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1. RESUMEN

Las enfermedades parasitarias son actualmente consideradas un importante problema de salud
publica a nivel mundial, afectando a mas de 500 millones de personas en el mundo. Una de éstas es la
Enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, una parasitosis endémica de América producida
por el pardsito Trypanosoma cruzi. La Enfermedad de Chagas fue descubierta hace mas de 100 afios y
aun un tratamiento terapéutico eficaz permanece desconocido. Dada la problematica existente por no
existir vacuna contra la enfermedad, los efectos secundarios generados por las drogas comerciales
hasta ahora conocidas: Nifurtimox y Benznidazol, su baja eficacia en ciertas fases y la resistencia que
generan al parasito o al paciente, se ha avanzado en el desarrollo de nuevas clases de tripanocidas
derivados de productos naturales, que pudiesen minimizar los problemas antes mencionados.
Asimismo, el efecto de numerosas drogas tripanocidas ha sido relacionado con la alteracién de la
homeostasis intracelular de Ca?*, lo cual conlleva a la pérdida de viabilidad del parasito, describiéndose
asi como posibles blancos a los distintos sistemas encargados de la regulacion del Ca?* intracelular,
entre ellos la Ca**-ATPasa de membrana plasmatica (PMCA).

En este proyecto se estudio el efecto de tres tetrahidroquinolinas sustituidas derivadas de plantas
de clavo y canela, y de la droga de referencia Benznidazol, sobre la proliferacién celular de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi y su efecto sobre la actividad de la PMCA vy otros sistemas
encargados de la regulacién intracelular de Ca?* en este pardsito. Se pudo observar que estos
compuestos tuvieron una actividad antiproliferativa en epimastigotes de T. cruzi similar a la
producida por el Benznidazol, incrementando ademads los niveles intracelulares de Ca?* en los
parasitos al afectar el funcionamiento de la PMCA vy otros sistemas responsables de la homeostasis
del calcio, como fue el transporte de Ca®* mitocondrial y los acidocalcisomas, sin afectar a la PMCA
de humanos. Dichos resultados permiten sugerir a la PMCA vy otros sistemas reguladores de Ca®*

localizados en el mitocondrién y los acidocalcisomas de T. cruzi como posibles blancos de la accién

1



de estos compuestos, plantedndose ademas a los mismos como posibles prototipos de potenciales

drogas antichagasicas.

Palabras claves: homeostasis intracelular, calcio, Trypanosoma cruzi, tetrahidroguinolinas sustituidas,

enfermedad de Chagas.



2. INTRODUCCION

En casi todos los grupos de seres vivos, existen especies de organismos que viven estrechamente
asociadas a otros. Cuando estas especies carecen de ciertos mecanismos para completar su
metabolismo de modo independiente, requieren de compuestos quimicos que sélo podran obtener
del organismo en el cual se encuentran, ocasionando en él un potencial dafio. Esta asociacion entre
agente vivo y hospedador es denominada parasitismo, donde dicho agente vivo, o parasito, no sélo

utilizard a su hospedador como habitat temporal o permanente, sino que ademads dependera de éste

como fuente alimenticia (Gallego, 2007).

Las poblaciones de parasitos se integran en los ecosistemas circulando entre insectos vectores
(aquellos capaces de transmitirlos de un organismo a otro) y hospedadores, animales silvestres o
domésticos, donde evolucionan (Romafia y col., 2003). El ser humano es también un importante
hospedador por ser susceptible al ingreso de estos parasitos, cuyos dafios pudieran traducirse en
respuestas inmunitarias que derivarian una enfermedad (Pedrique y col., 1999).

Las enfermedades parasitarias son actualmente consideradas un importante problema de salud
publica a nivel mundial, debido al gran indice de morbi-mortalidad que ocasionan, y en algunos casos,
por su dificultad para controlarlas, afectando a mas de 500 millones de personas en el mundo
(Monzote y Siddig, 2011). Ademas, se consideran estrechamente ligadas a bajas condiciones
sanitarias, socio-econémicas y ambientales, elementos que cohabitan en paises sub-desarrollados
con condiciones precarias donde dichas enfermedades reciben poca atencion y se ven postergadas
en las prioridades de la salud publica (Pérez-Arellano y col., 2007). Una de estas enfermedades
parasitarias desatendidas es la Enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, una parasitosis

endémica de América producida por el parasito Trypanosoma cruzi, hemoflagelado del torrente

sanguineo de algunos mamiferos incluyendo al hombre, el cual se hospeda y reproduce en las células



de diferentes tejidos y drganos, sobre los cuales tiene efectos patoldgicos de complejidad variable
(Armada vy col., 2014).

La Enfermedad de Chagas afecta zonas de 21 paises de América Latina, distribuyéndose desde
México hasta Argentina; sin embargo, vectores, reservorios e inclusive humanos infectados han sido
reportados en Estados Unidos, Canadd, muchos paises europeos y algunos del Pacifico Occidental
(Fig. 1). Esto obedece sobre todo a la movilidad de individuos infectados entre América Latina y el

resto del mundo (OMS, 2016).
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Figura 1. Distribucidon Mundial de la Enfermedad de Chagas entre los afios 2006-2010.
Tomado de: http://www.who.int/chagas/Global_distribution_Chagas

En Venezuela, fue alrededor de 1930 cuando se comenzd a estudiar la Enfermedad de Chagas en
varias regiones geograficas del pais, estableciéndose como zonas endémicas numerosos estados

como: Anzoategui, Aragua, Barinas, Carabobo, Cojedes, Caracas, Lara, Mérida, Miranda, Monagas,

G 000 0



Portuguesa, Sucre, Tachira, Trujillo, Vargas y Yaracuy (Carrasco y col., 2012) (Fig. 2). Actualmente, los

recientes focos agudos se encuentran en la region capital y los estados: Vargas, Cojedes, Lara, Barinas

y el oriente-sur del pais (Armaday col., 2014) (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucidn de la Enfermedad de Chagas en Venezuela.
Tomado de: Armaday col., 2014

Asimismo, en Venezuela la Enfermedad de Chagas tiene una incidencia y seroprevalencia del 4

% vy 13 %, respectivamente, en la poblacion general (Rodriguez-Bonfante y col., 2007) y en algunas

comunidades indigenas entre 7,4 % y 13,9 % (Aflez y col.,, 2011; Berrizbeitia y col., 2012),

considerandose un riesgo para 6 millones de personas que habitan en los estados mas afectados.

Actualmente son escasos los estudios epidemioldgicos sobre esta enfermedad en los estados

Bolivar (Noya-Alarcén y col., 2012) y Delta Amacuro (Lugo y col., 2007).
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A nivel mundial se estima que de 8 a 15 millones de personas estan infectadas, siendo éste uno
de los principales problemas de salud publica de los paises latinoamericanos (Armada y col., 2014).
Se destacan por su gravedad, la cardiopatia chagasica y las dilataciones de érganos cavitarios
(megaesdfago, megacdlon, etc.), que afectan principalmente al aparato digestivo. Las lesiones
cardiacas son responsables de la elevada mortalidad, especialmente en la fase crénica de la
enfermedad (Rey, 1991).

El Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la Enfermedad de Chagas, pertenece al filo
Euglenozoa, clase Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, y género
Trypanosoma. Fue descrito por el doctor brasilefio Carlos Chagas en Brasil en el afio 1909, quien
encontré por primera vez los flagelados en el intestino de triatominos (Rassiy col., 2010). Este género
se caracteriza por presentar un organelo peculiar que los define llamado kinetoplasto, que consiste
en una red de ADN extranuclear localizada en un punto especifico de la mitocondria (Unica en estos
casos). Esta red de ADN representa una proporcion importante del ADN total celular ya que,
dependiendo de la especie, puede contener del 10 % al 20 % del ADN total de la célula.

Su forma principal de transmision es vectorial, desarrollando su ciclo de vida entre dos tipos de
hospedadores: vertebrados mamiferos, representados en nueve érdenes, entre los cuales se incluyen
animales silvestres, domésticos y sinantrépicos, y otros invertebrados tales como insectos
hematdfagos (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) conocidos en Venezuela como chipos (Rey,
1991), los cuales no se ven afectados por la infeccién con el parasito (Rassi y col, 2010). En cada
hospedador los parasitos presentan diferentes estadios, donde los mismos pueden adaptarse a una
variedad de condiciones (Cervino y Benaim, 2014). Asi en el hospedador invertebrado, los triatominos
se desarrollaran en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos, y en el hospedador vertebrado se
diferenciaran a tripomastigotes sanguineos y amastigotes intracelulares. Los cuatro morfotipos se
distinguen entre si por la posicién del kinetoplasto en relacién al nucleo, por la presencia o ausencia
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de unamembrana ondulantey por el tamafio (Rey, 1991). Sin embargo, la infeccidon también se puede
adquirir mediante transfusién de sangre, transmisiéon congénita (de la madre infectada a su hijo),
donaciéon de érganos, accidentes en laboratorios donde se manipula este tipo de pardsito o por

ingestion de comida y/o liquido contaminado con el parasito (OMS, 2016).

2.1 Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida inicia cuando el triatomino al alimentarse, ingiere tripomastigotes sanguineos de
la sangre del mamifero infectado, los cuales se diferencian en epimastigotes en el intestino medio (o
estdmago) del insecto. Estos luego migran hacia el intestino posterior del triatomino, donde se fijan
al revestimiento epitelial y se transforman en tripomastigotes metaciclicos, la forma infectiva del
parasito (Bern, 2011). Cuando el vector se alimenta de un nuevo hospedador, excreta sus heces por
un mecanismo reflejo de defecacién rapida donde se encuentran dichos tripomastigotes metaciclicos
(Pabdn, 2014), éstosingresan al organismo cuando el hospedador se frota o rasca, pues de esta forma
se facilita su penetracién a las células alrededor de la herida de la picadura, de una lesion en la piel o
de las mucosas, como fibroblastos, histiocitos y especialmente células del sistema fagocitico
mononuclear o SFM (Bern, 2011). Los tripomastigotes pueden escapar de lisosomas o vacuolas
digestivas e invadir el citoplasma de la célula parasitada donde sufren una reorganizacién estructural,
se diferencian en amastigotes y se multiplican por fisién binaria por unos 4 o 5 dias, y al estar colmada
la célula de amastigotes, éstos se transforman en tripomastigotes nuevamente, la célula se lisa y son
liberados al torrente sanguineo. Los pardsitos circulantes pueden invadir células sanas,
principalmente musculares (lisas, estriadas y cardiacas) y nerviosas (astrocitos), volviendo a iniciar los
ciclos replicativos y estar disponibles para infectar al triatomino vector sano (Fig. 3). Este ciclo asegura

la continuidad de la infeccion en el hospedador vertebrado y la propagacién del pardsito a otros



érganos y tejidos, asi como también la progresion de las lesiones debidas directamente al parasito

(Bern, 2011).

En triatdminos En humanos
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Figura 3. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi en chipos y humanos.
Modificado de: https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html.

De esta forma la infeccion por T. cruzi presenta dos fases: una fase aguda inicial en la que se
evidencia una alta parasitemia y se da una respuesta rapida del sistema inmune ante la agresién por
el parasito, ocasionando en el paciente sintomas leves; y una fase cronica posterior en la que los
pacientes no muestran sintomas y los parasitos desaparecen en gran parte del torrente circulatorio,

ya que su replicacion es controlada por el sistema inmune del huésped, pero pueden ser detectados



en células cardiacas y/o musculares. Entre el 20 % y 30 % de estos pacientes infectados pueden

desarrollar una serie de alteraciones graves a nivel cardiaco y/o gastrointestinal (Bern, 2011).

2.2 Tratamiento actual de la Enfermedad de Chagas y blancos de otras posibles drogas

A pesar de que la Enfermedad de Chagas es una enfermedad descubierta hace mas de un siglo,
tanto la patogénesis como el desarrollo de un tratamiento especifico contra la misma, no han sido
completamente dilucidados.

Diferentes hipdtesis han sido descritas para explicar el origen y el desarrollo de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, entre las cuales se destacan la hipdtesis autoinmune y la
hipdtesis parasitaria. La primera estd basada en la aparicion tardia de la miocardiopatia relacionada
a la enfermedad vy a la ausencia del pardsito en el torrente sanguineo y/u dérganos lesionados,
estableciendo que la respuesta inflamatoria se debe a una alteraciéon en la especificidad de la
respuesta inmunitaria, la cual inicialmente es contra el parasito y luego dirigida hacia antigenos
propios del hospedador (Bonney y Engman, 2015). Es por esta razén que las personas no eran
beneficiadas con el tratamiento antiparasitario (Armada y col., 2014), produciéndose un prolongado
retraso en la investigacion de nuevos farmacos (Urbina, 2010).

En contraste con la hipdtesis anterior se encuentra la hipotesis parasitaria, actualmente la mas
aceptada, que establece una estricta correlacién entre la presencia del pardsito y las lesiones
inflamatorias. Esta se basa principalmente en la deteccién de antigenos y ADN de T. cruzi mediante
técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR en los tejidos infectados y
la ausencia del parasito en tejido no afectado (Bonneyy Engman, 2015), indicando que la enfermedad

debe ser tratada en efecto como una infeccién parasitaria y no autoinmune (Armada y col., 2014).



En la actualidad el tratamiento existente para combatir la enfermedad se basa en dos Unicas
drogas, las cuales buscan eliminar el parasito en las personas infectadas y asi interrumpir la cadena
de transmisién; disminuir la incidencia de nifios nacidos con el protozoario; aumentar el nimero de
donantes de sangre y drganos; y evitar las complicaciones inmediatas que puedan surgir por el
compromiso de érganos blanco (OMS, 2016).

Dichos farmacos son el Nifurtimox (NFX) un derivado nitrofurdnico (Lampit®, Laboratorio Bayer)
y el Benznidazol (BZN) un derivado nitroimidazolico (Radanil®, Laboratorio Roche; Rochagan®,
inicialmente Laboratorio Roche y actualmente Laboratorio Lafepe, Brasil). El mecanismo de accién de
estos farmacos estd relacionado con la produccién de intermediarios de nitroreduccion que generan
estrés oxidativo (NFX) (aumenta el nimero de radicales libres como 0% y H,0;) y reductivo (BNZ)
(inhibiendo la enzima fumarato reductasa) en el parasito (Pinazo y col., 2010). La comercializacién de
estos farmacos es bastante reciente, iniciandose entre finales de 1960 y 1970 y han sido aceptados
por casi todos los ministerios de salud de Latinoamérica como la quimioterapia especifica contra T.
cruzi (OMS, 2016). Sin embargo, en Venezuela ninguno de los dos farmacos se encuentra registrados
en el Instituto Nacional de Higiene, ente regulador adscrito al Ministerio del Poder Popular para la
Salud (MPPS), y solo se encuentran en la forma de “medicamento de servicio” (Armada y col., 2014).
Numerosos datos clinicos reportan que tanto el Nifurtimox como el Benznidazol resultan ser eficaces
en la fase aguda de la enfermedad y en las etapas tempranas de la fase crénica (Murcia y col., 2016)
reduciendo la severidad de los sintomas, el curso clinico de la enfermedad y la duracién de la
parasitemia entre un 80 %y 90 % (Pinazoy col., 2010). Sin embargo, en la fase crénica han presentado
baja eficacia, demostrandose un rango de cura de aproximadamente 60 % en estudios realizados en
nifios (Sosa y col, 1998), sin la existencia de datos validos en pacientes adultos (Pinazo y col., 2010),

a pesar de que en los Ultimos 15 afios se ha amplificado el estudio del tratamiento en los mismos.
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Al uso de estas drogas se encuentran frecuentemente asociados numerosos efectos secundarios:
el Nifurtimox puede producir anorexia, pérdida de peso, nduseas, vomitos, molestias abdominales,
dolor de cabeza, entre otros; el Benznidazol, efectos dermatoldgicos como dermatitis alérgica,
parestesia, neuropatia periférica, anorexia, pérdida de peso, nauseas, vémitos, entre otros (Bern,
2011). Sin embargo, el Benznidazol ha sido considerado como el tratamiento de primera linea contra
la Enfermedad de Chagas, por presentar menores efectos secundarios que el Nifurtimox y una mayor

eficacia (Bern, 2011).

La efectividad de los farmacos comerciales ha sido reportada en los diferentes trabajos con el
ICso, la concentracidon del farmaco requerido para inhibir en un 50 % la poblacion parasitaria in vitro,
observéandose valores variables (ver tabla 1). Es importante mencionar que la eficacia de ambos
farmacos varia segun el drea geografica, debido a una susceptibilidad diferencial de las distintas cepas
existentes de T. cruzi (Pinazoy col., 2010), cuando el paciente desarrolla resistencia al tratamiento al
cual era inicialmente sensible (Wilkinson y Kelly, 2009) o bajo condiciones experimentales variables.

También sus efectos son variables en los diferentes estadios celulares del parasito (Tabla 1).
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Tabla 1: ICsq reportados de las drogas comerciales Nifurtimox y Benznidazol, en
diferentes cepas de T. cruzi.

Farmaco Cepa Epimastigotes Tripomastigotes | Amastigotes Fuente
Z3, T. cruzi | y |l
’ . ' Entre7.33y Entre 3.33y
E Id Y, Sil - L [., 2009
smeraldo, Y, Silvio 27.30 uM 22.03 UM unay col.,
X10
Aislados de T. cruzi: E,| Entre 35.78y Entre 49.32y i Mufioz-Calderdny
PM, 1593, 1595. 50.43 uM >3800 uM col., 2012
Lechugay col.,
Y 5.6 uM - - 2016
Benznidazol )
115, Berenice 62, CL
Brenner, Y, Berenice Moreno v col
78, B147, Colombiana, 7.6 UM . ; N y col,
Esmeraldo, Silvio X10,
VL10, SC2005, YuYu
CL Brenner 27.12 UM i 0.gopum | Fonseca-Berzaly
enne s UK col., 2013
Z3, T. cruzi | y I,
o Entre 1.56y Entrel.ly
)E(slrgeraldo, Y, Silvio 5.05 UM 3.55 UM Lunay col., 2009
Nifurtimox Aislados de T. cruzi: E, Entre 3.65y Entre 46.54y i Mufioz-Calderdén y
PM, 1593, 1595 63.42 uM 213.96 uM col., 2012
Tulahuen CL2 - - 0.45 uM Franck y col., 2004

Numerosos avances en el conocimiento de la biologia del parasito han permitido desarrollar

nuevos enfoques y estrategias para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas con compuestos que

se espera sean mas selectivos y eficaces, basandose en las diferencias de estos organismos con

respecto a las células humanas para determinar posibles nuevos blancos terapéuticos (Tabla 2).

Cémo puede observarse, han sido propuestos diferentes blancos para la accion de distintos

compuestos o farmacos (Tabla 2), evidencidndose que algunos farmacos reportados tienen un efecto

sobre la disrupcidn de la regulacion del Ca?*intracelular en estos tripanosomatidios, plantedandose

que los sistemas reguladores de Ca?* podrian ser blancos de la accidn terapéutica de algunas drogas,
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alterando la homeostasis de Ca®* y conduciendo a la pérdida de la viabilidad del parasito (Cervino y

Benaim, 2014).

