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RESUMEN

TITULO: ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA Y CITOTOXICA DE DERIVADOS DE
LA TETRAHIDRO-1-BENZOAZEPINA, = TETRAHIDRONAFTO[1,2-
bJAZEPINA Y DIHIDRODIBENZOIc,fITIAZOLOI[3,2-a]AZEPIN-3-ONA
CONTRA Trypanosoma cruzi y Leishmania spp’

AUTORES: LEAL PINTO, Sandra Milena; PALMA RODRIGUEZ, Alirio; ESCOBAR
RIVERO, Patricia

PALABRAS CLAVES: Leishmania, Trypanosoma cruzi, células Vero, células
THP-1, actividad antiparasitaria, tetrahidronaftoazepinas,
tetrahidro-1-benzazepinas, dibenzotiazoloazepinonas,
citotoxicidad.

La leishmaniasis y la enfermedad de Chagas constituyen un problema serio de salud publica en
paises tropicales y subtropicales endémicos. Las opciones de tratamiento son pocas y presentan
limitaciones. Por tanto, la busqueda de nuevos tratamientos es prioritaria. El objetivo de este
estudio fue evaluar la actividad antiparasitaria y citotoxica de derivados de la tetrahidro-1-
benzoazepina, dihidrodibenzo[c,fltiazolo[3,2-alazepin-3-ona y tetrahidronafto[1,2-bJazepina contra
T.cruzi, Leishmania .y células de mamifero.

Se evaluaron 35 compuestos sintéticos contra las formas libres e intracelulares de T. cruzi y L.
chagasi y contra células Vero y THP-1 diferenciadas. Los compuestos activos en amastigotes
intracelulares y aquellos activos en promastigotes (Clsy <10 puM), fueron evaluados contra las
formas intracelulares de L. panamensis, L. amazonensis y T. cruzi cepa Sylvio-X10. Los resultados
de actividad fueron expresados como la concentracién inhibitoria o citotéxica 50 y 90 para los
parasitos y las células. Se realiz6é un analisis estructura actividad (SAR) y se determinaron algunas
propiedades fisicoquimicas de los compuestos por analisis quimioinformatico.

Algunos compuestos presentaron actividades muy interesantes. En T. cruzi, diecisiete compuestos
fueron activos contra epimastigotes con Cls, entre 0,02-48,44 uM y Clg, de 0,17-90,10 uM y cuatro
contra amastigotes intracelulares con Clsq entre 18,42-52,45 uyM y Clgg 70,27-92,5 uM.

En L. chagasi, quince compuestos fueron activos contra promastigotes con Clso de 0,92-46,67 uM
y Clgo de 8,76-86,15 uM, y tres compuestos fueron activos contra amastigotes intracelulares de L.
amazonensis y/o L. panamensis. El 97,14% de los compuestos no fueron toxicos en células de
mamifero.

Segun el analisis SAR, los aminoalcoholes 8, 10, 33, los cicloaductos 17 y 18 y la dibenzoazepina
28 mostraron actividad contra amastigotes intracelulares de ambos parasitos con baja toxicidad en
células de mamifero y propiedades fisicoquimicas 6ptimas para ser considerados como candidatos
a farmacos.

;Tesis de grado. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas
Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. PhD Director de tesis
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ABSTRACT

TITLE: ANTIPARASITIC ACTIVITY AND CITOTOXIC OF DERIVATIVES OF
TETRAHYDRO-1-BENZAZEPINA, DIHYDRODIBENZO[c,fITHIAZOLO[3,2-
aJAZEPIN-3-ONA 'Y TETRAHYDRONAPHTO[1,2-b]JAZEPIN AGAINST
Trypanosoma cruzi AND Leishmania spp’

AUTORES: LEAL PINTO, Sandra Milena; PALMA RODRIGUEZ, Alirio; ESCOBAR
RIVERO, Patricia

KEY WORDS: Leishmania, Trypanosoma cruzi, Vero cells, macrophages THP-1,
antiparasitic activity, tetrahydronaphthoazepine, tetrahydro-1-
benzazepine, dibenzothiazoloazepinonas, cytotoxicity.

Chagas disease and leishmaniasis constitute a serious public health problem in tropical and
subtropical contries. The options of treatment are few and have limitations. The search for new drug
alernatives is imperative. The aim of this study was to evaluate the antiparasitic activity and
cytotoxicity of derivatives of tetrahydro-1-benzoazepina, dihidrodibenzo [c, f] thiazole [3,2-a]
Azepines-3-one and tetrahidronafto [1,2-b] Azepines against T. cruzi, Leishmania and mammalian
cells.

Thirty five (35) synthetic compounds were evaluated against T. cruzi, L. chagasi and Vero and THP-
1 cells. The active compounds on intracellular amastigotes and those actives against promastigotes
(ICso <10uM) were tested against intracellular forms of L. panamensis, L. amazonensis and T. cruzi
Sylvio-X10 strain. The results were expressed as the concentration to inhibit 50 and 90 percent of
parasites (ICsp, ICg) and cells (CCsy, CCgq). Estudies of structure activity relationship (SAR) and
cheminformatics analyses were performed.

Some compounds showed interesting activities. Seventeen (17) compounds were actives on
epimastigotes of T. cruzi with IC5y 0.02 to 48.44 yM and Clgg 0.17 to 90.10 uM and four (4) against
intracellular amastigotes of T. cruzi with Clsq between 18.42 to 52.45 uM and Clgy 70 27 to 92.5 uM.
Fifteen (15) compounds were active on L. chagasi promastigotes with IC5, 0.92 to 46.67 uM and
Clgg of 8.76 to 86.15 pM. Three compounds were active against intracellular amastigotes of L.
amazonensis and/or L. panamensis. The 97.14% of the compounds were not toxic aginst
mammalian cells.

According to the SAR analysis, the amino alcohols 8, 10, 33, the cycloadducts 17 and 18 and the
dibenzothiazoloazepinona 28, showed to be good inhibitors of the intracellular forms of both
parasites with low toxicity in mammalian cells and presenting optimal physicochemical properties to
be considered as drug candidates.

;Thesis of grade of Master in Basic Biomedical Science
Faculty of Health, Master in Basic Biomedical Science, Thesis director.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas y la leishmaniasis son enfermedades tropicales que
afectan a millones de personas en América Latina (Urbina et al., 2003; Desjeux,
2004). Su panorama actual de tratamiento es desalentador, no existe una vacuna
para prevenirlas y los medicamentos utilizados presentan varias limitaciones como
toxicidad, altos costos, resistencia, eficacia variable y son utilizados en esquemas
prolongados de tratamiento generalmente por vias parenterales (Sereno et al.,
2007; Urbina et al., 2003; Murray et al., 2005).

Bajo este escenario, la presente tesis surge de la necesidad de encontrar nuevos
y promisorios compuestos que destruyan los agentes causales de estas
enfermedades: T. cruzi y Leishmania, sin ser nocivos para las células de
mamifero. Algunos de estos compuestos podrian constituirse en candidatos a
farmacos realizando un aporte importante desde la academia al tratamiento de
estas enfermedades consideradas olvidadas, que afectan poblaciones de alto nivel
de pobreza y poco atractivas para que las farmacéuticas inviertan en investigacion

y desarrollo.

De esta manera, el laboratorio de quimioterapia del CINTROP y el laboratorio de
sintesis organica (LSO), ambos de la Universidad Industrial de Santander, han
venido realizando desde el afo 2006 trabajos colaborativos, en los cuales se ha
llevado a cabo la sintesis y evaluacién biolégica de cerca de 150 compuestos
sintéticos cuya estructura base es la azepina. Estos compuestos han sido
probados contra T. cruzi, L. chagasi y células de mamifero, con resultados
prometedores. La literatura reporta que compuestos relacionados han demostrado
tener propiedades bioldgicas contra virus, células tumorales, parasitos y se les ha
encontrado ser antagonistas o agonistas de receptores presentes en la membrana
de células de mamifero (Seto et al., 2004, 2005; Di Fabio et al., 2003; Tahara et
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al., 2006; Kohfeld et al., 2007; Al-Qawasmeh et al., 2009; Reichwald C, et al.,
2008; Grant C, et al., 2004). Asimismo, algunos de los compuestos ensayados en
nuestro laboratorio mostraron inhibir los parasitos T. cruzi y L. chagasi sin ser

téxicos para las células hospederas (Palma et al., 2009).

Bajo estas circunstancias, nuevos derivados azepinicos con estructuras
relacionadas a los anteriormente mencionados, fueron sintetizados y enviados a
nuestro laboratorio para evaluarles su actividad antiparasitaria y citotoxica.

Treinta y cinco (35) compuestos fueron seleccionados pertenecientes a las series
de tetrahydro-1-benzoazepina, dihidrodibenzo [c,flthiazolo[3,2-a]Jazepin-3-ona y

tetrahydronaphto[1,2-blazepin para ser objeto de este trabajo de tesis.

En este documento se muestra inicialmente una revision de la literatura acerca de
la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis, sus agentes etioldgicos, cuadros
clinicos, diagnostico y tratamiento. Se realiza una breve descripcion de las fases
del desarrollo de medicamentos enfatizando en los estudios preclinicos
especialmente en ensayos in vitro, dado que este trabajo aporta en esta etapa.
Igualmente presenta un estado de arte actualizado sobre trabajos que muestran la
actividad farmacologica de compuestos relacionados con las tres series

mencionadas anteriormente.

Se presentan los objetivos de este estudio y la metodologia utilizada para
determinar la susceptibilidad de los compuestos frente a las formas extra y/o
intracelulares de T. cruzi, L. chagasi, L. amazonensis y L. panamensis empleando
métodos de conteo directos y colorimétricos como el MTT/PMS. Asi como los
ensayos de citotoxicidad en células de mamifero: Vero y THP-1 diferenciadas.

Los resultados de la actividad antiparasitaria y citotoxica de las tres series de
compuestos fueron expresados en concentraciones inhibitorias o citotoxicas 50 y

90 indicando la inhibicion o muerte del 50 y 90% de los parasitos o células de
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mamifero y presentados en forma de graficas separadas segun la serie de
compuestos para facilitar la comprension. Adicionalmente, los IS de cada uno de

los compuestos fueron determinados.

El analisis cualitativo de la estructura quimica versus la actividad antiparasitaria
(SAR) se presentan con el fin de mostrar correlaciones entre los diferentes
atomos, series de compuestos y su accion inhibitoria contra los parasitos.
Finalmente se presentan los resultados del analisis quimioinformatico describiendo
algunas propiedades fisicoquimicas de los compuestos como lipofilicidad,
solubilidad, atomos aceptores y donadores de puentes de hidrogeno, peso
molecular, entre otros. También se muestran algunos riesgos de toxicidad tedéricos

como mutagenicidad, teratogenicidad, efecto irritante y efecto reproductivo.

Los resultados encontrados hacen un aporte importante al descubrimiento de
nuevas moleculas en esta primera fase del desarrollo de farmacos. Se encuentran
compuestos muy promisorios en cada una de las series de compuestos
evaluados, los cuales tienen una accion inhibitoria contra el parasito y presentan
baja toxicidad para las células de mamifero. Estos compuestos podrian continuar
hacia otras etapas del descubrimiento de medicamentos como ensayos in vivo,
determinacién de mecanismos de accion, pruebas de genotoxicidad y

mutagenicidad, entre otras.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

A continuacion se expondran aspectos relevantes de los parasitos T. cruzi y
Leishmania y las enfermedades que producen, su diagndstico y tratamiento.
Posteriormente se mostrara las fases del desarrollo y descubrimiento de
medicamentos y se presentara una revision sobre los compuestos evaluados en

este estudio y algunas de sus actividades farmacolégicas conocidas.

