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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria generada por algunas
especies patdgenas del género Leishmania spp. Segun la OMS, esta enfermedad
representa un grave problema de salud publica a nivel mundial. Debido a la
ausencia de vacunas, el tratamiento de primera linea utilizado es la quimioterapia.
Las drogas actualmente utlizadas son Glucantime y Anfotericina B, dos
compuestos que generan graves efectos toxicos a nivel cardiaco, renal y hepatico.
El alkillisofosfolipidico miltefosina, representa el mayor avance en el tratamiento de
esta enfermedad, pero su teratogenicidad y el desarrollo de cepas resistentes ha
limitado su uso. En busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, nuestro grupo
de investigacion pretende evaluar nuevos compuestos derivados de sintesis
organica, que generen un potente efecto leishmanicida sobre promastigotes y
amastigotes intracelulares de L. braziliensis, parasito que genera el 98% de los

casos de Leishmaniasis cutanea en nuestro pais.
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INTRODUCCION



La leishmaniasis y su agente causal

La leishmaniasis es una enfermedad generada por pardsitos eucarioticos
unicelulares, monoflagelados, perteneciente al orden Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania spp. El género Leishmania spp., esta
dividido en dos subgéneros, basados en el desarrollo del parésito en el intestino
del insecto vector. De esta forma tenemos: el subgénero Leishmania, en el cual la
forma promastigote se desarrolla en el intestino medio y anterior (region
suprapylaria), y en el subgénero Viannia, en el cual los parasitos estan restringidos
al intestino posterior (region peripylaria) (Figura 1). Este parasito fue descrito en
1903 por Leishman, Donovan y Wright a partir de biopsias viscerales y cutaneas
de enfermos de la India. Existen al menos veinte especies patdgenas de
Leishmania que son transmitidas de un hospedador a otro por la picadura de
flebotomos infectados (clase Insecta, orden Diptera) por ende, la cadena
epidemiologica de la enfermedad esta conformada por el animal parasitado, el

insecto vector y el sujeto susceptible (Alvar. 1997; Zuckermam y Lainson. 1987).

Leishmaniasis y su distribucion mundial

La leishmaniasis es reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
como una de las 6 enfermedades tropicales mas importantes que afectan al
hombre, encontrandose difundida en mas de 88 paises, 4 continentes (Figura 2),
con 350 millones de personas en riesgo, 12 millones de casos reportados con un
indice de dos millones de nuevos casos anuales, asi como 57.000 muertes

reportadas al afio (Alvar. 1997; Davis y Kedzierdki. 2005; Davies y col. 2005).



Kincpom Prorista Haeckel, 1866

SuBKINGDOM ProtozoAa Goldfuss, 1817

Privium Sarcomasnicornora Honigberg & Balamuth, 1963
SupPHYLUM MasnGcornora Deising, 1866

ClLass ZoomasticorHorea Calkins, 1909

OrDER Kinveroruasiioa Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976
SusORroEr TryranosomaTina Kent, 1880

FamiLy Tryranososmanoag Doflein, 1901, ermend. Grobhen, 1905

GENUS
Crithidia  Herpetomenas  Saureoleishmania  Trypanosoma  Endolrypanum

Leptomonas Blastocrithidia Phvtomonas

SuaGenus
Leishmania (L) Viannia (V)
Comprex*
donovani' trapica’ mexicana’ hertigi** braziliensis,
SPECIES
L.(L.) donovani L{L) tropica L{L) mexicana {L.) hertigi L.{V.) braziliensis
L(L.}) infantum L{L} aethiopica  L.(lL)amazonensis (L) deanei L.{V.) peruviana’
L.(L.} chagasi* L.(L) major L.{L} pifanoi L.{V.) panamensis
L.(L.) archibaldi L(L) gerbilli** L.(L) garhami L(V.}) guyanensis
L.{L.) venezuelensis L.V} fainsoni
L.(L.) aristiclesi*™ L.(V.} naiffi*
I.(L.) enrietti** L.(V.} shawif

L.(V.) equatorensis*™**
L. (V.) colombiensis?

Figura 1.Sistemética y clasificacion del género Leishmania spp. (Lainson y Shaw. 1987). 1: Leishmania del
viejo mundo. 2: Leishmania del huevo mundo. 3: L. (V.) braziliensis no ha sido sometido a analisis de RFLP.
4: Ha sido reorganizado como una nueva especie del subgénero Viannia. ** Término sin estatus taxonémico.

** no relacionada al hombre.

En diversas partes del mundo el incremento en los casos de leishmaniasis
reportados es evidente. Este hecho esta directamente relacionado con razones
como: desarrollo de nuevos proyectos urbanisticos en zonas rurales donde ocurre
el ciclo biolégico natural del parasito, niveles agudos de mal nutricidbn en algunas

zonas endémicas de paises pobres, el mejoramiento de los métodos de



diagnostico y aumento mundial en los niveles de VIH (SIDA) el cual permite tanto
el desarrollo como el establecimiento de la enfermedad de manera mas rapida y

violenta (Desjeux. 2004).

LEISHMANIASIS

12 million people infected
350 million people at risk
Visceral

Cutaneous / Mucocutaneous

Figura 2. Distribucion geografica de la leishmaniasis en el Mundo (http://www.who.int).

Leishmaniasis en Venezuela

En Venezuela, la enfermedad tiene una distribucion extensa exceptuando
las regiones xerdfilas (costa de Coro, Lagunillas, depresion de Lara y regiones por
encima de 2.000 m. de altitud). Su mayor incidencia se observa en la selva
amazonica, alto Orinoco, golfo de Paria, Cariaco, Cabo Codera, norte del Distrito
Federal, region sur-occidental del lago de Maracaibo, sur de la barra de

Maracaibo, zona de los Andes hasta los 2.000 metros de altura, Valles de Yaracuy


http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html

y Aragua, llanos occidentales y centrales, llanos orientales hasta el norte de

Anzoéategui y Monagas (Figura 3).

Desde 1955 al 2002 el ministerio de salud registro cerca de 50.000 casos de
leishmaniasis cutdnea y méas de 2.000 casos de leishmaniasis visceral. En el bienio
2008-2009, un total de 4.640 casos de las diferentes formas clinicas de
leishmaniasis cutanea fueron diagnosticados en Venezuela, con una media de
2.320 casos por afio, y una tasa promedio anual de 8,25 por 100.000 habitantes.
Predomina el sexo masculino con una razén de masculinidad de 1,84 para el
periodo en estudio. Se registraron casos en todas las edades, con predominio
numérico en el grupo de 5 a 34 afios y una edad promedio de 31,09 y 33,91 afios
para los afios 2008 y 2009 respectivamente. En cuanto a la ocupacion 22,39 %
corresponde a personas del sector agropecuario, seguido de estudiantes con
20,88% de los casos. Se registraron casos en todas las entidades federales del
pais, menos en Nueva Esparta. En este periodo, los estados con mayor numero de
casos fueron Lara con 910 (19,61%), Miranda con 650 (14,01%) y Tachira con 488
(10,52%). En cuanto a las formas clinicas se observo un predominio franco de la
leishmaniasis cutanea localizada con 97,84% de los casos generada por

Leishmania braziliensis. (De Lima y col. 2011)

Ciclo de vida de Leishmania spp.

El ciclo de vida de Leishmania spp. es digenético, debido a que este se

alterna entre dos hospedadores, uno invertebrado y otro vertebrado.



W Tasa 16 , \) pagd
@ Tasa=8y<16 Am a .. ol R

O Tasa<8 ; ‘
0 Tasa=0 : =7 $

Tasa por 100,000 habitantes \ 2 S

Figura 3. Distribucion de la incidencia de casos de leishmaniasis en Venezuela por entidades federales. Tasa
por cien mil habitantes, bienio 2008-2009 (De Limay col. 2011).

En el hospedador invertebrado, el parasito se presenta bajo un morfotipo
denominado promastigote el cual es alargado y con flagelo. En el hospedador
vertebrado y luego de ser englobado por los macréfagos del sistema inmunitario
del mismo, el parasito se transforma en un morfotipo denominado amastigote, el
cual es redondeado y sin flagelo aparente. Cabe destacar que el amastigote
intracelular es el estadio clinicamente importante de la leishmaniasis ya que es el
responsable de todos los sintomas de la enfermedad en el hospedador mamifero
infectado, por ende cualquier estrategia quimioterapéutica alternativa debe
enfocarse en la eliminacién de este estadio parasitario (Peters y Killick-Kendrick.

1987).



Profundizando un poco, en el hospedador invertebrado se presentan formas
promastigotes, caracterizadas por poseer un cuerpo alargado, nucleo,
quinetoplasto anterior del que parte un corto axonema contindandose en un flajelo
y miden de 15 a 20 pm de largo por 2 a 4 um de ancho. En el hospedador
vertebrado predominan las formas intracelulares amastigote que parasitan
macrofagos, en donde se dividen por fision binaria. Este morfotipo, se presenta
como corpusculos ovoides o esféricos conteniendo un nucleo y un quinetoplasto
del que parte un axonema que no sobrepasa la pared del cuerpo celular; miden de

2 a 6 uymde largo por 1.8 a 4 um de ancho (Diaz. 1960; Bofante y Barroeta. 2002).

La infeccion del insecto (Figura 4), ocurre cuando la hembra aborda a un
vertebrado infectado, ingiriendo con la sangre macréfagos parasitados por las
formas amastigote, los cuales son liberados de los macréfagos transformandose
rapidamente en promastigotes. Estos se multiplican en el tracto digestivo del
invertebrado, para posteriormente migrar hacia su probdscide donde estaran
disponibles para ser inoculados al nuevo hospedador mamifero, en la siguiente

ingesta de sangre (Molyneux y Killick-Kendrick. 1987).

Una vez dentro del macrofago, los parasitos rodeados por una vacuola
fagocitéfora, se transforman en amastigotes y se multiplican, luego de resistir la
actividad del macréfago que intenta eliminarlos, mediante una cascada de

metabolitos derivados de oxigeno (6xido nitrico e hidrolasas lisosomales).



Los macrofagos cargados de amastigotes se lisan y los parasitos reinfectan
otras células. El ciclo se cierra cuando otro insecto ingiere macrofagos del

mamifero infectado (Mendoza-Ledn y col. 1996).
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Figura 4.Ciclo de vida de Leishmania spp. (www.dpd.cdc.gov).


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis

Segun la especie del parasito, se generan diferentes manifestaciones

clinicas de la leishmaniasis, a saber:

1.- Leishmaniasis cutanea (LC). Es generada por parasitos de las especies:

L. major, L. tropica, L. mexicana, L. amazonesis, y L. panamensis y L. braziliensis.
Las lesiones desarrolladas forman ulceras cutaneas caracterizadas por un proceso
inflamatorio con macréfagos infectados de parasitos, una reaccién granulomatosa

incompleta y un centro de tejido necroético (Leiby y col. 1994).

2.- Leishmaniasis mucocutanea (LMC). Considerada como una enfermedad

del nuevo mundo, es causada por parasitos de las especies L. braziliensis y L.
panamensis, los cuales tienen un alto tropismo por las zonas mucosas de los
organismos parasitados. Esta manifestacion se caracteriza por presentar una alta
hipersensibilidad retardada y una marcada respuesta proliferativa de linfocitos
(Marsden. 1986). Las lesiones son cronicas y necroéticas, con pocos parasitos por
macrofago (Marsden. 1986). En estos pacientes se produce destruccion de
cartilagos nasales y del paladar blando, ocasionando mutilaciones extensas de los
tejidos adyacentes. Posteriormente puede afectarse la faringe, laringe y traquea,

incluso la mucosa genital (Marsden. 1986).

3.- Leishmaniasis Visceral o Kala Azar (LV). Es provocada por tres especies

de parésitos: L. donovani, L. chagasiy L. infantum (Leiby y col. 1994). En la LV el

parasito invade 6rganos internos (bazo, higado y medula ésea), lo cual trae



consecuencias usualmente fatales si no es tratada a tiempo (Mendoza-Le6n y col.

1996).

Quimioterapia como tratamiento contra la leishmaniasis.

A pesar de los diversos esfuerzos dirigidos a la generacion de vacunas
contra la leishmaniasis a nivel mundial, actualmente la quimioterapia es el

tratamiento mas efectivo contra esta parasitosis (Ghalib y Modabber. 2007).

Los principales tratamientos a base de drogas recomendados tanto para la
leishmaniasis visceral, como para la leishmaniasis cutanea y mucocutanea, fueron
por primera vez introducidos en los afios 50s. No solo Leishmania spp difiere
intrinsecamente en términos de su sensibilidad a drogas sino también, los sitios de
desarrollo de la infeccion tanto de leishmaniasis cutanea, como visceral imponen
diferentes requerimientos farmacocinéticos al momento de usar la droga en

cuestion (Alvar. 1997).

Tratamientos de primera linea contra la leishmaniasis.

Segun Berman (1989) y Pandey y col. (2005), se han seleccionado una
serie de drogas pertenecientes al grupo de los antimoniales pentavalentes como
primera linea de tratamiento para los diversos tipos de leishmaniasis: antimoniato
de meglumina (Glucantime) y estibogluconato de sodio (Pentostan). El efecto de
estas drogas se debe a la transformacion de su estado pentavalente a trivalente
(estado activo), sin embargo, el mecanismo especifico de accion de estas drogas
no ha sido caracterizado totalmente. Por otra parte esta ampliamente demostrado

gue estos farmacos generan graves efectos secundarios a nivel renal, cardiaco y
10



hepatico, anorexia, nduseas, vomitos, entre otros. La via de administracion de las
sales antimoniales pentavalentes es parenteral: intramuscular o intravenosa, lo
cual también complica el tratamiento, dada la necesidad de dirigirse a un centro

asistencial especializado para tal fin (Bofante y Barroeta. 2002).