Tabla 2. Farmacos que actuan sobre Trypanosoma cruzi y su principal
mecanismo de accién. Fuente: modificada de Apt y Zulantay, 2011; Armada

y col., 2014.

Farmaco

Mecanismo de accion

Fuente

Derivados triazdlicos (posaconazol,
itraconazol, ketoconazol, miconazol,
econazol, ravuconazol)

Inhibidores de la sintesis de
ergosterol, esterol esencial para
T.cruzi y homeostasis de calcio

Urbina, 2010; Apt vy
Zulantay, 2011

Inhibidores de cistein-proteasas

Bloqueo de la cruzipaina, proteasa
esencial del T. cruzi

Urbina, 2010; Apt vy
Zulantay, 2011

Inhibidores de enzimas relacionadas
con las reacciones organicas e
inorganicas del pirofosfato (residronate
(RIS), tipifarnib)

Inhibidores del metabolismo del
pirofosfato

Urbina, 2010; Apt vy
Zulantay, 2011

Butonina-Sulfaximina (BSO)

Inhibidores de la  sintesis vy
metabolismo del tripanotién

Urbina, 2010; Apt vy
Zulantay, 2011

Alopurinol Inhibidores de la captura de purinasy | Urbina, 2010; Apt vy
sintesis de ADN Zulantay, 2011
Derivados de benzimidazol: | Efecto sobre el metabolismo de la | Velazquez-Lépez y col,

sintetizados mediante reemplazos
isostéricos del grupo tiazol de |Ia
molécula por pirazina, pirimidina,
pirimidinas  sustituidas y anilinas
sustituidas.

glucosa

2016

Diamidinas aromaticas

Efecto sobre las secuencias de A/T del
ADN circular del kinetoplasto vy
homeostasis de calcio

Werbovetz, 2006; Wilson
y col., 2008

Alcaloides e isoquinolinas

Inhibidores de la cadena respiratoria

Morello y col., 1994

-Cristal violeta

-Antiarritmicos como: amiodarona y
dronedarona

-Miltefosina

Homeostasis de calcio

Benaimy col., 1993
Benaimy col., 2006;
Benaimy col., 2012;
Benaimy col., 2014;
Benaim y Paniz-Mondolfi,
2012.
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2.3 El Ca* en humanos v tripanosomatidios

El calcio ha sido reconocido como un regulador biolégico universal: un importante segundo
mensajero que estd involucrado en procesos de transduccidon de sefiales en todas las células
eucariotas estudiadas hasta el presente (Carafoli y Krebs, 2016), regulando asi numerosas funciones
celulares como por ejemplo, la fertilizacidn, contraccion muscular, secrecion, metabolismo celular y
transcripciéon de genes (Berridge y col., 2000). El calcio es un catidon bivalente cuya concentracion en
el medio intracelular de las células de los mamiferos es menor con respecto al exterior celular (50-
100 nm y < 2 mM, respectivamente) y puede encontrarse unido a compuestos inorganicos y
orgdanicos de bajo peso molecular (Carafoliy Krebs, 2016). Este marcado gradiente de concentracién
constituye la base de su acciéon como desencadenante de numerosos procesos, ya que su incremento
en el interior celular, puede activar diversas cadenas de transduccion de sefiales regulando multiples
funciones celulares (Benaim y col., 2014) o procesos que conducen a la muerte celular (Pinton y col.,

2008).

Se ha reportado que en eucariotas inferiores como los tripanosomatidios, el Ca** también juega
un papel importante en el desarrollo de funciones vitales como el movimiento flagelar,
diferenciacién, despolarizacién de microtibulos, invasion de células hospedadorasy en el mecanismo
de evasién de la respuesta inmune o variacién antigénica (Cervino y Benaim, 2014). Al igual que en
mamiferos, la concentracion intracelular de Ca?* se encuentra en el rango nanomolar (Docampo,
1993) y cualquier alteracion en la misma puede afectar la viabilidad del parasito (Cervino y Benaim,

2014).
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2.4 Homeostasis de Ca** en humanos vy tripanosomatidios

Tanto en mamiferos como en tripanosomatidios la homeostasis de Ca?* es mantenida gracias a
la accion de distintos sistemas transportadores de Ca?* (Fig. 4) (Carafoliy Krebs, 2016).

En mamiferos, dos Ca’-ATPasas han sido descritas: en la membrana del reticulo
endo(sarco)plasmatico (bomba SERCA); v en la membrana plasmatica (bomba PMCA) (Brini y col,
2012). Ambas pertenecientes a la familia de bombas tipo P, las cuales durante su ciclo catalitico
forman un intermediario fosforilado de alta energia (Briniy col., 2012). Al igual que en mamiferos, ha
sido identificada y caracterizada una Ca?*-ATPasa (PMCA) en la membrana plasmatica de todos los
tripanosomatidios estudiados, la cual presenta una alta afinidad por Ca®*, es dependiente de Mg?*y es
estimulable por Calmodulina (CaM) (Fig. 4) (Cervino y Benaim, 2014; Carafoli y Krebs, 2016). Tanto en
tripanosomatidios como en células eucariotas superiores, esta enzima, es el Unico mecanismo por el
cual se expulsa Ca®* al exterior celular, siendo reportada como la estructura mds importante
involucrada en la regulacion fina de los niveles basales de Ca%*. Asimismo, en los tripanosomatidios
ha sido reportada la presencia de una Ca*-ATPasa tipo SERCA, similar a la de eucariotas superiores,
capaz de almacenar Ca®* en el reticulo con una alta afinidad (Fig. 4) (Docampo, 1993).

Por otra parte, en los tripanosomatidios se ha reportado la existencia de reservorios
intracelulares acidicos de Ca%, llamados acidocalcisomas (Fig. 4). Estos organelos ademés de Ca%*,
acumulan grandes cantidades de fosfatos en forma de pirofosfato y polifosfatos de cadena larga, por
lo que se le atribuyen funciones mds bien metabdlicas. Sin embargo, ha sido reportado que éstos
podrian jugar también algin papel en la regulacion de Ca%* ya que presenta una Ca?*-ATPasa que es
capaz de introducir Ca?* al organelo de una manera dependiente del pH (Docampo y Huang, 2015).
Adicionalmente, se ha reportado en eucariotas superiores y en tripanosomatidios la existencia de un

uniporte electroforético de Ca%* mitocondrial, el cual utiliza la diferencia de potencial electroquimico
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generado por el gradiente de protones mitocondrial, como fuerza para introducir Ca?* a la
mitocondria. Los tripanosomatidios poseen un Unico mitocondrién, con un sistema electroforético
de Ca%* unidireccional que tiene una alta capacidad para acumular el Ca?* pero una muy baja afinidad
por este cation, lo cual sugiere que éste no puede ser el responsable de mantener los niveles
intracelulares basales de Ca?* en estos parésitos (Fig. 4), pero juega un papel muy importante en la
regulacion del mismo, una vez que el nivel de Ca%* dentro de la célula se encuentra incrementado en

respuesta a alguna sefial.

Figura 4. Mecanismos de regulacién del Ca?* en tripanosomatidios. 1) Canal de
Ca%*, 2) Bomba PMCA, 3) Calmodulina (CaM), 4) Bomba SERCA, 5) Uniporte de
Ca** mitocondrial y 6) Ca?*-ATPasa de los acidocalcisomas. (Tomado de
Cervinoy Benaim, 2014)

Como puede observarse en la figura 4, los tripanosomatidios al igual que los mamiferos,
mantienen su homeostasis de Ca®, gracias a la accion combinada de diferentes sistemas
transportadores de Ca®*. Asi, después de alguna sefial que incremente los niveles intracelulares de

Ca%, el uniporte de Ca?* mitocondrial y la Ca?*-ATPasa tipo SERCA introducen el Ca®* hacia el interior
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de la mitocondria y el reticulo endoplasmatico respectivamente, disminuyendo asi los niveles
intracelulares del cation. Seguidamente la Ca?*-ATPasa de membrana plasmatica expulsa Ca®* de la
célula con mayor afinidad realizando la regulacion fina del Ca?* intracelular y regresdndolo a sus
niveles basales. Estos sistemas reguladores presentan caracteristicas funcionales similares en
tripanosomatidios y mamiferos. Sin embargo, se han reportado algunas diferencias importantes a
nivel estructural y regulatorio que pudieran ser de importancia para el disefio racional de drogas
contra estos tripanosomatidios. Dada la importancia del mantenimiento de la homeostasis de Ca?
para la viabilidad del parasito, algunos investigadores han dirigido su atencion hacia los estudios de
drogas o compuestos que pudieran ejercer su efecto alterando el funcionamiento de los mecanismos
encargados de mantener la regulaciéon del Ca®* en estos parasitos afectando su homeostasis. En este
sentido, tal como puede observarse en la Tabla 2, algunos estudios han mostrado evidencias del
efecto tripanocida de drogas, cuyo mecanismo de accidn es sobre los sistemas reguladores de Ca?*

(Benaim y Garcia, 2011).

2.5 Drogas que afectan la homeostasis de Ca*" en Trypanosoma cruzi

Uno de los primeros estudios que demostraron que el calcio ejerce un efecto directo en la accién
tripanocida fue realizado en 1979 por D'hondt y col. al encontrar que el efecto citotdxico generado
por el suero humano en T. brucei era brindada por la presencia de calcio en las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) presentes en el suero. Asimismo, en 1982, un grupo de investigadores también
observaron un efecto sinergistico entre el calcio y dos drogas utilizadas (melarsoprol y acido salicil
hidroxamico o SHAM) en T. brucei (Benaim y Garcia, 2011).

Por otra parte, en 1993, fue reportado que la pentamidina, agente antiprotozoario y
antifungico de la clase de las diamidinas arométicas inhibe la Ca**-ATPasa de la membrana plasmatica

en T. brucei y no genera efectos negativos en la actividad de la Ca?*-ATPasa de eritrocitos humanos y
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de cerdo (Benaim y Garcia, 2011). Un efecto similar ocurre con el cristal violeta, colorante derivado
del trifenilmetano, descrito como agente tripanocida en 1953, con el cual se demostré también en
1993, que inhibe la actividad de la Ca?*-ATPasa de membrana plasmética, induce un colapso del
potencial de membrana mitocondrial y el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa en
epimastigotes de T. cruzi (Benaim y Garcia, 2011).

Otra droga, la amiodarona, utilizada como medicamento contra la cardiomiopatia chagasica
puesto que es un anti-arritmico de amplio espectro y un potente vasodilatador, se ha evidenciado
gue tiene un efecto en T. cruzi donde se demostré que induce la liberacion de calcio de reservorios
intracelulares, especificamente del mitocondrion de los epimastigotes de estos parasitos (Benaimy
col., 2006) y de los acidocalcisomas (Benaim y col., 2012), traduciéndose en un efecto inhibitorio en
la proliferacién de estos tripanosomatidios. Adicionalmente, este efecto también pudo ser observado
con alta efectividad en células VERO infectadas con amastigotes, mostrando ser especifico del
pardsito pues no afectd las células del mamifero (Benaim y col., 2006). Demostrandose también un
efecto sinergistico al utilizar amiodarona combinada con posaconazol, farmaco antifingico
constituyente de los azoles, que posee actividad tripanocida ya que inhiben la sintesis de ergosterol.
Es importante mencionar que ambos farmacos inhiben la oxidoescualeno ciclasa, enzima clave en la
biosintesis de ergosterol, el cual es esencial para la supervivencia del parasito.

Debido a los efectos secundarios de la amiodarona que incluyen toxicidad tiroidea, pulmonar vy
gastrointestinal, por la presencia de iodo en su estructura, se consideré como una nueva posible
droga a un derivado de la misma denominado dronedarona. Al igual que la amiodarona, la
dronedarona es un anti-arritmico pero que estructuralmente no presenta iodo y es mas liposoluble,
lo cual lo hace menos téxico para el ser humano (Oyetayo y col., 2010). La dronedarona también

mostro ser efectiva en la antiproliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi alterando la homeostasis de
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calcio mediante la alcalinizacion de los acidocalcisomas y la disipacion del potencial mitocondrial

(Benaimy col., 2012).

Por otra parte, la miltefosina, fosfolipido sintético originalmente desarrollado como una droga
antitumoraly el primer compuesto oral aprobado para tratar leishmaniasis viceral y cutdnea (Berman,
2005), se ha demostrado que ocasiona una alteracidon en la homeostasis de Ca?* en T. cruzi,
induciendo el colapso del potencial mitocondrial y la salida de calcio desde los acidocalcisomas

(Benaimy col., 2012).

2.6 Compuestos derivados de productos naturales utilizados como agentes terapéuticos

La Enfermedad de Chagas fue descubierta hace mas de 100 afios y alin un tratamiento terapéutico
valido y eficaz permanece desconocido. Dada la problematica existente por: no existir vacuna contra
la enfermedad; los numerosos efectos secundarios generados por las drogas comerciales hasta ahora
conocidas, basadas en compuestos nitroaromaticos que por su mecanismo de éxido-reduccion
forman radicales libres toxicos; su tratamiento a largo plazo; la baja eficacia en ciertas fases; y la
resistencia que genera al parasito o al paciente, se ha avanzado en el desarrollo de nuevas clases de
tripanocidas derivados de productos naturales, teniendo en cuenta también la interaccién que
pudiese tener con el hospedador mamifero (Uchiyama, 2009).

Los compuestos naturales han sido explorados basandose en el hecho de que son abundantes en
la naturaleza, de facil extraccion y ademas ricos en componentes con grupos funcionales activos.
Entre los productos naturales que han sido mas recientemente utilizados estan los aislados de
extractos de origen vegetal:

Agentes anti-microtubulos, como la droga taxol, obtenida de Taxus brevifolia, conifera nativa del

noroeste del Pacifico en Norteamérica, y sus derivados sintéticos utilizados en tratamientos de

19



cancer, han resultado toxicos contra T. cruzi causandole alteraciones morfoldgicas, interrupcion de
la divisién nuclear y citocinesis (Duschak y Cuoto, 2007).

Los estilbenos y series sintéticas derivados de polifenoles naturales presentes en familias de
plantas superiores, fueron probados en cultivos de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi,
encontrandose que algunos actlan similares al Benznidazol en los epimastigotes y otros al cristal
violeta en tripomastigotes (Duschak y Cuoto, 2007).

Los flavonoides, metabolitos sintetizados en las plantas y propdleos (la resina que las abejas
extraen de las plantas para recubrir y proteger la colmena) también muestran tener actividad
tripanocida, actuando contra todas las formas del parasito. Igualmente, derivados de 1,4-
naftoquinona muestran actividad antriproliferativa de Trypanosoma cruzi (Duschak y Cuoto, 2007).

Se ha demostrado también, que una gran variedad de compuestos de terpenos aislados de
diferentes plantas actla como tripanocidas, como el carvacrol (terpeno fendlico), componente del
aceite vegetal de la planta de orégano (Origanum vulgare) que actla a nivel de la homeostasis de
calcio (Rao vy col., 2010). El grupo de las agelasinas, compuestos derivados de las esponjas marinas,
también presentan actividades citotdxicas, como antimicrobial, antimaldrica y tripanocida. La
agelasina B, por ejemplo, es capaz de incrementar la concentracidn de Ca?* intracelular inhibiendo la
Ca?*-ATPasa del reticulo endo(sarco)plasmatico e induciendo apoptosis (Pimentel y col., 2012).

Alcaloides obtenidos de Vinca rosea, planta herbacea endémica de Madagascar y derivados
sintéticos de pimienta negra Piper nigrum, han mostrado también tener un efecto inhibitorio de la
proliferacién de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, sefialdandolos como potenciales drogas anti-
tripanocidas. Asimismo, glicoalcaloides probados en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos y
sanguineos mostraron un mayor efecto que el ketoconazol, azol que inhibe la sintesis de ergosterol,

en epimastigotes de T. cruzi (Duschak y Cuoto, 2007).
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Numerosos alcaloides que muestran actividad biolégica pueden presentar en su estructura
guimica heterociclicos neutros formados por la fusién de un anillo de benceno y otro de piridina,
denominados quinolinas (benzo[b]piridinas o 1 -azanaftaleno) (Collado, 2014). Recientemente, las
quinolinas, han ganado un gran interés pues se ha encontrado que poseen actividad antimalarica,
antibacterial, analgésica, antiinflamatoria, antitumoral, antifungica, antiviral y antiprotozoaria.
Existen diferentes vias por las cuales pueden sintetizarse y ademads pueden modificarse para generar
numerosas series de quinolinas sustituidas (Marella y col., 2013).

En los ultimos afios se han sintetizado quinolinas sustituidas denominadas tetrahidroquinolinas.
Estas son derivadas a partir del fenilpropano o isoeugenol de plantas de nuez moscada, clavos de olor
y canela, en presencia de diversos benzaldehidos, isatina y anilinas, mediante una reaccién de
cicloadicion imino Diels-Alder y por sustitucién de los grupos radicales, generandose asi series o
familias de moléculas (Kouznetsovy col., 2010). Las tetrahidroguinolinas también poseen actividades
bioldgicas como antimaldrica, antitumoral, antioxidante, antiinflamatoria y antifungica (Mufioz y col.,
2010; Mufioz vy col,, 2012) y son de gran interés como posibles drogas a ser exploradas en los

tripanosomatidios.
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3. ANTECEDENTES

Los aceites esenciales de plantas, hierbas o especias constituyen un grupo de compuestos
orgdnicos de bajo peso molecular como terpenos, terpenoides y fenilpropenos. Un compuesto
perteneciente al grupo de los fenilpropenos, el isoeugenol, se encuentra en gran proporcion en
plantas de nuez moscada del género Myristica, de clavos de olor (Eugenia caryophyllata) y de canela
(Cinnamomun verum) (Hyldgaard y col.,, 2015). El isoeugenol, ha mostrado tener actividad
antimicrobial (Hyldgaard y col., 2015) y tripanocida en T. cruzi y Leishmania spp. (Azeredo y Soares,
2013).

Se ha propuesto que la actividad bioldgica del isoeugenol se debe a su grupo hidroxilo libre (-OH)
y su posicién en la cadena (Hyldgaard y col., 2015) y que su accién en organismos esta relacionada a
su papel protector en plantas, como los demas componentes de los aceites esenciales (Azeredo y
Soares, 2013). Si el isoeugenol es sometido a reacciones de cicloadicidon imino Diels-Alder es posible
generar quinolinas sustituidas denominadas tetrahidroquinolinas y por sustitucién de los grupos
radicales se sintetizan entonces series o familias de moléculas (Kouznetsov y col., 2010). Como es de
esperarse, se ha reportado que las tetrahidroquinolinas también poseen actividades bioldgicas como
antitumoral (Mayora y col., 2014), antimalarica (Mufioz y col., 2012), antioxidante (Mufioz y col.,
2012), antiinflamatoria (Mufioz y col., 2012), antifungica (Lei y col., 2016) y antiviral (Bedoya y col.,
2010).

