5 x 106 cel/ml en presencia de concentraciones crecientes de la
droga (1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 pM, 15 pM y 30 uM) manteniendo un grupo control (sin
droga). Los resultados mostraron una inhibicién dosis-dependiente de la proliferacion

celular (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto dosis-dependiente del benznidazol sobre la proliferacion de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicid a partir de una poblacion de
5 x 106 cel/ml y su proliferaciéon fue seguida cada 24 horas durante 10 dias, en
ausencia (control) y en presencia de concentraciones crecientes de la droga (1 pM a
30 uM). Cada punto mostrado en la grafica representa el promedio () la desviacién
estandar de 6 experimentos independientes.
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El ICso estimado del benznidazol fue de 2,395 + 0,515 pM a las 144 horas de
crecimiento, tiempo en el cual el cultivo se encontraba en fase exponencial. Es importante
resaltar que con este compuesto se observo cerca del 90% de inhibicién de la proliferacion
de epimastigotes de T. cruzi, pero a diferencia de los DMs, este porcentaje se observé a

partir de una concentracién de 15 pM.
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Figura 20. Efecto dosis-respuesta del benznidazol sobre la proliferacion de
epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacion con las diferentes
concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la grafica representa el
promedio (+) la desviacién estandar de seis experimentos independientes.

Una vez demostrado el efecto inhibitorio de las tetrahidroquinolinas sustituidas
DMS5, DM8 y DM12 sobre la proliferacion celular de epimastigotes de T. cruzi, se procedi6
a estudiar el efecto de estos compuestos sobre la regulacién intracelular de calcio en

Trypanosoma cruzi. Para ello, estudiamos el efecto de estas tetrahidroquinolinas
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sustituidas y del benznidazol sobre una de las estructuras mas importantes involucradas
en el mantenimiento de la homeostasis de Ca2+ en estos parasitos, como es la Ca2*-ATPasa

de membrana plasmatica (PMCA).

6.7 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y DM12
sobre la actividad de la Ca?*ATP-asa de membrana plasmatica de
Trypanosoma cruzi.

La Ca2* ATP-asa de membrana plasmatica (PMCA) es el principal mecanismo
encargado de la regulacién fina de los niveles intracelulares basales de Ca2?+, tanto en
células de mamifero como en los tripanosomatidios. Con el objeto de evaluar si esta
enzima pudiera ser un posible blanco de la accién de las tetrahidroquinolinas sustituidas
DM5, DM8 y DM12, se incubaron preparaciones de membrana plasmatica de
Trypanosoma cruzi, en ausencia (actividad control) y en presencia de diferentes
concentraciones de cada uno de estos compuestos (5 uM, 15 uM y 30 uM). Posteriormente
se determino la actividad de hidroélisis de ATP por la PMCA a una concentracién de Caz+
libre de 10 pM. De igual forma, se evalu6 el efecto del benznidazol sobre la actividad de
esta enzima, la cual no ha sido reportada, pues si bien es conocido el efecto
antiproliferativo de esta droga en T. cruzi (Fonseca-Berzal y col,, 2013), no se ha realizado
ningun estudio sobre el efecto de la misma en la regulacién intracelular de Caz2+.

Como puede observarse en la Figura 21, todas las tetrahidroquinolinas
sustituidas seleccionadas (DM5, DM8 y DM12) mostraron un efecto inhibitorio sobre la
actividad de la Ca2*-ATPasa de la membrana plasmatica de Trypanosoma cruzi. Este efecto
inhibitorio fue dosis-dependiente, ya que a medida que se aumentaba la concentracién de
cada tetrahidroquinolina se inhibia la actividad de la enzima en un mayor porcentaje. Sin
embargo, es de hacer notar que la tetrahidroquinolina DM5 tuvo un efecto inhibitorio
menos marcado sobre la actividad de la PMCA de T. cruzi que las tetrahidroquinolinas

DM8 y DM12. Siendo el efecto inhibitorio mas marcado el observado con el DM12 (Fig.
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21). El benznidazol, también inhibi6 la actividad de esta enzima de manera similar al
compuesto DM5. Estos resultados fueron analizados mediante una prueba t de Student
resultando en que las inhibiciones de cada compuesto con respecto al control fueron

significativas con un p < 0,05.
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Figura 21. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8, DM12 y del
benznidazol sobre la actividad de la Caz+-ATPasa de la membrana plasmatica de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. La actividad fue determinada a una
concentracion de Ca?+ libre de 10 pM. Se observa en cada grupo de barras la
actividad control y la actividad en presencia de 5 uM, 15 pM y 30 pM de cada
compuesto. Las actividades reportadas corresponden al promedio (+) la desviaciéon
estandar de seis experimentos independientes, siendo los efectos inhibitorios de
cada compuesto con respecto al control estadisticamente significativos con un p <
0,05.