Otra alternativa interesante la representa una novedosa composicion
liposomal del antimonial Pentostan (SAG-PCSA) presentada por Pal y col. (2004),
la cual genera una alta actividad leishmanicida sobre Leishmania donovani tanto in
vitro como in vivo, con un minimo de efectos secundarios asociados. Sin embargo,

un elevado costo monetario ha limitado su aplicacion.

Haciendo de lado su toxicidad, los antimoniales han sido efectivos en el
tratamiento de la enfermedad, representando la primera alternativa terapéutica en
regiones endémicas por mas de 60 afos. Para mantener su efectividad se ha
incrementado la concentracion y duracion del tratamiento con el pasar de los afios,
generando importantes fendmenos de resistencia parasitaria, los cuales han sido
reportados en el Sur de Europa, Iran, Sur-América y noreste de India (Fasel y

Myler. 2008).

Tratamientos de segunda linea contra la leishmaniasis.

Algunas drogas alternativas denominadas de segunda linea, como el
antibidtico poliénico anfotericina B en el caso de la leishmaniasis visceral y la
diamidina pentamidina en el caso de la leishmaniasis cutdnea, han sido
ensayadas en el tratamiento de esta enfermedad, a pesar de ser altamente

costosas, de escasa disponibilidad y toxicas (Ouellette y Borst. 1995; Lira y col.
11



1999; Thakur. 1999; Davies y col. 2005). Sin embargo, la quimioterapia
antileishmanica se ha beneficiado por el desarrollo de formulaciones de
anfotericina B asociados a lipidos tales como Ambison®, Albecet® y Amphocil®, las
cuales presentan una menor toxicidad y mayor tiempo de vida media en el plasma,
en comparacion con la droga parental usada para el tratamiento de infecciones
por hongos. Estas composiciones liposomales de anfotericina B poseen todas las
pruebas clinicas para leishmaniasis visceral y leishmaniasis mucocutanea; sin
embargo, el elevado costo ha limitado ampliamente su aplicacion (Meyerhoff.

1999; Petit y col. 1999; Sundar y col. 2001; Davis y Kedzierdki. 2005).

El mecanismo de accién de la AnF B es mediante la union al ergosterol,
presente en la membrana del parasito, y se reporta que forma poros o canales en
la misma afectando gravemente la viabilidad del patégeno (Bofante y Barroeta.
2002). Entre los efectos secundarios producidos por la AnF B se encuentran:
fiebre, escalofrios, tromboflebitis y efectos hematologicos; del mismo modo se
tienen reportes de resistencia al farmaco lo cual limita el tratamiento (LOpez.

2000).

Por otra parte la pentamidina, compuesto organico que posee dos grupos
amidina o guanilo, ha demostrado tener actividad tripanocida y leishmanicida tanto
in vitro como in vivo (Bofante y Barroeta. 2002). Para el mecanismo de accién de
la pentamidina la teoria mas aceptada ha sido la inhibicién de la topoisomerasa
mitocondrial (Kramp y col. 2005). Otra hipétesis esta relacionado con la

interferencia de diamidinas aromaticas (ej. berenil y pentamidina) sobre sistemas

12



de transporte poliaminicos, biomoléculas de importancia en varios procesos
bioquimicos de la fisiologia celular (Basselin y col. 2000). EI mecanismo molecular
esta asociado a la inhibicion no-competitiva de la captaciéon de poliaminas (ej.
espermidina, espermina, putrescina e arginina) e inhibiciébn directa de la S-
adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC), enzima comprometida en la

biosintesis de la espermidina (Gil y col. 2007).

Este farmaco estd disponible sélo por via parenteral y con frecuencia
produce efectos adversos tales como: taquicardia, hipotension, nauseas, vomitos,
mareos, exantema, enrojecimiento facial y sabor metalico (Berman. 1988; Aden y
col. 1995). En el 6% a 9% de los pacientes produce hipoglucemia como resultado
de la destruccidn de las células del pancreas, y excepcionalmente hiperglicemia y

diabetes mellitus (Gorgl y col. 1992; Altés y col. 1991).

Uno de los mayores avances en el campo de la quimioterapia contra la
leishmaniasis lo representa el alkil-lisofosfolipido de administracion oral
miltefosina, el cual a pesar de tener una alta efectividad presenta una importante
desventaja que es su teratogenicidad, lo cual limita su aplicacion a mujeres

embarazadas.

Este farmaco, fue validado para el tratamiento de leishmaniasis visceral en
la India, Colombia, Guatemala y Espafia (Croft y Engel. 2006; Machado y col.
2010). Recientemente, la eficiencia clinica de la miltefosina sobre leishmaniasis
cutdnea en el nuevo mundo, fue investigada en ensayos conducidos en Centro y

Sur de América. Fue demostrado que las tasas de curacién son variables entre
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especies de Leishmania spp, a saber: L. panamensis 82%, L. mexicana 60% vy L.

braziliensis 33% (Machado y col. 2010).

Respecto a su mecanismo de accion sobre tripanosomatideos, se
determind que en Trypanosoma cruzi, genera la inhibicion de la sintesis de novo
de fosfatidilcolina a través de la inhibicion especifica de la enzima fenil-N-
metiltransferasa alterando la ruta de transmetilacion de Brenmer-Geenberg en

estos parasitos (Lira y col. 2001).

En Leishmania spp. los estudios referentes al mecanismo de accion son
escasos. Sin embargo, Lux, H. y col. (2000) proponen que la miltefosina inhibe
especificamente el proceso de alkilacion de la enzima acil-CoA transferasa, la cual
es clave en los procesos de remodelacion de diversos éter-lipidos de la membrana
de este género de parasitos. Serrano-Martin 2009b, demostré que la miltefosina
inhibe la sintesis de 5-dehidroepisterol afectando la actividad de la enzima
escualeno epoxidasa, probablemente provocando una apertura del canal de Ca*?

tipo L.

Nuevas estrategias terapéuticas

Teniendo en cuenta los diversos efectos adversos de las drogas de
primera linea, sus rutas de administracion y elevados costos de tratamiento en
algunos casos; en la actualidad se proyectan nuevas estrategias terapéuticas para

el tratamiento de la leishmaniasis.
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Una de las estrategias de estudio terapéutico contra la leishmaniasis, viene
representada por la evaluacion del efecto parasiticida de diversos farmacos
previamente aprobados para el tratamiento de patologias humanas. En este
sentido, existen reportes de evaluaciones de farmacos alternativos tales como:

Glibenclamida, Amiodarona, entre otros.

La Glibenclamida es un inhibidor de canales de K y P-glicoproteinas,
utilizado para el tratamiento de humanos con diabetes tipo Il. Se ha demostrado
gue este efecto inhibitorio, promueve la disminucién de los niveles de infeccién y
multiplicacion de L. mexicana in vitro. (Ponte-Sucre y Mendoza-Leon. 2001).
Posteriormente se evidencio que la Glibenclamida reduce la tasa de crecimiento
de las lesiones cutaneas en ratones BALB/c infectados con Leishmania mexicana
(Serrano-Martin y col. 2006). Este grupo de investigacion, realizé un tratamiento
combinado a base de Glibenclamida y Glucantime en ratones infectados,
observando que el efecto sobre las lesiones fue mayor al generado con el
tratamiento individual, a base de cada uno de los farmacos. Mas resaltante aun,
fue la capacidad que presento este tratamiento combinado para reducir las
lesiones generadas por parasitos de esta especie, que presentaban resistencia

cruzada a Glibenclamida y Glucantime.

Otro ejemplo en este sentido, viene dado por la Amiodarona. Este farmaco,
es un antiarritmicos tipo Ill, ampliamente utilizado en la actualidad para el
tratamiento de diversas miocardiopatias en humanos. Serrano-Martin y col. 2009a;

demostraron que la amiodarona inhibe potentemente la viabilidad de
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promastigotes y amastigotes intracelulares de Leishmania mexicana. Del mismo
modo, se demostré que este farmaco es capaz de afectar la homeostasis de Ca?*
en mitocondrias y acidocalcisomas, asi como inhibir la biosintesis de esteroles de

membrana, en estos parasitos.

Teniendo en cuenta lo anterior, Serrano-Martin y col. 2009b demostraron
gque un tratamiento combinado a base de Amiodarona mas Miltefosina
(50mg/kg/dia- 20mg/kg/dia, via oral), genera un potente efecto sinergistico sobre
la evolucion de lesiones en ratones BALB/C infectados con L. mexicana, efecto
este que ademas, fue mayor al producido con Glucantime aplicado de manera
individual (100 mg/kg/dia, via intraperitonial) (Figura 5). Se demostré también que
estos ratones fueron curados parasitolégicamente a través de ensayos de PCR

altamente especificos y sensibles (Serrano-Martin y col. 2009b).
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Figura 5. Evaluacién del efecto combinado, Amiodarona més Miltefosina sobre ratones BALb/c
infectados con L. mexicana. (A). Evolucién de las lesiones de ratones infectados con amastigotes de L.
mexicana, tratados con amiodarona y miltefosina (individual y en combinacion). (B). Evaluaciéon de la cura
parasitolgica en ratones BALB/c infectados con Leishmania y tratados con amiodarona mas miltefosina, a
través de un multiple ensayo de PCR (Serrano-Martin y col. 2009b).
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En paralelo con esta estrategia se vienen desarrollando a nivel mundial
lineas de investigacion basadas en el descubrimiento de nuevos compuestos con

actividad leishmanicida, utilizando estructuras de origen natural o sintético.

Busqueda de nuevos compuestos.

Teniendo en cuenta que la leishmaniasis es una enfermedad habitualmente
rural y sub-urbana que afecta a personas con limitados recursos econémicos,
resulta imperiosa la necesidad de llevar adelante estudios en la busqueda de
drogas alternativas con actividad leishmanicida que sean econdmicas, seguras y

de facil administracion.

Tomando todo esto en cuenta, muchos grupos de investigacion en el
mundo estan interesados en la evaluacion de drogas sintetizadas organicamente,
partiendo de estructuras previamente reportadas en la bibliografia, por su
capacidad de afectar la viabilidad de otros organismos similares a los

tripanosomatideos.

Sendos ejemplos de lo anteriormente comentado, lo representan la sintesis
y evaluacion de derivados de Quinolinas y Benzimidazoles, los cuales se

discutirdn a continuacion.

Derivados de Quinolinas

Antes del descubrimiento de América, los indios peruanos utilizaban la

corteza del arbol de la quina para tratar la malaria. El primer reconocimiento oficial
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de la quina como ente farmacoldgico se realizé en 1677, cuando se incluyé en una

edicion de la Farmacopea de Londres como “Cortex peruanus”.

En la busqueda de antimalaricos sintéticos, se continto investigando hasta
que en 1924 se logré la sintesis de la panaquina, primer antimalérico sintético
efectivo contra esta enfermedad. Su actividad fue notable, sesenta veces mayor
gue la generada por la quinina contra el paludismo en animales experimentales

(Rodriguez. 1994).

En este orden de ideas Martinez-Martinez, A. en el afio 2005, realiz6 la
sintesis organica de quinonas y compuestos relacionados, tomando en cuenta
reportes previos de sintesis del nudcleo de naftoquinona. Algunos de estos
compuestos presentaron actividad biolégica, a saber: actividad antimalérica,

antisoriatica, antitumoral y contra la lepra.

Actualmente muchos de los agentes terapéuticos utilizados contra
infecciones bacterianas, malaria, mal de Chagas y leishmaniasis, son drogas que

contienen en su estructura nacleos Quinolinicos (Moore y Czerniak. 1981).

Marecki y Bambury (1984), evaluaron la actividad antibacterial de una serie
de derivados de 4-aminoquinolina, mediante ensayos in vitro con una serie de
microorganismos, tales como: Echerichia coli, Salmonella choleraesuis,
Staphilococcus aureus, etc. Estos derivados de 4-aminoquinolina presentaron una
notable actividad antibacterial contra estos microrganismo, garantizando su

mortalidad a bajas concentraciones.
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Entre las drogas antimalaricas, las 8-aminoquinolinas ocupan un lugar muy
relevante. Son los Unicos medicamentos que pueden lograr una cura radical en el
paludismo por Plasmodium vivax y ovale. Ademas de ejercer una accion
gametocida contra Plasmodium spp. que infectan al hombre (Korolkova y

Burckhalter. 1979).

Los derivados de 8-aminoquinolina han resultado altamente efectivos contra
infecciones por Leishmania donovani en animales experimentales infectados,
especialmente la 8-(6-dietilaminohexi)amino-6-metoxi-4-metilquinolina (Korolkovas

y Burckhalter. 1979 ) (Figura 6).