Adicionalmente, se ha reportado en varios estudios que derivados de quinolinas también
presentan actividad en diferentes tripanosomatidios. Fournet y col., en 1993, encontraron que
quinolinas sustituidas aisladas de la planta G. longiflora mostraban actividad leishmanicida in vivo en
ratones infectados con L. amazonensis y L. venezuelensis al evaluar el desarrollo de las lesiones

producidas por la infeccién, durante dos semanas.
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Posteriormente, Fakhfakh y col. en el 2003, sintetizaron una serie de quinolinas sustituidas
(quinolinas-2-sustituidas, quinolinas-3-sustituidas y 2-alquenilquinolinas) que evaluaron in vitro en
géneros de Leishmania (L. amazonesis y L. infantum), Trypanosoma (T. brucei y T. cruzi), y células
CEM4fx infectadas con HIV-1, demostrando que tenian actividad tripanocida (disminucién en la
proliferacién) y antiviral (inhibicién en la replicacién del virus HIV). Uno de los compuestos
estudiados, el compuesto 42 (quinolina sustituida con bromo), resulté tener un mayor efecto en
amastigotes de T. cruzi (1Csp= 0.15 uM).

Franck y col. en el 2004, desarrollaron 18 derivados de quinolinas (quinolinas sustituidas en el
carbono 2) que fueron evaluadas in vitro en diferentes parasitos (T. cruzi, T. brucei, L. infantum, L.
amazonensis y P. falciparum)y en células infectadas por el retrovirus HTLV-1, observando que sélo 3
de estos compuestos (los nimero 6, 16 y 17) mostraron mejor actividad tripanocida en las formas
amastigotes (disminucién de la proliferacién) y uno de ellos (el nimero 16) mostrd una inhibicion
antiviral del 76 % a 10 uM. En el caso de T. cruzi sélo un compuesto (el nimero 18) afecto la
proliferacién del pardsito con un ICsq de 0.15 uM, menor que el reportado para la droga de referencia
Nifurtimox (ICso = 0.45 uM).

Worthen y col. en el 2010, compararon el efecto en formas sanguineas de Trypanosoma brucei,
de una tetrahidroquinolina 4G (inhibidora de la proteina farnesiltransferasa, Van Voorhis y col., 2007)
y otras cinco drogas mas (camptotecina, etopdsido, quercetina, prostaglandina D, y pentamidina),
reportdndose que inducian la muerte del parasito en un 70 %.

Romero-Bohdrquez vy col. en el 2012, probaron diversos productos derivados de
tetrahidroquinolinas in vitro para determinar su actividad en Trypanosoma cruzi y Leishmania
chagasi, y su citotoxicidad en células VERO y THP-1, reportando que uno de los compuestos (el 7h)

afectod la proliferacion del parasito con un ICsp de 5.77 uM en T. cruzi y 0.27 uM en L. chagasi,
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mostrando ademds un mayor indice de selectividad que las drogas de referencia, sin mostrar
citotoxicidad en la linea de células mamiferas.

Asimismo, Rashad y col. en el 2014, evaluaron la actividad de una tetrahidroquinolina
disulfonamida y 26 derivados de ésta modificados con diferentes grupos quimicos, sobre la
proliferacién de Trypanosoma brucei, reportando que algunos de estos compuestos inhiben el
crecimiento del pardsito con una buena selectividad. Estos autores demostraron que la efectividad
se relacionaba con la posicion de dichos grupos en las moléculas, por ejemplo, los compuestos 33,
22,23 y 10 que presentaban modificaciones con los grupos sulfonil, propil, isopropil y un atomo de
flior en posicién orto respectivamente, tenian una mayor efectividad.

Mas recientemente, Hernandez-Chinea y col. en el 2015, estudiaron el efecto leishmanicida de 7
compuestos sintéticos derivados de tetrahidroquinolinas, denominados tetrahidroindeno [2,1-c], en
promastigotes y amastigotes de L. mexicana in vitro. Estos autores observaron que estos compuestos
presentan actividad antiproliferativa en este parasito, reportando que dos de los compuestos
estudiados (nimero 1y 3) mostraron un efecto sobre la proliferacion del pardsito con un ICso de 1.0
UM con relacion al reportado para las drogas comerciales anfotericina B (ICsp = 0.036 uM) y
miltefosina (ICsp = 2.18 uM), mostrando ademas un alto indice de selectividad. Ambos compuestos
produjeron cambios morfoldgicos en el pardsito y el colapso total del potencial mitocondrial,
induciendo asi la apoptosis.

Di Pietro y col. en el 2015 midieron el potencial terapéutico in vitro de compuestos de quinolinas
triciclicas sintetizadas a partir de una benzonaptiridina, inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa de
los tejidos nerviosos y globulos rojos, en T. brucei, T. cruziy L. infantum, y su citotoxicidad en modelos
murinos observando que estos compuestos tenian una actividad antiproliferativa en todos los

parasitos.
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En otro estudio realizado por Lechuga y col. en el 2016, una serie de derivados de 4-
aminoquinolinas (compuestos la — 1g) fueron evaluados en epimastigotes, amastigotes
intracelulares y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi combinados con diferentes concentraciones
de hemina. Esta combinacién mostrd una actividad antiproliferativa de los estadios estudiados del
parasito, siendo el compuesto 1g el que mostré mayor efectividad tanto en epimastigotes con un ICs
<1 pM, como en tripomastigotes con un ICsp = 11.7 UM, en relacion a la droga comercial Benznidazol
gue en epimastigotes tuvo un ICsp = 9.5 UM vy en tripomastigotes ICsp = 12 uM. Sin embargo, en
amastigotes el efecto antiproliferativo del compuesto 1g fue menor (ICsp = 6.3 uM) con respecto al

Benznidazol (ICsg = 2.5 uM).

De esta manera, en vista de que: el tratamiento actual presenta numerosos efectos secundarios,
pueden generar resistencia tanto en el parasito como en el hospedador y solo presentan baja eficacia
en la fase cronica de la Enfermedad de Chagas; que se han propuesto numerosos mecanismos de
accién para afectar el tripanosomatidio; y que las tetrahidroquinolinas han sido una fuente de estudio
importante en la busqueda de nuevas posibles drogas con actividad bioldgica y farmacoldgica para el
tratamiento de numerosas enfermedades; se propuso en este trabajo estudiar el efecto de seis
tetrahidroquinolinas sustituidas de la serie DM (117, 180, 191, 223, 231y 234) (Figura 5), sintetizadas
en el Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular, Escuela de Quimica, Universidad de
Santander, A.A. 678, Bucaramanga, Colombia por el Dr. Diego Merchan (Merchan, 2007; Kouznetsov
y col., 2010) y donadas por el Profesor Francisco Arvelo del Laboratorio de Cultivo de Tejidos vy
Biologia de Tumores del Instituto de Biologia Experimental de la Universidad Central de Venezuela,
sobre la proliferacién de epimastigotes de Trypanosoma cruzi y el funcionamiento de diferentes

sistemas reguladores de Ca?* encargados de mantener la homedstasis de este catién en el parésito.
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Figura 5 . Tetrahidroquinolinas sustituidas de la serie DM. (Merchan, 2007;
Kouznetsov y col., 2010)

Ciertos compuestos de la serie DM han sido estudiados por Mufioz y col., en el 2010, quienes
evaluaron la citotoxicidad de las trans-2,4-diaril-r-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas (DMs) en
lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y SKBR3) vy su interaccién con las drogas gemcitabine y
pacitaxel. Fueron escogidos dentro de la serie de DMs estudiadas los compuestos DM8 y DM12, los
cuales, mostraron inducir la inhibicidn del crecimiento tumoral en las lineas celulares nombradas. La
adicion de gemcitabine y pacitaxel intensificaron la actividad citotdxica de estos compuestos en
ambas lineas celulares a concentraciones menores de 1 uM. En este trabajo el compuesto DM12 fue

sugerido como un agente nuevo y seguro para la terapia tumoral.

lgualmente, Fonseca-Berzal y col., en el 2013, estudiaron el efecto inhibitorio en la proliferacion
de epimastigotes de T. cruziy la citotoxicidad en fibroblastos de 22 derivados de tetrahidroquinolinas
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de las series DM (1, 5, 6, 7, 8,9, 12, 13 y 15) y AR (39-45, 45F2, 47, 89, 91 y 92), previamente
estudiados en P. falciparum, comparando sus efectos con el de la droga de referencia, Benznidazol.
Este grupo ha venido trabajando desde hace dos décadas, en el disefio y evaluacién bioldgica de
nuevas drogas antichagasicas, asi como en la quimioterapia contra la malaria. Los estudios realizados
con estos compuestos demostraron que el AR40 (SI=71.11), AR41 (SI = 32), AR91 (SI=33.37) y DM15
(SI = 48.62), tenian un mayor indice de selectividad (SI) en epimastigotes de T. cruzi que la droga de
referencial Benznidazol (SI > 9.44), mostrando una prometedora actividad tripanocida. Estos
compuestos fueron probados en la forma intracelular (amastigotes), mostrando que en este estadio
la selectividad era menor que la mostrada con la droga de referencia Benznidazol. De estos
compuestos, el DM15 fue el Unico que ademas de tener una interesante actividad contra T. cruzi no

mostro efectos tdxicos en fibroblastos.

Estos autores propusieron al DM15 vy a las tetrahidroquinolinas como prototipos potenciales de
drogas antichagdsicas. Adicionalmente, en este trabajo se evaluaron las estructuras de las
tetrahidroquinolinas estudiadas, encontrandose que las sustituciones con grupos alquilo o metoxi en
la posicion C-6 aumentaban el indice de selectividad del compuesto mostrando una influencia
importante en el efecto tripanocida, mientras que sustituciones con cloro, grupos aceptores de
electrones como el grupo nitro o grupos amino en la estructura de la tetrahidroquinolina, mostraban
efectos citotdxicos en fibroblastos. Asimismo, observaron que la presencia de un grupo nitro en un
sustituyente fenil aromatico, asi como la adicién de sustituyentes aceptores de electrones como el
grupo nitrilo en la molécula también incrementa la actividad tripanocida del compuesto.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas evaluadas en este trabajo fueron a su vez probadas en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de Biologia Experimental de la
Universidad Central de Venezuela, resultando no ser tdxicas en fibroblastos alin a una concentracion

de 100 ug/ml. Los fibroblastos son un tipo de célula residente del tejido conectivo que se sugiere son
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las primeras en ser infectadas una vez el pardsito ingresa al hospedador y que son utilizadas como
control de células humanas (Lieke y col., 2006).

Es importante mencionar que los mecanismos de accion de las tetrahidroquinolinas no estan del
todo dilucidados, aunque se sabe que el efecto puede depender de cémo estos compuestos pueden
afectar la funcién de la membrana lipoproteica celular o si modifican la homeostasis iénica, el pH o

la integridad celular (Hyldgaard y col., 2015).
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4. OBIETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de tetrahidroquinolinas sustituidas sobre diferentes mecanismos de regulacion

de Ca?*intracelular en epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

4.2. Objetivos Especificos

- Evaluar el efecto de seis tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la proliferacion de cultivos de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

- Seleccionar aquellas tetrahidroquinolinas sustituidas que generen un mayor efecto sobre la
proliferacién de cultivos de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

- Determinar el ICso de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas sobre la proliferacion
de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

- Estudiar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas sobre la actividad de la
Ca?*-ATPasa de membrana plasmatica de Trypanosoma cruziy de eritrocitos humanos.

- Determinar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas sobre los niveles

intracelulares de Ca%* en Trypanosoma cruzi.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos con el mayor grado de pureza posible.

- Los inhibidores de proteasas: inhibidor de tripsina, leupeptina y fenil-metilsulfonil-fluoruro
(PMSF) fueron obtenidos a través de Sigma.

- El fluoréforo (Fura-2AM), se obtuvo de Molecular Probes.

- Los antibidticos Penicilina/Estreptomicina se obtuvieron a través de Sigma.

- El suero fetal de bovino (SFB) fue adquirido de GIBCO-BRL.

- Las tetrahidroquinolinas sustituidas (DM117, DM180, DM191, DM223, DM231 y DM234) fueron
sintetizadas en el Laboratorio de Quimica Orgénica y Biomolecular, Escuela de Quimica,
Universidad de Santander, A.A. 678, Bucaramanga, Colombia por el Dr. Diego Merchan (Merchan,
2007; Kouznetsov y col., 2010) y fueron donadas por el Dr. Francisco Arvelo del Laboratorio de
Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de Biologia Experimental de la Universidad
Central de Venezuela. Se prepararon soluciones “stock” de cada compuesto a una concentracién
de 6 mM disueltos en dimetilsuféxido (DMSQ), a partir del cual se tomaron alicuotas para obtener
las concentraciones a estudiar en los cultivos celulares y ensayos enzimaticos.

- El Benznidazol fue donado por el Dr. Xendn Serrano-Martin del Laboratorio de Sefializacién

Celular y Bioquimica de Parasitos del Instituto de Estudios Avanzados (IDEA).
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5.1.2 Material bioldgico

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

- Lasangre humana fue donada por la Policlinica Metropolitana y la Clinica Santa Sofia en la ciudad

de Caracas.

5.2 Metodologia

5.2.1 Cultivo de Parasitos

Los epimastigotes de Trypanosoma cruzi (cepa IRHO/BR/63/CL Brenner) se cultivaron en un
medio LIT modificado constituido por: triptosa (15 g/L), extracto de levadura (5 g/L), extracto de
higado (2 g/L), hemina (20 mg/L disuelta en 50% trietanolamina), glucosa (4 g/L), NaCl (9 g/L), KCI (0.4
g/L) y NaaHPO4 (7.5 g/L) suplementado con 5 % de Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado a 56 °C por 45

minutos y 1 % Penicilina/Estreptomicina, incubandolos a 28°C en agitacién.

5.2.2 Curva de Proliferacion de Trypanosoma cruzi

Partiendo de un cultivo inicial de epimastigotes de Trypanosoma cruzi en fase exponencial,
previamente visualizado en un microscopio de luz Olympus CK40 a 40X para verificar que se
encontraran en buenas condiciones y libres de contaminacién, se montaron cultivos en értulas

estériles de 125 ml, con un numero inicial de parasitos de 7 x 10° células/ml en un volumen final de
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10 ml de medio LIT suplementado con 5 % SFBy 1 % Penicilina/Estreptomicina. El nimero inicial de
células del cultivo fue determinado mediante el contaje directo en cdmara de Neubauer.

La proliferacién celular en las értulas se siguié mediante un método indirecto determinando la
turbidez del cultivo, realizando mediciones de tramitancia a una longitud de onda de 560 nm en un
Fotocolorimetro Spectronic 20, durante 10 dias, y un método directo donde se realizd
simultdneamente en cada medicién el contaje de células utilizando la cdmara de Neubauer. Se
relaciond el porcentaje de tramitancia medido con el nimero de células/ml contadas en el cultivo
mediante una regresion lineal, obteniéndose asi una tabla donde se relaciona el porcentaje de
tramitancia con el numero de células/ml a partir de la cual se estableciéd en los siguientes
experimentos, la relacion tramitancia a N° de células/ml. Las curvas de proliferacion fueron realizadas

por triplicado

5.2.3 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM180, DM191, DM223, DM231 vy

DM?234 sobre la proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Para determinar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la proliferacién de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi, los parasitos fueron cultivados en presencia de cada una de los
compuestos (DM117, DM180, DM191, DM223, DM231 y DM234) partiendo de una densidad celular
de 7 x 10° cel/ml en 10 ml de medio LIT suplementado con 5 % SFB. Las concentraciones ensayadas
de cada compuesto fueron 1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM y 30 uM. Se realizaron mediciones de
tramitancia a 560 nm en el Fotocolorimetro Spectronic cada 24 horas durante 10 dias consecutivos
para determinar la proliferacién celular, observando los parasitos en el cultivo mediante un
microscopio de luz Olympus CK40 a 40x. Los valores de tramitancia fueron relacionados con el
numero de células/ml segun la tabla obtenida en el punto 5.2.2. Cada experimento fue realizado por

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

Finalmente, una vez obtenidos los datos, se generaron las curvas dosis-respuesta para cada
compuesto, de las cuales se determiné el valor del ICso (la concentracién del compuesto requerido
para inhibir en un 50 % la poblacidn parasitaria in vitro) mediante una regresion no lineal y utilizando

el software Prisma Graphad 5.0 para obtener la funcion dosis-respuesta de inhibicién.

5.2.4 Obtencién de vesiculas de membrana plasmatica de Trypanosoma cruzi:

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

Un cultivo de 3 litros de parasitos en fase exponencial tardia, se centrifugd inicialmente a 1000 x
g durante 10 min a 4 °C. Los parasitos obtenidos fueron lavados dos veces con un medio que contenia:
11 mM KCl, 140 mM NaCly 75 mM Tris-HCl a pH 7.4, y una vez con un medio que contenia: 400 mM

manitol, 10 mM KCI, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF (disuelto en 1 % DMSO), 0.15 mg/ml inhibidor de
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tripsina de soya, 10 ug/ml leupeptina y 20 mM Hepes-KOH pH 7.6, centrifugando a 1000 x g durante
10 mina4-°C.

|ll

Posteriormente el “pellet” de células obtenido fue mezclado con perlas de vidrio de 100-200 um
de didmetro, a una relacién 1:4 (peso humedo de parasitos/peso perlas de vidrio) y las células fueron
rotas por abrasién en un mortero a4 °Centre 5-7 minutos. Los parasitos rotos mecanicamente fueron
colectados utilizando el mismo buffer anterior y las perlas de vidrio, las células no rotas y restos de
gran tamafo fueron removidos por centrifugacion a 1000 x g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante
obtenido fue sometido a una centrifugacion diferencial, primero a 16000 x g durante 30 min a 4°Cy
luego a 105000 x g durante 1 horaya 4 °C.

El “pellet” obtenido fue resuspendido en un medio que contenia: 150 mM KCl, 1 mM DTT, 50 uM
CaCly, 2 mM MgCly, 1 mM PMSF, 0.15 mg/ml inhibidor de tripsina de soya, 10 pug/ml leupeptina, 5
ug/ml E64 vy 75 mM Hepes-KOH, pH=6.8. La suspension resultante fue homogeneizada pasandola 3

veces a través de un homogeneizador "Dounce AA” inmerso en hielo y guardadas a -70 °C hasta su

utilizacion.

5.2.5 Obtencion de fantasmas de eritrocitos humanos

Los fantasmas de eritrocitos humanos se obtuvieron siguiendo la metodologia descrita por Niggli
y col., en 1987.