1.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS

1.1.1. Generalidades: epidemiologia y transmision

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, esta ampliamente
distribuida en América Latina, en cerca de 19 paises, situados geograficamente
entre Suramérica (Chile, Argentina, Bolivia, Peru, Ecuador, Colombia, Brasil y
Venezuela), en América central y sureste de Estados Unidos principalmente donde
es considerada como un problema de salud publica. Sin embargo, en algunos
paises Europeos (Alemania, Espafia y Suecia), Australia y Japon la infeccidn por
el T. cruzi ha sido documentada y se ha atribuido principalmente a los inmigrantes
procedentes de paises endémicos. (Carod-Artal, 2006; Schmunis, 2007). Se
estima que cerca de 100 millones de personas estan en riesgo de contraer la
enfermedad, 16 a 18 millones se encuentran infectadas y cerca de 14000 muertes
ocurren cada afo en Latinoamérica (WHO. 2007; Stuart et al., 2008). En
Colombia, se cree que aproximadamente un millén de personas estan infectadas y
3 millones se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad. Los departamentos
de Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Boyaca, Meta, Casanare,
Arauca, Tolima, Huila y Bolivar son considerados los mas endémicos (Moncayo &
Silveira, 2009; Guias y normas 412 Ministerio de Proteciién Social, 2007).
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El T. cruzi puede transmitirse al humano y a otros reservorios mamiferos como los
armadillos, zarigleyas, murciélagos a través de sus insectos vectores, triatominos
hematdfagos, de la familia Ruduviridae, donde Rhodnius prolixus y Triatoma
dimidiata son considerados los principales vectores en Colombia (Guhl, 2007).
Otras vias de transmision como transfusiones sanguineas, trasplante de érganos,
ingesta de alimentos contaminados y bebidas, leche materna y transmisién vertical
(madre: feto) han sido también documentadas (Guhl, 2007; Stuart et al., 2008;
Yoshida, 2009).

1.1.2. Trypanosoma cruzi y su ciclo de vida

El T. cruzi es un protozoo flagelado perteneciente a la familia Trypanosomatidae.
Su variabilidad genética lo ha clasificado en dos grupos (T. cruzi | y T. cruzi Il),
siendo T. cruzi | el grupo predominante en Colombia (Luna et al., 2009). Se han
identificado varias formas parasitarias: epimastigotes, amastigotes intracelulares y
tripomastigotes (ver figura 1). Los epimastigotes se encuentran en el intestino del
vector (y en medios de cultivo); de aspecto fusiforme, posee un flagelo, una
pequefia membrana ondulante y un quinetoplasto en la parte anterior del nucleo y

se replica por fisidén binaria.

Figura 1. Formas parasitarias del T. cruzi.

Epimastigote Tripomastigote Amastigote
metaciclico

Fuente: Modificado de McConville et al., 2002
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El amastigote es la forma intracelular replicativa, de forma redondeada y carente
de flagelo libre. Su quinetoplasto se encuentra localizado en la parte anterior al
nucleo. El tripomastigote metaciclico es la forma infectante no replicativa. Se
caracteriza por tener una forma alargada y un flagelo con membrana ondulante a
lo largo del cuerpo del parasito y un quinetoplasto localizado en la parte posterior
del nucleo (Gull, 2000; Souza, 1999).

El ciclo de vida del T. cruzi en el hospedero mamifero comienza cuando los
tripomastigotes metaciclicos ingresan al humano o reservorios e infectan una gran
variedad de células nucleadas. Los tripomastigotes presentes en las células
escapan de la vacuola parasitofora y llegan al citoplasma donde se transforman en
amastigotes. Estos se multiplican por fisidén binaria y sufren una metaciclogénesis
transformandose nuevamente en tripomastigotes metaciclicos los cuales salen de
la célula y llegan a la circulaciéon sanguinea vy linfatica teniendo la capacidad de

infectar nuevas células.

Los triatominos cuando se alimentan de sangre adquieren los tripomastigotes
metaciclicos los cuales pueden descender al intestino medio del triatomino y
transformarse en epimastigotes, ellos se multiplican y se convierten en
tripomastigotes metaciclicos migrando al recto. Alli son excretados por las heces
luego de la picadura. Los parasitos entran al hospedero por el sitio de la picadura
0 a través de mucosas como la conjuntiva y contindan su ciclo. Ver figura 2 (Naula
et al., 2005; De Souza, 2002).
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Figura 2. Ciclo de vida del T. cruzi.
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Fuente: Fotografia tomada de Stuart et al., 2008.

1.1.3. Manifestaciones clinicas

La infeccion por T. cruzi puede presentar tres fases clinicas: una fase aguda, fase

indeterminada y una fase cronica.

La fase aguda se caracteriza por un cuadro clinico inespecifico donde los signos y
sintomas pueden llegar a pasar desapercibidos acompanandose de un sindrome
febril y presencia de parasitos en sangre, sin embargo, en algunas ocasiones, se
presenta edema local en el punto de inoculacién, acompafado por una lesion
cutanea y linfadenopatia conocida como chagoma. Cuando la infeccidon ocurre en
los ojos, ocasiona edema periorbital y conjuntivitis conocido como signo de

Romafa. Se considera que la tasa de mortalidad en esta fase clinica es de 2-8%
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en los casos de miocarditis aguda o meningoencefalitis principalmente en nifios
(Nicholls et al., 2007; Carod-Artal, 2006; Krishna & Stich, 2005).

La fase indeterminada generalmente es asintomatica con una disminucién en el
numero de parasitos sanguineos. Se considera que esta fase puede durar varios

anos sin que se presenten lesiones considerables en los pacientes.

La fase cronica es sintomatica y puede ocurrir después de varios afios de haber
contraido la infeccion inicial en el 15-30% de las personas infectadas. Las
manifestaciones clinicas comprometen diferentes 6rganos especialmente el
corazon, tracto gastrointestinal y tracto urinario, reflejadas como cardiomiopatias y
mega visceras principalmente. (Mega eséfago, megacolon, mega uréter, entre
otros). Se cree que cerca del 30% de las personas infectadas desarrollan lesiones
digestivas y cardiacas severas (Carod-Artal, 2006; Krishna & Stich, 2005;
Moncayo & Silveira, 2009).

1.1.4. Diagnostico

Segun la guia del Ministerio de Proteccion Social para la enfermedad de Chagas,
el diagndstico de la infeccion por T. cruzi depende de la fase clinica de la

enfermedad.

En la fase aguda la presencia del signo de Romafia es de gran ayuda en el
diagnostico, sin embargo, como esta fase puede confundirse con otras
enfermedades debido a la falta de especificidad de sus signos y sintomas, los
métodos parasitolégicos directos como el examen microscépico en fresco ayudan
a visualizar los tripomastigotes en una gota de sangre. En dado caso que resulte
negativo, el método de microhematocrito y exdmenes seroldgicos para deteccion

de anticuerpos IgG (ELISA), son de gran utilidad. La confirmacién de la infeccion
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debe realizarse por inmunofluorescencia indirecta (IFl). Técnicas efectivas como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el xenodiagnéstico son otras

herramientas utiles para el diagnostico de esta parasitosis.

En la fase indeterminada, el diagndstico se realiza mediante examenes
serologicos como ELISA y ensayos confirmatorios como IFl. Si las pruebas
seroldgicas resultan positivas, debe procederse a realizar examenes fisicos,

electrocardiogramas y radiografia de térax, entre otros.

En la fase cronica, un examen clinico exhaustivo, examenes serologicos y la

prueba de hemaglutinacion son de gran ayuda para detectar la infeccion.

Otra pruebas como el cultivo de parasitos en medios LIT (Liver-Infusion-Tryptose),
NNN (Novy-MacNeal-Nicolle), inoculacion en animales como ratones BALB/c
principalmente, son efectivos en el diagndstico tanto de la fase aguda como la fase
cronica de la enfermedad de Chagas (Guias y normas 412 Ministerio de Proteciion
Social, 2007)

1.1.5. Tratamiento

El tratamiento actual de la enfermedad de Chagas consiste principalmente en el
uso de dos medicamentos: el nifurtimox [3-metil-4-(5-nitrofurfurilideno-amina)
tetrahidro-4H-1,4-tiazina 1,1-dioxido, Lampit®) desarrollado por Bayer en 1960 vy el
benznidazol (N-benzil-2-nitroimidazol acetamida, Rochagan®) desarrollado por
Roche en 1974 (figura 3). En Colombia el benznidazol es el unico medicamento
disponible y registrado ante el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (INVIMA) (Guias y normas 412 Ministerio de Proteciion Social, 2007).
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La efectividad del nifurtimox y el benznidazol ha sido demostrada tanto en ensayos
experimentales como en ensayos clinicos, mostrando un 80% de -cura
parasitologica en el tratamiento de pacientes infectados en fase aguda. Sin
embargo una gran variabilidad en la respuesta se ha encontrado cuando son
evaluados en la fase crénica de la enfermedad (Bock et al., 1969; Cangado, 1999,
2002; Urbina, 2009; Croft et al., 2005). Estudios clinicos realizados en pacientes
en fase crdénica de la infeccibn mostraron que el tratamiento con benznidazol
redujo mejor la parasitemia que el nifurtimox y placebo (Coura et al., 1997).

El mecanismo de accion de estos medicamentos aun no ha sido dilucidado
completamente, sin embargo, se conoce que inducen la produccion de especies
reactivas de oxigeno altamente toxicas como peroxido de hidrogeno, radicales
superoxido e hidroxilo los cuales podrian unirsen a macromoléculas celulares
como proteinas, lipidos y ADN y ocasionar la muerte del parasito (Urbina &
Docampo, 2003; Stuart et al., 2008).

Los esquemas de tratamiento recomendados son de 8-10 mg/Kg/dia para el
nifurtimox y 5-10mg/Kg/dia para el benznidazol dividido en 2-3 dosis por dia por

aproximadamente 60 dias.

En general, estos medicamentos presentan varios inconvenientes como toxicidad,
trastornos neuroldgicos, hepaticos y renales severos. Ademas son aplicados en
protocolos de tratamiento largos y dispendiosos, estan limitados practicamente a
la fase aguda de la enfermedad con eficacia variable, son de uso restringido y no

estan disponibles para todos los pacientes (Coura, 2009; Carod-Artal, 2006).
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Figura 3. Medicamentos usados para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.
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Fuente: Tomado de Cerecetto, 2010.

1.1.5.1. Otros medicamentos y nuevos compuestos activos. Actualmente
varios medicamentos conocidos por su accidén en diferentes sistemas bioldgicos
y/o contra microorganismos especificos, son probados en ensayos experimentales
y/o clinicos de la enfermedad de Chagas. A continuacion se expondran algunos de
estos medicamentos y/o nuevos compuestos quimicos, sus mecanismos de accion

y algunos resultados experimentales contra el parasito.

El alopurinol (4-hidroxipirazolo [3,4-d]-pirimidina) es un analogo de la hipoxantina y
utilizado para el tratamiento de la hiperuricemia (gota). Este medicamento ha
demostrado ser un excelente inhibidor del T. cruzi, utilizando la deficiente
biosintesis de novo de purinas del parasito, para incorporarse en su ADN e
interferir con la sintesis de proteinas y ARN (Urbina & Docampo, 2003). Su
efectividad ha sido demostrada en modelos animales, donde modifica la evolucion
de la infeccion aguda, reduciendo la carga parasitaria y disminuyendo las
alteraciones electrocardiograficas (Gobbi et al., 2007). Estudios realizados con
pacientes crénicos mostraron un 44% de cura parasitoldgica, y una disminucién de
los efectos adversos al ser comparado con el nifurtimox y benznidazol. Sin

embargo, su actividad biolégica en humanos sigue siendo bastante controvertida,
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de ahi que se requiera de nuevos estudios para reevaluar la eficacia de este

compuesto (Gallerano et al., 1990).

Los azoles como el ketoconazol, itraconazol y fluconazol, utilizados para el
tratamiento de enfermedades producidas por hongos han sido activos in vitro
contra el T. cruzi, sin embargo, no han mostrado ser efectivos en infecciones en
humanos y animales de experimentacion (Urbina, 2002; Urbina & Docampo, 2003;
de Castro, 1993; Coura, 2009). La inhibicién de la biosintesis del ergosterol es
considerada el mecanismo de accién de estos medicamentos. Otros triazoles
(terconazol, saperconazol (R66905), pozoconazol (SCH 56592), ravuconazol (ER
30346), TAK 187, entre otros), estan siendo investigados y ya se cuenta con
resultados prometedores en las fases experimentales de la enfermedad de
Chagas. El pozoconazol actualmente se encuentra en ensayos iniciales en
humanos (Urbina et al., 1998, 2000, 2009; Urbina & Docampo, 2003; Coura,
2009).