N

N

HN(CH 5)gN(C 2Hg)»

Figura 6. Estructura quimica del 8-(6-dietilaminohexi)amino-6-metoxi-4-metilquinolina. (Korolkovas vy
Burckhalter. 1979)

Derivados de Benzimidazol

Los heterociclos son compuestos organicos de gran interés para la industria
farmacéutica. La mayoria de los farmacos utilizados actualmente contienen algun
sistema heterociclico en su estructura demostrando su valioso aporte en la
generacion de actividad biolégica. (Camacho y col. 2011). Con la necesidad de
proporcionarle mayor actividad a estos compuestos, se planteo la introduccion de

un grupo aromatico que confiriera y despojara electrones en diferentes posiciones
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de la molécula. Tomando en cuenta lo anterior, diferentes analogos con grupos
clorina, hidroxil, ariloxy y grupos metoxy fueron sintetizados, teniendo en cuenta
qgue en la mayoria de los casos, estos grupos eran los responsables de la
actividad antimalarica, antimico-bacterial y citotoxica de algunos compuestos

(Camacho y col. 2011).

En este orden de ideas, los Benzimidazoles son compuestos con un
sistema biciclico, que contienen un anillo de benceno fusionado a un anillo con
dos heteroatomos: azufre 6 nitrégeno. Las ventajas de esta sintesis con respecto
a otras reportadas, son su simplicidad, rendimientos elevados y su versatilidad
dado que R1 puede ser un atomo de hidrégeno, un fenil o un naftil y X un oxigeno
o un azufre (Camacho y col. 2011) (figura 7). Distintos grupos aportaran al
producto final, diversas propiedades dependiendo de cudal sea el objetivo del
estudio. Por lo tanto, es posible sintetizar una gran variedad de derivados de

Benzimidazoles, potencialmente activos contra diversos organismos (Figura 7).
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Figura 7. Estructura general de los Benzimidazoles (Camacho y col. 2011).

Un hecho notable es que, la estructura quimica/molecular del Benzimidazol

es privilegiada en el campo de la quimica médica, ya que varios compuestos
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sintetizados a partir de esta, exhiben actividad biol6gica notable (Boiani and
Gonzélez. 2005; Pérez-Villanueva y col. 2011; Welsch y col. 2010). En este
sentido, Camacho y col., 2011, reportan la sintesis de derivados de nitrofuranos y
nitrotiofenos incorporados a benzimidazol y carbohidrazidas incrementando con
esto la actividad antimalarica y antitubercular de los compuestos resultantes,

respecto a los parentales (Camacho y col., 2011).

Boiani y col. (2009), evaluaron la actividad citotoxica de una serie de
derivados de 2H-benzimidazol 1,3-dioxido, mediante ensayos in vitro, sobre L.
braziliensis. Estos derivados presentaron una notable actividad leishmanicida

contra promastigotes de esta especie de parasitos.

Teniendo en cuenta que algunos de los derivados de benzimidazoles
(derivados de 2-(trifluorometil)-1H-benzimidazol, 2H-benzimidazol 1,3-di6xido e
hibridos de benzimidazol-pentamidina) y quinolinas (4-aminoquinolina y 8-
aminoquinolina) presentan actividad biolégica sobre Leishmania spp. (Hernandez
y col. 2010; Boiani y col. 2009; Torres y col. 2008), seria interesante investigar el
presunto efecto leishmanicida de los mismos, sobre L. braziliensis

especificamente.

En este sentido, en el presente trabajo evaluamos la actividad de 14
derivados de Benzimidazoles y 13 derivados de quinolinas, sobre la viabilidad de
promastigotes y amastigotes intracelulares de L. braziliensis. Del mismo modo
determinamos el mecanismo de acciobn molecular de los compuestos

seleccionados, con la finalidad de aportar nuevo conocimiento de base en el
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estudio de compuestos alternativos para el futuro tratamiento de la leishmaniasis

en nuestro pais y el mundo.
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OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL

Tomando en cuenta lo antes planteado, es de nuestro interés evaluar el
efecto de derivados de Quinolinas (CMs) y Benzimidazoles (JCs) sobre la
viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares de Leishmania
braziliensis. Del mismo modo, nos planteamos estudiar el mecanismo de accion
antiparasitario de los compuestos seleccionados, asi como su relacién con la

bioenergética celular y la biosintesis de esteroles en Leishmania braziliensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto citotoxico de CMs y JCs sobre la viabilidad de
promastigotes de Leishmania braziliensis y macréfagos BMDM, mediante
estimaciones con MTT.

2. Evaluar el efecto antiparasitario de CMs y JCs seleccionados, sobre la
viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis, mediante la
realizacion de curvas de crecimiento parasitario in vitro.

3. Determinar el efecto de CMs y JCs seleccionados, sobre el potencial de
membrana mitocondrial de promastigotes de Leishmania braziliensis,
mediante mediciones fluorimétricas con Rodamina 123

4. Determinar el efecto de CMs y JCs seleccionados, sobre la alcalinizacion de
acidocalcisomas de promastigotes de Leishmania braziliensis, mediante

mediaciones fluorimétricas con Naranja de Acridina.
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5. Analizar el efecto de CMs y JCs seleccionados, sobre el contenido de
esteroles libres de promastigotes de Leishmania braziliensis, mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion.

6. Determinar el efecto de CMs y JCs seleccionados, sobre la viabilidad de
amastigotes intracelulares de Leishmania braziliensis, mediante la

realizacion de infecciones experimentales in vitro.
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MATERIALES Y

METODOS



Reactivos

Todas las soluciones se prepararon con reactivos adquiridos en las casas
comerciales SIGMA, Promega, Invitrogen, Gibco B.R.L. y BIO-RAD. Las

soluciones y el material se esterilizaron en un autoclave a 121 °C, 15 libras,

durante 15 minutos.

Fluoréforos

o Rodamina 123 Molecular

o Naranja de Acridina Molecular Probes (Eugene, OR)

Compuestos

e Derivados de Quinolinas

Materiales

Probes (Eugene, OR)

Denominacion del Masa molecular
: Estructura del derivado del derivado
derivado
(gr/mol)
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CM361

HsCO
X
—
NH “ch,

234,29

CM363

Cl

238,71

CM364

222,26

Tabla 1. Estructura de los derivados de quinolinas, sintetizados para este estudio. Amablemente cedidos por

el por el

Santander, Colombia; a cargo del Dr. Vladimir Kouznetsov.

e Derivados de Benzimidazoles

Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular, Escuela de Quimica, Universidad Industrial de

Denominacién del Masa molecular
) Estructura del derivado del derivado
derivado

(gr/mol)
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i
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JC44

331,31

JC46

o]

\\,
i ST e
OH °©

474,44

Tabla 2. Estructuras de los derivados de benzimidazoles, sintetizados para este estudio. Amablemente

cedidos por el Laboratorio de Productos Organicos, Facultad de Farmacia, UCV Venezuela, a cargo del Dr.

Jaime Charris

Parasitos y material biolégico

Género
Especie Cepa Origen
(Subgénero)
Leishmania (V.) braziliensis Bel 4 Venezuela

Tabla 3. Filogenia del parasito utilizado en este estudio.

Ratones BALB/c, 22 -25 gr de peso aproximadamente, obtenidos del Bioterio

del Instituto de Estudios Avanzados (IDEA).
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Métodos

Cultivo celular y evaluacion del efecto CMs y JCs seleccionados, sobre la

viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis.

Los promastigotes de Leishmania braziliensis fueron aislados de lesiones
generadas en ratones BALB/C previamente infectados. Una vez obtenida la
muestra con los pardsitos provenientes de la lesion y en condiciones de total
esterilidad, se procedié a agregarlos en frascos de cultivo (T25) contenientes de:
medio de cultivo (LIT) suplementado con Hemina (20 mg/L), Suero Fetal Bovino
inactivado al 10% y amikacina (0,1 mg/mL), manteniéndose a temperatura

ambiente (29°C).

Ahondando un poco mas en el fundamento de la metodologia, el medio LIT
con Hemina, es un medio de cultivo de parasitos que contiene todos los nutrientes
necesarios para el desarrollo de los mismos. Este medio contiene: una solucion
organica (triptosa 15 gr/L, extracto de levadura 5 gr/L y extracto de higado 2 gr/L)
y una solucion inorganica (CsH1206 4 gr/L, NaCl 9 gr/L, KCI 0,4 gr/L y Na;HPO,
7,5 gr/lL). La amikacina, es un antibidtico que es transportado activamente al
interior del citoplasma por un proceso dependiente de oxigeno. El gradiente
electroquimico trans-membrana aporta la energia para este proceso y el
transporte es acoplado a una bomba de protones. Una vez dentro del citoplasma,
la amikacina se une de manera especifica a la subunidad 30s ribosomal
bacteriana, inhibiendo la sintesis de proteinas a través de varios mecanismos: 1)

interfiere con la iniciacion del complejo ribosomal (70s) durante la formacion del
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péptido; 2) induce de una lectura errénea del RNA mensajero con incorporacion
incorrecta de aminoacidos en el péptido, resultando en una proteina no funcional o
toxica; y 3) produce una separacion de los polisomas en monosomas nho
funcionales. Esta actividad ocurre simultdneamente, siendo el efecto irreversible y
letal solo para las bacterias. (Mella y col. 2004).

Otro componente esencial de este medio de cultivo es el Suero Fetal
Bovino. El mismo, aporta algunos componentes necesarios para los procesos de
division celular, y metabolismo del parésito. Es importante inactivar los factores de
complemento presentes en este suero, ya que interactian con el parasito
afectando gravemente su viabilidad. Para ello, se procede a exponer el suero a
57°C por 45 min.

La preservacion de los parasitos se llevo a cabo mediante congelamiento,
para lo cual se procedi6 a alicuotar el cultivo en fase logaritmica de crecimiento en
tubos estériles y se centrifugo durante 3 minutos a 1,8g. El sedimento, fue
resuspendido entonces en 500ul de mezcla congelante, la cual contenia: 70% de
medio Schneider’s, suplementado con 20% de suero fetal bovino (inactivado) y
10% de dimetil-sulfoxido (DMSO). Finalmente, se preservaron congelados a una
temperatura de -80°C.

Con la finalidad de determinar de manera preliminar la actividad citotéxica
de los compuestos a evaluar, procedimos a realizar el ensayo colorimétrico (MTT).
Se colocaron, en una placa de 96 pozos, 200x10° promastigotes por pozo y se
incubaron a 29 °C por 24 horas. Al transcurrir el tiempo previsto, se agregaron los
compuestos a evaluar en una concentracion Unica de 50uM.
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Se sometieron los parasitos a 50uM de cada compuesto, como
concentracion de corte para realizar una evaluacion preliminar y seleccionar
aquellos compuestos activos sobre promastigotes de L. braziliensis.

Transcurridas 72 horas luego de agregados los compuestos a evaluar, se
afadio MTT (1mg/ml), incubandose por 4 horas, en oscuridad. Finalmente las
células fueron lisadas con isopropanol acidico y la placa fue leida en un
espectrofotobmetro a 530 nm.

Ahondando un poco en el fundamento de esta metodologia; en parasitos
Vivos, se encuentra metabolicamente activa la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa que metaboliza la sal de tetrazolium (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyl tetrazolium bromide) generando como producto cristales de formazan
los cuales, luego de ser solubilizados, pueden ser detectados a 530nm. Este tipo
de reacciones colorimétricas, resultan muy U(tiles para realizar ensayos de
viabilidad celular. La conversidn solo se realiza en células vivas y la cantidad de
formazan producido es proporcional al numero de células presentes (Berridge y
Tan. 1993).

Los compuestos seleccionados por su actividad leishmanicida, fueron
evaluados en términos de su toxicidad sobre macrofagos BMDM, siguiendo la
metodologia explicada anteriormente. Todo esto, con la diferencia que en este
caso, se expusieron los macréfagos a 100, 200 y 300uM de los compuestos
seleccionados.

Basados en las estimaciones con MTT los compuestos seleccionados para
este trabajo especial de grado fueron: CM100 (derivado de quinolina) y JC25
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(derivado de benzimidazol). Seguidamente, estos compuestos fueron evaluados

mediante la construccidn de curvas de crecimiento parasitario in vitro.

Inicialmente, se observaron los parasitos al microscopio, con la finalidad de
percatarnos en qué estado se encontraban éstos y asi descartar cualquier tipo de
contaminacién existente. Luego, se procedidé a realizar una dilucion adecuada de
los parasitos, a fin de obtener un nimero apropiado para su contaje. La dilucién
del cultivo se llevé a cabo en tubos cénicos, a los cuales se les afiadié un volumen
de buffer PBS estéril, y formaldehido al 0,1 mg/mL de concentracion final.
Finalmente se agregd, un volumen adecuado de parasitos (segun la dilucion
estimada) provenientes del cultivo original y se procedio a contar en camara de
Neubauer. La determinacion de la cantidad de parasitos/mL, se realizé a través de

la siguiente formula:

#total de parasitos
4

Par/ml = x factor de dilusion x 10%

Las curvas de crecimiento y dosis respuesta de estos parasitos en
presencia y ausencia del CM100 y JC25, se realizaron de la siguiente manera:
primero, se agregaron 1x10° cel/mL en frascos de cultivo con 5 mL de medio LIT-
hemina, suplementado con suero fetal al 10% inactivado y amikacina 0.1 mg/mL,

segun lo reportado por Serrano-Martin y col. 2006, con modificaciones menores.

Seguidamente, y 24 horas después, se procedié a agregarle a cada
frasco diferentes concentraciones de los compuestos de interés (CM100 y JC25),

disueltos en DMSO (0.1% final), incluyendo un control del experimento al cual no
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se le agregd compuesto alguno. Se realizaron 3 experimentos independientes con
cada concentracion de compuesto, contandose asi cada condicion experimental

por triplicado, por razones estadisticas.