Un litro de sangre humana fue lavado 2 veces con un medio isotdnico que contenia: 10 mM Tris-
HCl (pH=7.4) y 130 mM KCl, centrifugando a 5800 x g durante 10 miny a 4 °C. El plasma y los glébulos
blancos fueron removidos por succién y los eritrocitos resultantes fueron hemolizados en 10
volumenes de una solucion hipotdnica que contenia: 1 mM EDTA y 10 mM Tris-HCl (pH=7.4),

centrifugando 2 veces a 21000 x g a 4 °C durante 50 y 40 min respectivamente. Los fantasmas de
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eritrocitos obtenidos en este paso, fueron lavados con 10 mM Hepes (pH=7.4) centrifugando a 21000
x g durante 40 miny a 4 °C, 2 o 3 veces hasta eliminar la mayor cantidad de hemoglobina.
Finalmente, los fantasmas fueron lavados 2 veces con un medio isoténico que contenia: 10 mM
Hepes (pH=7.4), 130 mM KCl, 0.5 mM MgCl, y 50 uM CaCl; centrifugando bajo las mismas condiciones
anteriores. Los fantasmas resultantes fueron resuspendidos en la minima cantidad posible de la

solucién isotdnica anterior y guardados a -70 ° C hasta su utilizacién.

5.2.6 Determinacion del efecto de las tetrahidroguinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231

sobre la actividad de la Ca?*-ATPasa de fantasmas de eritrocitos humanos

La actividad hidrolitica de la Ca®"-ATPasa de fantasmas de eritrocitos humanos se determind
mediante la cuantificacién de fosfato inorganico (Pi), siguiendo el procedimiento descrito por Fiske y
Subbarow en 1925, utilizando sulfato ferroso como agente reductor.

Aproximadamente 0.4 mg/ml de fantasmas de eritrocitos humanos se incubaron durante 40 min
a 37 °C en un volumen final de 250 plL de un medio que contenia: 10 mM MgCl;, 1 mM EGTA, 100
mM KCI, 1 mM ATP, 50 mM Mops Tris (pH=7.4) y diferentes concentraciones de CaCl, que
permitieron obtener entre 0 y 10 pM Ca?* libre en el medio. Estas concentraciones de Ca®* libre
fueron calculadas utilizando un programa computarizado originalmente descrito por Fabiato y
Fabiato en 1979, el cual utiliza un calculo iterativo (Benaimy col., 1991). La actividad de la Ca?*-ATPasa
fue determinada en ausencia de las tetrahidroquinolinas (actividad basal o control), en presencia de
las diferentes tetrahidroquinolinas estudiadas (DM117, DM191 y DM231) a una concentracion de 30
UM y en presencia de la droga de referencia Benznidazol también a una concentracion de 30 uM.

La reaccién se detuvo con 250 ulL de &cido tricloroacético (TCA) al 16 % v/v y la cantidad de Pi

liberado, producto de la hidrdlisis de ATP por la bomba, fue determinada siguiendo el método de
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Fiske & Subbarow, 1925. Para ello se tomaron 200 uL de cada muestra y se le afiadieron 700 plL de
una solucion de molibdato de amonio al 0.57 %. Este compuesto, forma acido fosfomolibdico a partir
del fésforo inorgédnico presente, el cual se reduce al afiadir 100 pL de sulfato ferroso (40 % p/v),
produciendo un color azul, el cual fue medido a 830 nm, proporcional al contenido de fésforo
inorganico y por lo tanto a la actividad de la enzima. La concentracién de Pi se calculd a partir de una
curva de calibracion obtenida utilizando estandares de Pi de concentraciones conocidas. La actividad
fue expresada como pmoles de Pi liberado por la enzima por minuto por miligramo de proteina.
Todos los resultados corresponden al promedio + desviacidn estandar de al menos 5 experimentos

independientes.

5.2.7 Determinacion del efecto de las tetrahidroguinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231

sobre la actividad de la Ca?*-ATPasa de membrana plasmdtica de Trypanosoma cruzi

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

Aproximadamente 0.5 mg/ml de proteina fueron incubadas durante 40 minutos a 28 °C en un
volumen final de 250 plL de un medio que contenia: 50 mM Hepes-KOH (pH=7.4), 200 mM KCl, 2 mM
MgCly, 2 mM ATP, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1.8 mM CaCl, (10 uM Ca?* libre), 2 mM DTT, 1 uM
A23187,0.5 mM ouabaina y 4 ug/ul oligomicina. La actividad de la Ca?*-ATPasa fue determinada en
ausencia de las tetrahidroquinolinas (actividad basal o control), en presencia de las diferentes
tetrahidroquinolinas estudiadas (DM117, DM191 y DM231) a concentraciones de 5 uM, 10 uM, 15
UMy 30 uM y en presencia de la droga de referencia Benznidazol también a concentraciones de 5

UM, 10 uM, 15 uM y 30 uM.
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La reaccién se detuvo afiadiendo 250 pL de acido tricloroacético (TCA) al 16 % v/v y se determind
la cantidad de Pi liberado, producto de la hidrélisis de ATP por la bomba, segin el método de Fiske &
Subbarow, 1925 como fue descrito en la seccidn anterior. La actividad Ca?*-ATPasa de las vesiculas
de membrana plasmatica de T. cruzifue expresadas como la diferencia entre la actividad Mg?*-ATPasa
en presencia de EGTA (sin calcio) y la actividad Ca**-ATPasa en presencia de Ca?* y Mg?* (actividad
total). La actividad fue expresada como nanomoles de Pi liberado por minuto por miligramo de
proteina. Todos los resultados corresponden al promedio + desviacion estandar de al menos 5
experimentos independientes.

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

programa estadistico PAST 3.0.1.

5.2.8 Determinacién de la concentracién de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada mediante el método de Lowry (Lowry y col.,
1951) con las modificaciones introducidas por Bensadoun y Weinstein (1976), para evitar la

interferencia por el detergente y el Hepes. Se utilizd albimina de suero bovino como patrén.

5.2.9 Determinacion del efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231,

sobre los niveles intracelulares de Ca?* en poblaciones de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Para realizar las mediciones de los niveles de Ca?* intracelular en poblaciones de epimastigotes de
T. cruzi fue utilizado el indicador fluorescente “radiométrico” Fura-2/AM. El Fura-2 es un indicador
fluorescente que cambia su espectro de absorcion o excitacién en funcion de la concentracién de
Ca%*, mientras que la emisidn se mantiene invariable, presentando una longitud de emisién a 510 nm

y dos longitudes de excitacién, a 340 nm cuando se encuentra unido al calcio y a 380 nm cuando esta
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libre de Ca%". Debido a que la forma sensible a Ca?* es el Fura-2, una molécula altamente polar,
hidrofilica e incapaz de atravesar la membrana celular, se utilizé el Fura-2AM (penta-
acetoximetiléster), un derivado no fluorescente con los 5 grupos acidos esterificados, hidrofébico y
liposoluble, permeable a la membrana celular. Una vez dentro de la célula, el Fura-2AM, es
hidrolizado por las esterasas enddgenas del parasito, quedando libre el complejo fluorescente (Fura-
2) capaz de unir Ca%, el cual es ademds incapaz de atravesar la membrana plasmatica permaneciendo
en el citoplasma de la célula.

Para las mediciones de fluorescencia fue utilizado un espectrofluorimetro HITACHI F-2000
acoplado a un PC (IBM compatible) con un sistema de adquisiciéon de datos, estableciéndose las
siguientes condiciones: Velocidad de cambio 340/380 nm: 2 seg; Apertura de excitacion: 10 nm;
Apertura de emision: 10 nm y Velocidad de barrido: 1200 nm/min.

Para realizar las mediciones de Ca®" intracelular, una suspension de 500 ulL de cultivos de
epimastigotes de T. cruzi en fase exponencial y previamente visualizados al microscopio para
asegurarnos de la viabilidad y 6ptima condicién del pardsito, fueron cargados con Fura-2AM
siguiendo el método propuesto por Mendozay col., en el 2001. Para ello, los parasitos fueron lavados
dos veces con solucién PBS-G (57 mM Na;HPO4, 3 mM NaH,PO4, 43.8 mM NaCly 1 % Glucosa), e
incubados en esta misma solucién con 6 uM Fura 2/AM, en presencia de 0.1 % acido plurénicoy 2.4
UM probenecid para aumentar la eficiencia de acumulacion del Fura-2 en el citoplasma, durante 3
horas a 29 °C, agitacion suave y oscuridad.

Las determinaciones de los niveles de Ca?* intracelular fueron realizadas en presencia o en
ausencia de Ca?* extracelular. Para la determinacion en presencia de Ca?* extracelular, los parésitos
cargados con Fura 2/AM, fueron lavados una vez con 500 plL de PBS-G y luego con 500 ulL de solucién
Tyrode Ca%* (145 mM NaCl, 4 mM KCl, 2 mM MgCl,, 1.8 mM CaCl,, 10 mM Hepes, 11 mM Glucosa).
Posteriormente fueron resuspendidos en 500 pl de este Ultimo medio y colocados en una cubeta de
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cuarzo de 1 ml de capacidad y 4 mm de didmetro. La cubeta fue colocada dentro de un sistema de
laminas acopladas a un bafio termocontrolado donde se mantuvo la temperatura en 29°C. El sistema
tenia acoplado un dispositivo para agitacién constante, a través de un minimagneto, garantizando asi
que los parasitos no sedimentaran y los reactivos afiadidos se distribuyeran homogéneamente. Para
la determinacion en ausencia de Ca?* extracelular se realizé el mismo procedimiento descrito
anteriormente utilizando en la cubeta una solucién Tyrode sin Ca?* en presencia de 8 mM EGTA.

Utilizando este procedimiento experimental se pudo determinar los niveles intracelulares basales
de Ca?* en epimastigotes de T. cruzi y evaluar el efecto de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y
DM231 y de la droga de referencia Benznidazol sobre los niveles intracelulares de Ca%* en estos
parasitos. Las concentraciones utilizadas de estos compuestos fueron las correspondientes a su |Csg,
15y 60 uM (esta ultima solo para el DM231). Todos los compuestos ensayados fueron afiadidos
utilizando una jeringa Hamilton, en los puntos sefialados con la flecha en cada gréfico, a partir de
soluciones concentradas para no afectar el volumen final en la cubeta.

Para conocer la concentracion intracelular de Ca?* fue necesario calibrar el sistema, para ello se
utilizé el método de Grynkiewicz y col. (1985), aplicando la siguiente ecuacién:

R-Rmin

R max-R

[Ca**l =Kd X —Fmm

F max

Donde el Kd es la constante de disociacion del Fura-2 (224 nM), R es la relacién de fluorescencia
de excitacion a 340/380 nm, Rmin €5 la relacion de fluorescencia de excitacion 340/380 nm en ausencia
de Ca?" (en presencia de EGTA 8 mM), Rma es la relacion de fluorescencia de excitacion a 340/380

nm a concentraciones saturantes de Ca?* (en presencia de digitonina 30 pM), Fmin es la fluorescencia
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del Fura-2 cuando es excitado a 380 nm, en ausencia de Ca?* y Fma €s la fluorescencia de Fura-2

cuando es excitado a 380 nm a concentraciones de Ca?* saturantes.

5.2.10 Determinacién del efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231,

sobre el potencial electroguimico mitocondrial de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Para estudiar el efecto de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231, asi como de la
droga de referencia Benznidazol sobre el potencial electroguimico mitocondrial, 500 uL de parasitos
en fase exponencial tardia (1 x 107 células/ml) fueron colectados por centrifugaciéon a 600 x g por 2
minutos, lavados dos veces con un medio de carga (130 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM KH,PO, y 20
mM Tris-HCl, pH=7.4) y posteriormente incubados en este mismo medio con 20 uM del fluoréforo
rodamina 123, durante 45 minutos, a 29 °C vy agitacién continua. Transcurrido el tiempo de
incubacion, los pardsitos fueron centrifugados a 600 x g, lavados dos veces con el mismo medio de
carga, resuspendidos en 500 pL de este medio y colocados en una cubeta de cuarzo para
posteriormente ser evaluados en el fluorimetro HITACHI F-2000, bajo condiciones de temperatura
controlada (29 °C) y agitacién continua.

La rodamina 123, es un indicador catidnico fluorescente permeable a las células, el cual es
incorporado de forma activa por la mitocondria funcional sin inducir efectos citotéxicos (Johnson y
col., 1980). Este se intercala entre la membrana interna y la membrana externa de la mitocondria
siguiendo la diferencia de potencial electroquimico mitocondrial, pudiendo ser utilizado para
determinar variaciones en el potencial de membrana mitocondrial de distintos tipos celulares
incluyendo tripanosomatidios (Wilkes y col., 1997). La longitud de onda de excitacién de este
fluoréforo corresponde a 488 nm, mientras que la emision se monitorea a 530 nm. En los

experimentos  fue utilizado  como  control 2 UM FCCP (carbonilcianuro-p-
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trifluorometoxifenilhidrazona), un protondforo, desacoplador de la cadena transportadora de
electrones. El rango de concentraciones ensayadas de las tetrahidroquinolinas y el Benznidazol fue
de 5 uM a 60 uM. Todos los compuestos ensayados fueron afiadidos utilizando una jeringa Hamilton,
en los puntos sefialados con la flecha en cada gréfico, a partir de soluciones concentradas para no

afectar el volumen final en la cubeta.

5.2.11 Determinacion del efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231,

sobre el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Para evaluar el efecto de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231, asi como de la
droga de referencia Benznidazol sobre la alcalinizacién de los acidocalcisomas de epimastigotes de T.
cruzi, 500 pL de pardsitos en fase exponencial tardia (1 x 107 células/ml) fueron colectados por
centrifugacién a 600 x g por 2 minutos, lavados dos veces con un medio de carga (130 mM KCl, 1 mM
MgCly, 2 MM KH,PO4y 20 mM Tris-HCl, pH=7.4) y posteriormente incubados en este mismo medio
con 2 uM del fluoréforo naranja de acridina, durante 10 minutos, a 29 °C y agitacion continua.
Transcurrido el tiempo de incubacion, los parasitos fueron centrifugados a 600 x g, lavados dos veces
con el mismo medio de carga, resuspendidos en 500 pL de éste medio y colocados en una cubeta de
cuarzo para posteriormente ser evaluados en el fluorimetro HITACHI F-2000, bajo condiciones de
temperatura controlada (29 °C) y agitacion continua.

La naranja de acridina es un fluordforo, el cual tiene la capacidad de acumularse en
compartimentos intracelulares acidicos, como los acidocalcisomas y de ser liberada si el gradiente de
protones es interrumpido. La pérdida de este indicador es un signo de alcalinizacion de los
acidocalcisomas (Docampo y col., 1995). La longitud de onda de excitacion de la naranja de acridina

corresponde a 488 nm, mientras que la emisién se monitorea a 530 nm. En los experimentos fue
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utilizado como control 2 UM nigericina, un intercambiador K*/H*, que provoca la alcalinizacién de los
acidocalcisomas al desacoplar el gradiente de H'. El rango de concentraciones ensayadas de las
tetrahidroquinolinas y el Benznidazol fue de 5 uM a 60 pM. Todos los compuestos ensayados fueron
afiadidos utilizando una jeringa Hamilton, en los puntos sefialados con la flecha en cada gréfico, a

partir de soluciones concentradas para no afectar el volumen final en la cubeta.
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6. RESULTADOS

6.1 Curva de proliferacidon de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de estandarizar los cultivos in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi para
la posterior determinacion del efecto de las tetrahidroquinolinas sobre la proliferacion de estos
parasitos, se realizaron curvas de crecimientos de T. cruzi durante 10 dias. La curva fue iniciada con
una poblacién de parasitos de 7 x 108 células/ml, inoculados a partir de un cultivo de epimastigotes
de T. cruzi en fase exponencial, previamente observado al microscopio éptico, comprobandose el
buen estado de los pardsitos y la ausencia de contaminacién. La proliferacion fue seguida
determinando la turbidez del cultivo, mediante mediciones de tramitancia a 560 nm en un
fotocolorimetro, cada 24 horas durante 10 dias, realizando adicionalmente en cada medicion el
contaje directo de las células mediante una cdmara de Neubauer. Los valores obtenidos se
relacionaron mediante una regresién exponencial y usando la ecuacién de la recta se obtuvo una
tabla donde se relacionaba la tramitancia con la densidad poblacional (resultados no mostrados), a

partir de la cual fue establecida la poblacion de parasitos en los diferentes cultivos experimentales.

Como se muestra en la Fig. 6, la proliferacidn del pardsito se observd como un aumento en el
numero de células/ml en el tiempo, observandose claramente una fase exponencial de crecimiento
y alcanzdndose la fase estacionaria a los diez dias. Esta curva es de gran importancia pues permitio
conocer el comportamiento del parasito bajo nuestras condiciones de cultivo y el tiempo en el cual
la poblacion alcanza la fase exponencial, dato necesario para los ensayos con las tetrahidroquinolinas

a estudiar y los calculos de ICs.
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Figura 6. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo
seinicid a partir de una poblacién de 7 x 10 cel/mly su proliferacion fue seguida
cada 24 horas durante 10 dias (240 horas), representdandose como el nimero
de células/ml en funcién del tiempo. Cada punto mostrado en la gréfica
representa el promedio () la desviacién estandar de tres experimentos
independientes.

6.2 Efectode lastetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM180, DM191, DM223,DM231y DM234

sobre la proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de evaluar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM180,
DM191, DM223, DM231 y DM234 sobre la proliferacion de los epimastigotes de Trypanosoma cruzi
y seleccionar aquellas tetrahidroquinolinas que mostraran un mayor efecto sobre la proliferacién del
parasito, se realizaron cultivos independientes en értulas de 125 ml, partiendo de una densidad
poblacional de 7 x 10° cel/ml de epimastigotes de T. cruzi, en presencia de las distintas
tetrahidroquinolinas a una concentracién de 15 uM (Fig. 7), siguiendo la proliferacién del parasito

durante 10 dias.
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La proliferacion de epimastigotes de T. cruzi en presencia de las diferentes tetrahidroquinolinas
es mostrada en la Fig. 7, donde se muestra ademas: 1) la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi
crecidos en ausencia de tetrahidroquinolinas (crecimiento control, Fig. 7), y 2) la proliferacion de los
epimastigotes de T. cruzi en presencia de 15 uM Benznidazol, droga comercial de referencia
actualmente utilizada para el tratamiento terapéutico de la Enfermedad de Chagas (Fig. 7). Es
importante resaltar que el DMSO a una concentracién de 1 % no afectd la proliferacién de parasitos
con respecto al crecimiento control en ausencia de los compuestos (resultados no mostrados),
demostrando que el mismo puede ser utilizado como vehiculo para disolver los compuestos ya que

no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento de T. cruzi.
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Figura 7. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la proliferacién de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicid a partir de una
poblacion de 7 x 10° cel/ml y su proliferacién fue seguida cada 24 horas
durante 10 dias, en ausencia (control), en presencia de 15 uM de cada una de
las tetrahidroquinolinas (DM117, DM180, DM 191, DM223, DM231 y DM234)
y en presencia de 15 uM Benznidazol (Benznidazol). Cada punto mostrado en
la grafica representa el promedio (£) la desviacion estdndar de tres
experimentos independientes.
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Enlafigura 7, se pudo observar que todas las tetrahidroquinolinas ensayadas y el Benznidazol
tuvieron un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de los epimastigotes de T. cruzi con respecto al
crecimiento control, a una concentracion de 15 uM. Sin embargo, resaltan tres de estos compuestos,
las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231, las cuales a una concentracién de 15 uM tuvieron
un efecto inhibitorio mas marcado sobre la proliferacion de este parasito (Fig. 7), con porcentajes de
inhibicion de 64,92 %, 76,93 % y 70,11 % respectivamente (Ver tabla 3). La droga de referencia

Benznidazol a esta concentracion inhibio la proliferacién de T. cruzi en 87,78 % (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de inhibicidn de la proliferacién de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi en presencia de las tetrahidroquinolinas sustituidas
DM117, DM180, DM191, DM223, DM231 y DM234 y de la droga de
referencia Benznidazol a una concentracion de cada compuesto de 15

UM,
Compuesto Inhibicidn de |a proliferacién parasitaria (%)
Benznidazol 87,78
DM191 76,93
DM231 70,11
DM117 64,92
DM223 45,67
DM234 42,78
DM180 33,10

De las seis tetrahidroquinolinas estudiadas pudimos observar que las tetrahidroquinolinas
sustituidas DM117, DM191 y DM231, afectaban la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi en una
mayor proporcion que el resto de las tetrahidroguinolinas, mostrando una prometedora actividad

tripanocida. El efecto de estas tres tetrahidroquinolinas sobre la proliferacion del pardsito fue

46



ensayado también a una concentracién de 30 uM, observandose los resultados mostrados en la figura

8.