En la tabla 3, se muestran los porcentajes de inhibicién para cada una de las
tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas (DM5, DM8 y DM12) sobre la actividad de la
PMCA de Trypanosoma cruzi con respecto al control (Actividad basal de la enzima). Como se

puede observar, las tetrahidroquinolinas DM5, DM8 y DM12 inhibieron la actividad de la
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enzima en un 22,08 %, 58,06 % y 64,92 % respectivamente a una concentraciéon de 30 pM.
Se obtuvo que para el benznidazol a esta misma concentracion se inhibi6 a la enzima en un
26,65%. Es importante resaltar que los compuestos DM8 y DM12, inhibieron de una
manera significativa la actividad de la Ca2+-ATPasa de T. cruzi a una concentraciéon de 5
uM, concentraciéon cercana al ICso estimado para estos compuestos, disminuyendo la

actividad de la misma en aproximadamente un 40% (Tabla 3).

% de Inhibicion de la Actividad de la Ca2+ ATP- asa de membrana plasmatica de T. cruzi.

Compuesto 5uM 15 uM 30 uM
DM 5 6,09% 13,44% 22,08%
DM 8 37,89% 52,85% 58,06%
DM 12 48,42% 56,78% 64,92%
Benz. 9,41% 21,61% 26,65%

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de las Tetrahidroquinolinas sustituidas DM5,
DM8, DM12 y del benznidazol sobre la actividad de la Caz*-ATPasa de membrana
plasmatica de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, a concentraciones de 5 pM, 15
uMy 30 M.

Los resultados obtenidos sugieren a la Ca2*-ATPasa de membrana plasmatica de

estos parasitos, como un posible blanco de las Tetrahidroquinolinas sustituidas DMS5,

DM8, DM12 y de la droga de referencia benznidazol.

6.8 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y DM12
sobre la actividad de la Ca2* ATP-asa de fantasmas de eritrocitos humanos

Una vez conocido el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la actividad
de la Ca2*ATP-asa de membrana plasmatica de epimastigotes de T. cruzi se evalud si estos

compuestos afectaban la PMCA de eritrocitos humanos. Para esto, se estudio el efecto de
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cada una de las tetrahidroquinolinas sustituidas a una concentracién de 30 pM sobre la
actividad de hidroélisis de ATP de la Caz*-ATP-asa presente en la membrana de eritrocitos
humanos a diferentes concentraciones de calcio libre (0,1 pM; 0,2 uM; 0,4 uM; 0,5 uM; 1
uM; 2 pM; 5 uM y 10 uM). Como puede observarse en la Fig. 22, en ausencia de los
compuestos la enzima presentd una actividad basal la cual incrementaba a medida que se
aumentaba la concentracién de Ca2+ libre, observandose una actividad basal maxima a 10
uM Ca2+ libre donde la enzima se encuentra trabajando a su maxima velocidad (Fig.22).
Ninguna de las Tetrahidroquinolinas sustituidas estudiadas, ni el benznidazol, afectaron

de manera significativa la actividad de la Ca2*ATP-asa de eritrocitos humanos (Fig22).
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Figura 22. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8, DM12 y del
benznidazol sobre la actividad de la Caz+-ATPasa de la membrana plasmatica de
eritrocitos humanos. Las barras representan la actividad enzimatica en presencia
de 0.2 pM, 2 uM y 10 uM Caz+ libre respectivamente. El grupo control representa la
actividad de la enzima en ausencia de compuestos. El resto de los grupos representa
la actividad de la enzima en presencia de 30 uM Benznidazol, 30 pM DMS5, 30 pM
DM8 y 30 uM DM12. Las actividades reportadas corresponden al promedio (z) la
desviacion estandar de seis experimentos independientes, no observandose
diferencia significativas entre el efecto de cada compuesto y el control con un p <
0,05.
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Estos resultados son interesantes ya que las tetrahidroquinolinas sustituidas estudiadas
y el benznidazol afectan la actividad de la PMCA de T. cruzi sin afectar la misma enzima en
eritrocitos humanos, apoyando de esta manera la posibilidad de que esta enzima pudiera ser
considerada como posible blanco de accién de drogas contra estos parasitos. La inhibicién
de esta enzima pudiera afectar la homeostasis del Ca2+ del parasito y por lo tanto su

viabilidad (Moreno, 1991).

6.9 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8, DM12 y el
benznidazol sobre los niveles intracelulares de Ca?* en epimastigotes de
Trypanosoma cruzi

Con el objeto de evaluar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DMS,
DM12 y del benznidazol sobre la homedstasis intracelular de Ca2+ en epimastigotes de T.
cruzi, se incubaron los parasitos con el fluoréforo Fura-2AM y mediante la técnica de
fluorimetria se observaron los cambios ocasionados por los compuestos sobre la relacion
de fluorescencia 340/380, en presencia y ausencia de Ca2* extracelular. Tomando en
cuenta la relacion de proporcionalidad entre la relacién 340/380 nm y la concentracién de
Ca?+ intracelular planteada en la ecuaciéon de Grynkiewicz, el incremento en la relacién
340/380 nm puede traducirse como un incremento en la concentracion intracelular de
Caz+ en el parasito. Una vez obtenidos los niveles intracelulares basales de Ca2+, se
agregaron en los tiempos sefialados con las flechas en cada grafico, los diferentes
compuestos a las concentraciones de los ICso estimados para cada uno de ellos en la

seccion 6.
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6.10 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM5 sobre los niveles
intracelulares de Ca?* en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