La proliferacion celular se determind diariamente, mediante contaje directo

en camara de Neubauer, hasta alcanzar la fase estacionaria del cultivo.

Con los datos obtenidos a las 72 horas de incubacién (lo cual habitualmente
representa la fase exponencial de crecimiento de los parasitos). Se realiz6 una
curva dosis-respuesta con estos datos y fue posible graficar el titulo relativo de los
parasitos (respecto al control no tratado), contra las concentraciones de

compuesto utilizadas.

Con la construccion de esta curva, se determiné la concentracion efectiva
de cada compuesto que inhibe la proliferaciéon del 50% de la poblacion de los
parasitos en estudio (ECsp). Esta concentracion de compuesto se obtuvo mediante
el método de interpolacion lineal propuesto por Huber y Koella (1993) y la

siguiente formula matematica:

Log (ECso): Log (X1)+ { [(Ya)-(Yo/2)] [Log (Xz)-Log (X1)] }
Y1-Ys

Seguidamente procederemos a explicar la metodologia utilizada para
determinar el mecanismo de accion de cada compuesto seleccionado sobre L.

braziliensis.
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Determinacion del efecto de CM100, sobre el potencial de membrana

mitocondrial en Leishmania braziliensis.

Para la realizacion de este ensayo, utilizamos el fluoréforo Rodamina 123,
el cual presenta un pico maximo en su espectro de excitacion a 488 nM y un pico
maximo en su espectro de emision a 530nM. Este fluoréforo tiene la capacidad de
intercalarse entre las membranas externa e interna de la mitocondria de los
parasitos, lo cual nos permiti6 monitorear las variaciones en el potencial
electrogénico del organelo debido al efecto del CM100. Inicialmente, se tomé del
cultivo 5x10° promastigotes en un tubo cénico, luego se centrifugé el contenido a
600g. Se retir0 el sobrenadante y se resuspendié en 1ml de buffer de carga
(PO4H2K (Fosfato monopotasico) 1/15 M + PO4H;Na, (Fosfato disédico) 1/15 M).
Seguidamente, y bajo las mismas condiciones anteriores, se lavaron los parasitos
dos veces. Se resuspendié en 500ul del buffer de carga y se agrego el fluoroforo a
una concentracion final de 5uM. Se incub6 la muestra a 29°C por 45 min. Esta
temperatura resulta fundamental, ya que a la misma se desarrollan los
promastigotes de esta especie de parasitos en el insecto vector poiquilotermo.
Seguidamente, se centrifugd la muestra a 600g. Se retiro el sobrenadante y se
resuspendio la muestra en 500ul de buffer de carga. Finalmente, se colocé 500uL
de esta solucién de parasitos en una cubeta de cuarzo, de 1mL de capacidad y
4mm de didmetro Optico, para realizar las mediciones correspondientes en un

fluorimetro (Hitachi F-7000) (Serrano-Martin y col. 2009a).

37



Como control del experimento se utilizdé el compuesto FCCP
(carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone, 2uM), el cual activa
corrientes ionicas, despolarizando el potencial de membrana de la mitocondria
mediante la activacion de protones y corrientes de sodio (Na*) (Serrano-Martin y
col. 2009a). Este efecto desestabiliza por completo el potencia electrogénico de la
mitocondria, y fué comparado con el obtenido por el CM100. Este proceso se llevo
a cabo a una temperatura de 29°C. Las condiciones en las cuales se realizaron los

registros fueron: Aext488 Nnmy Aery 530 Nm en un fluorimetro (Hitachi F-7000).

Determinacion del efecto de CM100, sobre la alcalinizacion de

acidocalcisomas en Leishmania braziliensis.

Para realizar estas mediciones se emple¢ el fluoroforo Naranja de Acridina
(NA), el cual tiene la capacidad de acumularse en compartimientos acidicos tales
como acidocalcisomas, de acuerdo con el potencial de H* presente en los mismos.
Para determinar el efecto del CM100 sobre el funcionamiento de los
acidocalcisomas de L. braziliensis, nos basamos en que la acumulacién del
fluoréforo en los acidocalcisomas es medida por la extincion de la fluorescencia
emitida a 530 nm, debida a la dimerizacion del compuesto. Para ello, se lavaron 3
veces los parasitos con el buffer de carga mencionado en la seccion anterior. De
manera similar a la explicada en la metodologia anterior, estos parasitos fueron
cargados con 2uM de Naranja de Acridina durante 5 minutos. La suspension fue
colocada dentro de una cubeta de cuarzo (500ul de volumen final) (Serrano-Martin

y col. 2009a). Una vez iniciada la medicion se permeabilizaron los promastigotes
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utilizando Digitonina (1uM), con la finalidad de permitir el ingreso del fluoréforo,
para posteriormente agregar CM100. Se utilizo como control positivo del
experimento, Nigericina (2uM), el cual es un intercambiador H'/K*, capaz de
alcalinizar por completo los acidocalcisomas, generando con esto, la liberacion
total del fluor6foro hacia el citoplasma. Este proceso se llevé a cabo a una
temperatura de 29°C. Las condiciones en las cuales se realizaron los registros

fueron: Aext488 nmy Aery 530 nm en un fluorimetro (Hitachi F-7000).

Determinacion cualitativa del efecto de JC25, sobre el potencial de

membrana mitocondrial en Leishmania braziliensis.

Para la realizacion de este ensayo, utilizamos el fluoroforo Rodamina 123.
Este fluordforo tiene la capacidad de intercalarse entre las membranas externas e
interna de la mitocondria de los parasitos censando el potencial electrogénico del
organelo, como se explico anteriormente. La metodologia utilizada en este caso,
fue similar a la descrita anteriormente para CM100, con modificaciones menores

(Serrano-Martin y col. 2009b).

Inicialmente, se tomé del cultivo 5x10° promastigotes en un tubo cénico, y
se centrifugd el contenido a 600g. Se retiro el sobrenadante y se resuspendio en
1ml de buffer de carga. Seguidamente, y bajo las mismas condiciones anteriores,
se lavaron los parasitos dos veces. Se resuspendié en 500ul del buffer de carga
mencionado en la seccidn anterior y se agrego el fluor6foro a una concentracion
final de 5uM. Se incubd la muestra a 29°C por 25 min. Seguidamente, se

centrifugd la muestra a 600g. Se retiro el sobrenadante y se resuspendié la
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muestra en 1200ul de buffer de carga. Se coloc6 400uL de esta solucion de
parasitos en tres (3) tubos cénicos, con diferentes condiciones: solucién de
parasitos cargados sin exponerlos a ningun compuesto, solucion de parasitos con
JC25 a una concentracién final de 50 uM y la solucién de parasitos expuestos al
control positivo, FCCP, a una concentracion final de 2 pM (Serrano-Martin y col.

2009h).

Finalmente se colocaron 2 pL de cada condicion en porta objetos, secando
a 29°C, para luego observar la muestra en un microscopio de fluorescencia ZEISS
observer.Z.1. Con este método, determinamos de manera cualitativa, el efecto de
JC25 sobre el potencial electrogénico mitocondrial en promastigotes de

Leishmania braziliensis.

Determinacion cualitativa del efecto de JC25, sobre la alcalinizacion de

acidocalcisomas en Leishmania braziliensis.

Para realizar estas mediciones se empleo el fluoréforo Naranja de Acridina
(NA). La metodologia y fundamento utilizados en este caso, fueron similares a la
descrita anteriormente para CM100, con modificaciones menores. Brevemente, se
lavaron 3 veces los parasitos con el buffer de carga mencionado en la seccién
anterior, estos parasitos fueron cargados con 2uM de Naranja de Acridina durante
5 minutos. La suspension fue dividida en tres (3) porciones, cada uno con
diferentes condiciones: solucion de parasitos cargados sin exponerlos a ningun
compuesto, solucion de parésitos con JC25 a una concentracién final de 50 uM y

la soluciébn de parasitos expuestos al control positivo, Nigericina, a una
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concentracion final de 2 pM. La nigericina es un intercambiador H*/K*, capaz de
alcalinizar estos organelos, generando con esto, la liberacion total del fluoroforo

hacia el citoplasma del parésito (Serrano-Martin y col. 2009a).

Finalmente se colocaron 2 pL de cada condicion en porta objetos, secando
a 29°C, para luego observar en un microscopio de fluorescencia ZEISS
observer.Z1., para luego visualizar el efecto pertinente de cada condicion. Con
este método, observaremos de manera cualitativa, el efecto de JC25 sobre la

alcalinizacion de los acidocalcisomas en promastigotes de Leishmania braziliensis.

Determinacion del efecto del CM100 y JC25, sobre el contenido de esteroles

libres en Leishmania braziliensis.

Inicialmente, se realizd la extraccion de lipidos totales de promastigotes de
L. braziliensis tratados y no tratados con CM100 y JC25. Brevemente, se
realizaron cultivos de promastigotes (50 mL) tratados y no tratados con los
compuestos. Los cultivos se mantuvieron por 5 dias a 29°C. Luego, se
centrifugaron a 720g por 15min, con la finalidad de eliminar el medio de cultivo.
Este procedimiento se repitid 3 veces resuspendiendo el sedimento de parasitos
en 50 mL de solucién PBS. Finalmente, se resuspendio el sedimento en una
solucion Cloroformo-Metanol (2:1) provocando la ruptura de las membranas de los
parasitos y la subsecuente separacion de los lipidos totales (Serrano-Martin y col.

2009a).
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La suspension de lipidos obtenida, fué filtrada y luego concentrada
mediante un rotaevaporador a 60°C, hasta la total evaporacién de la solucién

Cloroformo-Metanol (2:1).

Seguidamente, se procedid a resuspender los lipidos obtenidos en 1 mL de
Cloroformo. Esta muestra fue corrida en una columna de acido silicico (1,5 x 4cm),
con la finalidad de separar los lipidos neutros de los polares. Se procedio luego a
eluir los lipidos neutros de la muestra agregando 3 volimenes de cloroformo.
Finalmente se concentraron las fracciones colectadas a través de un

rotaevaporador a 60°C, hasta la total evaporacion del la solucion de Cloroformo.

Los lipidos neutros que se obtuvieron, fueron resuspendidos en 5 mL de
cloroformo, luego fueron concentrados en atmosfera de Argon, con la finalidad de

prevenir procesos de oxidacion lipidica (Serrano-Martin y col. 2009a).

Finalmente, se procedidé a inyectar 10 pL de cada fraccion obtenida en un
cromatografo de gases (Agilent Technologies 7890A) acoplado a un
espectrometro de masas de alta resolucion (Agilent Technologies 5975C).
Mediante los espectros de gases y masas generados para cada muestra, se
determind la naturaleza, cantidad y subsecuente acumulacién, de los
intermediarios presentes en la ruta de sintesis de 5-dehidroepisterol en los
promastigotes tratados con CM100 y JC25, respecto a los parasitos no expuestos

a compuesto alguno.
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Infeccién de macrofagos BMDM y determinacién del efecto del CM100 y

JC25, sobre amastigotes intracelulares de Leishmania braziliensis

e Obtencion y cultivo de fibroblastos de pulmoén (L-929)

Se sacrificaron ratones BALb/C por dislocacién cervical, extirpAndose
seguidamente ambos pulmones. Los pulmones se colocaron en una capsula de
Petri, lavandose tres (3) veces con solucion PBS. Se transfirieron luego a una
capsula de Petri con medio DMEM alto en glucosa y 20% de suero fetal bovino
(SFB). El tejido se coloc6 en una solucién de dispasa-colagenasa por 30 minutos a
37°C y 5% CO,. Transcurrido ese tiempo, se detuvo la reaccion con suero fetal
bovino, para luego disgregar mecanicamente. La suspension resultante se agrego
en un T-25 y se incub6 a 37°C y 5% de CO, por 48h. Luego de transcurrir este
lapso de tiempo se retird el medio junto con los tejidos no adheridos, agregando
medio DMEM alto en glucosa y 20% de SFB, incubando nuevamente a 37°C y 5%
CO; por 7 dias. Transcurridos este tiempo el medio fue colectado para su posterior

utilizacion como medio condicionado L-929.

e Cultivo de macrofagos de médula 6sea de ratdon (BMDM)

Inicialmente se extrajo el fémur de ratones BALDb/C sacrificados por
dislocacion cervical. Una vez obtenido, se colocé en una placa de Petri con medio
DMEM alto en glucosa y 20% de SFB. EI material 6seo fue seccionado entonces,
extrayéndose la medula Osea de manera mecanica. Las células madres
provenientes de la médula, fueron cultivadas en estas condiciones y en un medio

selectivo denominado BMDM, el cual esta compuesto por: DMEM alto en glucosa,
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20% de SFB y 30% de sobrenadante de células L-929 (fibroblasto de ratbn) como

fuente de factor estimulante del crecimiento de macréfagos (Marim, F. y col. 2010).

¢ Infeccion de macréfagos BMDM

Se preparo una solucion de macréfagos BMDM y promastigotes de L.
braziliensis, en wuna proporcion 1:10, es decir por cada macrofago, 10
promastigotes de L. braziliensis. Posteriormente, se agregaron 60 pL de esta
mezcla sobre vidrios cubre objeto, ubicados en placas de 12 pozos. Para
garantizar el proceso de infeccion y la fijacion de los macréfagos a la superficie,
se incubd por 6 horas a 37°C y 5% de CO;, en camara humeda. Transcurrido este
tiempo, se procedio a agregar a cada pozo las concentraciones de CM100 y JC25
diluidas en 300uL de medio DMEM suplementado, incubandose por 96 horas en
las mismas condiciones comentadas anteriormente. Para monitorear y contabilizar
los macroéfagos infectados y no infectados se utilizo la tincion Giemsa. (Brito, S. y

col., 2006).