N° de células/ml x 10°

140
O control
o/
120 /
o}
100 f /
@)
80 | /
60 | /
0
40 | /
/Q /@/@DM117
o 0~ A——7DM231
20 | 5 - 4g§2/*
o Q/ —‘i—‘Q_QDMlgl
¢£¢_?_=?z 1 _?_?—?_ 1 _ 1 _ 1 Benznidazol
0

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Tiempo (Horas)

Figura 8. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas seleccionadas sobre la
proliferaciéon de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicié a
partir de una poblacion de 7 x 10° cel/ml y su proliferacién fue seguida cada
24 horas durante 10 dias, en ausencia (control), en presencia de 30 uM de
cada una de las tetrahidroquinolinas (DM117, DM191 y DM231) y en
presencia de 30 uM Benznidazol (Benznidazol). Cada punto mostrado en la
grafica representa el promedio (%) la desviacion estandar de tres
experimentos independientes.

A esta concentracion las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231 mostraron un porcentaje

de inhibicién de la proliferacién de T. cruzi de 74,14 %, 92,02 % y 81,55 % respectivamente. El

Benznidazol a esta misma concentracion inhibid la proliferacion de T. cruzi en un 94,66 % (Ver tabla

4).
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de la proliferacién de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi en presencia de las tetrahidroquinolinas sustituidas
seleccionadas: DM117, DM191 y DM231 y de la droga de referencia
Benznidazol a una concentracion de cada compuesto de 30 uM.

Compuesto Inhibicién de la poblacién parasitaria (%)
Benznidazol 94,66

DM191 92,02

DM231 81,55

DM117 74,14

Una vez seleccionadas estas tres tetrahidroquinolinas sustituidas, se procedio a evaluar el efecto
dosis-dependiente de cada una de ellas sobre la proliferacion celular de T. cruzi, para poder

determinar su ICso.

6.3 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre la proliferacién de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi y determinacion de su ICsq

Con la finalidad de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre la
proliferacién de los epimastigotes de T. cruzi y determinar su ICsg, se realizaron curvas de
proliferacién del pardsito partiendo de una poblacidn inicial de 7 x 10° cel/ml en presencia de
diferentes concentraciones del compuesto (1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 30 uM y 50 uM)
manteniendo un grupo control (sin droga). Los resultados mostraron una inhibicion dosis-

dependiente de la proliferacion celular (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre la
proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicid a
partir de una poblacidon de 7 x 108 cel/ml y su proliferacion fue seguida cada
24 horas durante 10 dias, en ausencia (control) y en presencia de
concentraciones crecientes del compuesto (1 uM a 50 uM). Cada punto
mostrado en la gréfica representa el promedio (%) la desviacién estandar de
tres experimentos independientes.

El ICso estimado de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 fue de 5,25 + 1,03 uM a las 144
horas de crecimiento, tiempo en el cual el cultivo se encontraba en fase exponencial (Ver Fig. 10). Es
importante resaltar que con este compuesto cerca del 90 % de inhibicidn de la proliferacién celular

se observd a una concentracion de 50 M.
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Figura 10. Curva Dosis-Respuesta de la tetrahidroquinolina DM117 sobre la
proliferacién de epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacion con las
diferentes concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la gréfica

representa el

promedio (£) la desviaciéon estandar de tres experimentos

independientes.

6.4 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM191 sobre la proliferacién de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi y determinacion de su ICsg

Con la finalidad de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM191 sobre la
proliferacién de los epimastigotes de T. cruzi y determinar su ICsg, se realizaron curvas de
proliferacién del pardsito partiendo de una poblacidn inicial de 7 x 10° cel/ml en presencia de
diferentes concentraciones del compuesto (1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM y 30 uM) manteniendo

un grupo control (sin droga). Los resultados mostraron una inhibicion dosis-dependiente de la

proliferacién celular (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM191 sobre la
proliferacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicié a
partir de una poblacidon de 7 x 10° cel/ml y su proliferacion fue seguida cada
24 horas durante 10 dias, en ausencia (control) y en presencia de
concentraciones crecientes del compuesto (1 uM a 30 uM). Cada punto
mostrado en la gréfica representa el promedio (1) la desviacién estandar de
tres experimentos independientes.

El ICso estimado de la tetrahidroquinolina sustituida DM191 fue de 6,25 £ 1,04 uM a las 144
horas de crecimiento, tiempo en el cual el cultivo se encontraba en fase exponencial (Ver Fig. 12). Es
importante resaltar que con este compuesto cerca del 90 % de inhibicidn de la proliferacién celular

se observd a una concentracion de 30 uM.
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Figura 12. Curva Dosis-Respuesta de la tetrahidroquinolina DM191 sobre la
proliferacion de epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacién con las
diferentes concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la grafica
representa el promedio (%) la desviacién estandar de tres experimentos
independientes.

6.5 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre la proliferacién de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi y determinacion de su [Csg

Con la finalidad de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre la
proliferacién de los epimastigotes de T. cruzi y determinar su ICsg, se realizaron curvas de
proliferacién del pardsito partiendo de una poblacidn inicial de 7 x 10° cel/ml en presencia de
diferentes concentraciones del compuesto (1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 15 pM y 30 uM) manteniendo
un grupo control (sin droga). Los resultados mostraron una inhibicion dosis-dependiente de la

proliferacién celular (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre la
proliferaciéon de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicié a
partir de una poblacidon de 7 x 108 cel/ml y su proliferacion fue seguida cada
24 horas durante 10 dias, en ausencia (control) y en presencia de
concentraciones crecientes del compuesto (1 uM a 30 uM). Cada punto
mostrado en la gréfica representa el promedio (%) la desviacién estandar de
tres experimentos independientes.

El ICso estimado de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 fue de 7,85 £ 1,02 uM a las 144
horas de crecimiento (Ver Fig. 14). Es importante resaltar que con este compuesto cerca del 90 % de

inhibicion de la proliferacidn celular se observé a una concentracién de 30 uM.
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Figura 13. Curva Dosis-Respuesta de la tetrahidroquinolina DM231 sobre la
proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacién con las
diferentes concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la grafica
representa el promedio () la desviacién estandar de tres experimentos
independientes.

6.6 Efecto de la droga de referencia Benznidazol sobre la proliferacién de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi y determinacion de su I1Csq

Con la finalidad de evaluar el efecto del Benznidazol, la droga de referencia actualmente
utilizada en el tratamiento de la Enfermedad de Chagas, sobre la proliferacion de los epimastigotes
de T. cruzi y determinar su ICs, se realizaron curvas de proliferacién del parasito partiendo de una
poblacién inicial de 7 x 108 cel/ml en presencia de diferentes concentraciones de la droga (1 uM, 3
uM, 5 uM, 10 uM, 15 pM vy 30 pM) manteniendo un grupo control (sin droga). Los resultados

mostraron una inhibicién dosis-dependiente de la proliferacién celular (Fig. 15).
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Figura 15. Efecto del Benznidazol sobre la proliferacién de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi. El cultivo se inicid a partir de una poblacién de 7 x 10°
cel/ml y su proliferacion fue seguida cada 24 horas durante 10 dias, en
ausencia (control) y en presencia de concentraciones crecientes de la droga
(1 uM a 30 uM). Cada punto mostrado en la grafica representa el promedio
(%) la desviacidn estandar de tres experimentos independientes.

El ICsg estimado del Benznidazol fue de 2,45+ 1,02 uM a las 144 horas de crecimiento, tiempo
en el cual el cultivo se encontraba en fase exponencial (Ver Fig. 16). Es importante resaltar que con
este compuesto cerca del 90 % de inhibicion de la proliferacion celular se observé a partir de una

concentracion de 15 pM.
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Figura 16. Curva Dosis-Respuesta del Benznidazol sobre la proliferacién de
epimastigotes de T. cruzi a las 144 horas de incubacion con las diferentes
concentraciones del compuesto. Cada punto mostrado en la gréfica
representa el promedio () la desviacidon estandar de tres experimentos
independientes.

Una vez demostrado el efecto antiproliferativo de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 vy
DM?231, se procedid a estudiar un posible efecto de estos compuestos sobre la regulacion del calcio
intracelular en Trypanosoma cruzi. Para ello, estudiamos el efecto de estas tetrahidroquinolinas y de
la droga de referencia Benznidazol sobre diferentes sistemas que se encargan de mantener la

homeostasis de Ca?* en estos parasitos.
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6.7 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231 sobre la actividad de la

Ca’*-ATPasa de membrana plasmatica de Trypanosoma cruzi.

Uno de los sistemas reguladores de los niveles intracelulares de Ca®* en los tripanosomatidios es
la Ca**-ATPasa de membrana plasmatica, ya que esta enzima es la encargada de ejercer la regulacién
fina de los niveles intracelulares basales de Ca%* en los mismos. Con la finalidad de establecer si esta
enzima pudiera ser un posible blanco de la accién de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 vy
DM231, se incubaron preparaciones de membrana plasmatica de estos pardsitos en ausencia
(actividad control) y en presencia de diferentes concentraciones de cada una de los compuestos (5
UM, 15 uM y 30 pM) y se determind la actividad de hidrdlisis de ATP por la Ca%*-ATPasa presente en
dichas membranas a una concentracion de Ca?* libre de 10 uM. Asimismo, se evalud el efecto de la
droga de referencia Benznidazol sobre la actividad de esta enzima, pues si bien es conocido el efecto
antiproliferativo de esta droga en T. cruzi no ha sido reportado ningun estudio sobre el efecto de la
misma en la regulacion intracelular de Ca®*.

Como puede observarse en la Fig. 17, los diferentes compuestos mostraron un efecto inhibitorio
sobre la actividad de la Ca**-ATPasa de la membrana plasmatica de T. cruzi a excepcidn de la
tetrahidroquinolina DM117 que no mostré ningln efecto (Ver Fig. 17). El efecto inhibitorio fue dosis
dependiente, observdndose que a medida que se incrementaba la concentracion de las
tetrahidroquinolinas DM191 y DM231 y del Benznidazol, ocurria un mayor porcentaje de inhibicién
de la actividad de la enzima. Sin embargo, el efecto inhibitorio fue menos marcado con el Benznidazol
(Fig. 17 y Tabla 5). Estos resultados fueron analizados mediante una prueba t de Student resultando
en que las inhibiciones de cada compuesto con respecto al control fueron significativas con un p <

0,05.
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Figura 17. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231 y
del Benznidazol sobre la actividad de la Ca**-ATPasa de la membrana plasmatica de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. La actividad fue determinada a una
concentracién de Ca?* libre de 10 uM. Se observa en cada grupo de barras la
actividad control y la actividad en presencia de 5 uM, 15 uM y 30 uM de cada
compuesto. Las actividades reportadas corresponden al promedio (%) la desviacion
estandar de cinco experimentos independientes, siendo los efectos inhibitorios de
cada compuesto con respecto al control estadisticamente significativos con un p <
0,05.

Enlatabla 5 se reportan los porcentajes de inhibicidn con respecto al control obtenido para cada
compuesto a las diferentes concentraciones utilizadas, observandose que las tetrahidroquinolinas
sustituidas DM191 y DM231 inhibieron la actividad de la enzima en un 55,22 % y 58,55 %
respectivamente a una concentracion de 30 uM. Por otra parte, la tetrahidroquinolina DM117 a esta
misma concentracién, no inhibié la actividad Ca?*-ATPasa de T. cruzi. La droga de referencia

Benznidazol a 30 UM por su parte, inhibié en menor proporcién la actividad de esta enzima (26,65
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%). Es importante resaltar que los compuestos DM191, DM231 y el Benznidazol, inhibieron de una
manera significativa la actividad de la Ca?-ATPasa de T. cruzi cuando fueron utilizados a una

concentracion cercana a los ICso determinados para los mismos (5 uM) (Ver Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de inhibicidn de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191,
DM231 y del Benznidazol sobre la actividad de la Ca?*-ATPasa de membrana
plasmatica de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, a concentraciones de 5 UM,
15 uMy 30 uM.

Porcentaje de Inhibicién (%) con respecto a la
actividad Ca%*-ATPasa control

Concentracion Compuesto DM117 DM191 DM231 | BENZNIDAZOL
5uM 0 40,54 40,76 9,40
15 uM 2,35 49,56 50,39 21,61
30 uM 1,32 55,22 58,55 26,65

Los resultados mostrados sugieren a la Ca?*-ATPasa de membrana plasmatica de estos
parasitos, como un posible blanco de accién de las tetrahidroquinolinas DM191 y DM231 y de la

droga de referencia Benznidazol.

6.8 Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231 sobre la actividad de la

Ca’*-ATPasa de fantasmas de eritrocitos humanos

Con la finalidad de profundizar si la Ca?*-ATPasa de T. cruzi pudiera ser considerada un posible
blanco de la accidon de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231, una vez estudiado el efecto
de estos compuestos sobre la actividad de la Ca?*-ATPasa de membrana plasmatica de epimastigotes
de T. cruzi, se evalud si los mismos afectaban la enzima andloga de eritrocitos humanos. Para ello se
estudio el efecto de cada una de las tetrahidroquinolinas a una concentracién de 30 uM sobre la
actividad de hidrdlisis de ATP de la Ca?*-ATPasa presente en la membrana de eritrocitos humanos a

diferentes concentraciones de calcio libre (0,1 uM; 0,2 uM; 0,4 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 5 UM vy 10
59



uM). Como puede observarse en la Fig. 18, en ausencia de compuestos la enzima presentd una
actividad basal, la cual incrementa a medida que se aumenta la concentracién de Ca?* libre,
observandose una actividad basal maxima a 10 uM Ca?* libre donde la enzima se encuentra
trabajando a su maxima velocidad (Fig. 18 Control). Asimismo, se pudo evidenciar que ninguna de las
tetrahidroquinolinas estudiadas, ni la droga de referencia Benznidazol, afectaron de manera

significativa la actividad de la Ca?*-ATPasa de eritrocitos humanos.
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Figura 18. Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231y
del Benznidazol sobre la actividad de la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmética de
eritrocitos humanos. Las barras representan la actividad de la enzima en presencia
de 0.2 uM, 2 uM y 10 uM Ca?* libre respectivamente. El grupo control representa la
actividad de la enzima en ausencia de compuestos. El resto de los grupos representa
la actividad de la enzima en presencia de 30 uM Benznidazol, 30 uM DM191, 30 uM
DM117 y 30 uM DM231. Las actividades reportadas corresponden al promedio (%)
la desviacién estandar de cinco experimentos independientes, no observandose
diferencia significativas entre el efecto de cada compuesto y el control con un p <
0,05.
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Estos resultados apoyan laimportancia de esta enzima como posible blanco de drogas en T. cruzi.
La inhibicidon de esta enzima pudiera afectar la homeostasis del Ca?* del parasito. Sin embargo, en la
regulacion del Ca?* intracelular participan otros sistemas reguladores de Ca?* que también podrian

ser afectados por estas tetrahidroquinolinas.

6.9 Efecto de las tetrahidroguinolinas sustituidas DM117, DM191, DM231 v el Benznidazol sobre los

niveles intracelulares de Ca®* en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de evaluar el efecto de las diferentes tetrahidroquinolinas sustituidas (DM117,
DM191 y DM231) y del Benznidazol sobre los niveles intracelulares de Ca®" en epimastigotes de T.
cruzi, los parésitos fueron incubados con el fluordforo Fura-2AM, en ausencia y en presencia de Ca?*
extracelular 2 mM. Una vez obtenidos los niveles intracelulares basales de Ca?*, se agregaron en los
tiempos seflalados con las flechas en cada grafico, las diferentes tetrahidroquinolinas de manera
independiente a diferentes concentraciones (un rango entre 5y 60 UM) y se observaron los cambios
ocasionados por los compuestos sobre la relacién de fluorescencia 340/380 nm. Tomando en cuenta
la relacion de proporcionalidad entre la relacion 340/380 nm y la concentracion de Ca?* intracelular
planteada en la ecuacion de Grynkiewicz, el incremento en la relacion 340/380 nm puede traducirse

como un incremento en la concentracién intracelular de Ca* en el parasito.