Compuestos heterociclicos como las quinuclidinas que actian como inhibidores de
la sintetasa escualelo del T. cruzi han sido reportadas. El compuesto E5700
resultd ser activo al ser administrado oralmente en ratones con infeccién aguda,
protegiéndolos de la muerte y evitando el desarrollo de la parasitemia (Urbina,
2004, 2009). De igual manera, compuestos con codigo BPQ-OH y ER27856
también inhibieron el T. cruzi produciendo alteraciones a nivel de la membrana,
bolsillo flagelar, vacuola citoplasmatica y mitocondria y en el contenido de

esteroles enddégenos en el parasito (Braga et al., 2004).

El compuesto K-777 de la familia vinil-sulfona ha sido descrito por actuar
selectivamente sobre la proteasa cruzipaina, inhibiendo la metaciclogénesis del
parasito in vitro. En el modelo murino este compuesto ha demostrado una baja

toxicidad y una disminucion de la parasitemia en la fase aguda y cronica de la
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enfermedad (Engel et al., 1998). Sin embargo, al ser probado en perros
infectados, no produjo cura parasitolégica ni redujo el dafio cardiaco (Barr et al.,
2005). A pesar de esto, el compuesto fue desarrollado como un potencial farmaco,
pero pocos afios después fue abolido por inconvenientes en la manufactura y por

efectos hepatotdxicos, entre otros.

Algunos nitroheterociclos similares estructuralmente al nifurtimox como derivados
N-oxido han sido identificados por su actividad contra el T. cruzi in vitro mediante
la generacién de radicales libres altamente toxicos contra el parasito (Cerecetto et
al., 1999). Por otra parte, estudios in vivo de benzimidazoles di-N-6xidos contra el
T. cruzi demostraron que éstos compuestos fueron capaces de evitar la muerte de
ratones infectados y disminuir los anticuerpos anti-T. cruzi (Cerecetto et al., 2010).
Otros derivados como los 5-nitroindazoles inhibieron el parasito tanto in vitro como
in vivo en el modelo de Chagas agudo al ser administrado oralmente en ratones
BALB/c (Rodriguez et al., 2009).

1.2. LEISHMANIASIS

1.2.1. Generalidades: epidemiologia y transmisién

La leishmaniasis es una zoonosis distribuida a nivel mundial, principalmente en
India, Sur de Asia, Africa subsahariana, América Latina, el Caribe y una parte del
Mediterraneo donde se constituye en un gran problema de salud publica. Se cree
que cerca de 12 millones de personas estan infectadas y 2 millones de nuevos
casos ocurren cada afo en el mundo (Desjeux, 2004; Caballi & Bolognesi, 2009).
En Colombia la incidencia de casos ha venido aumentando, siendo la
leishmaniasis cutanea (LC) la mas prevalente (99,4%), seguida de la leishmaniasis
mucosa (0,3%) y la leishmaniasis visceral (0,3%). En el departamento de

Santander para el afo 2002 la tasa de incidencia de LC y LV en 100.000
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habitantes fue de 250 a 300 y 4,03, respectivamente (Saravia & Nicholl, 2006;
Vélez et al., 2001; Sanchez et al., 2007; Sivigila, 2002).

Este parasito es transmitido al humano y otros reservorios tales como perezosos,
zarigueya, rata silvestre, perros a través de la picadura de mosquitos hembras del
género Lutzomia en el Nuevo Mundo y Phlebotomus en el Viejo Mundo.

1.2.2. Leishmaniay su ciclo de vida

Los parasitos del género Leishmania se clasifican en diferentes complejos de

acuerdo a caracteristicas genéticas, bioquimicas y biologicas (ver tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la Leishmania (familia Trypanosomatidae)

Género Subgénero Complejos Especies
L. donovani

. L. chagasi

L. donovani

L. infantum
L. archibaldi

_ L. tropica

L. tropica

L. Killicki

Leishmania L. major L. major
L. aethiopica L. aethiopica
L. mexicana

Leishmania L. amazonensis

L. mexicana L. garnhami

L. pifanoi

L. venezuelensis

L. lainsoni L. lainsoni

L. braziliensis

L. braziliensis L. colombiensis

Viannia _
L. peruviana

L. guyanensis

L. guyanensis _
L. panamensis

Fuente: Modificado de Chan-Bacab & Pefia-Rodriguez, 2001.

Los parasitos Leishmania presentan dos formas morfolégicas: el promastigote y el

amastigote (ver figura 4).
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El promastigote se encuentra en el intestino del vector, es movil y posee flagelo
sin membrana ondulante, su quinetoplasto esta localizado anterior al nucleo.

El amastigote es intracelular, localizado en el hospedero y no posee flagelo libre.
Se multiplica por fision binaria y su quinetoplasto se encuentra en posicidon
posterior al nucleo (Waller & MacConville, 2002; 2007).

Figura 4. Formas parasitarias de Leishmania spp.

Promastigote Promastigote Amastigote
prociclico metaciclico

Fuente: Modificado de McConville et al., 2002.

El ciclo de vida en el hospedero vertebrado empieza cuando los promastigotes
metaciclicos infectivos son inyectados por el mosquito a través de su picadura.
Los promastigotes son fagocitados inmediatamente por las células fagociticas
mononucleares. Dentro de las células se transforman en amastigotes
sobreviviendo en la vacuola parasitéfora la cual posteriormente se fusiona con los
lisosomas (fagolisosoma) donde el parasito se replica. Puede ocasionar la lisis de
la célula, liberarse e infectar otras células (células dendriticas, fibroblastos y/o

macrofagos).

El mosquito hembra durante su ingesta de sangre toma células infectadas con
amastigotes del hospedero vertebrado. Estos se transforman en una forma no
infectiva y replicativa llamada promastigote prociclico los cuales migran al intestino

medio del vector donde se transforman en una forma metaciclica infectiva que no

33



se replica denominada promastigote metaciclico los cuales finalmente ascienden a
la probdscide del insecto. El ciclo empieza nuevamente cuando el mosquito
infectado pica al humano u a otro reservorio. Ver figura 5 (Sereno et al., 2007;
Kima, 2007; Reithinger et al., 2007).

Figura 5. Ciclo de vida de Leishmania spp.
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Fuente: Fotografia tomada de Stuart K., et al, 2008.

1.2.3. Manifestaciones clinicas

La leishmaniasis es un conjunto de manifestaciones clinicas variables que
dependen de la especie de Leishmania infectante y del estado inmunolégico del
paciente. Principalmente se presenta la LC, mucocutanea (LMC), cutanea difusa
(LCD) vy visceral (LV). En la tabla 2 se muestran las diferentes especies de

Leishmania infectantes y la respectiva manifestacion clinica que producen.
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Segun la guia para la leishmaniasis del Ministerio de Proteccién Social en
Colombia, la LC esta asociada con la aparicion de una Uulcera indolora
redondeada, de bordes elevados, eritematosos con centro granulomatoso limpio,
presentandose lesiones unicas o multiples las cuales pueden curar
espontaneamente y acompanarse de linfadenopatias regionales (Reithinger et al.,
2007).

La LMC es la consecuencia de la diseminaciéon linfohematégena del parasito y
pueden ocurrir simultdneamente o después de haberse contraido la infeccion. La
lesion compromete la mucosa nasal, bucal y faringea ocasionando lesiones

deformantes graves (.Herwaldt, 1999; Sereno et al., 2007)

La LCD ocurre a partir de la lesion primaria en el sitio de infeccion extendiéndose
progresivamente por toda la superficie del cuerpo sin compromiso del sistema
inmune ni 6rganos internos. Las lesiones son parecidas a las de la lepra y no
curan espontaneamente (Sereno et al., 2007; Davies et al., 2007; Murray et al.,
2005).

La LV es la forma clinica mas grave, de evolucién cronica afectando 6rganos
reticuloendoteliales 'y ocasionando hepatomegalia y  esplenomegalia
principalmente. Puede llegar a ser fatal si no se trata a tiempo. En algunos
pacientes luego de la curacion, aparecen lesiones granulomatosas en la piel
(Herwaldt, 1999; Murray et al., 2005).
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Tabla 2. Especies de Leishmania causantes de manifestaciones clinicas en

humanos.

Especie de
Leishmania

Manifestacion clinica

Distribucion geogréfica

L. (V) peruviana

L. (V) guyanensis

L. (V) lainsoni

L. (L) pifanoi

L. (L) garnhami

L. (V) colombiensis

Peru

Sur de América

Norte y Sur de América
L. (L) venezuelensis LC y
L. (L) killicki Norte de Africa
L. (L) major Norte y Oriente de Africa, Medio
' J Oriente, Asia Central
Parte del Norte de Africa, Medio
L. (L) tropica Oriente, Asia central, Sudeste
de Asia
L. (L) amazonensis Sur de América
L. (L) mexicana LC, LCD Centro de América, México,
USA
L. (L) aethiopica Kenya y Etiopia
L. (V) braziliensis Sur de Amer’lc_a, parte’ d_e centro
LC. LMC de América y México
L. (V) panamensis ’ Norte y Sur de América y Sur
' b de América Central
L. (L) donovani Africa, Asia Central y Sudeste
de Asia
LC, LV

L. (L) infantum

L. (V) chagasi

Europa, Norte de Africa, Centro
y Sur de América

V: Subgénero Viannia; L: Subgénero Leishmania; LC: Leishmaniasis cutanea;
LCD: Leishmaniasis cutanea difusa; LMC:

Leishmaniasis visceral.

Fuente: Tabla modificada a partir de Reithinger et al. 2007.
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1.2.4. Diagnostico

El diagndstico de la LC, LMC y LCD se realiza mediante la identificacion del
parasito a partir de las lesiones. Para ello se emplean métodos directos como
raspado de la lesidén o cortes histologicos de tejidos infectados, los cuales son
coloreados con Giemsa con el fin de visualizar los amastigotes intracelulares.
Adicionalmente, las biopsias y aspirados de los bordes de la lesion, asi como
cultivos del material obtenido usando medios como el NNN, Senekje, Schneider

entre otros, son de gran utilidad en el diagndstico.

Las pruebas seroldgicas para detectar anticuerpos circulantes contra el parasito
como IFl'y ELISA y la prueba de intradermorreaccion o prueba de Montenegro son
métodos complementarios en el diagndstico especialmente en LMC. La PCR
basada en el estudio del ADN del parasito es otra alternativa efectiva usada en el
diagndstico de esta patologia (Reithinger et al., 2007; Guias y normas 412

Ministerio de Proteciion Social, 2007).

El diagnostico de la LV se realiza mediante métodos de laboratorio como puncién
de médula ésea y bazo que ayudan a la observacion de los amastigotes. Las
pruebas seroldgicas sirven de apoyo pero presentan reaccién cruzada con otras
infecciones producidas por protozoos como el T. cruzi. Los cultivos y la inoculacién
en animales de experimentacion como ratones, hamster y perros aunque son
demorados, permiten la observacién del parasito (Stuart et al., 2008; Guias y

normas 412 Ministerio de Proteccion Social, 2007).
1.2.5. Tratamiento

El tratamiento de primera linea para las diferentes formas clinicas de la

leishmaniasis consiste en el uso de antimonios pentavalentes (SbY) como el
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estibogluconato de sodio (Pentostam®) y antimoniato de N-metil glucamina
(Glucantime®). En caso de falla terapéutica, los medicamentos de segunda
eleccion son el isotianato de pentamidina (Pentacarinat®), anfotericiana B
(Fungizone®), miltefosine y paramomicina. En la figura 6 se muestran las
estructuras de los medicamentos de primera y segunda eleccion para la

leishmaniasis (Guias y normas 412 Ministerio de Proteciién Social, 2007).

Figura 6. Medicamentos usados en el tratamiento de la leishmaniasis.
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Los SbY fueron introducidos en 1945. Son activos en la forma de amastigote
intracelular pero ineficaces contra el promastigote in vitro. Sin embargo, aunque
presentan una efectividad del 95% en humanos, la falla terapéutica asociada con
la resistencia del parasito en algunos paises como la India, ha restringido su uso.
Los mecanismos de accion aun no son claros, pero se conoce que dentro de las
células, los Sb" se convierten en su forma toxica trivalente (Sb"'), actuando sobre

las enzimas glucoliticas del parasito.