Se realizaron diversos controles del ensayo tales como: macréfagos
infectados sin compuesto (control de infeccion del experimento), macréfagos no
infectados sin compuesto (control de la fisiologia de los macréfagos) y macrofagos
no infectados con compuesto (control de la toxicidad de los compuestos sobre la

célula hospedera).

Con los contajes en camara de Neubauer que se obtuvieron a las 96 horas
luego de agregados los compuestos, se procedié a elaborar una curva dosis-

respuesta que expresa: (a) porcentaje total de macrofagos, (b) porcentaje de
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macroéfagos infectados y (¢) nUmero de amastigotes por macrofago; todos estos,

respecto a concentraciones crecientes de los compuestos seleccionados.
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RESULTADOS



Capitulo I: Evaluacion del efecto in vitro de
derivados de Quinolinas (CMs) sobre la viabilidad
de Leishmania braziliensis.
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l.1.- Evaluacion del efecto de CMs sobre promastigotes de Leishmania

braziliensis, mediante MTT.

Poblaciones de promastigotes de esta especie de parasitos fueron
expuestos a una concentracion Unica de 50uM de cada derivado, con la finalidad
de evaluar la actividad parasiticida, mediante MTT. Los compuestos seleccionados
para las siguientes fases de estudio fueron aquellos que inhibieron la proliferacién
celular en un 50% o méas, comparado con el control sin droga. Seguidamente, los
compuestos seleccionados fueron evaluados sobre macr6fagos BMDM (en
concentraciones de 100, 200 y 300uM), con la finalidad de comprobar la inocuidad
de los mismos sobre la célula hospedera. EI compuesto seleccionado en estas
evaluaciones se muestra en la tabla 4. Cabe destacar, que para fases siguientes,
fue seleccionado el derivado CM100 por poseer alta actividad antiparasitaria, alta
inocuidad sobre la célula hospedera asi como buenas condiciones de solubilidad y

estabilidad en el tiempo.

[.2.- Evaluacion del efecto de CM100 sobre promastigotes de Leishmania

braziliensis, curvas de crecimiento.

Poblaciones de promastigotes de esta especie de parasitos fueron
expuestos a diversas concentraciones de CM100 determinandose su viabilidad
diaria por 5 dias, a través de contaje directo (por triplicado cada condicién) con
camara de Neubauer, respecto a una poblacion de parasitos control no expuestos
a droga alguna. Los resultados muestran (figura 8A) un efecto dosis dependiente

de los parasitos hacia las concentraciones crecientes de CM100. Con los datos de
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contaje a las 72h de cultivo (fase exponencial), se construyd una curva dosis
respuesta. Con la construccion de esta curva, fue posible determinar la
concentracion de CM100 capaz de inhibir el 50% de la poblacion celular en cultivo

ECso: 5,8uM (figura 8B).

EC;, EC,,
Droga L. Braziliensis | Macrofagos

(uM) (nM)
CM 110 = 50 = 100
CM 147 > 50 -
CM148 > 50 -
CM 149 = 50 -
CM 151 > 50 -
CM 152 = 50 -
CM 282 > 50 -
CM 300 > 50 -
CM 360 > 50 -
CM 361 = 50 -
CM 363 > 50 -
CM 364 = 50 -

Tabla 4. Actividad citotéxica de los compuestos derivados de quinolinas (CMs). Derivados de quinolinas
evaluados sobre la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis, mediante MTT. Compuesto seleccionado
para siguiente fase de estudio, CM100. Compuestos con ECso estimados sobre 50uM, fueron obviados para
siguientes fases de estudio.
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Figura 8: susceptibilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis a CM100. Poblaciones de
promastigotes de L. braziliensis fueron expuestas a concentraciones crecientes de CM100. (A) Curva de
crecimiento. Cada condicion, fue contada en cdmara de Neubauer por triplicado. (B). Curva dosis-respuesta.
Se realiz6 una curva dosis-respuesta con los datos de 72h luego de agregada el compuesto. ECso: 5,8 (£
2uM).
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|.3.- Determinacion del efecto del CM100 sobre el potencial electrogénico

mitocondrial en promastigotes de Leishmania braziliensis.

Con la finalidad de observar cual de los organelos intracelulares fué
afectado por el compuesto, se cargaron promastigotes de esta especie de
parasitos con el fluor6foro especifico de mitocondrias Rodamina 123, el cual
funciona como un sensor del potencial electroquimico de esta organela. La figura
9A muestra que el CM100 desestabilizé el potencial electrogénico mitocondrial en
promastigotes de Leishmania braziliensis. Este efecto fue similar al generado por
FCCP el cual es un protonéforo clasico, desacoplante de la cadena transportadora
de electrones de la fosforiliacion oxidativa mitocondrial. En la figura 9B, se observa
el efecto del FCCP, que es un protonoforo que censa las variaciones del potencial
electrogénico, y al agregar el JC25 no se generd ninguna respuesta alterna, a la

provocada por el control positivo.

l.4.- Determinacion del efecto del CM100 sobre acidocalcisomas en
Leishmania braziliensis

Con la finalidad de observar el efecto del CM100 sobre el funcionamiento
de los acidocalcisomas de L. braziliensis, se cargaron promastigotes de esta
especie de parasitos con el fluoréforo naranja de acridina. Recordemos, que este
fluoréforo tiene la propiedad de acumularse en compartimientos acidicos, de
acuerdo con el potencial de H* presente en los mismos y que la acumulacion de la
naranja de acridina en los acidocalcisomas es medida por la extincion de la

fluorescencia emitida a 530 nm, debida a la dimerizacion del compuesto.
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Figura 9: efecto de CM100 sobre el potencial electroquimico de promastigotes de Leishmania
braziliensis. Paréasitos incubados en presencia de Rodamina 123 por 45 min. Células levemente
permeabilizadas con digitonina (DIG) 1uM. (A) efecto de la adicién de CM100 (5,8uM)-FCCP (1uM) sobre el
potencial electroquimico mitocondrial. (B) efecto de la adicion de FCCP (1uM)-CM100 (5,8uM) sobre el

potencial electroquimico mitocondrial. Pardmetro determinado fluorimétricamente, como se comentd
anteriormente.
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La figura 10A muestra que el CM100 generd una rpida alcalinizacion de
los acidocalcisomas. Se observa, que la alcalinizacion generada por el CM100 es
completa, debido a que al agregar nigericina, el cual es un intercambiador H*/K",
capaz de alcalinizar estos organelos, no se genera ninguna respuesta adicional.
En la figura 10B, se observa el efecto de la nigericina en primera instancia, que
alcaliniza completamente los acidocalcisomas, y al agregar el CM100 no se
generd ninguna respuesta alterna, corroborandose con esto el comportamiento

anterior.

|.5 Determinacion del efecto del CM100 sobre la biosintesis de esteroles

libres en promastigotes de Leishmania braziliensis.

Con la finalidad de evaluar el efecto del CM100 sobre la biosintesis de
esteroles libres de Leishmania braziliensis (figura 11), las fracciones de lipidos
neutros de promastigotes tratados y no tratados con CM100, fueron analizadas en
un cromatografo de gases acoplado a un espectrOmetro de masas de alta
resolucién. Luego de estudiar estas fracciones en promastigotes no expuestos a la
droga (tabla 5), nos fue posible determinar que las cantidades naturales del
intermediario escualeno eran de 22,7% y del producto final de esta ruta para
Leishmania braziliensis, 5-dehidroepisterol, eran de 63,7%. Se pudo determinar
gue el CM100 5,8 uM (ECsp, determinado en promastigotes en cultivo) genero la
acumulacion del intermediario escualeno en un 64,3% (tabla 5), en conjunto con

una disminucién de la produccién del producto final 5-dehidroepisterol (25,1%).
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Figura 10: efecto del CM100 sobre la alcalinizacion de acidocalcisomas en promastigotes de
Leishmania braziliensis. Paréasitos incubados en presencia de Naranja de Acridina por 5 min. (A) efecto de
la adicion del CM100(5,8uM) - nigericina(2uM) sobre los niveles acidicos de los acidocalcisomas. (B) efecto
de la adicion de nigericina(2uM) - CM100(5,8uM) sobre los niveles acidicos de los acidocalcisomas.

Pardmetro determinado fluorimétricamente segun lo comentado en Materiales y Métodos.
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Figura 11: fragmento de la ruta de biosintesis de esteroles libres en Leishmania spp. (Serrano-Martin y
col. 2009b).
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Tiempo % de masa luego del
Esteroles de tratamiento con:
retencion
Control CM100 (5,8uM)
Colesterol exdgeno 24,2 13,6 10,6
14-methyl Endégeno
20,5 22,7 64,3
Escualeno
14-desmethyl Endégeno
Ergosta-5,7,24(24%)-trien- 3R-ol
(5-dehydroepisterol) 28,9 63,7 25,1
mc\r;f\/« |,cu, Hﬁ\r{;\ /\\T,cHa H,c»/JT‘: o
% \R AN e gl L
~J & | / N ﬂ\ , C-8lIsomerasa ,xﬁ]\ Fj’
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Tabla 5: efecto del CM100 sobre la biosintesis de esteroles libres en promastigotes de Leishmania

braziliensis. Porcentajes de masas del intermediario escualeno y 5-dehidroepisterol en esta ruta biosintética.

Promastigotes control y expuestos a CM100, 5,8uM. Pardmetros determinados mediante cromatografia de

gases acoplado a un espectrometria de masas de alta resolucion.
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l.6.- Determinacion del efecto del CM100 sobre amastigotes intracelulares de
Leishmania braziliensis.

Con la finalidad de determinar el efecto de este compuesto sobre el estadio
quimioterapéuticamente importante de la leishmaniasis (amastigote intracelular),
se procedié a infectar macréfagos BMDM con promastigotes de Leishmania
braziliensis en una proporcion de 10 promastigotes por cada macr6fago en cultivo,
evaluandose el efecto de diversas concentraciones de CM100 sobre: a) porcentaje
de macrofagos infectados y b) numero de amastigotes por macréfago. Con la
construccion de una curva dosis-respuesta, fue posible observar la existencia de
un efecto dosis-dependiente sobre el porcentaje de macréfagos infectados y sobre
la cantidad de amastigotes por macréfago. Se determind que la concentracion
efectiva de CM100 necesaria para eliminar el 50% de los amastigotes
intracelulares fue de 20,2uM (figura 12). De la misma manera observamos que el
CM100 no afecta la viabilidad de los macréfagos en cultivo, siendo el efecto

netamente contra los amastigotes.
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ECso: 20,2 (£2uM)
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Figura 12: efecto del CM100 sobre la viabilidad de amastigotes intracelulares de Leishmania
braziliensis. Macr6fagos BMDM infectados con amastigotes de L. braziliensis en una proporcién 1:10.
Porcentaje de macréfagos infectados, N° de amastigotes/macréfago y porcentaje total de macréfagos
determinados a las 72 horas post-tratamiento. ECso: 20,2 uM. Se realiz6 un conteo directo a través de la

camara de Neubauer por triplicado.
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Capitulo II: Evaluacion del efecto in vitro de JCs
sobre la viabilidad de Leishmania braziliensis.
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En la seccion anterior demostramos que el CM100: genera un efecto dosis
dependiente sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares de
Leishmania braziliensis, afecta la bioenergética parasitaria, perturbando el
funcionamiento de mitocondria y acidocalcisomas, y que ademas, genera la
inhibicion de la biosintesis de esteroles libres en promastigotes de esta especie de
parasitos, afectando la actividad de la enzima escualeno epoxidasa.
Seguidamente, evaluamos el efecto de derivado de benzimidazol, sobre la
viabilidad de L. braziliensis.

[I.1.- Evaluacion del efecto de JCs sobre promastigotes de Leishmania
braziliensis, mediante MTT.

Poblaciones de promastigotes de esta especie de parasitos fueron
expuestos a una concentracion unica de 50uM de cada derivado de benzimidazol,
con la finalidad de evaluar la actividad parasiticida, mediante MTT. Los
compuestos seleccionados para las siguientes fases fueron aquellos que
inhibieron la proliferacion celular en un 50% o mas, comparado con el control sin
droga. Inmediatamente, los compuestos seleccionados fueron evaluados sobre
macrofagos BMDM (en concentraciones de 100, 200 y 300uM), con la finalidad de
comprobar la inocuidad de los mismos sobre la célula hospedera. EI compuesto
seleccionado se muestra en la tabla 6. Es importante tener en cuenta, que para
fases siguientes, fue seleccionado el derivado JC25 por poseer alta actividad
parasitaria, alta inocuidad sobre la célula hospedera y buenas condiciones de

solubilidad y estabilidad en el tiempo.
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ECsp E(!:r»u
Droga L. Braziliensis | Macrofagos
(uM) (nM)
IC15 < 50 > 100
IC16 =50 ]
1C19 >50 ]
JC25 < 50 = 300
1027 >50 _
128 =50 ]
131 =50 _
1C35 =50 _
142 =50 ]
143 =50 _
1C44 =50 ]
1C46 =50 _
3CS0 =50 ]
1CS3 =50 _

obviados para siguientes fases de estudio.