6.9.1 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre los niveles intracelulares de Ca®*

en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

En la Figura 19 puede observarse el efecto de la tetrahidroquinolina DM117 sobre la

concentracion intracelular de Ca%* en T. cruzi, en presencia (A) y ausencia de Ca®* (B) extracelular.
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Como se muestra en la figura, luego de afiadir el compuesto DM117 a una concentracién de 5 uM,
concentracion cercana al ICsg estimado (5,25 £ 1,03 uM) para este compuesto sobre la proliferacién
de epimastigotes de T. cruzi (Ver seccién 6.3), tanto en presencia como en ausencia de Ca?
extracelular, se produjo un incremento rapido y de gran magnitud en la relacién de fluorescencia a
340/380 nm, seguido de una rapida recuperacién donde se alcanzaron niveles intracelulares de Ca?*
cercanos al basal. El efecto mostrado en la grafica fue similar cuando el compuesto fue ensayado a
una concentracion mayor (15 pM) (resultados no mostrados). El hecho que no se observaran
diferencias cuando el ensayo fue realizado en ausencia o presencia de Ca?* extracelular, demostré
que el incremento en los niveles intracelulares de Ca?* inducido por este compuesto era debido a su

liberacién desde reservorios intracelulares y no a la entrada de Ca* desde el exterior celular.
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Figura 19. Efecto del compuesto DM117 sobre los niveles intracelulares de Ca?*
en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 5 uM DM117 (flecha) sobre
la concentracién intracelular de Ca®* en presencia de 2 mM de Ca?* extracelular.
B. Efecto de 5 uM DM117 sobre la concentracion intracelular de Ca%* en
ausencia de Ca®* extracelular (8 mM EGTA).
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6.9.2 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM 191 sobre los niveles intracelulares de Ca?

en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

El efecto de la tetrahidroquinolina DM191 sobre la concentracion intracelular de Ca®* en T. cruzi,
en presencia y ausencia de Ca?* extracelular, puede ser observado en la Fig. 20 (A y B
respectivamente). Como se muestra en la figura, luego de afiadir el compuesto DM191 a una
concentracion de 6 uM, concentracion cercana al ICso estimado (6,25 + 1,04 uM) para su efecto sobre
la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi (Ver seccién 6.4), tanto en presencia como en ausencia
de Ca?* extracelular, se produjo un incremento répido en la relaciéon de fluorescencia a 340/380 nm.
A diferencia del comportamiento observado con el compuesto DM117, la magnitud del incremento
en los nivelesintracelulares de Ca* fue menor. Asimismo, no se observé la recuperacion de los niveles
basales del idn, sino que éste permanecio elevado dentro del parasito. El efecto mostrado en la
grafica fue similar cuando el compuesto fue ensayado a una concentracion de 15 uM (resultados no
mostrados). Al igual que con la tetrahidroquinolina DM117, no se observaron diferencia entre los
ensayos realizados en ausencia (Fig. 20B) o presencia de Ca?* extracelular (Fig. 20A), este resultado
indicd que el DM191 estd induciendo el incremento en los niveles intracelulares de Ca?* mediante la

liberacion de este ion desde compartimientos intracelulares.
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Figura 20. Efecto del compuesto DM191 sobre los niveles intracelulares de Ca**
en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 6 uM DM191 (flecha)
sobre la concentracidn intracelular de Ca?* en presencia de 2 mM de Ca?*
extracelular. B. Efecto de 6 uM DM191 sobre la concentracidn intracelular de
Ca?* en ausencia de Ca?* extracelular (8 mM EGTA).

6.9.3 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre los niveles intracelulares de Ca®*

en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

El efecto de la tetrahidroquinolina DM231 sobre la concentracién intracelular de Ca?* en T.
cruzi, en presencia y ausencia de Ca?* extracelular, puede ser observado en la Fig. 21 (Ay B
respectivamente). Cuando este compuesto fue afiadido a concentraciones cercanas al ICso
estimado (7,85 £+ 1,02 uM) para su efecto sobre la proliferacién de epimastigotes de T. cruzi (Ver
seccién 6.5), y concentraciones mayores (15 uM, 30 uM y 40 uM), tanto en presencia como en
ausencia de Ca®* extracelular no se observé ningun efecto. Como puede ser observado en el
resultado mostrado en la Fig. 21, sélo a una concentracién del DM231 de 60 uM se produjo un
pequefio incremento en la relacion de fluorescencia a 340/380 nm. Al igual que el compuesto
DM191, el Ca** intracelular no alcanzd nuevamente sus niveles basales, sino que se quedé elevado

dentro del pardsito. Al igual que con las tetrahidroquinolinas DM117 y DM191, no se observaron
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diferencias entre los ensayos realizados en ausencia (Fig. 21B) o presencia de Ca?* extracelular
(Fig. 21A), este resultado indicé que el DM231 esta induciendo el incremento en los niveles

intracelulares de Ca** mediante la liberaciéon de este ion desde compartimientos intracelulares.
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Figura 21. Efecto del compuesto DM231 sobre los niveles intracelulares de Ca?*
en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de concentraciones de 15
uM, 30 uM, 40 uM y 60 uM DM191 (flechas) sobre la concentracién
intracelular de Ca?* en presencia de 2 mM de Ca?* extracelular. B. Efecto de
15 uM, 30 uM, 40 uM y 60 uM DM191 (flechas) sobre la concentracién
intracelular de Ca?* en ausencia de Ca®* extracelular (8 mM EGTA).

6.9.4 Efecto del Benznidazol sobre los niveles intracelulares de Ca®* en epimastigotes de

Trypanosoma cruzi

Al igual que con las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231, se estudio el efecto de la
droga de referencia Benznidazol sobre la concentracion intracelular de Ca®* en T. cruzi, en presencia
y ausencia de Ca?* extracelular (Fig. 22, A y B respectivamente). Con el Benznidazol, a una
concentracion cercana al ICsg estimado (2,45 + 1,02 uM) no se observd un incremento en los niveles

intracelulares de Ca?* (resultado no mostrado). Fue necesario una concentracion de 15 uM de la
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droga para observar un efecto sobre la concentracidn intracelular de Ca%* en el parésito (Fig. 22 Ay
B). El incremento observado fue similar al obtenido con el compuesto DM191, observandose luego
de afiadir el compuesto un incremento rapido en la relacion de fluorescencia a 340/380 nm.
Asimismo, no se observd la recuperacion de los niveles basales del ion, sino que éste permanecio
elevado dentro del parasito. Al igual que con las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231 no se
observaron diferencias entre los ensayos realizados en ausencia (Fig. 21B) o presencia de Ca%
extracelular (Fig. 22A), este resultado indicd que el incremento en los niveles intracelulares de Ca?*
inducido por esta droga era debido a su liberacidn desde reservorios intracelulares y no a la entrada

de Ca?* desde el exterior celular.
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Figura 22. Efecto del Benznidazol sobre los niveles intracelulares de Ca?* en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 15 uM Benznidazol (flecha)
sobre la concentracion intracelular de Ca?* en presencia de 2 mM de Ca?*
extracelular. B. Efecto de 15 puM Benznidazol sobre la concentracion
intracelular de Ca?* en ausencia de Ca®* extracelular (8 mM EGTA).

Los resultados obtenidos demostraron que todos los compuestos incrementan de una

manera caracteristica los niveles intracelulares de Ca?* en el parasito, producto de la liberacién de
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Ca?* desde reservorios intracelulares, es por esto que se procedid a estudiar el efecto de estos

compuestos sobre el potencial de membrana mitocondrial y los acidocalcisomas de T. cruzi.

6.10Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191, DM231 vy del Benznidazol sobre

el potencial electroquimico mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Los tripanosomatidios presentan una mitocondria Unica, la cual en su membrana interna posee
un sistema de transporte de Ca?* electroforético unidireccional, el cual utiliza como fuerza motora la
diferencia de potencial electroquimico generado por el gradiente de protones. Este mecanismo es
capaz de acumular grandes concentraciones de Ca®* dentro de la mitocondria. Si ocurre una
perturbacion de este gradiente, el Ca?* es liberado hacia el citoplasma. Asi, un cambio en el potencial
de la membrana mitocondrial implicaria el desacoplamiento de este gradiente y por lo tanto una
alteracion de la homeostasis intracelular de Ca?* al liberarse éste hacia el citoplasma.

Para determinar el efecto de las tetrahidroquinolinas DM117, DM291, DM231 y el Benznidazol
sobre el potencial electroquimico mitocondrial en epimastigotes de T. cruzi, estos parasitos fueron
cargados con rodamina 123, un fluordforo que se caracteriza por acumularse entre la membrana
interna y externa de la mitocondria. Cuando el potencial de la membrana mitocondrial es afectado,

el fluoroforo se libera, observandose un aumento en la fluorescencia emitida a 530 nm.

6.10.1 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre el potencial electroquimico

mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con el objeto de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina DM117 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial en epimastigotes de T. cruzi se determinaron los cambios de

fluorescencia de la rodamina 123 al afiadir diferentes concentraciones de DM117. Como se
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muestra en la Fig. 23, no se observd cambio en la fluorescencia luego de afiadir el compuesto
DM117 a una concentracidén de 5 UM, concentracién cercana al ICso estimado (5,25 £ 1,03 uM)
para este compuesto sobre la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi (Ver seccién 6.3). Los
resultados fueron similares cuando el compuesto fue ensayado a una concentracion mayor (15
uUM) (resultados no mostrados). Sin embargo, la adicidn posterior de 2 uM FCCP, un protondforo
desacoplante de la cadena transportadora de electrones que afecta el potencial de membrana
mitocondrial, utilizado como control positivo, produjo un importante incremento en la intensidad
de la fluorescencia (Fig. 23A) motivado por la liberacién de la rodamina 123. El experimento fue
realizado también de forma inversa, es decir, afiadiendo primero el FCCP y luego el DM117 (Fig.
23B), observandose que la adicién inicial del FCCP produjo un aumento considerable de la
fluorescencia, generando una respuesta maxima pues el DM117 agregado posteriormente a5 uM

y 15 uM no tuvo ningun efecto adicional.
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Figura 23. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto
de 5 uM DM117 (flecha) seguido de la adicién de 2 uM FCCP (flecha). B. Efecto
del 2 uM FCCP (flecha) seguido de la adicion de 5 uM DM117 (flecha).
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6.10.2 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM191 sobre el potencial electroguimico

mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

En la Fig. 24 se evalué el efecto de la tetrahidroquinolina DM191 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial en epimastigotes de T. cruzi. Al afiadir el DM191 a una concentracién de
6 UM, concentracion cercana al ICsp estimado (6,25 + 1,04 uM) para su efecto sobre la proliferacion
de epimastigotes de T. cruzi (Ver seccién 6.4), se evidencido un aumento en la fluorescencia de la
rodamina 123 a 530 nm, indicando que este compuesto es capaz de desestabilizar el potencial
electroquimico mitocondrial. La adicién posterior de 2 uM del desacoplante FCCP produjo una
respuesta aln mayor en la fluorescencia (Fig. 24A). Invirtiendo el orden en la adicion de estos
compuestos, se observo que el FCCP produjo un incremento considerable en la fluorescencia, mayor
al efecto observado con el DM117. Sin embargo, el FCCP no generd una respuesta maxima, pues al
agregar posteriormente 6 UM del DM191 se observd un incremento adicional en la fluorescencia de

la rodamina 123 (Fig. 24B).
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Figura 24. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM191 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto
de 6 UM DM191 (flecha) seguido de la adicién de 2 uM FCCP (flecha). B. Efecto
del 2 uM FCCP (flecha) seguido de la adicion de 5 uM DM191 (flecha).
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6.10.3 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre el potencial electroguimico

mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

En la Fig. 25 se evalud el efecto de la tetrahidroquinolina DM231 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial en epimastigotes de T. cruzi. Al afiadir el DM231 a concentraciones
cercanas al ICsg estimado (7,85 + 1,02 uM) para su efecto sobre la proliferacion de epimastigotes
de T. cruzi (Ver seccién 6.5), y concentraciones mayores (15 uM, 30 uM y 40 uM), no se evidencid
ningun efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial. Un efecto en el potencial
mitocondrial fue observado a 60 uM del compuesto. Como puede verse en la Fig. 25A, 60 uM
DM231 incrementd la fluorescencia de la rodamina 123, el cual fue menor al inducido por la
tetrahidroquinolina DM191, indicando que este compuesto es capaz de desestabilizar el potencial
electroquimico mitocondrial a altas concentraciones. La adicién posterior de 2 uM del
desacoplante FCCP produjo una respuesta alin mayor en la fluorescencia (Fig. 25A). Invirtiendo el
orden en la adiciéon de estos compuestos, se observd que el FCCP produjo un incremento
considerable en la fluorescencia de la rodamina 123. Sin embargo, el FCCP no generd una
respuesta maxima, pues al agregar posteriormente 60 uM del DM231 se observé un pequefio

incremento adicional (Fig. 25B).
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Figura 25. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre el potencial
electroquimico mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto
de 60 uM DM231 (flecha) seguido de la adicién de 2 uM FCCP (flecha). B.
Efecto del 2 uM FCCP (flecha) seguido de la adiciéon de 60 uM DM231 (flecha).

6.10.4 Efecto del Benznidazol sobre el potencial electroguimico mitocondrial en epimastigotes

de Trypanosoma cruzi

El efecto de la droga de referencia Benznidazol también fue evaluado sobre el potencial
electroquimico mitocondrial en epimastigotes de T. cruzi. Al afiadir Benznidazol, a una concentracion
cercana al ICsp estimado (2,45 £ 1,02 uM) para su efecto sobre la proliferacion de epimastigotes de
T. cruzi (Ver seccién 6.4), no se observd un efecto sobre la fluorescencia de la rodamina 123. Sin
embargo, a una concentracion de 15 uM, la droga fue capaz de inducir un pequefio incremento en la
intensidad de la fluorescencia de este fluordforo, indicando que este compuesto es capaz de
desestabilizar el potencial electroquimico mitocondrial a esta concentracion. La adicién posterior de
2 UM del desacoplante FCCP produjo una respuesta aun mayor en la fluorescencia (Fig. 26A).
Invirtiendo el orden en la adicion de estos compuestos, se observé que el FCCP produjo un

incremento considerable en la fluorescencia, no generando una respuesta maxima, pues al agregar
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posteriormente 15 UM de Benznidazol se observé un incremento adicional en la fluorescencia de la
rodamina 123 (Fig. 26B).
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Figura 26. Efecto del Benznidazol sobre el potencial electroquimico
mitocondrial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 15 uM
Benznidazol (flecha) seguido de la adicion de 2 uM FCCP (flecha). B. Efecto del
2 UM FCCP (flecha) seguido de la adicién de 15 uM Benznidazol (flecha).

6.11Efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191, DM231 v del Benznidazol sobre

el grado de alcalinizacién de los acidocalcisomas en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de evaluar el efecto de las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191,
DM231 y del Benznidazol sobre los acidocalcisomas de T. cruzi, estos parasitos fueron incubados con
2 uM del fluoréforo naranja de acridina, el cual se compartamentaliza en organelos acidicos, como
los acidocalcisomas, acumulandose en el interior de los mismos. Esta acumulacién es dependiente
del gradiente de protones, el cual es mantenido gracias a la presencia de una H*-ATPasa vacuolar.
Cuando este gradiente es afectado, los acidocalcisomas se alcalinizan y la naranja de acridina es

liberada al citoplasma del parasito, observandose un incremento de su fluorescencia a 530 nm.
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Los acidocalcisomas acumulan Ca?* por medio de la actividad de una Ca/H*-ATPasa, si el
gradiente de H* es alterado, el Ca?* de este compartimiento también serd liberado hacia el citoplasma

afectando asi la homeostasis intracelular de Ca* en el parasito.

6.11.1 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre el grado de alcalinizacién de los

acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina DM117 sobre el grado de
alcalinizacion de los acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, se estudié el cambio
en la fluorescencia de la naranja de acridina en presencia de 5 uM DM117, concentracién cercana al
ICso estimado (5,25 + 1,03 uM) para este compuesto sobre la proliferacion de epimastigotes de T.
cruzi (Ver seccion 6.3). Como se muestra en la Fig. 27, al afiadir la tetrahidroquinolina la fluorescencia
de la naranja de acridina incrementd, producto de su liberacion de los acidocalcisomas a causa de la
alcalinizacion de los mismos. La adicién posterior de 2 uM nigericina, un intercambiador H*/K*
utilizado como control en estos ensayos, el cual provoca la alcalinizacion de los acidocalcisomas, se
observd un menor incremento en la fluorescencia, ya que el DM117 logrd alcalinizar de una manera
importante estos organelos (Fig. 27A). Al invertir el orden de adicion de estos compuestos, se observo
gue la nigericina produjo un incremento en la fluorescencia. Sin embargo, no generd una respuesta
maxima ya que la adicién posterior del DM117 condujo a un incremento adicional de esta

fluorescencia (Fig. 27B)
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Figura 27. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM117 sobre el grado de
alcalinizacién de los acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
A. Efecto de 5 uM DM117 (flecha) seguido de la adicién de 2 uM nigericina
(flecha). B. Efecto del 2 uM nigericina (flecha) seguido de la adiciéon de 5 uM
DM117 (flecha).

6.11.2 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM 191 sobre el grado de alcalinizacion de los

acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina DM191 sobre el grado de
alcalinizacion de los acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, se estudié el cambio
en la fluorescencia de la naranja de acridina en presencia de 6 UM DM191, concentracion cercana al
ICso estimado (6,25 + 1,04 uM) para este compuesto sobre la proliferacion de epimastigotes de T.
cruzi (Ver seccion 6.3). Como se muestra en la Fig. 28, al afiadir la tetrahidroquinolina la fluorescencia
de la naranja de acridina incrementd, lo cual significa que este compuesto provoca la alcalinizacion
de los acidocalcisomas. Sin embargo, el incremento observado fue menor al observado con el DM117.
La adicién posterior de 2 uM nigericina, mostrd un importante incremento en la fluorescencia, mayor
al observado para el DM117 (Fig. 28A). Al invertir el orden de adicién de estos compuestos, se

observé que la nigericina produjo un incremento importante en la fluorescencia de la naranja de
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acridina. Sin embargo, no generd una respuesta maxima ya que la adicion posterior del DM191

condujo a un incremento adicional de esta fluorescencia (Fig. 28B).
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Figura 28. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM191 sobre el grado de
alcalinizacién de los acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
A. Efecto de 6 uM DM191 (flecha) seguido de la adicion de 2 uM nigericina
(flecha). B. Efecto del 2 uM nigericina (flecha) seguido de la adicion de 6 uM
DM191 (flecha).

6.11.3 Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre el grado de alcalinizacion de los

acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Con la finalidad de evaluar el efecto de la tetrahidroquinolina DM231 sobre el grado de
alcalinizacion de los acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, se estudié el cambio
en la fluorescencia de la naranja de acridina en concentraciones cercanas al ICsp estimado (7,85 *
1,02 uM) para su efecto sobre la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi (Ver seccidén 6.5), y
concentraciones mayores (15 pM, 30 uM y 40 uM), no evidencidandose ningun efecto sobre la
alcalinizacion de los acidocalcisomas. Sin embargo, al afiadir una concentracién de 60 uM de esta
tetrahidroquinolina la fluorescencia de la naranja de acridina incrementd de una manera lenta en el

tiempo comparada al de los otros compuestos estudiados, producto de su liberacién paulatina de los
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acidocalcisomas a causa de la alcalinizacion de los mismos. La adicion posterior de 2 uM nigericina ,
condujo a un incremento adicional de la fluorescencia (Fig. 29A). Al invertir el orden de adicion de
estos compuestos, se observd que la nigericina produjo un incremento rapido en la fluorescencia. Sin
embargo, no generd una respuesta maxima ya que la adicion posterior del DM231 provocd un

incremento adicional de esta fluorescencia (Fig. 29B).
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Figura 29. Efecto de la tetrahidroquinolina sustituida DM231 sobre el grado de
alcalinizacién de los acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
A. Efecto de 60 uM DM231 (flecha) seguido de la adicién de 2 uM nigericina
(flecha). B. Efecto del 2 uM nigericina (flecha) seguido de la adicién de 60 uM
DM231 (flecha).