En la Figura 23 puede observarse el efecto del compuesto DM5 sobre la concentracion
intracelular de Ca2* en T. cruzi, en presencia (A) y ausencia de Ca2* (B) extracelular. En la
Figura 23 se observa que luego de afiadir este compuesto a una concentraciéon de 7 pM,
concentracién correspondiente al ICso estimado (7,059 = 0,821 uM) del DM5 sobre la
proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi, se produjo un incremento en la relacién de
fluorescencia 340/380 nm. El incremento en los niveles intracelulares de Ca2+ se mantuvo
en el tiempo, no se observo la recuperacion de los niveles basales del i6n, sino que éste
permanecié elevado dentro del parasito. Estos resultados fueron similares tanto en
presencia como en ausencia de Ca2+ extracelular lo cual demuestra que el incremento en
los niveles intracelulares de Ca2+ inducido por este compuesto es debido a la liberacién de

este i6n desde reservorios intracelulares y no a la entrada de Ca2+ desde el exterior celular.
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Figura 23. Efecto del compuesto DM5 sobre los niveles intracelulares de Ca2+ en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 7 pM DM5 (flecha) sobre la
concentracion intracelular de Ca2+ en presencia de 2 mM de Ca2+ extracelular. B.
Efecto de 7 puM DMS5 sobre la concentracion intracelular de Ca2+ en ausencia de Caz+
extracelular (8 mM EGTA).
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6.11 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM8 sobre los niveles
intracelulares de Ca?* en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

El efecto del compuesto DM8 sobre la concentracion intracelular de Ca2+ en T.
cruzi, en presencia (A) y ausencia (B) de Ca2+ extracelular, puede ser observado en la Fig.
24. Como se muestra en la figura, luego de afiadir el compuesto DM8 a una concentracién
de 5 uM, concentracion cercana al ICso estimado (5,24 + 1,54 uM) para su efecto sobre la
proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi tanto en presencia como en ausencia de Ca2*
extracelular, se produjo un incremento en la relaciéon de fluorescencia a 340/380 nm.. La
magnitud del incremento en los niveles intracelulares de Ca2*fue similar al observado con
el compuesto DM5 y de igual forma no se observo la recuperacién de los niveles basales
del i6n, sino que éste permaneci6 elevado dentro del parasito. Al igual que con la
tetrahidroquinolina DM5, no se observaron diferencias entre los ensayos realizados en
ausencia (Fig. 24 B) o en presencia de Ca2?+ extracelular (Fig. 24 A), este resultado indicé
que el DM8 esta induciendo el incremento en los niveles intracelulares de Ca2* mediante la

liberacidn de este i6n desde compartimientos intracelulares.
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Figura 24. Efecto del compuesto DM8 sobre los niveles intracelulares de Ca2+ en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 5 pM DM8 (flecha) sobre la
concentracion intracelular de Ca2+ en presencia de 2 mM de Ca2+ extracelular. B.

Efecto de 5 ptM DM8 sobre la concentracidon intracelular de Ca2+ en ausencia de Caz+
extracelular (8 mM EGTA).
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Fluorescencia (340/380)

6.12 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM12 sobre los
niveles intracelulares de Ca2?* en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

El efecto del compuesto DM12 sobre la concentracién intracelular de Ca2* en T.
cruzi, en presencia y ausencia de Ca2+ extracelular, puede ser observado en la Fig. 25 (Ay B
respectivamente). Cuando este compuesto fue afiadido a una concentraciéon de 3 uM,
concentracién cercana al ICso estimado (2,80 = 0,86 uM) para su efecto sobre la
proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi tanto en presencia como en ausencia de Ca2*
extracelular no se observd ningln efecto en la relacion de fluorescencia 340/380. Sin
embargo, al afiadir 6 pM del compuesto pudo observarse un incremento en la relacién de
fluorescencia a 340/380 nm de magnitud similar a la observada con los compuestos DM5
y DM8. De igual manera tampoco se observo la recuperacion de los niveles basales de Ca2+
sino que éste permanecié elevado dentro del parasito. Al igual que con las
tetrahidroquinolinas DM5 y DMS8, no se observaron diferencias entre los ensayos
realizados en ausencia (Fig. 25 B) o presencia de Ca2+ extracelular (Fig. 25 A), lo cual
indica que el DM12 esta induciendo el incremento en los niveles intracelulares de Ca2*

mediante la liberacion de este ion desde compartimientos intracelulares.
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Figura 25. Efecto del compuesto DM12 sobre los niveles intracelulares de Ca2+ en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 6 ptM DM12 (flecha) sobre la
concentracion intracelular de Ca2+ en presencia de 2 mM de Ca2+ extracelular. B.
Efecto de 6 uM DM12 sobre la concentracion intracelular de Ca2+ en ausencia de Caz+
extracelular (8 mM EGTA).
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Fluoresencia (340/380)