El protocolo de tratamiento para la LC es una dosis diaria de 20 mg/kg/dia durante
20 dias, para la LV se emplea la misma dosis pero durante 30 dias. Estas dosis
son administradas parenteralmente ya sea via intravenosa o intramuscular. La
respuesta al tratamiento depende de la especie de Leishmania infectante (L.
aethiopica es resistente a los SbY) y el estado inmunoldgico del paciente puesto
que personas coinfectadas con VIH no responden bien al tratamiento. (Guias y
normas 412 Ministerio de Proteccion Social, 2007; Herwaldt, 1999; Reithinger et
al., 2007; Croft & Coombs, 2003; Minodier & Parola, 2007).

El isotianato de pentamidina es utilizado en el tratamiento de la leishmaniasis
resistente a los Sb". Ha demostrado una tasa de curacion del 96% en casos de LC
con bajos efectos colaterales (Singh & Sivakumar, 2004). Diferencias en la
susceptibilidad entre especies ha sido reportada. Aunque su modo de accién no
esta bien definido, se conoce que inhibe la sintesis de poliaminas y del ADN del
quinetoplasto en el parasito. Su administracion es intramuscular o intravenosa, en
los casos de LC se emplean dosis de 4mg/kg en dias alternos o 3 veces por
semana de 15 a 30 dosis. Para la LV se utilizan 3mg/kg en dias alternos por 4
dosis 0 2mg/kg por 7 dosis. En protocolos prolongados con altas dosis presenta
efectos toxicos severos como nefrotoxicidad en pacientes infectados con VIH-

Leishmania (Amato et al., 1996).
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La AmB es un antibiético polieno cuya actividad leishmanicida fue descubierta a
finales de 1950. Es usada en casos de resistencia a los Sb" y es efectiva contra la
LV principalmente (Jha et al., 1995). Sin embargo, su uso se ha restringido por sus
efectos nefrotéxicos y cardiotoxicos. Nuevas formulaciones menos téxicas y mas
eficaces como la AmB liposomal (Ambisome®) han sido desarrolladas, mostrando
un 90% de cura parasitoldgica en pacientes con LV en la India (Sundar, 2003). En
el modelo de LC, ratones BALB/c infectados con L. major redujeron el tamafo de
la lesién cuando fue aplicada por via intravenosa. Desafortunadamente sus altos
costos han restringido su uso (Yardley & Croft, 1997; Croft et al., 2005). El
mecanismo leishmanicida de la AmB se ha relacionado con la inhibicion del
ergosterol de la membrana del parasito, deteriorando la integridad de las mismas.
El protocolo de tratamiento del la AmB en LV o LMC consiste en dosis de 0,5-
1mg/kg aplicado intravenosamente en dias alternos o diariamente hasta alcanzar
dosis de 20-40 mg/kg (Herwaldt, 1999).

La miltefosine (hexadecilfosfocolina), es un medicamento utilizado inicialmente
contra el cancer y constituye el primer medicamento de uso oral en leishmaniasis.
Su actividad in vitro e in vivo contra la Leishmania fue determinada en 1980 (Croft
et al., 1987; Kuhlencord et al., 1992). Su efectividad en el tratamiento de la LV fue
demostrada al ser utilizada oralmente en la India. En LC fue probada en pacientes
en Colombia y en Guatemala mostrando ser activa pero con diferencias en la
susceptibilidad entre las especies infectantes involucradas (Croft et al., 2006;
Minodier & Parola, 2007). Se sugiere que este medicamento podria alterar el
metabolismo de ester-lipidos, la transmisidén de senales celulares, y la sintesis de
glucosilfosfatidilinositol. En Colombia una efectividad del 91-94% ha sido
demostrada empleando esquemas de tratamiento de dosis de 2,0-2,2 mg/Kg/dia

durante tres a cuatro semanas o 2,5 mg/Kg/ dia por 28 dias.
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La paramomicina o aminosidina es un aminoglucésido que fue introducido en 1960
como agente anti-Leishmania, mostrando eficacia en el tratamiento topico de LC y
parenteralmente para la LV. Sin embargo, en Colombia no ha sido recomendada
para el tratamiento de la LC causada por L. panamensis (Herwaldt, 1999).
Adicionalmente, este medicamento en la India ha mostrado tener una accion
sinérgica con los SbY (Croft et al., 2006; Minodier & Parola, 2007; Herwaldt, 1999).
La inhibicion de la sintesis de proteinas ha sido el principal mecanismo de accion
sugerido. La via de administracién parenteral de la paramomicina sola, utiliza
dosis de 14mg/kg/dia durante 20 dias, este tipo de administracion ha mostrado
una efectividad clinica del 59% para la LC causada por L. braziliensis y L.
mexicana. La aplicacion topica diaria de la paramomicina sola durante 10 a 30
dias ha mostrado también una eficacia clinica variable entre 17-91% dependiendo

de la especie de Leishmania infectante (Herwaldt, 1999).

Desafortunadamente los tratamientos para las diferentes formas clinicas de la
leishmaniasis presentan desventajas o limitaciones como toxicidad, eficacia
variable, altos costos, desarrollo de resistencia, protocolos de tratamiento
prolongados y la mayoria son de administracion parenteral lo cual causa molestias
en los pacientes ocasionando que estos abandonen los tratamientos (Herwaldt,
1999; Croft et al., 2006; Minodier & Parola, 2007).

1.2.5.1. Otros tratamientos. A continuacion se expondran algunos medicamentos
que han mostrado actividad contra diferentes especies de Leishania en modelos in

vitro, in vivo y en ensayos clinicos.

El imiquimod o [1-(2-metilropil)-1H-imidazol(4,5-c)quinolina-4-amina] demostré
actuar sinérgicamente con el glucantime al ser probado en pacientes con LC del
Peru y con la paramomicina in vivo en ratones BALB/c infectados con L. major

(Arévalo et al., 2007; EI-On et al., 2007). Se conoce que este medicamento actua
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como un inmunomodulador produciendo citoquinas y Oxido nitrico (Buates &
Matlashewski, 1999).

La sitamaquina es un derivado de la 8-aminoquinolina activa en modelos in vitro
de LC y LV (Garnier et al., 2006). Aunque presenta una leve toxicidad, ha sido
efectiva en el tratamiento de pacientes con LV en Brasil, Kenia e India, con
porcentajes de curacion hasta del 90% dependiendo de la dosis administrada
(Croft et al., 2006). Poco se conoce acerca de su mecanismo de accién, sin
embargo se sabe que se metaboliza formando disetil o derivados 4-CH,OH a los

que se les atribuye su actividad.

Los imidazoles como el ketoconazol e itraconazol, al igual que en el T. cruzi, han
demostrado actividad in vitro diferentes especie de Leishmania. En ensayos
clinicos han mostrado actividad contra infecciones con L. mexicana pero no contra
L. braziliensis. Estos azoles tienen actividad inhibitoria sobre la biosintesis del

ergosterol en el parasito (Croft & Coombs, 2003).

La azitromicina, es un antibiético que ha mostrado ser efectivo en el modelo in
vitro contra L. amazonensis, L. braziliensis y L. chagasi y en el modelo in vivo en
ratones BALB/c infectados con L. major (Oliveira et al., 2008). Al ser probada en el
modelo hamster no mostré actividad contra L. amazonensis sin embargo resulté
ser activa contra L. braziliensis pero sin eliminar la totalidad de los parasitos en la
lesion (Sinagra et al., 2007). En ensayos clinicos, se ha presentado un 85% de
cura parasitologica en pacientes infectados con L. braziliensis (Krolewiecki et al.,
2002). El modo de accién de la azitromicina en Leishmania se desconoce, sin
embargo puede actuar directamente contra el parasito o indirectamente
modulando la respuesta inmune del huésped (Sinagra et al., 2007).

Alternativas terapéuticas como la crioterapia utilizando nitrégeno liquido,

termoterapia localizada, laser con diéxido de carbono, fototerapia mediante el uso
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de ftalocianinas, entre otras alternativas, estan siendo incorporadas
progresivamente en el tratamiento de la LC (Murray et al., 2005; Oullette et al.,
2004; Croft et al., 2005; Davies et al., 2007; Minodier & Parola, 2007; Escobar et
al., 2006).

1.3. FASES DEL DESCUBRIMIENTO Y DESARROLLO DE NUEVOS
MEDICAMENTOS

1.3.1. Generalidades

El proceso de investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos, es un
procedimiento altamente regulado, costoso y dispendioso, que dura
aproximadamente entre 10 a 15 afnos. Incluye varias etapas entre las cuales se
encuentran la escogencia e identificacion de moléculas activas, ensayos in vitro, in
vivo, pruebas de toxicidad y ensayos en humanos, entre otros (Banerjee &
Rosfsky, 1997; Tamimi & Ellis, 2009; DiMasi et al., 2003). Estas fases se detallan

enlatabla 3
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Tabla 3. Fases del descubrimiento de medicamentos. (Morovac J, 2001; Tamimi
NAM & Ellis P, 2009)

Fase o etapa Sub fases Descripcién Duracion

Identificacion del objetivo
terapéutico y tamizaje (screening)
de varias moléculas, utilizando
principalmente la quimica
combinatoria y el disefio racional
de moléculas, mediante el uso de
sistemas robdticos y
automatizados.

Exploratoria NR

Estudios sobre la toxicidad vy

Ensayos pre- actividad in vitro, asi como en

clinicos modelos animales y estudios
farmacocinéticos, entre otros.

3,5 afos

Se trabaja con voluntarios sanos y
se evalua la seguridad,
Fase | tolerabilidad y farmacocinética del  1-2 afos
compuesto, al igual que se decide
la ruta de administracion.

Los estudios se hacen con
poblaciones homogéneas y
restringidas de pacientes que
Estudios Fase Il padecen la enfermedad, se 2-5afos
clinicos determina la dosis minima
efectiva, la dosis maxima tolerable
y los efectos adversos.

Se trabaja con un grupo
heterogéneo de pacientes que
semejen la poblacion real que
utilizara el farmaco. Se evalua
nuevamente la efectividad vy
efectos adversos del compuesto.

Fase Il 2-4 anos
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Vigilancia continua de la seguridad
del farmaco nuevo en la poblacién
general, evaluando posibles
efectos adversos a largo plazo o
Fase IV factores de riesgo adicionales que NR
aun no se conocian. También Se
lleva a cabo el proceso de farmaco
vigilancia para obtener la relacion
costo-beneficio del tratamiento.

Fuente: NR: No reportado.

1.3.2. Fase exploratoriay ensayos pre-clinicos

Dado que este trabajo se enfoca en la identificacion y evaluacién in vitro de
compuestos quimicos potencialmente activos contra el T. cruzi, Leishmania o
toxicos contra células de mamifero, a continuacion se hara una breve descripcion

del desarrollo de estas dos fases en el presente estudio.

1.3.2.1. Fase exploratoria. Uno de los objetivos de ésta fase (ver tabla 3) es
identificar compuestos potencialmente activos contra un objetivo terapéutico.
Estos compuestos idealmente deberan ser sencillos de sintetizar, econdmicos y

también ser fisicoquimicamente viables.

Para la identificacion y caracterizacion fisicoquimica de los compuestos, se
cuentan con programas quimioinformaticos libres en la internet como
molinspiration® y OSIRIS® entre otros, que permiten la determinacion de algunas
propiedades fisicoquimicas, como una forma de predecir el potencial uso de estos

compuestos como medicamentos.
Bajo este enfoque, las reglas de Lipinski o también llamadas la regla de los 5 ha

sido introducida para determinar propiedades fisicoquimicas del compuesto que

puedan llegar a tener un efecto sobre la absorcion del mismo; teniendo en cuenta
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propiedades como la solubilidad, permeabilidad, peso molecular entre otras.
(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties; http://www.organic-chemistry.

org/prog/peo/).