6.11.4 Efecto del Benznidazol sobre el grado de alcalinizacion de los acidocalcisomas de

epimastigotes de Trypanosoma cruzi

El efecto de la droga de referencia Benznidazol también fue evaluado sobre la alcalinizacién
de los acidocalcisomas en epimastigotes de T. cruzi. Al afiadir Benznidazol, a una concentracién
cercana al ICsg estimado (2,45 + 1,02 uM) para su efecto sobre la proliferacién de epimastigotes

de T. cruzi (Ver seccidén6.4), no se observd un efecto sobre la fluorescencia de la naranja de
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acridina. Sin embargo, a una concentracién de 15 uM, la droga fue capaz de inducir un incremento
lento y paulatino, al igual que se observé con el DM231, en la intensidad de la fluorescencia de
este fluordéforo, indicando que este compuesto es capaz de alcalinizar los acidocalcisomas,
provocando la liberacidn de la naranja de acridina de los mismos. La adicion posterior de 2 uM
nigericina produjo un incremento rdpido en la fluorescencia, alcalinizando de manera completa
este organelo (Fig. 30A). Invirtiendo el orden en la adicién de estos compuestos, se observd que
la nigericina produjo un incremento rdpido en la fluorescencia, no generando una respuesta
maxima, pues al agregar posteriormente 15 uM de Benznidazol se observé un incremento

adicional en la fluorescencia de la naranja de acridina (Fig. 30B).

Nigericina (2 uM) Benznidazol (15 uM)
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Figura 30. Efecto del Benznidazol sobre el grado de alcalinizacién de los
acidocalcisomas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. A. Efecto de 15 uM
Benznidazol (flecha) seguido de la adicién de 2 uM nigericina (flecha). B.
Efecto del 2 uM nigericina (flecha) seguido de la adicion de 15 uM Benznidazol
(flecha).
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7. DISCUSION

Uno de los principales intereses en las investigaciones sobre el mejoramiento de los tratamientos
y la profilaxia de la Enfermedad de Chagas, ha sido el estudio dirigido hacia la busqueda de nuevos
farmacos mas efectivos y con menos efectos secundarios que los utilizados actualmente para el
tratamiento de esta enfermedad. En este sentido las investigaciones han sido conducidas en varias
direcciones, tales como: 1) el uso de terapias combinadas, utilizando drogas de diferente estructura
guimica y con diferentes blancos de accién con la finalidad de aumentar la eficacia terapéutica. El
efecto sinergistico de la combinacién de farmacos produce un efecto mayor que el dado por cada
droga por separado, logrando asi, potenciar el efecto terapéutico, minimizar el desarrollo de
resistencia, disminuir las dosis requeridas, el periodo de tratamiento y los efectos secundarios (Alvar
y col., 2008; Field y col., 2017); 2) La busqueda de nuevos compuestos basados en productos
naturales que sean perjudiciales para el parasito sin comprometer la salud del hospedador mamifero,
basados en el hecho que estos compuestos podrian tener menores efectos secundarios sobre el
paciente (Uchiyama, 2009) y 3) El estudio de nuevos posibles blancos de la accién de drogas en los
tripanosomatidios, con la finalidad de generar compuestos que puedan afectar mecanismos
intrinsecos del pardsito esenciales para su viabilidad, pero que no afecten de manera negativa al
hospedador mamifero (Field y col., 2017). Todas estas investigaciones conducen al interés final de
encontrar tratamientos alternos a los conocidos actualmente que minimicen los efectos secundarios,
mejoren la resistencia e incrementen su eficacia en la fase crénica de la enfermedad que son las
limitaciones mas importantes del tratamiento actual utilizado para la Enfermedad de Chagas.

A pesar de que la Enfermedad de Chagas es una enfermedad descubierta hace mas de un siglo, la
patogénesis, asi como el desarrollo de un tratamiento especifico contra la misma, no han sido
completamente dilucidados. En la actualidad el tratamiento existente se basa en dos Unicas drogas,

el Nifurtimox (NFX) y el Benznidazol (BNZ). El mecanismo de accién de estos farmacos estd
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relacionado con la produccion de intermediarios de nitroreduccién que generan estrés oxidativo
(NFX) y reductivo (BNZ) en el parasito (Pinazo y col., 2010). Tanto el Nifurtimox como el Benznidazol
resultan ser eficaces en la fase aguda de la enfermedad y en las etapas tempranas de la fase crénica
(Murcia, 2016) reduciendo la severidad de los sintomas, el curso clinico de la enfermedad vy la
duracién de la parasitemia (Pinazo y col., 2010). Sin embargo, en la fase crénica han presentado baja
eficacia. Ademads, al uso de estas drogas se encuentran frecuentemente asociados numerosos efectos
secundarios.

Por estas razones se hace necesario continuar con la busqueda de nuevos medicamentos que
brinden alternativas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Los productos naturales
constituyen una fuente esencial de metabolitos para el desarrollo de medicamentos y es por ello que
muchos investigadores se han interesado en la obtencién de sustancias que actlen como
tripanocidas derivadas de productos naturales (Schwikkard y Van Heerden, 2002). Entre los
productos naturales aislados de extractos de origen vegetal que han sido mas recientemente
estudiados y se ha demostrado presentan una actividad tripanocida estan: el taxol (Duschak y Cuoto,
2007), los estilbenos y series sintéticas derivados de polifenoles naturales (Duschak y Cuoto, 2007),
los flavonoides (Duschak y Cuoto, 2007), terpenos aislados de diferentes plantas, como el carvacrol
(Rao y col., 2010), el isoeugenol (Azeredo y Soares, 2013), alcaloides como las quinolinas (Marella y
col., 2013), derivados de quinolinas (Fournet y col., en 1993; Fakhfakh y col. en el 2003 y Francky col.
en el 2004) y quinolinas sustituidas denominadas tetrahidroquinolinas (Worthen y col. en el 2010;
Romero-Bohdrquez y col. en el 2012; Rashad y col. en el 2014; Mufioz y col., en el 2010; Fonseca-
Berzal y col., en el 2013).

Las tetrahidroquinolinas estan siendo actualmente consideradas de gran interés como
posibles drogas a ser exploradas en los tripanosomatidios, por su interesante actividad tripanocida.
Sin embargo, sus mecanismos de accidon en estos pardsitos son desconocidos. Partiendo de esta
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premisa, fue de interés evaluar en este trabajo el efecto de tetrahidroquinolinas sustituidas sobre la
proliferacién de epimastigotes de Trypanosoma cruziy tratar de establecer un posible mecanismo de
accién. Estas tetrahidroquinolinas sustituidas fueron obtenidas mediante reacciones de cicloadicién
imino Diels-Alder a partir del isoeugenol, el cual se encuentra en gran proporcién en plantas de nuez
moscada del género Myristica, de clavos de olor (Eugenia caryophyllata) y de canela (Cinnamomun
verum), (Hyldgaard y col., 2015). Sustituciones de los grupos radicales de estas tetrahidroquinolinas
permitieron generar series o familias de moléculas, una de ellas la serie DM, entre las cuales se
encuentran las tetrahidroquinolinas sustituidas objeto de nuestros estudios (DM117, DM180,
DM191, DM223, DM231y DM234) (Kouznetsov y col., 2010)

Partiendo de lo anteriormente expuesto, mediante ensayos in vitro, se estudié el efecto de
estas seis tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM180, DM191, DM223, DM231 y DM234 sobre
la proliferacién de epimastigotes de T. cruzi. Ademas, se utilizé como droga de referencia en todos
los ensayos al Benznidazol, cuyo efecto tripanocida ha sido reportado (Bern, 2011). El Benznidazol ha
sido considerado como el tratamiento de primera linea contra la enfermedad de Chagas, por
presentar menores efectos secundarios que el Nifurtimox y una mayor eficacia (Bern, 2011).

Todas las tetrahidroquinolinas mostraron un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de estos
parasitos a una concentracién de 15 uM (Fig. 7) Sin embargo, Unicamente los compuestos DM117,
DM191 y DM231 tuvieron un efecto inhibitorio sobre la poblacién de T. cruzi mayor del 50 % y
cercano al efecto obtenido con la droga de referencia Benznidazol (Ver Fig. 7 y Tabla 3). Estos tres
compuestos fueron evaluados a una concentracién mayor (30 uM), observandose una inhibicion de
la proliferacion parasitaria de 74,14 %, 92,02 % y 81,55 % para los DM117, DM191 y DM231
respectivamente, en relacion al porcentaje obtenido en presencia de la misma concentracién de
Benznidazol que fue de 94,66 %. (Ver Fig. 8 y Tabla 4). Estos compuestos mostraron ademds una
inhibicion dosis dependiente de la proliferacion del parasito, estimandose sus ICso, la concentracién
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del compuesto requerido para inhibir en un 50 % la poblacién parasitaria in vitro. Asi, fue estimado
para el DM117 un ICso de 5,25 £ 1,03 uM (Ver Fig. 9y 10), para el DM191 un ICso de 6,25 + 1,04 uM
(Ver Fig. 11y 12) y para el DM231 un ICso de 7,85+ 1,02 uM (Ver Fig. 13 y 14). Resultados similares
fueron obtenidos por Fonseca-Berzal y col., en el 2013 quienes también utilizando epimastigotes de
T. cruzi estimaron valores de ICso entre 4 y 9 uM para otras tetrahidroquinolinas sustituidas de la serie
DM (DM1, DMS5, DM6, DM7, DM8, DM9, DM12 y DM15), siendo el ICso del compuesto DM6 el més
elevado (8,29 uM) y el del compuesto DM15 (4,38 uM), el mas bajo.

Asimismo, en este trabajo, el ICsq estimado del Benznidazol fue de 2,45 + 1,02 uM (Ver Fig. 15y
16). Es importante resaltar que con esta droga en epimastigotes de T. cruzi, los ICso mas bajos
reportados en la literatura se encuentran entre los 5 uM y 7 uM (Moreno y col., 2010 y Lechuga y
col, 2016). Se ha reportado que la efectividad del Benznidazol puede variar segun el drea geografica,
debido a una susceptibilidad diferencial de las distintas cepas existentes de T. cruzi (Pinazo y col.,
2010) vy por las condiciones especificas del experimento (Neubig y col., 2003). Estos resultados
tomados en conjunto podrian sugerir que las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 vy
DM231 tienen una importante actividad antiproliferativa en epimastigotes de T. cruzi afectando la
proliferacién de estos parasitos de una manera similar a la droga de referencia Benznidazol,

actualmente utilizada para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas.

Es importante resaltar, que la limitada eficacia mostrada por la droga antichagdsica benznidazol
en la fase crénica de la enfermedad vy la severidad de los sintomas asociados a esta fase de la
infeccion, amerita la necesidad de encontrar moléculas activas contra el estadio intracelular,
amastigote, de T. cruzi. Los estudios realizados en este trabajo Unicamente fueron sobre el estadio

epimastigote, quedando por estudiar si las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231,
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gue mostraron un importante efecto sobre la proliferacion de los epimastigotes sean también activas

como tripanocidas en el estadio intracelular de este parasito.

La efectividad de muchas familias de tetrahidroquinolinas sustituidas han sido ensayadas en T.
cruzi demostrandose una importante actividad tripanocida de algunas de ellas en este parasito. Los
efectos observados han llevado a que algunos autores sugirieran una relacién entre la actividad
tripanocida y citotdxica de los compuestos y su estructura quimica. Fonseca-Berzal y col en el 2013,
reportaron que sustituyentes de grupos alquilo, nitro o metoxi (R-NO, / O-CHs) en la posicién 6 de los
anillos de las tetrahidroquinolinas tienen una importante influencia sobre los efectos tripanocidas
haciendo mds activo a los compuestos. Asimismo, sustituciones de especies sustractoras de
electrones también resultan favorables para la actividad tripanocida del compuesto como los grupos
como el cianuro (R-CN) (Fonseca-Berzal y col., 2013) y ciertos halégenos en el esqueleto de la
tetrahidroquinolina, tienen un impacto positivo en la muerte del pardsito (Fakhfakh y col., 2003). Por
otra parte, sustituciones con grupos aminos (R-NH,) o -Cl pueden generar efectos citotdxicos en
humanos, reportandose efectos téxicos en fibroblastos. La presencia de hidroxilos en los anillos
fendlicos también influye de manera negativa sobre las células hospedadoras.

En este trabajo también intentamos relacionar la estructura de las tres tetrahidroquinolinas
estudiadas (DM117, DM191 y DM231) y sus efectos antiproliferativos observados en epimastigotes
de T. cruzi. Es importante mencionar que el compuesto o molécula base, el DM191, el cual no
presenta ninguna sustitucion tuvo un importante efecto antiproliferativo en epimastigotes de T. cruzi.
Ninguna de las tetrahidroquinolinas ensayadas presentan sustituciones metilicas o sustituciones con
R-NO; a excepcién de la droga de referencia Benznidazol, que pudieran explicar su importante efecto
antiproliferativo en el parasito, sin embargo presentan amidas ciclicas que hacen a la molécula

electroatractora. En el caso del DM231, éste presenta una sustitucién con flior (—F) que se ha
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reportado incrementa la actividad tripanocida pudiendo ser este haldgeno el responsable del efecto
antiproliferativo observado. Por su parte, el DM117 presenta grupos éteres ciclicos en su estructura
que pudieran estar incrementado de manera positiva el efecto observado en los epimastigotes de T.
cruzi (Ver Tabla 6).

Adicionalmente, es importante resaltar que las tres tetrahidroquinolinas de la serie DM
evaluadas en este trabajo no mostraron ser toxicas en fibroblastos, segin resultados obtenidos en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de Biologia Experimental de |a
Universidad Central de Venezuela (Ver Tabla 6) no observandose actividad alin a concentraciones de
100 pg/ml. Los fibroblastos son células presentes en el tejido conjuntivo y se presume son las
primeras en ser infectadas una vez el pardsito ingresa al hospedador (Lieke y col., 2006), ya que se
ha sugerido que al igual que sucede en macréfagos, el parasito puede invadir las células somaticas
no inmunocompetentes del hospedero susceptible tales como los fibroblastos de la piel y sobrevivir
de manera mas efectiva en virtud de un medio ambiente interno menos hostil (Hervds-Rodriguez y

col., 1996).
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Tabla 6: Relacién estructura, ICso sobre la proliferacién de epimastigotes de T.
cruzi y actividad en fibroblastos.

Estructura Compuesto

ICso sobre la proliferacién de
epimastigotes de T. cruzi

Actividad sobre Fibroblastos

5,25+ 1,03 uM

Sin actividad

(a 100 pg/ml)

6,25 + 1,04 uM

Sin actividad

(a 100 pg/ml)

aH

Fae >

A

B
¢
gl

DM231

7,85+ 1,02 uM

Sin actividad

(a 100 pg/ml)

0 —
b
©/\ NO;

Benznidazol

2,45+ 1,02 uM

Con actividad

A 256 uM (Fonseca-Berzal y col., 2013)

A 2000 uM (Da Silva-Melo y col., 2000)
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Tomando en cuenta esto y nuestros resultados sobre los efectos antiproliferativos de estos
compuestos podemos sugerir que estas tres tetrahidroquinolinas pudieran tener una actividad
tripanocida prometedora con baja citotoxicidad en células humanas bajo condiciones in vitro,
sugiriendo a estos compuestos como posibles moléculas a partir de las cuales se podrian disefiar
drogas antichagasicas. Sin embargo, para complementar estos resultados es necesario, realizar
estudios in vivo con respecto a su capacidad de curar lesiones en ratones infectados con T. cruzi.

El mecanismo de accidn de las tetrahidroquinolinas no ha sido aun reportado. Dado el
interesante efecto antiproliferativo observado de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231
fue de nuestro interés en este trabajo, tratar de establecer un posible mecanismo de accién. Desde
los afios 80 se han estado realizando estudios de diversas drogas y farmacos con actividad tripanocida
sobre la homeostasis intracelular de Ca?* en los tripanosomatidios. En este sentido, es bien conocido,
que una alteracién en la homeostasis de Ca?* puede ser letal para el pardsito (Benaim y col., 2014) y
por lo tanto los sistemas reguladores de Ca?* encontrados en el mitocondridn, el reticulo, los
acidocalcisomas y la membrana plasmatica de los mismos han sido considerados posibles blancos de
la accién terapéutica de drogas (Benaim y Garcia, 2011). Se han reportado que drogas como: el cristal
violeta (Benaimy col., 1993), la pentamidina (Benaim y Garcia, 2011), la amiodarona y dronedarona
(Benaimy col., 2012) y la mitelfosina (Benaim y col., 2014), tienen un importante efecto tripanocida
y leishmanicida relacionados con alteraciones de la homeostasis de Ca2* en el parésito, ya que estos
compuestos afectaron el funcionamiento de distintos sistemas reguladores de Ca* en los mismos.
Unos de los sistemas reguladores mas importantes de Ca%* es la Ca?*-ATPasa de la membrana
plasmatica (PMCA), pues ésta es la principal estructura encargada del control fino y mantenimiento de
los niveles basales de calcio en tripanosomatidios y humanos, es por ello que esta enzima ha sido
considerada como un potencial blanco de accidon de compuestos que pudieran ser explotados con fines
terapéuticos (Cervino y Benaim, 2014).
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Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo evaluamos el efecto de las tetrahidroquinolinas
sustituidas DM117, DM191 y DM231 y de la droga de referencia Benznidazol sobre la actividad de la
PMCA de epimastigotes de T. cruziy la misma enzima de eritrocitos humanos. Los resultados mostraron
que dos de las tetrahidroquinolinas, DM191 y DM231 tuvieron un significativo efecto inhibitorio sobre
la actividad de hidrdlisis de ATP de la PMCA de epimastigotes de T. cruzi, observandose un porcentaje
de inhibicién de 55,22 % y 58,55 %, respectivamente, sobre la actividad basal de esta enzima en
ausencia de los compuestos (Fig. 17). Asimismo, el Benznidazol, también mostrd un efecto inhibitorio
sobre esta enzima, aunque en un menor grado (26,65 %) que el observado con ambas
tetrahidroquinolinas (Fig. 17). Por su parte, el compuesto DM117 no mostrd ningun efecto sobre la
actividad de la PMCA de T. cruzi. Estos resultados sugieren que las tetrahidroquinolinas DM191 vy
DM231 tienen un efecto sobre la PMCA de estos parasitos y que esta enzima pudiera ser uno de los
posibles blancos de accion de estos compuestos. Asimismo, el Benznidazol aunque menos marcado
también podria tener como blanco a esta enzima. Es importante resaltar que, este es el primer aporte
sobre el estudio donde se relaciona el efecto tripanocida de la droga actualmente utilizada para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, con la homeostasis de Ca%" en T. cruzi.