6.13 Efecto del Benznidazol sobre los niveles intracelulares de CaZ* en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Al igual que con las tetrahidroquinolinas DM5, DM8 y DM 12, se estudi6 el efecto de la
droga de referencia benznidazol sobre la concentracidén intracelular de Ca2* en T. cruzi, en
presencia y ausencia de Ca2+ extracelular (Fig. , A y B respectivamente). Con el
benznidazol, a una concentracién de 2 pM, cercana al ICso estimado (2,395 + 0,515 pM)
para este compuesto sobre la proliferacion de T. cruzi, se observé un incremento en los
niveles intracelulares de Ca2+ similar al observado con las Tetrahidroquinolinas DM5, DM
8 y DM 12. Asimismo, no se observd la recuperacion de los niveles basales del idn, sino que
éste permanecio6 elevado dentro del parasito. Al igual que con las tetrahidroquinolinas no
se observaron diferencias entre los ensayos realizados en ausencia Fig 26 B o en
presencia de Ca2+ extracelular (Fig. 26 A), este resultado indicé que el incremento en los
niveles intracelulares de Ca2+ inducido por esta droga fue debido a su liberacién desde

reservorios intracelulares y no a la entrada de Ca2+ desde el exterior celular.
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Figura 26. Efecto del Benznidazol sobre los niveles intracelulares de Caz* en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 2 pM Benznidazol (flecha) sobre la
concentracion intracelular de Ca2+ en presencia de 2 mM de Ca2+ extracelular. B.
Efecto de 2 uM Benznidazol sobre la concentracion intracelular de Ca2+ en ausencia
de Caz+ extracelular (8 mM EGTA).
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Los resultados obtenidos demostraron que las tetrahidroquinolinas y el benznidazol
incrementan los niveles intracelulares de Ca2+ en epimastigotes de T. cruzi, producto de la
liberacién de Ca2+ desde reservorios intracelulares, afectandose asi la homeostasis de Ca2+

en estos parasitos.
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7. DISCUSION

La enfermedad de Chagas afecta en la actualidad cerca de 8 millones de personas en el
continente Americano, sin contar los casos existentes en zonas no endémicas debido a la
migracién de personas y a los diferentes mecanismos de transmision. El tratamiento actual se
basa en dos drogas principales, Nifurtimox y Benznidazol. Sin embargo, ambas drogas
presentan efectos toxicos en los pacientes, son efectivas solo durante la fase aguda de la
enfermedad y en los ultimos afios se ha desarrollado resistencia a las mismas.
Adicionalmente, el nifurtimox ha sido descontinuado quedando tinicamente el Benznidazol
como el tratamiento de primera linea para la enfermedad de Chagas (Berns y col., 2011).

Uno de los principales intereses en las investigaciones actuales sobre el mejoramiento
de los tratamientos y la profilaxis de la enfermedad de Chagas, ha sido el estudio dirigido
hacia la bisqueda de nuevos farmacos mas efectivos y con menos efectos secundarios que
los utilizados en la actualidad. El estudio de drogas de uso comercial utilizadas para el
tratamiento de otras enfermedades sobre los tripanosomatidios, ha sido una estrategia
utilizada por algunos investigadores con la finalidad de poder descubrir nuevos compuestos
con actividad tripanocida, que ya hayan sido utilizadas en humanos y de las cuales se conocen
sus efectos secundarios. Estos compuestos de ser efectivos en el parasito, serian de facil
aprobacién para su utilizaciéon con fines terapéuticos (Prata, 2001). Se ha profundizado
también en los estudios de terapias combinadas, cuya finalidad es utilizar compuestos con
blancos diferentes de manera tal de aumentar su eficacia terapéutica disminuyendo la
resistencia a los farmacos (Alvar y col, 2008; Fonseca y col, 2013), asi como en la
busqueda de nuevos compuestos basados en productos naturales que se espera sean
perjudiciales para el parasito sin comprometer la salud del hospedador mamifero.De igual
manera, recientemente se ha profundizado en el estudio sobre nuevos posibles blancos de
la accién de drogas en los tripanosomatidios, con la finalidad de generar compuestos que

puedan afectar mecanismos del parasito esenciales para su viabilidad, sin afectar al
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hospedador mamifero (Field y col.,, 2015). Todas estas investigaciones se realizan con el
fin de encontrar tratamientos alternos, a los conocidos actualmente, que minimicen los
efectos secundarios, disminuyan la resistencia generada frente a las drogas comerciales y
que sean eficaces durante la fase crénica de la enfermedad de Chagas.

Los productos naturales constituyen una fuente esencial de grupos funcionales activos,
que son utilizados para el desarrollo de medicamentos (Schwikkardy col., 2002). Entre
los productos naturales, extractos de aceites de origen vegetal, que han sido mas
recientemente estudiados y se ha demostrado presentan una actividad tripanocida estan:
el eugenol, isoeugenol, valina, isovalina, las quinolinas, derivados de quinolinas y
quinolinas sustituidas denominadas tetrahidroquinolinas (Nakayama y col, 2005,
Merchan y col,, 2011, Lei y col, 2016).

Las quinolinas y tetrahidroquinolinas han sido estudiadas en células tumorales,
reportandose que las tetrahidroquinolinas sustituidas tienen una mayor actividad citotéxica
que sus precursores Eugenol e Isoeugenol (Koutznetsov y col, 2010). Sin embargo, sus
mecanismos de accién aun son desconocidos. Estas tetrahidroquinolinas sustituidas son
obtenidas mediante reacciones de cicloadicién imino Diels-Alder a partir del isoeugenol,
encontrado en plantas de nuez moscada, de clavos de olor y de canela (Hyldgaard y col,,
2015). Al sustituirse radicales de estas tetrahidroquinolinas, se generan series o familias
de moléculas, una de ellas la serie DM, entre las cuales se encuentran las
tetrahidroquinolinas sustituidas objetos de estudio de esta investigacion (DM5, DMS6,
DM7,DM8, DM9, DM12, DM13, DM15, DM16) (Kouznetsov y col., 2010).