Estas reglas son faciles de aplicar, rapidas y su uso no tiene ningun costo (Kerns

& Di, 2008). Por tanto, un posible candidato a farmaco deberia tener:

1. Menos de cinco (5) donadores de puentes de hidrogeno, expresado como la
suma de todos los grupos OH y NH presentes en la molécula;

2. Menos de diez (10) aceptores de puentes de hidrogeno, expresado como la
suma de todos los atomos de nitrégeno y oxigeno;

3. Peso molecular menor de quinientos (500);

4. Coeficiente de particion octanol/agua (LogP) menor de cinco (5);

5. Los sustratos para transportadores bioldgicos, son la excepcion.

La respuesta de un compuesto a su blanco biolégico o receptor puede estar
determinada por varias interacciones tales como hidrofobicidad, fuerzas
electrostaticas, puentes de hidrégeno y complejos de aceptores o donadores de
electrones (Kerns & Di, 2008). De esta manera, los puentes de hidrégeno vy el
peso molecular se encuentran asociados con la solubilidad entonces entre mas
puentes de hidrogeno se formen en la molécula mayor podra ser su solubilidad.
Contrario a lo que ocurre con el peso molecular: a mayor peso molecular, menor

podra ser la solubilidad y absorcion del compuesto (Kuhn et al., 2010).

El LogP es conocido como el coeficiente de particion de un compuesto entre una
fase organica (octanol) y una fase acuosa (agua) a un pH neutro. Este parametro
se encuentra relacionado con la lipofilicidad de un compuesto y su preferencia por
un ambiente no polar (hidrofébico) antes que uno acuoso por tanto, el transporte y

distribucion de sustancias en sistemas biolégicos en gran medida depende de la
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lipofilia del compuesto, la cual facilita su entrada a través de la bicapas lipidicas
(Fernandez et al., 2005).

Los transportadores de membrana tienen la capacidad de aumentar o reducir la
absorcion de los compuestos, ya sea mediante captacion por transporte activo o

por salida, respectivamente.

Otro de los parametros fisicoquimicos a tener en cuenta es el estudio del area de
superficie polar (PSA), un importante indicador de la biodisponibilidad oral de una
sustancia. Este parametro fue propuesto por Veber y colaboradores en el 2002,
quienes estudiaron propiedades estructurales que incrementaban Ia
biodisponibilidad oral en ratas de cerca de 1100 compuestos candidatos a
medicamentos de la farmacéutica GlaxoSmithKline. Ellos encontraron que
compuestos con valores de PSA menores a 140A podrian presentar una mayor
biodisponibilidad oral en ratas, ademas sugirieron que valores reducidos de PSA
podrian estar relacionados con una buena permeabilidad del compuesto (Veber et
al., 2002).

Estos parametros fisicoquimicos, son de gran utilidad en los procesos de
busqueda de nuevos medicamentos. Asi mismo, cuanto mas se aleje un
compuesto de estos parametros, menor sera la probabilidad de que pueda superar
con éxito las etapas mas avanzadas del desarrollo de farmacos (Kerns et al.,
2008).

1.3.2.2. Ensayos preclinicos. En los ensayos preclinicos los compuestos deben
someterse a diferentes pruebas de evaluacién de la actividad bioldgica, toxicidad,
mecanismos de accion, farmacocinética y farmacodinamia principalmente. Para

ello se emplean ensayos in vitro y/o modelos experimentales in vivo. La finalidad
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es justificar que un compuesto en estudio pase a una siguiente fase (Croft et al.,
2006; Olaya et al., 2006).

Los ensayos in vitro se basan en la evaluacion de compuestos potencialmente
activos contra células, ya sean cepas de microorganismos o lineas celulares de
mamifero. Dado que este trabajo se basa en la evaluacion antiparasitaria de
compuestos sintéticos, la revision estara dirigida a los ensayos de actividad in vitro

contra las células objeto de este estudio.

Bajo estas circunstancias, métodos clasicos de conteo directo de células utilizando
colorantes vitales como la eosina amarilla, azul de trypan, rojo neutro y cristal
violeta, asi como métodos colorimétricos utilizando sales de tetrazolio como el 3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT), 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-
5-sulfofenil)-5[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazolio  hidroxido (XTT) vy 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) y el
azul de alamar, son una ventaja ya que permiten determinar facilmente la actividad
biolégica de los compuestos contra parasitos y células de mamifero (Mosman,
1983; Williams et al., 2003; Crof & Yardley, 2006).

Los estudios de toxicidad in vitro como las pruebas de mutagenicidad (test de
Ames) genotoxicidad (ensayo cometa), teratogenicidad, entre otros, son una
herramienta util que permiten determinar posibles efectos biolégicos adversos del
compuesto y podrian indicar su continuidad en el proceso de desarrollo de nuevos
medicamentos. Sin embargo, estos estudios preclinicos de toxicidad adquieren un
valor relativo en cuanto a la extrapolacion de los datos, ya que resultados
negativos, no estarian garantizando la ausencia de toxicidad en el humano (Olaya
et al, 2006; Cabrera et al., 2009).
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El uso de sofware quimioinformaticos predictores de toxicidad, son de gran ayuda
para alertar y predecir tedricamente posibles riesgos de toxicidad de un
compuesto. Algunos efectos como mutagenicidad, tumorogenicidad, efecto
irritante, efecto reproductivo sobre la fertilidad, desarrollo de anormalidades,
efectos sobre el embrién, feto o recién nacido pueden ser calculados y podrian
ofrecer una idea del posible comportamiento de un compuesto a nivel in vitro o in

vivo relacionado con la toxicidad (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).

1.4. COMPUESTOS HETEROCICLICOS UTILIZADOS EN MEDICINA

1.4.1. Generalidades

Los compuestos heterociclicos estan formados por un sistema de anillos en cuyas
estructuras existe un atomo de oxigeno, nitrégeno, azufre diferente del carbono
(Figura 7)

Estos compuestos son importantes en la quimica farmacéutica ya que han
demostrado ser activos contra microorganismos (parasitos, virus, hongos y
bacterias) y diferentes sistemas biolégicos como el SNC y endocrino, entre otros.
Como ejemplos de algunos compuestos heterociclicos en medicina se tienen los
imidazoles cuya unidad estructural ha servido de base para el disefio de varios
farmacos  antiprotozoarios  (metronidazol), antihelmiticos  (mebendazol),
antifungicos (clotrimazol, ketoconazol) y antitiroideos (carbimazol), entre otros
(Croft & Coombs, 2003; Palma et al, 2009).

A continuacidn se presentara una revisibn acerca de algunas actividades
farmacoldgicas de compuestos relacionados estructuralmente a las tres series de
derivados sintéticos objeto de este estudio: las 1- benzoazepinas,

dibenzoazepinas y 1-naftoazepinas (figura 7).
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Figura 7. Estructuras generales de los sistemas de la tetrahidro-1-
benzoazepina(a), dihidrodibenzo[b,e]azepina(b) y tetrahidronafto[1,2-

blazepina(c).

b c

Fuente: Autora del Proyecto

1.4.2. Derivados de las 1-benzoazepinas

El sistema heterociclico nitrogenado de la 1-benzoazepina consiste en un anillo de
benceno fusionado a un anillo azepinico (figura 7). Este sistema heterociclico ha
sido bastante estudiado porque muchos de sus derivados presentan una amplia
gama de actividades farmacoldgicas las cuales seran descritas a continuacion. En

la tabla 4 se muestran los compuestos, sus estructuras y su actividad bioldgica.

1.4.2.1. Actividad sobre el sistema arginina vasopresina. La arginina
vasopresina (AVP) es wuna hormona que regula funciones renales vy
cardiovasculares. En el riidn, esta involucrada en la reabsorcion de liquidos por
medio del receptor V, y en la homedstasis cardiovascular por el receptor V.
Varios autores, han reportado que compuestos relacionados estructuralmente a
las benzoazepinas han mostrado ser inhibidores de estos receptores de la arginina
vasopresina (AVP). Ejemplo de ello, es el compuesto OPC (7-Cloro-5-hidroxi-1-[2-
metil-4-[(2-metilbenzoil)-amino] benzoil]- 2,3,4,5-tetrahidro-1H-1-benzazepina) con

codigo 41061, el cual ha demostrado ser un potente antagonista del receptor V;
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de la AVP en modelos experimentales en ratas. Este hallazgo, sugiere el posible
uso de este compuesto en casos de retencion de liquidos y mala secrecion de la
AVP (Kondo et al., 1999).

Por otra parte, estudios realizados en ratas mostraron que el compuesto (22)-2-
(4,4-difluoro-1-{4-[(3S)-3-metilpirrolidin-1-il]-2-(trifluorometil)benzoil}-1,2,3,4-
tetrahidro-5H-1-benzazepin-5-iliden)-N-(2-hidroxietil)acetamida tubo un efecto
agonista sobre el receptor V, de la AVP (Tsukamoto et al., 2009). Este mismo
efecto fue reportado por otros autores cuando evaluaron la accién de los
compuestos con cédigo OPC-51803 y YM-35278 (Nakamura et al., 2000;
Tsukamoto et al., 2008).

Adicionalmente, el compuesto YM-218 ha demostrado ser un antagonista selectivo
del receptor Vi, de la AVP. Este receptor esta presente en el musculo liso,
plaquetas y células mesangiales renales. Por tanto, este compuesto, podrias ser
considerado como un agente efectivo para tratar la hipertension, enfermedades

hepaticas y renales (Tahara et al., 2006).

1.4.2.2. Actividad sobre el sistema nervioso. El receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA) es encontrado en el sistema nervioso central, su sobreexpresion se ha
asociado a desoérdenes neurolégicos agudos y cronicos como epilepsia y
enfermedad de Alzheimer entre otras. Algunas benzoazepinas como el 8-cloro-3-
hidroxi-1H-1-benzazepina-2,5-diona y acido (E)-8-cloro-2-oxo-5-
fenilcarbamoilmetilen-1,2,3,4-tetrahidro-1H-benzo[b]lazepina  3-carboxilico, han
demostrado actuar como antagonistas en los sitios de glicina del receptor NMDA.
Estos compuestos podrian se dudtiles en el tratamiento de desérdenes
neurodegenerativos asociados con excitotoxicidad (Guzikowski A, et al., 1996; Di
Fabio et al., 2003).
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1.4.2.3. Actividad antiviral. El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
es una enfermedad crénica producida por la infeccién con el virus VIH-tipo1. La
terapia antirretroviral ha permitido la disminucion de la mortalidad, sin embargo,
casos de resistencia y toxicidad se han documentado (Pomerantz, 1999; Deeks et
al., 1997). La entrada del virus a la célula se ha asociado con el co-receptor
CCRS. Por tanto, compuestos antagonistas de este receptor, han demostrado ser
excelentes inhibidores del virus. El primer antagonista no peptidico (compuestol,
tabla 4) del co-receptor CCR5 fue descubierto en 1999. A pesar que mostrd una
pobre absorcion oral, sirvi6 de base para el disefio y desarrollo de otros
compuestos como las 1-propil-1-benzazepinas (compuesto 2, tabla 4) y 1-isobutil-
1-benzazepinas (compuesto 3, tabla 4), estas con mejores propiedades
farmacocinéticas. Posteriormente, el uso de sustituyentes polares como N-6xido
de piridina (compuesto 4, tabla 4) y un componente sulféxido (compuesto 5,
tabla 4), permitieron encontrar nuevos antagonistas orales de este co-receptor
CCRS5 (Babba et al., 1999; Shiraishi et al., 2000; Seto et al., 2004, 2005).

Por otra parte, un efecto antiviral contra el virus sincitial respiratorio (VSR) de
compuestos relacionados con los derivados de la 1-benzoazepina también ha sido
reportado.

El VSR es el agente infeccioso causante de la enfermedad respiratoria aguda,
especialmente en nifos. Las estrategias de prevencion y tratamiento de esta
infeccion son limitados. Sin embargo, el estudio y desarrollo de nuevos
compuestos antivirales, han permitido el descubrimiento de nuevos agentes
quimicos relacionados con las benzoazepinas como el compuesto 6-{4-[(bifenil-2-
ilcarbonil)amino]benzoil}-N-ciclopropil-5,6-dihidro-4H-tieno[3,2 d][1]benzazepina-2-
carboxamida con codigo YM-53403, que mostro tener un efecto antiviral contra el
VSR, inhibiendo su ciclo de vida cien veces mas que la ribavirina, sin ser tdxico

para las células HelLa (Sudo et al., 2005).