[I.2.- Evaluacién de la susceptibilidad a JC25 en promastigotes de

Tabla 6. Actividad citotdéxica de los compuestos derivados de benzimidazol (JCs). Derivados de
benzimidazol evaluados sobre la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis, mediante MTT. Compuesto
seleccionado para siguientes fases de estudio, JC25. Compuestos con ECsg estimados sobre 50uM, fueron

Leishmania braziliensis, curvas de crecimiento.

Con la finalidad de determinar el efecto del JC25 sobre promastigotes de
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esta especie de parasitos, fueron expuestos a diversas concentraciones crecientes
de JC25, determinandose su viabilidad diariamente durante 5 dias y a través de

contaje directo con camara de Neubauer, comparandose con una poblacién de
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Figura 13: susceptibilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis a JC25. Poblaciones de
promastigotes de L. braziliensis fueron expuestas a concentraciones crecientes de JC25. (A) Curva de
crecimiento. Cada condicion fue contada en camara de Neubauer por triplicado. (B). Curva dosis-respuesta.
Se realiz6 un a curva dosis-respuesta con los datos de 72h luego de agregado el compuesto. ECs¢:56 (+ 3uM).
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parasitos control no expuestos a droga alguna. Los resultados muestran (figura
13A) un efecto dosis dependiente de los parasitos hacia las concentraciones
crecientes de JC25. Con los datos de contaje a las 72h de cultivo (fase
exponencial), se construy6 una curva dosis respuesta. Con la construccion de esta
curva, fue posible determinar la concentracion de JC25 capaz de inhibir el 50% de

la poblacién celular en cultivo (ECsp): 56uM (figura 13B).

II.3.- Determinacion cualitativa del efecto del JC25 sobre el potencial
electrogénico mitocondrial y acidocalcisomas en promastigotes de

Leishmania braziliensis.

Mediante microscopia de fluorescencia, se evalué de manera cualitativa el
potencial de membrana mitocondrial y la alcalinizacion de los acidocalcisomas en

promastigotes de Leishmania braziliensis, expuestos a JC25.

Podemos observar entonces, que el JC25 a una concentracion de 56uM
(figura 14) afecto el potencial electrogénico mitocondrial, de manera similar al
efecto generado por FCCP (conocido como un protonéforo desacoplante de la
cadena transportadora de electrones de la fosforilacion oxidativa mitocondrial en

tripanosomatideos).

De igual forma, observamos que el JC25 a una concentracion de 56 uM
(figura 15) afecto los niveles de acidez en acidocalcisomas, efecto este, similar al
generado por nigericina (intercambiador H*/K*, conocido por generar alcalinizacion

total de acidocalcisomas en tripanosomatideos).
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CONTROL JC25 FCCP

Figura 14. Determinacién cualitativa del efecto del JC25 sobre el potencial electrogénico mitocondrial
en promastigotes de Leishmania braziliensis. Parasitos incubados en presencia de Rodamina 123 por 45
min. CONTROL (parasitos cargados, sin compuesto), JC25 (parasitos cargados + JC25, 56 uM), FCCP
(parasitos cargados + FCCP, 2uM).

CONTROL JC25 Nig

Figura 15. Determinacién cualitativa del efecto del JC15 sobre la alcalinizacion de acidocalcisomas en
promastigotes de Leishmania braziliensis. Parasitos incubados en presencia de Naranja de Acridina por 5
min. CONTROL (parasitos cargados, sin compuesto), JC25 (parasitos cargados + JC25, 56 uM), Nigericina
(parasitos cargados + Nig, 2uM).
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Los valores de porcentaje de masas control (promastigotes no expuestos a
la droga) para el intermediario escualeno fue 22,7%, mientras que para el 5-
dehidroepisterol fue 63,7% (tabla 7). Demostramos entonces que al exponer
poblaciones de promastigotes en cultivo a 56uM JC25 por 5 dias, se genero la
acumulacién de escualeno en un 73,2% disminuyendo drasticamente el porcentaje
de masa del producto final 5-dehidroepisterol 16,2% (tabla 7).

II.5.- Determinacion del efecto del JC25 sobre amastigotes intracelulares de
Leishmania braziliensis.

Con la finalidad de determinar el efecto de este compuesto sobre el estadio
guimioterapéuticamente importante de la leishmaniasis (amastigote intracelular),
se procedido a infectar macrofagos de la linea BMDM con promastigotes de
Leishmania braziliensis en una proporcion de 10 promastigotes por macrofago en
cultivo, evaluandose el efecto de diversas concentraciones de JC25 sobre: a)

porcentaje de macrofagos infectados y b) nUmero de amastigotes por macréfago.

Con la construccion de una curva dosis-respuesta, se determind que la
concentracion efectiva de JC25 necesaria para eliminar el 50% de los amastigotes
intracelulares fue 12,78 uM (figura 16). De igual forma, observamos en la figura
16, que el JC25 no afecta la viabilidad de los macrofagos en cultivo, siendo el

efecto netamente contra los amastigotes.
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Tiempo % de masa luego del

Esteroles de tratamiento con:

retencioén

Control CM100 (56uM)

Colesterol exdgeno 24,2 13,6 10,6

14-methyl Endégeno

20,5 22,7 73,2
Escualeno

14-desmethyl Endégeno
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Tabla 7: efecto del JC25 sobre la biosintesis de esteroles libres en promastigotes de Leishmania
braziliensis. Porcentajes de masas del intermediario escualeno y 5-dehidroepisterol de esta ruta biosintética.
Promastigotes control y expuestos a JC25, 56uM. Parametros determinados mediante cromatografia de
gases acoplado a un espectrometria de masas de alta resolucién.
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ECso: 12,78 (£ 1uM)
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Figura 16: efecto del JC25 sobre la viabilidad de amastigotes intracelulares de Leishmania braziliensis.
Macréfagos BMDM infectados con amastigotes de L. braziliensis en una proporcion 1:10. Porcentaje de
macréfagos infectados, N° de amastigotes por macréfago y porcentaje total de macréfagos determinados a las
72 horas post-tratamiento. ECso: 12,78 uM. Se realizé un conteo directo a través de la camara de Neubauer

por triplicado.
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DISCUSION



A pesar de la actual existencia de algunas alternativas y estudios
prometedores, el hecho concreto es que, hasta el momento, no existen vacunas
efectivas contra la leishmaniasis y el arsenal quimioterapéutico de primera linea
utiizado para el tratamiento de esta enfermedad, basado en el uso de
antimoniales pentavalentes como el Glucantime y el Pentostan, ha resultado ser
realmente insuficiente para el tratamiento de este problema de salud publica. Entre
otras desventajas del uso de los antimoniales pentavalentes estan: la generacion
de graves efectos adversos a nivel cardiaco, renal y hepatico, su via de
administracion parenteral, los largos periodos de tratamiento y el desarrollo de
resistencia a los farmacos. Estos argumentos, son evidencia de la inmediata
necesidad de adelantar investigaciones, en términos de validar nuevos blancos de
drogas en tripanosomatideos como Leishmania braziliensis, que permitan ensayar
el efecto de compuestos alternativos, econdmicos y seguros que comprometan de
manera directa la viabilidad de este parasito, afectando en el menor grado posible

la viabilidad del organismo infectado.

En este sentido, hemos estudiado el efecto in vitro de 13 derivados de
Quinolinas y 14 derivados de Benzimidazol sobre la viabilidad de Leishmania
braziliensis y su célula hospedera (macréfagos BMDM). Ademas investigamos
acerca del mecanismo de accién de estos compuestos y su posible relacion con la

bioenergética celular y la biosintesis de esteroles en estos parasitos.

En el capitulo I, evaluamos el efecto del derivado de Quinolina CM100,

sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares de L. braziliensis.
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Mediante evaluaciones con MTT determinamos que de los 13 derivados de
Quinolinas (tabla 4), el compuesto CM100 fue al menos 4 veces mas potente
sobre la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis que sobre su célula
hospedera (macréfagos BMDM), ademas de poseer las mejores caracteristicas de
solubilidad y estabilidad en el tiempo. Basados en estas razones, escogimos al

CM100 (figura 17) como el derivado Quinolinico a evaluar en siguientes fases de

HsC N
—
N

Figura 17. Estructura del derivado de quinolina CM100. Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular,

estudios.

Escuela de Quimica, Universidad Industrial de Santander, Colombia; a cargo del Dr. Vladimir Kouznetsov.

De este modo y mediante la construccion de curvas de crecimiento fue
posible determinar que el CM100 generé un efecto dosis-dependiente sobre la
viabilidad de promastigotes de L. braziliensis, mostrando un valor de ECso: 5,8uM
(figura 9). Este comportamiento resultd similar al reportado para el derivado
Quinolinico sitamaquina, el cual demostré tener actividad leishmanicida (ECso:
5,7uM), sobre promastigotes de esta especie de parasitos. (Garnier y col. 2007).
Duenas-Romero y col. 2007, proponen que la sitamaquina por ser un compuesto
aromatico cargado positivamente, interactta directamente con las cadenas alkil de

la membrana fososlipidica de los promastigotes, ingresando al interior de los
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mismos y generando el efecto antiparasitario. Lo anterior representaria, una
posible explicaciébn del mecanismo mediante el cual el CM100 afecta la viabilidad

de promastigotes de L. braziliensis.

En otro orden de ideas, una de las caracteristicas representativas del
CM100 es la presencia de una sustitucion en el carbono 2 de su anillo aromético.
Se ha descrito en la bibliografia, que este tipo de sustituciones, son esenciales
para la actividad leishmanicida de los derivados quinolinicos (Fakhfakh y col.
2003; Fournet y col. 1996; Fournet y col. 1994). De hecho, Fakhfakh y col. (2003),
demuestran que una serie de derivados quinolinicos con sustituciones en el
carbono 2, afectaron gravemente la viabilidad de promastigotes de L. donovani

con un ECso de 3 pM.

Este estudio representaria una segunda evidencia que sustente, la actividad

del derivado de quinolina CM100 sobre promastigotes de L. braziliensis.

Teniendo en cuenta que el derivado quinolinico sitamaquina induce un
rapido colapso en el potencial de membrana mitocondrial (Vercesi y Docampo.
1992), y una extensiva alcalinizacion de los acidocalcisomas en promastigotes de
L. donovani (Vercesi y col. 2000); en el presente estudio evaluamos el efecto del
CM100 sobre el funcionamiento de estos dos importantes organelos en L.

braziliensis.

En este sentido, demostramos que el CM100 afectd gravemente el
potencial electrogénico mitocondrial de esta especie de parasitos (figura 10) ya

gue fue capaz de simular el efecto del protondforo FCCP, induciendo la liberacién
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de rodamina 123 desde la membrana interna de la mitocondria, como producto del
colapso en el potencial electrogénico de esta organela. Lugue-Ortega y col. 2001
reportaron que el derivado de quinolina naftoquinona, genera una alteracion en el
potencial de membrana mitocondrial en Leishmania spp., lo cual se tradujo en un

potente efecto sobre la viabilidad de parasitos de este género.

Seguidamente, demostramos que el CM100 es capaz de afectar el normal
funcionamiento de otros importantes organelos caracteristicos de
tripanosomatideos, como lo son los acidocalcisomas. Los resultados muestran que
el CM100 induce una rapida alcalinizacion de los acidocalcisomas (figura 11),
similar a la generada por nigericina, intercambiador H*/K" electroneutro conocido
por su capacidad de alcalinizar los acidocalcisomas de estos parasitos. (Docampo
y col. 1995; Docampo y Moreno. 2001). Vercesi y col. 2000, demostraron que la
sitamaquina genera una total alcalinizacion de acidocalcisomas afectando

gravemente la viabilidad de promastigotes de L. tropica.

No obstante, en nuestro caso la afectacion del normal funcionamiento de la
mitocondria y acidocalcisomas, como principales fuentes bioenergéticas de estos
parasitos, explicarian en parte el potente efecto que tiene el CM100 sobre la

viabilidad de Leishmania braziliensis.

En términos de seguir sustentando el efecto observado por el CM100 sobre
la viabilidad de L. braziliensis, indagamos otros posibles mecanismos de accion,
los cuales en conjunto, nos permitieran explicar la accion leishmanicida

observada.
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Nos propusimos entonces, determinar el efecto del CM100 sobre la

biosintesis de esteroles libres de Leishmania braziliensis.

En este sentido (tabla 5), determinamos que promastigotes no tratados
presentaron niveles de 5-dehidroepisterol del 63,7%, y del intermediario escualeno
de 22,7%, los cuales son similares a los reportados anteriormente para este
género de parasitos (Rodrigues, C.F. y col. 2002). Interesante fue el hecho que los
parasitos expuestos a CM100 mostraron una disminucién en los niveles de 5-
dehidroepisterol 25,1% y una acumulacion de escualeno del 64,3%. Lo anterior
sugiere que este compuesto afecto la actividad de la enzima escualeno epoxidasa
implicada en la ruta de sintesis de 5-dehidroepisterol en Leishmania spp (tabla 5y

figura 12).

Teniendo en cuenta que la escualeno epoxidasa es esencial en la ruta de
biosintesis de 5-dehidroepisterol en Leishmania spp. (Urbina y Docampo. 2003),
este resultado representa otro argumento que sostiene el potente efecto del

CM100 sobre la viabilidad de Leishmania braziliensis.