En este trabajo evaluamos el efecto de estas nueve tetrahidroquinolinas sustituidas
sobre la proliferaciéon de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. Utilizando como droga de
referencia en todos los ensayos Benznidazol, cuyo efecto tripanocida ha sido previamente
reportado (Bern, 2011). El benznidazol ha sido considerado como el tratamiento de
primera linea contra la enfermedad de Chagas, por presentar menores efectos secundarios

que el nifurtimox y una mayor eficacia (Bern, 2011).
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Todas las tetrahidroquinolinas ensayadas mostraron un efecto inhibitorio sobre la
proliferaciéon de T. cruzi a una concentracion de 25 pM (Fig. 10) y a 15 uM (Fig. 11).
Resaltando los efectos observados con los compuestos DM5, DM8 y DM12, los cuales a una
concentracién de 25 pM inhibieron la proliferacion del parasito en un 87,26%, 79,25% y
89,15 % respectivamente, en relacién al porcentaje de inhibicién obtenido en presencia de
la misma concentracién de Benznidazol que fue de 91,98 %. (Fig. 10 y Tabla 1). Al elaborar
curvas dosis respuesta con concentraciones desde 1 uM a 30 uM, se obtuvo para cada una
de las tetrahidroquinolinas seleccionadas un efecto inhibitorio de la proliferacién celular
aumentando el mismo a medida que aumenta la concentraciéon del compuesto. De esta
forma el mayor efecto se observa a 30 uM para cada uno de ellos. Estos compuestos
mostraron una inhibicién con un efecto dosis dependiente de la proliferacion del parasito,
estimandose sus ICsy, la concentracién del compuesto requerido para inhibir en un 50 % la
poblacidn parasitaria in vitro.

Asi, fue estimado para el DM5 un ICso de 7,059 = 0,821 uM (Fig.14), para el DM8 un
ICso de 5,24 + 1,54 uM (Ver Fig. 16) y para el DM12 un ICso de 2,80 + 0,86 uM (Fig. 18).
Resultados similares fueron obtenidos por Fonseca-Berzal y col.,, en el 2013 quienes
también utilizando epimastigotes de T. cruzi estimaron valores de 1Cso menores de 8 uM
para tetrahidroquinolinas sustituidas de la serie DM, entre ellas las tetrahidroquinolinas
DM5, DM8 y DM12, utilizadas en nuestro estudio. De igual manera, pudimos estimar el I1Csg
del Benznidazol que fue de 2,395 = 0,515 puM (Fig. 20). Los ICso mas bajos reportados en la
literatura para esta droga en la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi, estan entre los 5
uM y 7 uM (Moreno y col, 2010 y Lechuga y col, 2016). Es importante resaltar, que la
efectividad del Benznidazol, puede variar segin el area geografica, debido a una
susceptibilidad diferencial de las distintas cepas existentes de T. cruzi (Pinazo y col., 2010)
y por las condiciones especificas del experimento (Neubig y col., 2003), razones por las
cuales se pueden explicar las diferencias obtenidas entre el ICso estimado en este trabajo

para el Benznidazol y los valores de 1Cso que han sido reportados para esta droga. De igual
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forma esto podria explicar las diferencias obtenidas, en los valores de ICsg, para los DM
utilizados con respecto a los reportados por Fonseca-Berzal y col., en el 2013.

De estos resultados podriamos sugerir que las tetrahidroquinolinas sustituidas
DMS5, DM8 y DM12 tienen una importante efecto antiproliferativo en epimastigotes de T.
cruzi. Resaltando el efecto observado con el compuesto DM12, el cual afectd la
proliferacién de estos parasitos de una manera similar a la droga de referencia
Benznidazol, observandose que los ICso estimados para ambos fueron similares. Apoyando
nuestros resultados, se encuentran los estudios realizados con las tetrahidroquinolinas
DM8 y DM12 sobre células tumorales por Mufioz y col, en el 2010. Los cuales reportaron
que estos compuestos tenian un importante efecto citotdxico en lineas celulares tumorales
MCF7 y SKBR3 a bajas concentraciones (1 pg/ml), observandose un efecto sinergistico
cuando se combinaban con Gemcitabina y Paclitaxel. De igual manera, estos investigadores
reportan que dos compuestos de este grupo de tetrahidroquinolinas (AR99 y ]S86) de la
serie  2,4-diaril-tetrahidroquinolinas sustituidas, mostraron wuna liberacién de
Caz+intracelular por inhibicién de la Ca2+-ATPasa del reticulo sarco -endoplasmatico, y
provocando una fragmentacién del ADN nuclear por efecto, induciendo a la apoptosis
sobre la linea CarC de queratinocitos de ratén. Asimismo, este grupo reporto que las
tetrahidroquinolinas de la serie DM no eran citotéxicos para las células controles
(fibroblastos), sugiriéndose a los compuestos DM8 y DM12 como posibles agentes para el
tratamiento de células tumorales. En este sentido, es importante resaltar que los estudios
realizados en este trabajo fueron sobre el estadio epimastigote, quedando por estudiar si las
tetrahidroquinolinas DM5, DM8 y DM12 puedan ser también activas como tripanocidas en
el estadio intracelular (amastigote) de T. cruzi, estadio clinicamente relevante

Datos suministrados por el profesor Francisco Arvelo y colaboradores, del Laboratorio
de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de Biologia Experimental, sobre el
ICs0 obtenido en células de cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos, mediante el

método del MTT, para cada una de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas en el
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presente trabajo, se conoce este valor (ICsg) es mucho mayor que el obtenido sobre los
epimastigotes de T. cruzi, esto sugiere que se requieren concentraciones aun mayores a la
utilizadas en este proyecto para afectar la viabilidad de células de cultivo primario de

fibroblastos dérmicos humanos en un 50 %.