52



1.4.2.4. Actividad tumoral. La actividad antiproliferativa de derivados
benzoazepinicos en lineas tumorales ha sido reportada. Los compuestos (OC-6-
43)-Cloro(dimetil  sulfoxido)bis(6-(E)-[(R-picolil-N)-imino-N]-7,12-dihidroindolo[3,2-
d][1]benzazepina)ruteniu- (Il) Cloruro Sesquihidrato y (OC-6-43)-Bis(9-bromo-6-
(E)-[(R-picolil-N)-imino-N]-7,12-dihidroindolo[3,2-d][1]benzazepina)cloro(dimetil

sulfoxido)-rutheniu(ll) Cloruro sesquihidrato, mostraron tener un efecto citotoxico
contra células de cancer de pulmon, colon y ovario. De igual manera, otro derivado
benzoazepinico como el 1-Aril-4,6-dihidropirazolo [4,3-d][1]benzazepin-5(1H)-onas
demostré tener el mismo efecto pero contra lineas tumorales de cancer de
pulmoén, cancer de mama y cancer del SNC con un 32% de inhibicion en el

crecimiento versus el control (Kohfeld et al., 2007).

1.4.2.5. Actividad sobre el sistema endocrino. El sistema endocrino esta
encargado de coordinar y regular diferentes procesos fisiologicos, entre ellos se
encuentra la accién de la hormona de crecimiento involucrada en varios procesos
metabdlicos. El derivado L-692,429, una 1-benzoazepin-2-ona-3-amido sustituida,
ha demostrado ser un estimulante de esta hormona en mamiferos. Ademas,
estudios realizados en perros beagle con analogos de este compuesto
(benzolactama L-739,943) mostraron una potenciacién de la accidén estimuladora
de esta hormona (DeVita et al., 1998).

1.4.2.6. Actividad antiparasitaria. La actividad antiparasitaria de compuestos

relacionados estructuralmente con las benzoazepinas ha sido reportada.

Zuccotto y colaboradores en el 2001 realizaron busquedas computacionales de
compuestos a partir de la base de datos cristalograficos de Cambridge (CDS). Un
estudio DOCK 3.5 dirigido contra la enzima dihidrofolato reductasa del parasito T.
cruzi fue realizado, demostrando que compuestos con cddigo de CDS SUBSUD y

FIVREH relacionados estructuralmente con las benzoazepinas, inhibieron el
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crecimiento de T. cruzi in vitro y la actividad de la enzima dihidrofolato reductasa
sin presentar toxicidad en células de leucemia promielocitica humana (HL-60)
(Zuccotto et al., 2001).

Por otra parte, otro tipo de compuestos heterociclicos relacionados con las
benzoazepinas, como las paulonas, han demostrado ser inhibidoras de quinasas
dependientes de ciclinas en protozoos, las cuales estan involucradas en la
regulacion del ciclo celular, dado que su sintesis y degradacién ayudan a controlar

la progresion o terminacion del mismo (Kunick, et al., 2000).

En Leishmania por ejemplo, derivados de las paulonas como el compuesto con
cbédigo 98N217 demostrd inhibir la quinasa 3 (CRK3) de L. donovani a una IC50 de
69 uM. Este mismo compuesto al ser probado en L. mexicana, fue capaz de inhibir
macrofagos infectados con el parasito a una CI50 de >3 pM; al igual que el
compuesto con codigo 97N610 (CI50 5,77 uM). Estos dos compuestos fueron

téxicos en macrofagos peritoneales murinos (Grant C, et al., 2004).

Otro trabajo realizado con nuevos derivados de las paulonas se demostro la
actividad de estos compuestos contra amastigotes axénicos de L. donovani. Dos
compuestos 6 y 7 (ver tabla 4) inhibieron el 91,2 y 100% del parasito,
respectivamente a una concentracién de 50 pM; sin embargo, al ser probados

contra amastigotes intracelulares no fueron activos (Reichwald C, et al., 2008).
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Tabla 4. Actividad farmacoldgica de derivados de 1-benzazepinas

Compuestos A.ct|\'/|d.ad Estructura quimica
biolégica
R4= 2CH3
Antagonista oH
OPC-41061 del receptor V2 mm
de AVP N B ]
o
(22)-2-(4,4-difluoro-1-{4-[(3S)- fEL o
3-metilpirrolidin-1-il]-2- ~ {F
(trifluorometil)benzoil}-1,2,3,4- Q/i-"
tetrahidro-5H-1-benzazepin-5- o Rzo
iliden)-N-(2-
hidroxietil)acetamida r1="*"{ N7 Re=cF,
Agonista del 9 A
receptor V2 de L
OPC-51803 “ A
i angiotensina. (,gi‘
A
O
MW
YM-35278 e
[
| N
Antagonista
YM-218 del receptor

V1iade AVP
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8-cloro-3-hidroxi-1H-1-
benzazepina-2,5-diona

Antagonista
del receptor N-

acido (E)-8-cloro-2-oxo-5-
fenilcarbamoilmetilen-1,2,3,4-
tetrahidro-1H-benzo[b]azepina
3-carboxilico

metil-D-
aspartato
(NMDA)

2,3

Antagonista
del co-receptor
CCRS5 del VIH.

\"{\O\I;A/L g LI

A

ZN.
“£+ ko)
oH

[

™
a2
oy
F N_,_/

i-Bu
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YM-53403

Efecto antiviral
contra el Virus
Sincitial
Respiratorio

Estructura general de
derivados 1-Aril-4,6-
dihidropirazolo[4,3-
d][1]benzoazepina-5(1H)-
nona

Efecto
antiproliferativo
contra las
lineas
tumorales de
cancer de
pulmon,
cancer de
mama y
cancer del
SNC

(OC-6-43)-Cloro(dimetil
sulfoxido)bis(6-(E)-[(R-picolil-
N)-imino-N]-7,12-
dihidroindolo[3,2-
d][1]benzazepina)ruteniu- (II)
Cloruro Sesquihidrato

Actividad
citotoxica de
células de

((OC-6-43)-Bis(9-bromo-6-(E)-
[(R-picolil-N)-imino-N]-7,12-
dihidroindolo[3,2-
d][1]benzazepina)cloro(dimetil
sulfoxido)-rutheniu(ll) Cloruro
Sesquihidrato

carcinoma de
colon, ovario y
pulmon.

derivado L-692,429

Estimulantes
de la hormona
de crecimiento
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Derivado L-739,943

Paulonas 2-sustituidas

98N217

Inhibidor de
kinasas
dependientes
de ciclinas

codigo CSD SUBSUD y
FIVREH

Inhibidores de
la dihidrofolato
reductasa de
T. cruzi

Paulonas (6)

Paulonas (7)

Inhibidores de
L. donovanni

97N610

Inhibidores de
L. mexicana
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98N217 T

Fuente: Autora del Proyecto

1.4.3. Derivados dibenzoazepinas

Las dibenzoazepinas son un sistema de compuestos heterociclicos constituidos
por un anillo azepinico fusionado por diferentes caras con dos anillos de benceno
(figura 7). Esta clase de compuestos presentan un amplio rango de actividades
biolégicas como actividad antitumoral, desfribilante, anti-convulsiva, ansiolitica
entre otras. La tabla 5 muestra algunas actividades farmacologicas de las

dibenzoazepinas y sus estructuras.

Una serie de derivados de la 11-fenil-dibenzo[b,e]azepina mostraron un efecto
antiproliferativo sobre varias lineas tumorales, y uno de ellos, el compuesto 8 (ver
tabla 5), ademas de tener efecto antitumoral contra las células pequefias de
cancer de pulmon (NCI-60), indujo un arresto del ciclo celular de Go-G1 en células
de carcinoma de colon humano, por lo que se le considera como un buen

candidato en la terapia contra el cancer (Al-Qawasmeh et al., 2009).

Dos derivados de la dibenzoazepina (compuestos 9 y 10, tabla 5) mostraron
actividad desfibrilante sin inducir cambios en el electrocardiograma cuando fueron
administrados en gatos, sugiriendo que podrian usarse para tratar la fibrilacion

ventricular (Levy et al., 2001).

Estudios in vivo en ratas, revelaron que derivados de 2-(aminoalquil)-2,3,3a,8-

tetrahidrodibenzo[c,f]-isoxazolo[2,3-a]Jazepina actuan como antagonistas del
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receptor 5-HT2C del neurotransmisor serotonina, por lo que fueron considerados

como potenciales agentes ansioliticos y antidepresivos (Andrés et al., 2002).

Tabla 5 Actividad farmacoldgica de derivados dibenzoazepinas

Compuesto A_cﬂym!ad Estructura quimica
biol6gica
Estructura general de
derivados 1-Fenil-[b,e]-
dibenzazepina
Efecto NO,
antitumoral I/L\T
8 k;"
/**-{N Y
':IL_/'“‘ ! ;:Jl
I;/"/CI
N TYhe
o ,-v‘) "'N"l""-,—_'.'-."l El-
9 o7~ P
Actividad R=CH(CHj3),
antiarritmica y -
desfibrilante. ATy
T |
10 e
o Hz o
e

Enantiomero (S)-(-)

Estructura general de
derivados de 2-(aminoalkil)-
2,3,3a,8
tetrahidrodibenzolc,f]-
isoxazolo[2,3-alazepine

Antagonista
del receptor 5-
HT2C de la
serotonina.

Ro

Fuente: Autora del Proyecto
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1.4.4. Derivados de naftoazepinas

Estos compuestos presentan en su sistema heterociclico un anillo de naftaleno
fusionado a un anillo azepinico (figura 7). Poco se ha estudiado este tipo de
compuestos, sin embargo, derivados de la tetrahidronafto[1,2-blazepina fueron
evaluados en nuestro laboratorio contra T. cruzi, encontrandose que tres de ellos
inhibieron amastigotes intracelulares del parasito con rangos de 1C50 9,9-18,4 uM
sin que presentaran toxicidad en células Vero. Ninguno de los compuestos
evaluados presentd actividad contra L. chagasi (Palma et al., 2008). La tabla 6

muestra las estructuras de los compuestos activos.

Tabla 6. Actividad farmacolégica de derivados 1-naftoazepinas

Actividad

Compuesto biolégica

Estructura quimica

Estructura general de Inhibidores de

derivados tetrahidronafto[1,2- .amastlgotes
) intracelulares

blazepina i

de T. cruzi

Fuente: Autora del proyecto
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2. OBJETIVOS

Con el fin de determinar las caracteristicas bioldgicas de los derivados tetrahidro-
1-benzoazepina, dihidrodibenzolc,fltiazolo[3,2-aJazepin-3-ona vy tetrahidronafto

[1,2-blazepina, se plantearon los siguientes objetivos:

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antiparasitaria y citotoxica de derivados de tetrahidro-1-
benzoazepina, dihidrodibenzo[c,f]tiazolo[3,2-alazepin-3-ona y tetrahidronafto[1,2-

blazepina contra T. cruzi, Leishmania spp y células de mamifero.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar la actividad antiparasitaria en las formas extracelulares e
intracelulares de Leishmania spp y T. cruzi de derivados de tetrahidro-1-
benzoazepina, dihidrodibenzo[c,f]tiazolo[3,2-a]azepin-3-ona y
tetrahidronafto[1,2-b]Jazepina

» Determinar la toxicidad de derivados de tetrahidro-1-benzoazepina,
dihidrodibenzo[c,f]tiazolo[3,2-a]azepin-3-ona y tetrahidronafto[1,2-blazepina en

las células hospederas de los parasitos (Vero y THP-1).

» Realizar un analisis de relacion estructura-actividad (SAR).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO METODOLOGICO

Este estudio se llevo a cabo siguiendo la secuencia metodologica que se muestra
en el diagrama de flujo de la figura 8. Se evaluaron 35 compuestos sintéticos a los
cuales se les determind inicialmente algunas propiedades fisicoquimicas, las
cuales se describen en el numeral 3.3. Adicionalmente, se evalud la toxicidad en
células Vero y THP-1, asi como la actividad antiparasitaria contra las formas libres
e intracelulares de T. cruzi (cepa 320101) y de L. chagasi. Aquellos compuestos
que fueron activos, se evaluaron contra T. cruzi cepa Sylvio-X10, L. panamensis y
L. amazonensis. Posteriormente, el indice de selectividad (IS) de los compuestos

fue determinado.
Se realizé un andlisis de la estructura quimica-bioactividad de los compuestos

probados contra T. cruzi y L. chagasi con el fin de determinar algunas

correlaciones entre las estructuras, atomos y la actividad antiparasitaria.
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Figura 8. Disefilo metodoldgico del estudio.