Interesante fue el hecho que el CM100 afectara la viabilidad de amastigotes
intracelulares de esta especie de parasitos, el cual, es el estadio clinicamente
importante de la leishmaniasis. En este sentido, determinamos que el CM100
afectd la viabilidad de amastigotes intracelulares de manera dosis-dependiente,
con un valor de ECso: 20,2 uM (figura 13), sin afectar la viabilidad de la célula
hospedera (macréfagos BMDM). Vennestrom y col. 1990, reportaron actividades

similares para el derivado de Quinolina Berberina, el cual afectd la viabilidad de
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amastigotes intracelulares de L. donovani y L. panamensis mostrando valores de

EC50: 25 |J.|V|

Si bien es cierto que la actividad del CM100 sobre amastigotes
intracelulares de L. braziliensis es similar a algunas otras reportadas en la
literatura y comentadas anteriormente, también es cierto que el CM100 resulté ser
menos efectivo sobre este estadio parasitario (EC50: 20,2uM) que sobre
promastigotes (EC50: 5,8uM). Esta clase de fendémeno, es explicado por
Tempone y col. 2001, basado en los siguientes argumentos: a) una baja tasa de
consumo de compuestos con estructuras quinolinicas por los macréfagos, con una
subsecuente baja concentracion de compuesto que alcanza a las vacuolas
parasitoforas; b) la inactivacion de los compuestos Quinolinicos dentro de los
macrofagos y/o c¢) las diferencias metabdlicas de los amastigotes, tales como las
enzimas del sistema antioxidante, entre otras que podrian inactivar los
compuestos. Basados en estas evidencias, seria interesante evaluar el efecto de
derivados Quinolinicos con otras sustituciones puntuales, que afecten en mayor

grado la viabilidad de amastigotes intracelulares de L. braziliensis.

En el capitulo Il de este trabajo evaluamos la actividad leishmanicida de 14

derivados de benzimidazol, sobre promastigotes y amastigotes de L. braziliensis.

Se ha reportado que derivados de benzimidazol afectan tanto la viabilidad,
como la biosintesis de esteroles de epimastigotes de T. cruzi (Merlino y col. 2012).

Sin embargo, no se conoce la relacién del efecto de los benzimidazoles sobre la
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bioenergética celular y/o la biosintesis de esteroles sobre el también

tripanosomatideo Leishmania braziliensis.

En este orden de ideas, evaluamos el efecto del derivado de Benzimidazol
JC25, sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares de L.
braziliensis. Similar a lo explicado en la seccidn anterior, mediante evaluaciones
con MTT determinamos que de los 14 derivados de Benzimidazol (tabla 6), el
compuesto JC25 fue al menos 6 veces mas potente sobre la viabilidad de
promastigotes de L. braziliensis que sobre su célula hospedera (macrofagos
BMDM), ademas de poseer las mejores caracteristicas de solubilidad y estabilidad
en el tiempo. Basados en estas razones, escogimos al JC25 (figura 18) como el

derivado de Benzimidazol a evaluar en siguientes fases de estudios.
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Figura 18. Estructura del derivado de benzimidazol JC25. Laboratorio de Productos Orgénicos, Facultad
de Farmacia, UCV Venezuela, a cargo del Dr. Jaime Charris.

Inicialmente, determinamos que el compuesto JC25 generd un efecto dosis-
dependiente sobre la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis, mostrando un
valor de ECsp: 56 uM (figura 14). Este resultado es similar al reportado por Boiani y

col. 2009, los cuales demostraron que el derivado de benzimidazol (2H-
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benzimidazole 1,3-dioxide) afectaba la viabilidad de promastigotes L. braziliensis

con un valor de ECsp: 55uM.

Con la finalidad de determinar los posibles mecanismos de accidon mediante
los cuales el JC25 afectaba la viabilidad de L. braziliensis, exploramos el efecto
del compuesto sobre la bioenergética celular y la biosintesis de esteroles de esta
especie de parasitos. Teniendo en cuenta que no existe reportes bibliograficos del
efecto de derivado de benzimidazol sobre mitocondria y acidocalcisoma de
Leishmania spp., inicialmente demostramos de manera cualitativa, que el JC25
afectaba el normal funcionamiento de la mitocondria y los acidocalcisomas de L.
braziliensis, organelos fundamentales en el aporte energético y fisioldgico de estos
parasitos. En este sentido, el JC25 fue capaz de simular el efecto del protonéforo
clasico FCCP, generando un aparente colapso en el potencial electrogénico de
esta organela (figura 15). Esta evidencia, concuerda con lo reportado por Vercesi y
Docampo. 1992, los cuales demuestran que la diamidina Pentamidina
desestabiliza el potencial electrogénico mitocondrial de L. donovani, afectando

gravemente su viabilidad.

Seguidamente, demostramos de manera cualitativa que el JC25 afecto los
niveles normales de acidez de los acidocalcisomas en L. braziliensis. Los
resultados muestran que el JC25 aparentemente alcaliniza los acidocalcisomas de
promastigotes de L. braziliensis, efecto similar al generado por Nigericina,
intercambiador H*/K" electroneutro conocido por su capacidad de alcalinizar los

acidocalcisomas de estos parasitos (figura 16). Un comportamiento similar fue
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reportado por Serrano-Martin y col. 2009a, los cuales determinaron que el
antiarritmico tipo Ill amiodarona, alcalinizaba los acidocalcisomas de L. mexicana,

afectando gravemente su viabilidad.

Es importante resaltar que el derivado JC25 presenta una coloracion
oscura, lo cual dificulta su empleo en evaluaciones fluorimétricas (alta interferencia
con la fluorescencia). Por ende, seria interesante para futuros estudios explorar
nuevas metodologias, como por ejemplo Citrometria de flujo, de modo tal que sea

posible determinar este tipo de efectos de manera cuantitativa.

Sin embargo, en nuestro caso la afectacion del funcionamiento normal de la
mitocondria y acidocalcisomas, como principales fuentes bioenergéticas de estos
parasitos, explicarian en parte el potente efecto que tiene el JC25 sobre la

viabilidad de Leishmania braziliensis.

Seguidamente, evaluamos otros posibles mecanismos de accion los cuales
en conjunto, nos permitieran explicar la accion leishmanicida observada. En este
sentido, determinamos que promastigotes no tratados con JC25 presentaron
niveles de 5-dehidroepisterol del 63,7%, y del intermediario escualeno de 22,7%,
los cuales son similares a los reportados anteriormente para este género de
parasitos (Rodrigues y col. 2002). En la tabla 7 es posible observar que los
parasitos expuestos a JC25 mostraron una drastica disminucion en los niveles de
5-dehidroepisterol 16,2%, asi como una acumulacién del intermediario escualeno
del 73,2%. Lo anterior sugiere que el JC25 afecté la actividad de la enzima

escualeno epoxidasa esencial en la ruta de sintesis de 5-dehidroepisterol en
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Leishmania spp (tabla 7 y figura 12). Actualmente en la bibliografia, no existe
ninguan reporte referente al efecto de derivados de Benzimidazoles sobre la ruta
de biosintesis de esteroles en Leishmania spp; sin embargo, nuestro grupo de
investigacion determin6 que de manera similar a este estudio, la amiodarona
afecta la actividad de la enzima escualeno epoxidasa en promastigotes de L.
mexicana, traduciéndose en un potente efecto sobre su viabilidad (Serrano-Martin

y col. 2009a).

Considerando que la enzima escualeno epoxidasa es esencial en la ruta de
biosintesis de 5-dehidroepisterol de Leishmania spp. (Urbina y Docampo. 2003),
la capacidad del JC25 para afectar la actividad de esta enzima podria representar
un segundo argumento para explicar su potente efecto sobre la viabilidad de

Leishmania braziliensis.

Finalmente demostramos que el JC25 afectara notablemente la viabilidad
de amastigotes intracelulares de L. braziliensis, el cual es el estadio clinicamente
importante de la Leishmaniasis. Los resultados muestran que el JC25 fue al
menos 4,38 veces mas potente sobre este estadio (ECsp: 12,78 uM) que sobre
promastigotes libres (ECso: 56 uM), sin afectar ademas la viabilidad de su célula

hospedera (macrofagos BMDM).

Este potente efecto demostrado sobre amastigotes intracelulares de L.
braziliensis, resulta importante en términos de adelantar nuevas evaluaciones con
modelos biolégicos mas avanzados para Leishmaniasis como o son ratones

BALDb/c infectados (estudios in vivo).
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En conclusién, el presente trabajo nos permitié demostrar que tanto CM100
como JC25 afectan la viabilidad promastigotes y amastigotes intracelulares de L.
braziliensis, de manera multifactorial: (1) desestabilizando el potencial
electrogénico mitocondrial y alcalinizando acidocalcisomas (bioenergética celular
del parésito) y (2) afectando la actividad de la enzima escualeno epoxidasa,
generando con esto el bloqueo de la biosintesis de 5-dehidroepisterol, esencial

para la sobrevivencia del parasito.
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CONCLUSIONES



Luego de la realizacidén del presente trabajo especial de grado, fue posible

llegar a las siguientes conclusiones generales:

1.- El derivado de quinolina CM100 afect6 la viabilidad de promastigotes de L.

braziliensis a un ECsg: 5,8uM.

2.- CM100 actu6 a dos niveles distintos sobre la viabilidad de promastigotes de L.

braziliensis:

e Destabilizd el potencial electrogénico mitocondrial y alcalinizé los

acidocalcisomas de dichos parasitos.

e Afecto la actividad de la enzima escualeno epoxidasa esencial en la ruta

de sintesis de 5-dehidroepisterol en Leishmania spp.

3.- CM100 afecto la viabilidad de amastigotes intracelulares de manera dosis-
dependiente, con un valor de ECso: 20,2 pM, sin afectar la viabilidad de la célula

hospedera (macrofagos BMDM).

4.- El derivado de benzimidazol JC25 afecto la viabilidad de promastigotes de L.

braziliensis a un ECsg: 56uM.

5.- JC25 actud a dos niveles distintos sobre la viabilidad de promastigotes de L.

braziliensis:

e Afectd el funcionamiento natural de mitocondria y acidocalcisoma de

dichos parasitos.
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e Afecto la actividad de la enzima escualeno epoxidasa esencial en la ruta

de sintesis de 5-dehidroepisterol en Leishmania spp.

6.- JC25 afectd la viabilidad de amastigotes intracelulares de manera dosis-
dependiente, con un valor de ECso: 12,78 uM, sin afectar la viabilidad de la célula

hospedera (macrofagos BMDM).
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1.1.- Enviada a Journal Of Enzyme Inhibition And Medicinal Chemistry.
SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EVALUATION OF BENZOTHIAZOLE-6-
CARBOHYDRAZIDE DERIVATIVES AS ANTIPARASITIC AGENTS

José Camacho,? Arthur Barazarte,® Neira Gamboa,” Juan Rodrigues,” Hugo
Cerecetto,® Mercedes Gonzales,® Jorge Nufiez,” Daznia Bompart, Yael Garcia-
Marchan,® Xenén Serrano-Martin,® Jaime Charris 2 *

" Laboratorio de Sintesis Organica, bUnidad de Bioquimica, Facultad de Farmacia, Universidad
Central de Venezuela, Aptdo. 47206, Los Chaguaramos, 1041-A, Caracas, Venezuela. Fax.
582126052707. E-mail: jaime.charris@ucv.ve, ‘“Departamento de Quimica Organica, Facultad de
Quimica, Universidad de la Republica, Igua 4225,Montevideo 11400, Uruguay. dLaboratorio de
Sefializacion Celular y Bioguimica de Parasitos. Area de Salud. Instituto de Estudios Avanzados
(IDEA), Apartado 17606, Caracas 1015-A, Venezuela.

Abstract - A series of N’-substituted-2-(5-nitrofuran or 5-nitrothiophe-2-yl)-3Hbenzo[d]thiazole-6-
carbohydrazide derivatives were synthesized and investigated for their abilities to inhibit 3-hematin
formation, hemoglobin hydrolysis and for their antimalarial efficacy in rodent Plasmodium berghei.
Moreover, we investigated the effect on the viability of Trypanosoma cruzi and Leishmania
braziliensis in vitro. We realized a scan to evaluate cytotoxic effect against two nontumourogenic
cell lines. We found that compounds 5a, 6a, and 6g were the most promising as inhibitors of (-
hematin formation, however, their effect as inhibitors of hemoglobin hydrolysis in vitro and in vivo
murine studies were marginal. Finally, we demonstrated that the compounds 7f have a profound
effect on the viability of T. cruzi (Tulahuen, CL Brener), shown an IC50 values of 7.7 uM and 0.2 uM
respectively, without affecting the viability of the host cells. All compounds showed a marginal
activity against L. braziliensis. Compounds 5a and 7f showed a good safety index.

Keywords: benzimidazole, malaria, P. berghei, Chagas, T. cruzi, leishmaniasis, L. braziliensis.

1.2.- Enviada a Acta Cientifica Venezolana.

DESARROLLO DE COMPUESTOS ALTERNATIVOS CONTRA LA LEISHMANIASIS
DESDE VENEZUELA. EL DERIVADO DE BENZIMIDAZOL JC25, AFECTA
GRAVEMENTE LA BIOENERGETICA CELULAR Y LA BIOSINTESIS DE ESTEROLES
DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS.