Para que la PMCA pueda ser considerada un posible blanco de accion de estos compuestos, es
necesario observar si los mismos tienen algin efecto sobre la enzima homodloga de su hospedador
humano, ya que si este fuera el caso, no podrian ser utilizados con fines terapéuticos pues ocasionarian
efectos secundarios en el hospedador. Como pudo ser observado, ninguno de estos compuestos tuvo
efecto sobre la actividad de hidrdlisis de ATP de la PMCA de eritrocitos humanos (Ver Fig. 18), apoyando
asi el hecho de que los DM191 y DM231, asi como el Benznidazol podrian estar teniendo un efecto
especifico sobre la PMCA de T. cruzi. Es importante mencionar, que si bien ha sido reportado que la
PMCA de tripanosomatidios y humanos son funcionalmente similares, estas enzimas presentan
diferencias estructurales importantes que pudieran explicar el hecho de que no sean afectadas de igual
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manera por los compuestos (Benaim vy col.,, 2012). Apoyando esto, existen reportes sobre otros
compuestos, como por ejemplo la amiodarona, una droga usada como antiarritmico en humanos, la
cual tiene un efecto tripanocida (Benaim y col., 2014) y leishmanicida (Serrano-Martin y col., 2009) que
involucra la alteraciéon de sistemas que regulan la homeostasis de Ca?* en estos parasitos, la cual no
presentan efectos importantes sobre la homeostasis de Ca?* en células humanas. Un efecto inhibitorio
de estos compuestos sobre la actividad de la PMCA de T. cruzi, la cual se encarga de sacar Ca?* desde el
citoplasma del parasito al medio extracelular para mantener los niveles basales de éste, afectaria la
homeostasis de Ca* ya que éste permaneceria elevado en el citoplasma del parasito, afectdndose asi
procesos celulares que pudieran conducir a la muerte de los mismos. Por esta razon, se propone a la
Ca’*-ATPasa de epimastigotes de Trypanosoma cruzi como posible blanco terapéutico para los
DM191, DM231 y el Benznidazol y para el disefio de nuevos compuestos a estudiar en un futuro.

En este sentido, evaluamos también en este trabajo el efecto de las tetrahidroquinolinas DM117,
DM191 y DM231, asi como la de la droga de referencia Benznidazol sobre los niveles intracelulares
de Ca?* en epimastigotes de T. cruzi mediante técnicas de fluorescencia. Los pardsitos fueron
cargados con Fura-2AM, fluordforo especifico para este catidén y se observaron los cambios en la
relacion de fluorescencia 340/380 en el tiempo ocasionados por los compuestos. Tomando en cuenta
la relacion de proporcionalidad entre la relaciéon 340/380 nmy el célculo de la concentracion de Ca?*
intracelular planteada en la ecuacién de Grynkiewicz, el incremento en la relacion 340/380 nm puede
traducirse como un incremento en la concentracion intracelular de Ca?* en el parésito. Utilizando esta
aproximacion calculamos la concentracién intracelular basal de Ca%* en epimastigotes de T. cruzi, la
2+

cual se mantuvo en un rango de 20-100 nM, compatibles con las concentraciones basales de Ca

reportadas en la literatura para diferentes tripanosomatidios (Docampo y Huang, 2015).

Como pudo observarse en los resultados, los compuestos DM117 y DM191, indujeron un

incremento rapido y de gran magnitud en la relacion de fluorescencia a 340/380 nm a
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concentraciones de 5 UM y 6 UM respectivamente, concentraciones cercanas al ICsg estimado para
cada uno de estos compuestos (Fig. 19y 20). Por otra parte, el compuesto DM231 no afect6 el nivel
intracelular de Ca%* en T. cruzi a concentraciones cercanas al 1Cso estimado y hasta 60 uM,
concentracion en la cual apenas se observd un pequefio incremento en los niveles intracelulares de
Ca?* (Fig. 21). Adicionalmente, una vez alcanzada la maxima concentracion de Ca?* en el interior de la
célula, se observaron diferencias en la recuperacion de los niveles basales de Ca%, encontrandose
gue en el caso del compuesto DM117, ocurria una rapida recuperacién donde se alcanzaban niveles
intracelulares de Ca?* cercanos al basal, lo cual no ocurrié con las tetrahidroquinolinas DM191 vy
DM231 donde no se observa tal recuperaciéon y el Ca®** permanece elevado en el citoplasma del
parasito. Es importante resaltar, que una vez incrementados los niveles intracelulares de Ca** en
respuesta a alguna sefial, la célula recupera sus niveles basales de Ca?* gracias a la acciéon combinada
de diferentes sistemas transportadores tales como el uniporte de Ca?* mitocondrial y la Ca**-ATPasa
del reticulo endo(sarco)plasmatico (SERCA), los cuales introducen el Ca?* desde el citoplasma hacia
el interior de la mitocondria y el reticulo endoplasmatico respectivamente. Adicionalmente, la PMCA
realiza la regulacion fina regresando el Ca%* a sus niveles basales. Sitomamos en cuenta los resultados
observados sobre el efecto de estos compuestos sobre la PMCA de T. cruzi, donde los compuestos
DM191 y DM231 inhibieron la actividad de esta enzima y el DM117 no la inhibié (Fig. 17), es posible
que la recuperacién de los niveles basales de Ca?* observada con el compuesto DM117 pueda ser
explicada en parte, por el hecho de que este compuesto no afectara el funcionamiento de la PMCA

en el parasito.

Estos estudios fueron realizados también con la droga de referencia Benznidazol, encontrandose
que esta droga tuvo un efecto muy similar al obtenido con el compuesto DM191, un rapido
incremento en los niveles de Ca?* intracelular donde no se observa recuperacion y los niveles de Ca?*

se mantienen elevados en el citoplasma del pardsito. Sin embargo, a diferencia de la
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tetrahidroquinolina DM191, el efecto de esta droga, sélo fue observado a partir de una concentracion
de 15 UM Benznidazol, no mostrando efecto a concentraciones cercanas al ICso estimado sobre la
proliferacién de T. cruzi (Fig. 22). Todas las respuestas obtenidas con las tetrahidroguinolinas DM117,
DM191, DM231 y el Benznidazol fueron similares cuando los experimentos se hicieron en ausencia
(EGTA) o en presencia de Ca®" extracelular, lo cual indicd que el incremento en los niveles
intracelulares de Ca®* inducidos por estas tetrahidroquinolinas en los epimastigotes de T. cruzi, viene
dado por la liberacion de este ion desde organelos intracelulares y no debido a la entrada de Ca?*

desde el exterior celular (Benaimy col., 2006).

Con el objeto de profundizar y caracterizar el efecto de estos compuestos sobre la homedstasis
de Ca%* en los epimastigotes de T. cruzi, quisimos estudiar cuales compartimientos pudieran estar
involucrados en el incremento de los niveles intracelulares de Ca%* observados en estos parasitos.
Para ello, se evalud el efecto de las tetrahidroquinolinas y el Benznidazol sobre el potencial
electroquimico mitocondrial y el grado de alcalinizacién de los acidocalcisomas como organelos
claves en la regulacion de Ca®* en T. cruzi (Benaim y Garcia, 2011). En este sentido, diferentes autores
han demostrado que otros compuestos de origen vegetal como los flavonoides (De Gouveia, 2016) y
ciertas quinolinas sustituidas (Torrealba, 2015; Mejias, 2015; Bompart y col., 2013) inducen el
aumento del calcio intracelular en tripanosomatidios y que dicho incremento es debido a la salida de
Ca%* desde compartimentos intracelulares como el mitocondrién y los acidocalcisomas.

Como pudo observarse, las tetrahidroquinolinas DM191, DM231 y el Benznidazol disipan el
potencial electroquimico mitocondrial, generandose la liberacion de la rodamina 123 acumulada en
la mitocondria con el subsecuente aumento de la fluorescencia a 530 nm. Sin embargo, se observé
que solo el compuesto DM191 afecté el potencial de membrana mitocondrial a concentraciones
cercanas a su ICsp estimado (6 uM), mientras que el Benznidazol y el DM231 disiparon el gradiente a

concentraciones mayores, 15 UM y 60 uM respectivamente (Figuras 24, 25 y 26). Sin embargo, se
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pudo observar que estos compuestos no producen la disipacién total del potencial mitocondrial ya
que la adicién posterior de FCCP genera un mayor y rapido incremento de la fluorescencia. En los
experimentos controles, donde se colocd primero el FCCP, un protonéforo desacoplante de la cadena
transportadora de electrones que afecta el potencial de membrana mitocondrial, se observé que el
FCCP incrementa la fluorescencia en una proporcién mayor a la observada con los compuestos, pero
no disipd totalmente el potencial mitocondrial pues la adicién posterior de los DM191, DM231 vy el
Benznidazol generaron un efecto adicional sobre el potencial mitocondrial. Esta respuesta observada
por los compuestos estudiados, después de la adicion del FCCP es interesante, pues ha sido reportado
que el FCCP es un agente que causa la disipacion total del potencial electroquimico mitocondrial
(Benaimy col., 2012). Sin embargo, resultados similares fueron obtenidos con el uso de otras drogas
como amiodarona y dronedarona sobre T. cruzi, sugiriéndose que éstos podrian deberse a la accién
de la droga sobre algin otro compartimiento diferente a la mitocondria, que pudiera estar
acumulando pequefias cantidades de rodamina 123 o también a que como fueron utilizados parasitos
intactos, su membrana plasmatica pudiera haber restringido la entrada del FCCP y la concentracion
de éste en el pardsito no es la éptima, limitando su accién (Benaim y col., 2012).

Finalmente, es importante mencionar que el compuesto DM117 no mostrd ningun efecto sobre
la disipacién del gradiente electroquimico mitocondrial hasta una concentracion de 15 uM (Ver Fig.
23). Los tripanosomatidios presentan una mitocondria Unica, la cual en su membrana interna posee
un sistema de transporte de Ca?* electroforético unidireccional, el cual utiliza como fuerza motora la
diferencia de potencial electroquimico generado por el gradiente de protones. Este mecanismo es
capaz de acumular grandes concentraciones de Ca’* dentro de la mitocondria. Si ocurre una
perturbacion de este gradiente, el Ca®* es liberado hacia el citoplasma. Asi, un cambio en el potencial
de la membrana mitocondrial implicaria el desacoplamiento de este gradiente y por lo tanto una
alteracion de la homeostasis intracelular de Ca?* al liberarse éste hacia el citoplasma.
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Asimismo, en este trabajo pudimos ensayar el efecto de las tetrahidroquinolinas DM117, DM191,
DM231 y el Benznidazol sobre la alcalinizacion de los acidocalcisomas de epimastigotes de T. cruzi,
compartimentos acidicos ricos en pirofosfatos y polifosfatos, los cuales son capaces de acumular
grandes cantidades de Ca** y mantener el pH interno del parasito por la accién de una H*-ATPasa
vacuolar (Docampo y Moreno, 2001; Docampo, 2015). Para ello, se observd si estos compuestos
inducian un incremento en la fluorescencia de los pardsitos cargados con naranja de acridina. Este
fluordforo, se acumula en los acidocalcisomas y cuando éstos son alcalinizados, es liberado
incrementando su fluorescencia. (Docampo y col, 1995). Todos los compuestos ensayados
produjeron la alcalinizacién de los acidocalcisomas con la consecuente liberacién de naranja de
acridina. Sin embargo, se observaron algunas diferencias tales como: los compuestos DM117 vy
DM191 produjeron la liberacién rapida de la naranja de acridina a una concentracion de 5 uM y 6 uM
respectivamente (Figuras 27 y 28). Sin embargo, el efecto fue mucho mayor con el compuesto DM117
gue con el DM191 (Figuras 27 y 28). Por su parte, el DM231 y el Benznidazol también produjeron la
liberacion de naranja de acridina a concentraciones de 60 UMy 15 uM respectivamente. Sin embargo,

estos compuestos indujeron una alcalinizacién mas lenta de los acidocalcisomas (Figuras 29 y 30).

Es importante resaltar, que ningunos de los compuestos a las concentraciones empleadas
produjeron la alcalinizacién total de los acidocalcisomas ya que la adicidon posterior de nigericina, un
intercambiador H*/K* utilizado como control en estos ensayos, produce una alcalinizacién adicional.
Experimentos controles donde se afiadid primero nigericina, mostraron que este intercambiador
producia una importante y rapida alcalinizacién en todos los casos. Sin embargo, esa alcalinizacion
no fue total, dado a que la adicién posterior de los DM117, DM191, DM231y el Benznidazol indujeron
una pequefia alcalinizacion adicional. Este efecto sugiere que estos compuestos pudieran estar
actuando sobre otros organelos acidicos, tales como vacuolas o lisosomas, donde se haya

compartamentalizado la naranja de acridina, tal como ha sido reportado para otros compuestos en
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este mismo parasito (Benaim y col., 2012). Resalta el hecho que el compuesto DM117 induce la

alcalinizacion casi total de los acidocalcisomas presentando un mayor efecto que los demas

compuestos evaluados anteriormente (Fig. 26). Los acidocalcisomas acumulan Ca* por medio de la

actividad de una Ca?'/H*-ATPasa, si el gradiente de H* es alterado, el Ca%* de este compartimiento

también serd liberado hacia el citoplasma afectando asi la homeostasis intracelular de Ca?* en el

parasito.
Tabla 7: Tabla Resumen de la actividad de los compuestos sobre la proliferacion
y sistemas reguladores de calcio de epimastigotes de Trypanosoma cruziy la
PMCA de eritrocitos humanos.
INHIBICION DE LA EFECTO
PROLIFERACION EFECTO EFECTO EFECTO L EFECTO Ca**/H*-
CONCENTRACION UNIPORTE
COMPUESTO (%) PMCA DE PMCA DE ATPasa DE
HUMANOS | PARASITOS INTRACELULAR DE | MITOCON- ACIDOCAL-
15uM | 30 uM CALCIO DRIAL CISOMAS
Incrementa la Lo
DM117 64,92 74,14 Sin efecto Sin efecto [Ca?*]i (cambio Sin efecto _
o interrumpe
transitorio)
Incrementa la Lo Lo
DM191 76,93 92,02 Sin efecto La inhibe [Ca?*]i (cambiono | . _
. interrumpe interrumpe
transitorio)
Incrementa la Lo Lo
DM231 70,11 81,55 Sin efecto La inhibe [Ca?*]i (cambiono | . ,
o interrumpe interrumpe
transitorio)
Incrementa la Lo Lo
Benznidazol 87,78 94,66 Sin efecto La inhibe [Ca*']i (cambiono | . ,
o interrumpe interrumpe
transitorio)

Englobando todos los resultados obtenidos, es posible mencionar que una vez dentro del parasito,

los compuestos estudiados indujeron un incremento del calcio intracelular producido por la salida de

iones calcio acumulados en compartimentos celulares, ya que un cambio en las propiedades de los

organelos como, el colapso del potencial mitocondrial y la alcalinizacién de los acidocalcisomas,
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indujeron la salida de calcio hacia el citosol (Rios, 2010). Este cambio en la concentracion intracelular
de calcio deberia ser transitorio ya que eventualmente los mecanismos de regulacion del calcio se
encargarian de retornar la concentracién a sus niveles basales dentro del parasito. Sin embargo, para
el Benznidazol, el DM191 y el DM231, no se observd la recuperacién de los niveles basales de Ca?*
sino que el incremento generado por estos compuestos fue mantenido en el tiempo. Esto pudiera
ser debido a la inhibicién inducida por este compuesto sobre la PMCA de T. cruzi, que conllevaria a
gue el movimiento del calcio hacia el exterior celular esté reducido. Esto, unido al hecho de que estos
compuestos afectaron el mitocondrién y los acidocalcisomas, y en consecuencia el funcionamiento
del uniporte electroforético mitocondrial y la Ca?*/H*-ATPasa de los acidocalcisomas, sistemas
encargados de introducir Ca%* hacia la mitocondria y acidocalcisomas respectivamente, se traduce en
el incremento mantenido en el tiempo de los niveles intracelulares elevados de Ca?*, alterandose asi
la homeostasis de este cation y afectdndose la viabilidad del parasito. Es importante resaltar que el
compuesto DM117, al ingresar al parasito induce una elevacién abrupta de los niveles citosdlicos del
calcio mucho mayor que el observado con los compuestos anteriores. Sin embargo, este compuesto
no afectd el transporte de Ca%* mitocondrial y no tuvo efecto sobre la PMCA, lo que explicaria que en
este caso, los niveles citoplasmaticos de Ca?* pudieran regresar a los niveles basales en el parasito,
manteniéndose su homedstasis. Esto pudiera coincidir con el hecho de que el compuesto DM117
fuera el que mostrara un menor efecto antiproliferativo de los epimastigotes de T. cruzi (Ver Tabla
7).

Para finalizar, estos resultados permiten sugerir a los sistemas transportadores de Ca?* como
posibles blanco de la accién de drogas y compuestos a ser utilizados como agentes terapéuticos en
T. cruzi. Asimismo, se puede sugerir que las tetrahidroquinolinas DM117, DM191 y DM231 pudieran
ser utilizadas como prototipos potenciales para el desarrollo de drogas antichagdsicas o para estudios
de terapias combinadas con otras drogas como por ejemplo el Benznidazol, con la finalidad de
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minimizar los efectos secundarios de las drogas actualmente utilizadas. Sin embargo, son necesarios

estudios adicionales en amastigotes y en modelos in vivo de la enfermedad de Chagas.
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CONCLUSIONES

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231 ejercen una interesante
actividad antiproliferativa en epimastigotes de Trypanosoma cruzi, comparable a la

encontrada con la droga de referencia Benznidazol.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231 ejercen un efecto inhibitorio
dosis dependiente en la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi con un ICsp de 5,25 + 1,03

uM; 6,25+ 1,04 uM y 7,85 = 1,02 uM, respectivamente.

La Droga de referencia Benznidazol muestra una actividad antiproliferativa dosis

dependiente de los epimastigotes de T. cruzi con un ICso de 2,45 + 1,02 uM.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191, DM231 y el Benznidazol incrementaron
los niveles intracelulares de Ca’* en epimastigotes de Trypanosoma cruzi, mediante la

liberacién de Ca?* desde reservorios intracelulares.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM191 y DM231 y la droga de referencia Benznidazol,

inducen el colapso del potencial mitocondrial de los epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191, DM231 vy la droga de referencia
Benznidazol, inducen la alcalinizacion de los acidocalcisomas de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM191, DM231 y el Benznidazol inhibieron la actividad

de la PMCA de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
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Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191, DM231 y el Benznidazol no afectaron

la actividad de la PMCA de eritrocitos humanos.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191, DM231 vy el Benznidazol afectaron la
homeostasis intracelular de calcio en epimastigotes de Trypanosoma cruzi, proponiéndose
los sistemas transportadores de Ca?* como posibles blancos de la accién de estos

compuestos.

Las tetrahidroquinolinas sustituidas DM117, DM191 y DM231 pudieran ser utilizadas como
prototipos potenciales para el desarrollo de drogas antichagdsicas o para estudios de terapias
combinadas con otras drogas con la finalidad de minimizar los efectos secundarios de las

drogas actualmente utilizadas.
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