Compuestos sintéticos | —— | Andlisis quimiocinformético

Ensayos de actividad Ensayos de actividad

en células de mamifero antiparasitaria

Células Vero | [ Cétulas THP-1 I' |

! | T cruzi L. chagasi
ch!!*':Cm i |
(M) Epimastigotes Promastigotes
1
| | |
Amastigotes intracelulares + Clyo y Clyg
L. emeazonensis, L. panamensis | —— | Amastigetes intracelulares | | (M)
v T. cruzi (Sylvio-X10) |
[
Andilisis estructura quimica-

actividad biolégica cudlitativo (SAR)

3.2. COMPUESTOS Y MEDICAMENTOS DE REFERENCIA

Los compuestos incluidos en este trabajo pertenecen la las series tetrahidro-1-
benzoazepina, dihidrodibenzo[c,f]tiazolo[3,2-alazepin-3-ona y tetrahidronafto[1,2-
blazepina. Estos compuestos fueron sintetizados en el Laboratorio de Sintesis
Organica (LSO) de la Universidad Industrial de Santander bajo la direccion del
Doctor Alirio Palma. Se emplearon rutas sintéticas especialmente disefiadas para

tales propdsitos (Palma et al., 2009).
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La serie de derivados de la tetrahidro-1-benzoazepina (1-25), clasificada en el
grupo 1 de compuestos, fue dividida en cuatro subgrupos de acuerdo con el
sustituyente que este presente en la posicion C-2 del anillo de benzoazepina: asi,
el subgrupo 1.1 (1-12) tiene como sustituyente un fenilo, el subgrupo 1.2 (13-19)
tiene como sustituyente un anillo de tiofeno, el subgrupo 1.3 (20-22, 25) tiene un
anillo de naftaleno como sustituyente, y el subgrupo 1.4 (23 y 24) un anillo de
furano. La anterior serie asi como las series de dihidrodibenzol[c,f]tiazolo[3,2-
alazepin-3-onas (26-29, grupo 2), y tetrahidronafto[1,2-bJazepinas (30-35, grupo
3),

La anfotericina B (Sigma), la miltefosine (Sigma) y el nifurtimox (amablemente
donado por el Porfesor Simon Croft del London School of Hygiene & Tropical
Medicine, London, UK) fueron utilizados como medicamentos de referencia. En la
tabla 7 se muestran las estructuras quimicas y los nombres de los diferentes

compuestos y medicamentos de referencia.

Tabla 7. Estructuras y nombres de compuestos sintéticos y medicamentos de

referencia
Nombre y Nombre y numero de
numero de Estructura quimica y Estructura quimica
compuesto
compuesto
-\."H
1,4-epoxi-exo-2- C(C' 7-cloro-cis-2-(naftalen-1-il)-
fenil-2,3,4,5- { :
) M 2,3,4,5-tetrahidro-1H-
tetrahidro-1H- benzo[b]azepin-4-ol
benzo[b]azepina P
1
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cis-2-fenil-
2,3,4,5-

oH

7-fluor-1,4-epoxi-exo-2-

i ftalen-1-il)-2,3,4,5-
tetrahidro-1H- M (na . 3,4,
benzo[b]azepin- H # tetrahidro-1 H-
4-0l == benzo[blazepina
2
H
1,4-epoxi-exo-2- = \
(2-fluorofenil)- Py 7-fluor-cis-2-(naftalen-1-il)-
2,34,5- A 2,3,4,5-tetrahidro-1H-
tetrahidro-1H- F benzo[b]azepin-4-ol
benzo[b]azepina
3
cis-2-(2- OH
flu2o gozegil)_ @ 7-cloro-1,4-epoxi-exo-2-
tetrahidro-1 H- A (furan-2-il)-2,3,4,5-tetrahidro-
benzo[bJazepin- H 1H-benzo[blazepina
4-ol 4
7-metil-1,4- HaC
ep;xel—tﬁ;(e(:ﬁ )__(4_ 7-fluor-1,4-epoxi-exo-2-
2,3,4,5- (furan-2-il)-2,3,4,5-tetrahidro-

tetrahidro-1H-
benzo[b]azepina

1H-benzo[blazepina

tetrahidro-1H-

alazepin-3(2H)-ona

7-metil-cis-2-(4- | HC._ =,
metilfenil)- | . 7-cloro-1,4-epoxi-exo-2-(1-
2,3,4,5- M naftalen-1-il)-2,3,4,5-
tetrahidro-1H- H tetrahidro-1H-
benzo[b]azepin- benzo[b]azepina
CHs
4-ol
6
7-metil-1,4- .
epg')‘(’l;g‘:(eo'ﬁ)_'(z_ dihidrodig(;igf[jgf:]iti)a-zolo[S 2 O i
2,3,4,5- : ’ N
A

benzo[b]azepina
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7-metil-cis-2-(2-
clorofenil)-
2,3,4,5-
tetrahidro-1H-

9-etil-7-fluor-9,13b-
dihidrodibenzolc,f]tiazolo[3,2-

benzo[blazepin- aJazepin-3(2H)-ona DA\/
4-ol 27
7-cloro-1,4- M
e%?;":é‘;'nzn')(_‘" 7-cloro-9-etil-12-metil-9,13b- | © ® (ot
2345 dihidrodibenzo|c,f]tiazolo[3,2- .
oA

tetrahidro-1H-
benzo[b]azepina

alazepin-3(2H)-ona

7-cloro-cis-2-(4-
bromofenil)-
2,3,4,5-
tetrahidro-1H-
benzo[b]azepin-
4-ol

7-cloro-9-etil-9,13b-
dihidrodibenzo[c,f]tiazolo[3,2-
alazepin-3(2H)-ona

1,4-epoxi-exo-2-
(2,6-
diclorofenil)-
2,3,4,5-
tetrahidro-1H-
benzo[b]azepina

7-bromo-1,4-epoxi-exo-2-
fenil-2,3,4,5-
tetrahidronafto[[1,2-
blazepina

9

cis-2-(2,6-
diclorofenil)-
2,3,4,5-
tetrahidro-1H-

7-bromo-cis-2-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1H-nafto[1,2-

o

benzo[b]azepin- blazepin-4-ol
4-ol

7-cloro-1,4-

epoxi-exo-2- O 7-bromo-1,4-epoxi-exo-2-(2-

(tiofen-2-il)- N metilfenil)-2,3,4,5-

2,3,4,5- - tetrahidronafto[[1,2-
tetrahidro-1H- S\# blazepina

benzo[b]azepina 13
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7-cloro-cis-2-

(tiofen-2-il)-
2,3,4,5-

tetrahidro-1H-
benzo[b]azepin-
4-ol

7-cloro-1,4-

7-bromo-cis-2-(2-metilfenil)-
2,3,4,5-tetrahidro-1H-
nafto[1,2-b]azepin-4-ol

Ol

epoxi-exo-2-(3-
metiltiofen-2-il)-

2,3,4,5-
tetrahidro-1H-
benzo[b]azepina

7-bromo-1,4-epoxi-exo-2-(3-

metilfenil)-2,3,4,5-

tetrahidronafto([1,2-
blazepina

7-cloro-cis-2-(3-
metiltiofen-2-il)-
2,3,4,5-
tetrahidro-1H-
benzo[b]azepin-
4-ol

7-bromo-cis-2-(3-metilfenil)-
2,3,4,5-tetrahidro-1H-
nafto[1,2-b]azepin-4-ol

7-cloro-1,4-
epoxi-exo-2-(5-
bromotiofen-2-
il)-2,3,4,5-

tetrahidro-1H-
benzo[blazepina

7-cloro-1,4-

Nifurtimox

epoxi-exo-2-(5-
metiltiofen-2-il)-
2,3,4,5-
tetrahidro-1H-
benzo[b]azepina

AmB

7-cloro-cis-2-(5-
metiltiofen-2-il)-
2,3,4,5-

tetrahidro-1H-
benzo[b]azepin-
4-ol

Fuente: Autora del Proyecto

Miltefosine

68


http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Nifurtimox.svg�

3.3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Las propiedades fisicoquimicas de cada compuesto fueron calculadas mediante
analisis quimioinformatico, empleando las paginas web http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo y http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties. Con
ayuda de estos programas se determinaron algunos parametros fisicoquimicos
como coeficiente de particion octanol:agua (LogP), area de superficie polar
(TPSA), peso molecular, numero de atomos donadores de puentes de hidrogeno
(nOHNH) y numero de atomos aceptores de puentes de hidrogeno (nON).
También se predijeron algunos riesgos de toxicidad de los 35 compuestos como

mutagenicidad, tumorogenicidad, efecto irritante y efectos reproductivos.

3.4. PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE Y DE TRABAJO

Las soluciones madre de cada compuesto fueron preparadas disolviendo entre 3 y
10mg del compuesto en 200uL de dimetil sulféxido (DMSO, Carlo Erba).

Se prepararon soluciones de trabajo con medio de cultivo pocos minutos antes de
cada ensayo. Se realizaron diluciones seriadas 1:3 6 1:10 segun el experimento.

3.5. PARASITOS Y CELULAS

Los epimastigotes de T. cruzi (Cepa Tulahuen, Sylvio-X10 (ATCC), 320101 (Luna
et al., 2009) fueron mantenidos en medio Liver infution tryptosa (LIT) 10% de
suero bovino fetal inactivado (SBFi, Gibco), 28°C. Los promastigotes de L. chagasi
(MHOM/BR/74/PP75), fueron mantenidos en medio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con hemina (Sigma), HEPES (Gibco) y 10% de SBFi y los de L.
panamensis (MHOM/PA/71/LS94) y L. amazonensis (MHOM/BR/73/LV78) fueron

mantenidos en medio Schneider con 10% de SBFi a 28°C. Las lineas celulares
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Vero (células epiteliales de rindn de mono verde africano, ATCC) y THP-1
(monocitos humanos derivados de una leucemia monocitica aguda, ATCC) fueron
cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SBFi respectivamente
a 37°C 5% de CO2y 95% de humedad. Las células THP-1 fueron transformadas
con forbol miristato acetato (PMA, por sus siglas en ingles) a su fenotipo

adherente.
3.6. CURVA DE CRECIMIENTO

Los epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L. chagasi (5x10° parasitos/mL)
fueron mantenidos en tubos y contados microscépicamente en un hemocitometro
los dias 2, 4,7, 9, 11, 14, 18, 22 y 28 post in6culo para T. cruziy 1,2,3,4,6y7
post indculo para L. chagasi. Los resultados fueron expresados como numero de

parasitos/mL.
3.7. OBTENCION DE TRIPOMASTIGOTES DERIVADOS DE CELULAS (TDC)

Las células Vero fueron infectadas con epimastigotes de las diferentes cepas de T.
cruzi (Tulahuen, Sylvio-X10 o 320101) por 48 horas a 37°C 5%CO; y 95% de
humedad. Fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS, pH 7,2) y el medio fue
reemplazado por medio de cultivo nuevo. Los TDC fueron recolectados del

sobrenadante de los cultivos de 8-21 dias después de la infeccion inicial.