Jorge NUfiez-Duran?, Daznia Bompart®, Jaime Charris?, José Camacho?, Daniel
Rodriguez®, Tania Rodriguez®, Gonzalo Visbal*, Alvaro Alvarez*, Yael Garcia-
Marchan' y Xenén Serrano-Martin™*
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! aboratorio de Sefializacién Celular y Bioguimica de Parasitos. Area de Salud. Instituto de
Estudios Avanzados IDEA. Caracas-Venezuela. *Laboratorio de Sintesis Orgénica. Facultad de
Farmacia. Universidad Central de Venezuela UCV. Caracas-Venezuela. *Laboratorio de Pesquisa
Selectiva. Area de Salud. Instituto de Estudios Avanzados IDEA. Caracas-Venezuela. “Laboratorio
de Sintesis Organica y Productos Naturales. Centro de Quimica. Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas IVIC. Caracas-Venezuela.

Resumen: La Leishmaniasis es considerada por la OMS como 1 de las 6 parasitosis con mayores
indices de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Las drogas de primera linea utilizadas
(Glucantime y Pentostan) generan graves efectos secundarios en los pacientes tratados. En este
sentido, nuestro grupo de investigacién se planted el reto de desarrollar y sintetizar nuevos
compuestos antiparasitarios seguros, econémicos y efectivos. Bajo metodologias de sintesis
rapidas y economicas, logramos obtener 14 compuestos derivados de Benzimidazoles. Con la
finalidad de evaluar el potencial antiparasitario, se construyeron curvas de crecimiento evaluando
diversas concentraciones de los compuestos. Demostramos que uno de los compuestos (JC25),
afecto la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis en una manera dosis dependiente, con un
valor de ECsy: 56uM. A través del uso de indicadores fluorescentes, determinamos que este
compuesto desestabiliza el potencial electrogénico mitocondrial y genera alcalinizacion de los
acidocalcisomas en estos parasitos. Adicionalmente y a través de estudios de GC/MS,
determinamos que el JC25 interfiere con la biosintesis de esteroles de estos parasitos, afectando
la actividad de la enzima escualeno epoxidasa. Estos eventos explicarian en parte, el potente
efecto parasiticida observado. Finalmente, el JC25 generd un potente efecto sobre la viabilidad
amastigotes intracelulares de L. braziliensis (ECsq: 12,78uM), sin afectar la viabilidad de las células
hospederas. Teniendo en cuenta que el amastigote intracelular es el estadio terapéuticamente
importante de la Leishmaniasis, el efecto mencionado anteriormente resulta muy interesante y
permite realizar estudios mas avanzados con este compuesto, 0 algunos otros con estructuras
similares.

Palabras claves: Quimioterapia, Leishmania braziliensis, Benzimidazoles, bioenergética celular,
esteroles.

2.- Un (2) Trabajo presentado en Congreso Nacional.

DESARROLLO, SINTESIS Y EVALUACION DEL EFECTO DE COMPUESTOS
DERIVADOS DE TETRAHIDROQUINOLINAS SOBRE LA VIABILIDAD DE
LEISHMANIA BRAZILIENSIS. EN LA BUSQUEDA DE POTENCIALES
ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA
LEISHMANIASIS.

Bompart, D*, Ntfiez-Duran, J*, Rodriguez D*, Sojo F *?, Arvelo F *2, Visbal G °,
Garcia-Marchan, Y'y Serrano-Martin, X*
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Resumen. Desde loa afios 50's, la terapia con drogas ha sido la alternativa para tratar la
Leishmaniasis. El arsenal quimioterapéutico de primera linea para combatir esta enfermedad ha
sido: Glucantime y Pentostan. Estos farmacos, producen severos efectos secundarios a saber:;
dificultades cardiacas, insuficiencia renal y complicaciones hepaticas, entre otros. Por esta razoén,
actualmente existen muchos grupos de trabajo enfocados en la busqueda de drogas alternativas
que sean seguras, economicas y efectivas en el tratamiento de esta enfermedad parasitaria. Por
medio de evaluaciones con MTT y la construccion de curvas de crecimiento, estudiamos el efecto
de 14 compuestos de la serie de Tetrahidroquinolinas, sobre la viabilidad de L. braziliensis in vitro.
El compuesto de esta serie denominado CM100 resulté ser muy efectivo mostrando valores de
EC50: 7uM, afectando pobremente la viabilidad de las células hospederas (macréfagos J774-G8).
A través de experimentos de fluorescencia con los fluoréforos Rodamina 123 y Naranja de
Acridina, demostramos que el mencionado compuesto desestabiliza el potencial electrogénico de
la mitocondria y genera la alcalinizacion de los acidocalsisomas en estos parasitos, afectando
gravemente su bioenergética celular. Experimentos de cromatografia de gases acoplado a masas,
se encuentran actualmente en proceso para determinar el efecto de este compuesto sobre la
biosintesis de esteroles, esencial para estos tripanosomatideos.

Palabras claves: derivados de Tetrahidroquinolinas, quimioterapia, Leishmania braziliensis

SINTESIS ORGANICA Y BIOLOGIA: COMPUESTOS ORGANICOS
DERIVADOS DE BENZOTIAZINAS AFECTAN GRAVEMENTE LA VIABILIDAD
DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS Y TRYPANOSOMA CRUZI

NGfez-Duran J' Bompart DY Camacho J%, Charris J% Visbal G°, Rodriguez
D',Garcia-Marchan Y* y Serrano-Martin X*

Area de Salud. Instituto de Estudios Avanzados (IDEA). Caracas-Venezuela. “Facultad de
Farmacia. Universidad Central de Venezuela (UCV).Caracas-Venezuela. *Centro de Quimica.
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) Caracas-Venezuela.

jnunez@idea.gob.ve; xserrano@idea.gob.ve

La Leishmaniasis y el Mal de Chagas, son enfermedades parasitarias consideradas por la OMS
como 2 de las 6 parasitosis con mayores indices de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. A
pesar del gran numero de esfuerzos enfocados en el desarrollo de vacunas contra estas
enfermedades, actualmente la principal alternativa de tratamiento es la quimioterapia. Las drogas
comerciales y de primera linea utilizadas (Glucantime y Nifurtimox) son poco efectivas y presentan
graves efectos secundarios en los pacientes tratados, lo cual conlleva al abandono prematuro del
tratamiento. Por esta razon, en la actualidad nuestro grupo se planted el reto de desarrollar y
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sintetizar nuevos compuestos con actividad antiparasitaria que permitan establecer terapias
seguras, efectivas y econdémicas contra estas enfermedades. En este sentido, hemos sintetizado y
evaluado el efecto de 14 compuestos derivados de benzotiazinas, sobre la viabilidad de L.
braziliensis y T. cruzi in vitro. A través de ensayos con MTT y curvas de crecimiento, demostramos
gue 2 de los compuestos antes mencionados (JC25 y JC16) afectan gravemente la viabilidad de
promastigotes de L. braziliensis y epimastigotes de T. cruzi, mostrando valores de ECsy de 50uM y
0.2uM respectivamente. Cabe destacar que estos derivados afectaron muy levemente la viabilidad
de las células hospederas (macréfagos y VERO), presentando a ambos compuestos como
alternativas promisorias para futuras evaluaciones. Recientemente, desarrollamos estudios de
cromatografia de gases acoplado a masas de alta resoluciéon para determinar si los compuestos
mencionados interfieren con la biosintesis de esteroles de estos parasitos.

Palabras claves: Benzotiazinas, Leishmania. braziliensis, Trypanosoma cruzi.

3.- Dos (2) Trabajos presentados en Congreso Internacional

XX CONGRESO LATINOAMERICANO DE PARASITOLOGIAY
XV CONGRESO COLOMBIANO DE PARASITOLOGIA Y MEDICINA TROPICAL

SINTESIS ORGANICA Y BIOLOGIA: COMPUESTOS ORGANICOS
DERIVADOS DE BENZOTIAZINAS AFECTAN GRAVEMENTE LA VIABILIDAD
DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS Y TRYPANOSOMA CRUZI

Xenén Serrano-Martin®, Jorge NUfiez-Duran®, Daznia Bompart*; Jose Camacho?,
Jaime Charris®; Gonzalo Visbal®, Daniel Rodriguez'y Yael Garcia-Marchan®

'Area de Salud. Instituto de Estudios Avanzados (IDEA). Caracas-Venezuela. “Facultad de
Farmacia. Universidad Central de Venezuela (UCV).Caracas-Venezuela. *Centro de Quimica.
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Introduccién: La Leishmaniasis y el Mal de Chagas, son enfermedades parasitarias consideradas
por la OMS como 2 de las 6 parasitosis con mayores indices de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial. Las drogas de primera linea utilizadas (Glucantime y Nifurtimox) son poco efectivas y
presentan efectos secundarios en los pacientes tratados. Por esta razon, en la actualidad nuestro
grupo se planteé el reto de desarrollar y sintetizar nuevos compuestos con actividad antiparasitaria
gue permitan establecer terapias seguras, efectivas y econdmicas contra estas enfermedades.

Materiales y Métodos: Nuestro grupo de trabajo desarrollé y sintetizd6 14 compuestos derivados
de Benzotiazinas. Con la finalidad de evaluar el potencial antiparasitario, se utilizaron dos técnicas
diferentes: en el caso de los parasitos se realiz6 un escaneo preliminar con MTT para luego
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construir curvas de crecimiento parasitario expuestos a diversas concentraciones de los
compuestos. Para evaluar el efecto de estos compuestos sobre la viabilidad de células
hospederas, utilizamos MTT.

Resultados: Se pudo demostrar que 2 de los compuestos antes mencionados (JC25 y JC16)
afectan gravemente la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis y epimastigotes de T. cruzi,
mostrando valores de ECso de 50uM y 0.2uM respectivamente. Cabe destacar que estos derivados
afectaron muy levemente la viabilidad de las células hospederas (macréfagos y VERO).
Recientemente, desarrollamos estudios de cromatografia de GC/MS para determinar si los
compuestos mencionados interfieren con la biosintesis de esteroles de estos parasitos, lo cual
explicaria en parte el potente efecto parasiticida observado.

Conclusiones: Hemos evaluado 14 compuestos derivados de benzotiazinas, encontrando 2 con
alta actividad parasiticida. Para L. brazliensis, el JC25 presentdé una moderada actividad
parasiticida, afectando levemente la viabilidad de su célula huésped. El compuesto perteneciente a
esta serie con mayor efectividad resulto ser el JC16, con un ECsy de 0,2 uM para T. cruzi, siendo
practicamente inocuo para su célula hospedera.

DESARROLLO, SINTESIS Y EVALUACION DEL EFECTO DE COMPUESTOS
DERIVADOS DE (TETRAHIDRO)QUINOLINAS C-2 SUSTITUIDAS SOBRE LA
VIABILIDAD DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS, EN LA BUSQUEDA DE
POTENCIAL ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE
LA LEISHMANIASIS.

Yael Garcia-Marchan®, Daznia Bompart®, Jorge Nafiez-Duran®, Daniel
Rodriguez?, Vladimir V. Kouznetsov?, Calos M. Meléndez Gémez,? Felipe Sojo?,
Francisco Arvelo™*, Gonzalo Visbal®, y Xenén Serrano-Martin®

'Area de Salud. Instituto de Estudios Avanzados (IDEA). Caracas-Venezuela. > Laboratorio de
Quimica Organica y Biomolecular, Universidad Industrial de Santander. Colombia. *Instituto de
Biologia Experimental (IBE). Universidad Central de Venezuela. Caracas-Venezuela. “Centro de
Quimica. Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). Caracas-Venezuela.
ygarcia@idea.gob.ve

Introduccion: Desde los afios 50°s, la terapia con drogas ha sido la alternativa para tratar la
Leishmaniasis. El arsenal quimioterapéutico de primera linea para combatir esta enfermedad ha
sido: Glucantime y Pentostan. Estos farmacos, producen severos efectos secundarios a saber:
dificultades cardiacas, insuficiencia renal y complicaciones hepdaticas, entre otros. Por esta razon,
actualmente existen muchos grupos de trabajo enfocados en la bisqueda de drogas alternativas
gue sean seguras, econdémicas y efectivas en el tratamiento de esta enfermedad parasitaria.
Materiales y Métodos: Por medio de evaluaciones con MTT y la construccion de curvas de
crecimiento, estudiamos el efecto de 14 compuestos de la serie de (tetrahidro)quinolinas C-2
sustituidas, sobre la viabilidad de L. braziliensis in vitro. Se estudio el efecto de compuestos
seleccionados sobre el potencial mitocondrial, los acidocalcisomas, el contenido de esteroles libres
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y la osmoregulacion de los promastigotes tratados Resultados: De los 14 compuestos evaluados 4
resultaron efectivos contra promastigotes de L. braziliensis, siendo relativamente inocuos para su
célula hospedera (J774-G8). El compuesto CM100 resulté ser muy efectivo mostrando valores de
EC50: 7uM. A través de experimentos de fluorescencia demostramos que el mencionado
compuesto desestabiliza el potencial electrogénico de la mitocondria y genera la alcalinizacién de
los acidocalsisomas en estos parasitos, afectando gravemente su bioenergética celular.
Experimentos de cromatografia de gases acoplado a masas, se encuentran actualmente en
proceso para determinar el efecto de este compuesto sobre la biosintesis de esteroles, esencial
para estos tripanosomatideos. Conclusiones: Compuestos derivados de (tetrahidro)quinolinas C-2
sustituidas presentan un efecto importante sobre la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis,
afectando pobremente a la célula hospedera. Al evaluar posibles mecanismos de accién de este
efecto, encontramos que altera el correcto funcionamiento de organelos energéticos como la
mitocondria y los acidocalcisomas.
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