Efectoenla
proliferacion de T.
cruzi. (% de IC;en cledts Sorre | ecusaine
Inhibicién). 8 S IC,en  laPMCAen o
COMPUESTO epimastigotes . e laPMCA de T. Efectoen la[Ca%]i
5IM B | o T cruai fibroblastos. eritrocitos cruai
: humanos
Nose W Incrementa la
DM5 7410% 87,26% 7,05 uM 46,3 uM Inhibicion e
observo [Ca¥]i
N e | tal
DM8  6961% 7925%  524uM  5250uM o0 nhibidon el
observo [Ca]i
No se % Incrementa la
DM 12 8294% 89,15% 2,80 uM 35,11uM Inhibicion B
observo [Ca¥]i
: N .y I tal
Benznidazol  87,50% 91,98% 2,40 uM 5 Inhibicion ncremin.a .
observo [Ca*]i

Los compuestos DM 5, DM 8 y DM 12 mostraron un ICso de 46,3 uM, de 52,50 uM y y de
35,11 uM respectivamente en cultivos primario de fibroblastos dérmicos humanos (células
control). Al comparar estos valores con los obtenidos en la proliferacién de epimastigotes de
T.cruzi, se observa que estos ultimos son mucho menores que los obtenidos para los
fibroblastos, pudiendo de esta manera sugerir que estas tetrahidroquinolinas sustituidas
parecieran ser mas efectivas para el parasito que para las células normales de humanos.
Estos compuestos también parecieran ser mas selectivos para las células tumorales
pertenecientes a la linea MCF7 que para los fibroblastos (Mufioz y col., 2010).

Los resultados descritos sobre las lineas de células tumorales MCF7 y SKBR3 logran

evidenciar el potencial que tiene esta familia de tetrahidroquinolinas sustituidas
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pertenecientes a la serie DM en diferentes patologias, pudiendo sugerir a las mismas para el
tratamiento de estas.

Se conoce que la adicién de nitrégeno, azufre y oxigeno en el esqueleto de estos
compuestos forman nuevas estructuras menos toxicas que las ya conocidas (Merchan,
2010). Es esencial que el compuesto quimico tenga una estructura no saturada,
permitiendo asi reacciones con posibles blancos (Nakayama y col, 2005). Se conoce
también que sustituiciones alquil en el carbono 6, tienen una importante influencia en el
efecto tripanocida de estos compuestos (Fonseca-Berzal y col,, 2013), de igual manera este
grupo sugiere que la introduccidn de grupos NO2 y NH; en el esqueleto tienen un mayor
efecto en el metabolismo de estos tripanosomatidios que otros grupos funcionales. Es
importante aqui sefialar que el compuesto DM 5 es el compuesto madre de esta serie DM,
cuyos grupos funcionales son el hidroxilo y un grupo metil, sin sustituciones en la
estructura base, el compuesto DM 8 presenta una sustitucién en su estructura quimica de
la adicién de un grupo amino NH;en el anillo bencénico y por altimo el compuesto DM 12
presenta la adicién de dos grupos nitro NO; en su estructura en comparacién el DM 5.
Conociendo la importancia de los grupos funcionales y su efecto en la proliferacion de este
tripanosomatidio, pudiéramos sugerir que aquellos compuestos cuya sustitucion sea de un
grupo nitro pareciera favorecer el efecto inhibitorio de la proliferaciéon de epimastigotes
de T.cruzi como pudimos observar con el compuesto DM 12, que ademdas presenta el
menor valor de ICso (2,8 uM) en la proliferacién de epimastigotes de T. cruzi. La adicién de
un grupo amino en la estructura quimica base de estas tetrahidroquinolinas sustituidas
pareciera de igual manera incrementar el efecto inhibitorio en la proliferacion de
epimastigotes de T. cruzi, pudiendo concluir que ambas sustituciones favorecen el efecto
inhibitorio en la proliferaciéon de estos parasitos en comparacién al compuesto madre DM
5 de esta serie.

Dado el interesante efecto antiproliferativo observado de las tetrahidroquinolinas

sustituidas DM5, DM8 y DM12 fue de nuestro interés en este trabajo, tratar de establecer
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un posible mecanismo de accidn para estos compuestos en T. cruzi. En este sentido,
existen diferentes estudios donde se ha relacionado el efecto tripanocida de diversas
drogas y farmacos como: la pentamidina, el cristal violeta, la amiodarona, dronedarona y
mitelfosina, con una alteracion de la homeostasis intracelular de Ca2* en los
tripanosomatidios, afectandose asi la viabilidad del parasito (Shanne y col,, 1979; Orrenius
y col, 1989; Benaim y col., 2014). Estos estudios han propuesto a los sistemas reguladores
de Ca2+ encontrados en el mitocondrion, el reticulo endoplasmatico, los acidocalcisomas y
la membrana plasmatica como posibles blancos de la accién de ciertas drogas (Benaim y
Garcia, 2011).

Uno de los sistemas reguladores de Ca?* mas importantes reportados en los
tripanosomatidios es la Ca2*-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA), enzima
encargada del movimiento del Caz+ desde el citoplasma hacia el exterior celular, con alta
afinidad por este cation, siendo la responsable del control fino y mantenimiento de los
niveles basales de calcio en estos parasitos. Esta enzima ha sido considerada como un
posible blanco de accién de compuestos que pudieran ser explotados con fines terapetiticos
(Cervino y Benaim, 2014).

En este trabajo evaluamos el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y
DM12 vy de la droga de referencia Benznidazol sobre la actividad de la PMCA de
epimastigotes de T. cruzi. Los resultados mostraron que las tres tetrahidroquinolinas, DM5,
DM8 y DM12 tuvieron un efecto inhibitorio significativo sobre la actividad de hidrdlisis de
ATP de la PMCA de epimastigotes de T. cruzi, observandose un porcentaje de inhibicién de
22,08%, 58,06% y 64,92%, respectivamente, sobre la actividad basal de esta enzima (Fig.
21). Asimismo, el Benznidazol, también mostr6 un efecto inhibitorio sobre esta enzima del
26,65% (Fig 21). Al igual que lo observado sobre la proliferaciéon de epimastigotes de T.
cruzi, los compuestos DM8 y DM12 tuvieron un efecto inhibitorio mucho mayor al
observado con el DM5. Sugiriendo esto, que las tetrahidroquinolinas DM8 y DM12 pudieran

afectar de manera importante la actividad de la PMCA de T. cruzi, perturbando asi la salida
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de Ca?* del parasito y alterando la homeostasis intracelular de Ca2+ en los mismos. El efecto
inhibitorio observado del benznidazol sobre la actividad de la PMCA, aunque menos
marcado comparado al obtenido con los DMs, resulta interesante pues hasta el momento, no
ha sido reportado ningtn estudio donde se relacione el efecto tripanocida de la droga con la
homeostasis de Ca?* intracelular en T. cruzi.

Ahora bien, para que la PMCA pueda ser considerada un posible blanco de accidn de
estas tetrahidroquinolinas, es necesario estudiar si estos compuestos afectan el
funcionamiento normal de la misma enzima en células de humano, ya que para que un
compuesto pueda ser utilizado con fines terapéuticos, éste debe tener una mayor
selectividad sobre el parasito y causar el menor efecto secundario en el hospedador. Como
pudo ser observado, ninguna de las tetrahidroquinolinas estudiadas tuvo efecto sobre la
actividad de hidroélisis de ATP de la PMCA de eritrocitos humanos (Fig. 22), apoyando asi el
hecho de que los compuestos DM5, DM8 y DM12 asi como el Benznidazol podrian estar
teniendo un efecto selectivo sobre la PMCA de T. cruzi. En este sentido, se ha reportado que
la PMCA de tripanosomatidios y humanos presentan diferencias estructurales importantes
que pudieran explicar la mayor especificidad de estos compuestos sobre la PMCA de T. cruzi
(Benaim y Cervino, 2004). Un efecto inhibitorio de estos compuestos sobre esta enzima en el
parasito, afectaria la homeostasis de Ca?+, afectandose asi procesos celulares que pudieran
conducir a la muerte de los mismos. Por esta razén, se propone a la Ca2+-ATPasa de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi como posible blanco terapéutico para los DM5, DMS,
DM12 y el Benznidazol, ademas de esto para el disefio de nuevos compuestos que
pudieran ser evaluados en investigaciones posteriores , bien sea individualmente o en
combinacién con drogas de referencia.

Conociendo la importancia del mantenimiento de la homeostasis de Calcio en los
tripanosomatidios, en el presente estudio para determinar si las tetrahidroquinolinas
sustituidas DM5, DM8 y DM12 tenian algin efecto sobre la homedstasis intracelular de

Ca?+ en epimastigotes de T. cruzi, se determin6 mediante técnicas de fluorescencia, si estos
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compuestos provocaban un incremento en los niveles intracelulares de Ca%* en estos
parasitos. Para ello, los parasitos se cargaron con el fluoréforo Fura-2AM especifico para
Ca?+ y se siguieron los cambios en la relacién de fluorescencia 340/380 en el tiempo en
presencia de las Tetrahidroquinolinas sutituidas seleccionadas previamente. En las
graficas podemos observar los cambios en la relacion de fluorescencia 340/380, los cuales
tomando en cuenta la relacién de proporcionalidad entre la relacién 340/380 nm y el
calculo de la concentracion de Ca2+ intracelular planteada en la ecuacién de Grynkiewicz,
puede traducirse como un incremento en la concentracién intracelular de Ca?* en el
parasito (Grynkiewicz, 1985).

Como pudo observarse en los resultados, los compuestos DM5 y DM8 indujeron un
incremento en la relacién de fluorescencia a 340/380 nm a concentraciones de 7 uyM y 5
UM respectivamente, concentraciones cercanas al 1Csp estimado para cada uno de estos
compuestos (Fig. 23 y 24 respectivamente). Por otra parte, el compuesto DM12 no afect6
el nivel intracelular de Ca2+ en T. cruzi a concentraciones cercanas al 1Cso estimado (3 pM,
data no mostrada), sin embargo al duplicar su concentracién (6 pM), se observd un
incremento en los niveles intracelulares de Ca2+ similar al observado con los compuestos
DMS5 y DM8 (Fig. 25). El incremento en los niveles intracelulares de Ca2+ inducido por las 3
tetrahidroquinolinas, fue similar tanto en presencia como en ausencia de Ca2* extracelular
(Fig 23, 24 y 25 A y B), indicando esto que ese incremento era debido a la salida de Ca2+
desde reservorios intracelulares como el mitocondridn, el reticulo endoplasmatico y los
acidocalcisomas y no a la entrada de Ca2+ desde el exterior celular.

Como puede observarse para todas las tetrahidroquinolinas, una vez que se ha
inducido el incremento en los niveles intracelulares de Ca2+, no se observa la recuperacion
de los niveles basales de este catidn sino que el Ca2* permanece elevado en el citoplasma
del parasito. Es importante resaltar, que una vez incrementados los niveles intracelulares
de Ca2+ en respuesta a alguna seiial, la célula recupera sus niveles basales de Ca2+ gracias a

la acciéon combinada de diferentes sistemas transportadores tales como el uniporte de Ca2*
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mitocondrial y la Ca2*-ATPasa del reticulo endo(sarco)plasmatico (SERCA), los cuales
introducen el Ca2+ desde el citoplasma hacia el interior de la mitocondria y el reticulo
endoplasmatico respectivamente, indicAindonos esto que posiblemente el funcionamiento
de estos sistemas reguladores de Ca2+ podrian estar siendo afectados por los compuestos,
quedando por ensayar el efecto de los mismos sobre dichos compartimientos
intracelulares. Asimismo, si tomamos en cuenta el hecho de que estos compuestos
inhibieron la actividad de la PMCA de T. cruzi, y que esta enzima es la responsable de
transportar el Ca2+ desde el citoplasma del parasito hacia el medio extracelular, es posible
que el Ca2+ al no poder ser eliminado de la célula, se mantenga en niveles mas elevados en
el citoplasma del parasito.

Estos estudios fueron realizados también con el Benznidazol, observandose que
éste provocé un incremento en los niveles intracelulares de Ca2+ a una concentracién de 2
uM, concentracion cercana al ICso estimado sobre la proliferacion de T. cruzi (Fig. 26). El
incremento observado fue similar al inducido por las tetrahidroquinolinas, no
observandose de igual manera la recuperacidn de los niveles basales de Ca2+* en el parasito.
Los resultados obtenidos fueron similares cuando los experimentos se hicieron en
ausencia (EGTA) o en presencia de Ca2* extracelular, lo cual nos indic6 que el incremento
en los niveles intracelulares de Ca2+ inducidos por esta droga en los epimastigotes de T.
cruzi, viene dado por la liberacién de este ién desde organelos intracelulares y no debido a
la entrada de Ca2+ desde el exterior celular (Benaim y col., 2006).

Todos los resultados tomados en conjunto, permiten sugerir que las
tetrahidroquinolinas DM5, DM8 y DM12 asi como el Benznidazol, tienen un efecto
inhibitorio en la proliferacién de epimastigotes de T. cruzi y que éstos compuestos
pudieran afectar la homedstasis de Ca2+ en el parasito al afectar la actividad de la PMCA,
proponiéndose a la PMCA como un posible blanco para la accién de drogas y compuestos a
ser utilizados como agentes terapéuticos en T. cruzi. Asimismo, se puede sugerir que las

tetrahidroquinolinas DMS5, DM8 y DM12 pudieran ser utilizadas como prototipos
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potenciales para el desarrollo de drogas antichagasicas o para estudios de terapias
combinadas con otras drogas como por ejemplo el Benznidazol, con la finalidad de

minimizar los efectos secundarios de ésta.
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8. CONCLUSIONES

* Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM6, DM7, DM8, DM9, DM12, DM13,

DM15 y DM16 pertenecientes a la serie DM, presentan un efecto inhibitorio sobre

la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi.

* Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y DM12 seleccionadas tuvieron un
importante efecto inhibitorio de la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi,

comparable a la encontrada con la droga de referencia Benznidazol.

* Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y DM12 tienen un efecto
inhibitorio dosis dependiente en la proliferacion de T. cruzi estimandose un ICsode
7 uM, 5 uM y 2,8 uM respectivamente.

* La droga de referencia Benznidazol mostré un efecto antiproliferativo
dosis-dependiente en los epimastigotes de T. cruzi, con un ICs de 2,4 uM.

* El DM5, DM8 y DM12 inhiben la actividad de la Ca2*+ ATP-asa de membrana
plasmatica de T.cruzi.

* Las Tetrahidroquinolinas sustituidas selecionadas no afectan la Caz* ATP-asa de

los eritrocitos humanos.

* Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM5, DM8 y DM12 tienen un efecto sobre la

homeostasis del calcio intracelular de epimastigotes de T. cruzi.
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