3.8. INFECCION CON AMASTIGOTES INTRACELULARES

Las células Vero y THP-1 diferenciadas con forbol miristato acetato (PMA, Sigma)
fueron cultivadas e infectadas en un radio 1:10 (célula: parasito) con TDC de T.

cruzi o promastigotes de cada especie de Leishmania durante 48 horas a 37°C 5%

de COz y 95% de humedad. Las laminillas fueron fijadas con metanol, coloreadas
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con Giemsa y el porcentaje de infeccidon fue determinado por microscopia luz en

300 células.
3.9. PRUEBA DE TOXICIDAD EN CELULAS DE MAMIFERO

Las células Vero y las THP-1 transformadas fueron tratadas con diluciones
seriadas 1:3 por triplicado con cada uno de los compuestos sintéticos y la AmB y
el nifurtimox durante 72 horas. Células controles fueron mantenidas sin
tratamiento. La toxicidad celular fue determinada por el método colorimétrico
utilizando la sal de tetrazolio (MTT) a 5mg MTT/mL de PBS durante 4 horas como
lo describe Mosmann con algunas modificaciones (Mosmann, 1983). Los cristales
de formazan fueron disueltos en DMSO. Las absorvancias se determinaron
espectrofotométricamente en un lector de microplacas (Anthos 2020) a una
densidad optica de 580 nm. La intensidad del color fue directamente proporcional
a la viabilidad celular. El porcentaje de toxicidad se calcul6 a través de la formula:

toxicidad (%)= 100 x (OD grupo control-OD grupo tratado)/ OD grupo control.
3.10. PRUEBAS DE ACTIVIDAD CONTRA T. cruzi
3.10.1. Ensayos en epimastigotes

Los epimastigotes de T. cruzi (5x10° parasitos/mL) en fase exponencial, fueron
tratados con los compuestos sintéticos y nifurtimox durante 72 horas a 28°C.
Parasitos controles fueron mantenidos sin tratamiento. La inhibicién del
crecimiento de los parasitos fue determinada realizando recuento microscopico en
un hemocitdmetro a partir de parasitos diluidos con formalina al 1% y el colorante

vital, eosina amairilla.
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3.10.2. Ensayos en amastigotes intracelulares

La células Vero infectadas con tripomastigotes derivados de células (TDC) de T.
cruzi en un radio de infeccion célula: parasito de 1:10 fueron tratadas con los
compuestos sintéticos y el nifurtimox por 72 horas a 37°C, 5% de CO; y 95% de
humedad. Una segunda dosis de cada concentracion del compuesto fue
adicionada después de 72 horas. Células infectadas controles fueron mantenidas
sin tratamiento. Las placas fueron fijjadas con metanol y coloreadas con Giemsa.
Se contaron 300 células y se calculd el porcentaje de células infectadas. Se

considero célula infectada aquella que contenia amastigotes intracelulares.

3.11. PRUEBAS DE ACTIVIDAD CONTRA Leishmania

3.11.1. Ensayos en promastigotes

Los promastigotes de L. chagasi (1,5 x10° parasitos/mL) en fase exponencial de
crecimiento fueron tratados con los compuestos sintéticos y AmB durante 72 horas
a 28°C. Parasitos controles fueron mantenidos sin tratamiento. La actividad
antiparasitaria fue determinada mediante un método colorimétrico de MTT vy
fenazin metosulfato (PMS, 0,22 mg/mL MTT, Sigma) el cual se dejo por 4 horas a
37°C 5% de CO; y 95% de atmoésfera de humedad. La intensidad del color fue
determinado en un lector de microplacas Anthos 2020 a una longitud de onda de
580 nm.

3.11.2. Ensayos en amastigotes intracelulares
Las ceélulas THP-1 diferenciadas fueron infectadas con promastigotes de
Leishmania en un radio de infeccidn célula: parasito de 1:10 y fueron tratadas con

los compuestos sintéticos y la AmB por 72 horas a 37°C, 5% de CO; y 95% de
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humedad. Una segunda dosis de cada concentracion del compuesto fue
adicionada después de 72 horas. Las células fueron fijadas con metanol y
coloreadas con Giemsa. Se contaron 300 células y se calculd el porcentaje de
células infectadas. Se considerd célula infectada aquella que contenia mas de un

amastigote intracelularmente.

3.12. ANALISIS DE ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (SAR)

El analisis estructura-actividad se realizé cualitativamente, correlacionando la
estructura general de cada uno de los compuestos pertenecientes a las tres series
(tetrahidro-1-benzoazepina, dihidrodibenzo [c,f]tiazolo[3,2-a]azepin-3-ona vy
tetrahidronafto[1,2-blazepina), sus diferentes sustituyentes versus la presencia o
ausencia de actividad contra las formas extracelulares e intracelulares de T. cruzi

y L. chagasi.

3.13. INTERPRETACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Dado que no existe en la literatura valores de referencia para llevar a cabo una
clasificacion de la actividad biolégica, en este trabajo, se tuvieron en cuenta
criterios propios del laboratorio teniendo en cuenta las Clsg y Clgg y/0 CCspy CCogp

de la siguiente manera:

e Activos y/o Toxicos: Clsg (CCsp) < 50uM y Clgg (CCgp) <100uM

e Parcialmente activos y/o parcialmente toxicos: 1Cso (CCsp) < 50uM y Clgo
(CCgo) >100uM

e No activos y/o no téxicos: Clsg (CCsg) >50uM y Clgo (CCgo) >100uM.
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Las actividades de los compuestos expresadas como Clsp, Clgg CCsp y CCqyo se
determinaron por analisis de regresion sigmoidal de la curva dosis respuesta a
partir de los porcentajes de inhibicibn de cada concentracién evaluada del
compuesto utilizando el programa XLfit4™ (ID Business Solution, Guildford, UK)

aplicado a datos en Microsoft Excel.

El indice de selectividad (IS) es expresado numéricamente y determina la relacion
entre la concentracion del compuesto que produce un efecto toxico y la
concentracion que produce un efecto terapéutico deseado, constituyéndose en
una medida de seguridad del compuesto en estudio. Este parametro fue calculado
dividiendo la actividad citotéxica en células de mamifero sobre la actividad
parasitaria (CCs/Clsp). En este trabajo, los compuestos con valores de IS >2

fueron considerados selectivos.

El andlisis para determinar las diferencias estadisticas entre la actividad de los
compuestos y los medicamentos de referencia fue realizado utilizando el andlisis
de varianza de una via (ANOVA, por sus siglas en inglés) y el post test de
Bonferroni. También se realizé la Prueba t de Student para la comparacion entre
dos variables, usando el software GraphPad Prism versiéon 5.03. Valores de

p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS
4.1. COMPUESTOS SINTETICOS
Se evaluaron 35 compuestos, los cuales fueron divididos en tres grupos tal como
se describio en materiales y métodos. Estos fueron solubles en DMSO y en los
medios de cultivo utilizados.

4.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Se determinaron algunos parametros fisico-quimicos de cada uno de los

compuestos sintéticos, los cuales se reportan en la tabla 8.

Tabla 8. Parametros fisicoquimicos de los compuestos obtenidos mediante

analisis quimioinformatico

Grupo Comp LogP TPSA nOHNH nON N Toxicidad

violac

Grupo 1 3,69 1247 0 2 237,30 0 NR
1 2 2,99 32,25 0 2 23931 0 NR
3 3,8 1247 2 2 25529 0 NR

4 3,11 32,25 2 2 25730 O NR

5 456 12,47 0 2 26535 0 NR

6 3,86 32,25 2 2 26737 O NR

7 4,74 12,47 0 2 28577 O NR

8 4,05 32,25 2 2 28779 O NR

9 515 12,47 0 2 35064 1 NR

10 4,45 32,25 2 2 35265 O NR

11 4,95 12,47 0 2 30619 0 NR
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12 4,25 32,25 2 2 308,20 0 NR

13 4,24 1247 0 2 277,77 0 NR

14 3,54 32,25 2 2 279,79 0 NR

15 462 12,47 0 2 291,80 0 NR

16 3,92 32,25 2 2 293,81 0 NR

17 517 12,47 0 2 356,67 1 NR

18 4,46 12,47 0 2 291,80 0 NR

19 3,77 32,25 2 2 293,81 0 NR

20 4,80 32,25 2 2 323,82 0 M

21 499 1247 0 2 305,35 0 M

22 4,26 32,25 2 2 307,36 0 M

23 3,60 25,61 0 3 261,70 0 NR

24 3,08 25,61 0 3 245,25 0 NR

25 550 1247 0 2 321,80 1 M

26 3,90 20,30 0 2 295,40 0 NR

Grupo 27 404 20,30 0 2 313,39 0 NR
2 28 4,55 20,30 0 2 343,87 0 NR
29 4,55 20,30 0 2 329,85 0 NR

30 558 1247 0 2 366,25 1 NR

31 4,89 32,25 2 2 368,27 0 NR

Grupo 32 598 1247 0 2 380,28 1 NR
3 33 529 32,25 2 2 382,30 1 NR
34 6,01 1247 0 2 380,28 1 NR

35 531 32,25 2 2 382,30 1 NR

Comp: compuesto LogP: coeficiente de particidon octanol/agua. PSA: superficie
polar molecular. NOHNH: donadores de puentes de hidrogeno. Non: aceptores de
puentes de hidrogeno. PM: peso molecular. Nviolac: numero de violaciones a la
regla de Lipinski. NR: no riesgo de toxicidad. m: mutagenicidad leve

Fuente: Autora del Proyecto
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El analisis quimioinformatico indicé que la mayoria de las moléculas cumplen con
la regla de Lipinski, a excepcion de los compuestos 9, 17, 25, 30, 32-35 que por

su alto valor de LogP no cumplen con una de las reglas.

Adicionalmente, teniendo en cuenta los datos obtenidos de la pagina web
http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/, los compuestos 20, 21, 22 y 25 del
subgrupo 1.3 mostraron una leve mutagenicidad, mientras que los otros
compuestos no resultaron ser ni mutagénicos ni tumorogénicos, ni tienen efectos

irritantes ni reproductivos.

4.3. MODELOS EXPERIMENTALES EN PARASITOS

4.3.1. Caracterisitcas de crecimiento de las formas extracelulares

Los epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L. chagasi, alcanzaron un
crecimiento maximo de 137.233.325 y 25.800.000 parasitos/mL en los dias 14 y 4,
respectivamente. La fase de crecimiento logaritmico de los epimastigotes fue mas
prolongada que la de los promastigotes, mientras al sexto dia el crecimiento de los
promastigotes descendia, los epimastigotes continuaban en crecimiento

exponencial. Ver figura 9.
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Figura 9. Curva de crecimiento de las formas extracelulares de los parasitos. A:
epimastigotes de T. cruzi. B: promastigotes de L. chagasi. Los

resultados corresponden al promedio de dos experimentos (n=2).

A T. cruzi

2.0x10% 4
1.5x10%4
1.0x10%4

5.0x1074

Epimastigotes/ml|

0-

0 2 4 7 9 11 14 18 22 28
Dias

B L. chagasi

4.0:107 -
3.0:107 4

2.0x107 -

Promastigotesiml

1.0:107 4

0-

Fuente: Autora del Proyecto
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4.3.2. Caracteristicas de los parasitos en las formas intracelulares

En la tabla 9 se presentan los resultados de infectividad y promedio de produccion
de TDC de las cepas de T. cruzi 320101, Sylvio-X10 y Tulahuen infectando células
Vero. Se observo una diferencia entre el tiempo en producirse los TDC con las
cepas de T. cruzi. Mientras la cepa 320101 produjo TDC en 14 dias, la cepa Sylvio-
X10 los produjo en 6 dias post infeccion. Sin embargo, el promedio de TDC fue
muy similar entre las dos cepas, al igual que los porcentajes de infeccion

determinados en 300 células.

Tabla 9. Caracterizacion de la infectividad de cepas de T. cruzi

Paréasito Tiempo %de células
Cepa (dias) TDC/mi infectadas
320101 14 3.192.423 >80
T. cruzi Sylvio-X10 6 3.272.769 >80
Tulahuen 30 NP NP

TT: tiempo en obtener trypomastigotes derivados de células (TDC). NP: No se
producen TDC en las codiciones de cultivo utilizadas en el laboratorio

Fuente: Autora del Proyecto

No se obtuvieron TDC al infectar células Vero con la cepa de referencia Tulahuen.
La figura 10 muestra la infeccion de células Vero con amastigotes intracelulares
donde se observo que la mayoria de las células se encontraban infectadas con

mas de 5 amastigotes intracelulares en las dos cepas de T. cruzi.
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Figura 10. Infeccion de células Vero con amastigotes intracelulares de T. cruzi. a:

células Vero no infectadas. b: cepa 320101, c: cepa Sylvio-X10

Fuente: Autora del Proyecto

En el modelo en amastigotes intracelulares de Leishmania, se determin6é que el
porcentaje de infeccion de las cepas de L. chagasi, L. panamensis y L.
amazonensis, fue en todas mayor al 50% utilizando promastigotes en fase
estacionaria de crecimiento. En la figura 11 se observa la infeccion de células
THP-1 diferenciadas con amastigotes intracelulares de las diferentes especies de
Leishmania. Las células infectadas con L. amazonensis presentaron vacuolas en
su citoplasma. La mayoria de las células se encontraron infectadas con mas de 5

amastigotes intracelulares.
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Figura 11. Células THP-1 diferenciadas e infectadas con amastigotes
intracelulares de Leishmania spp. a: células THP-1 sin infectar. b: L.

chagasi. c: L. panamensis. d: L. amazonensis.
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Fuente: Autora del Proyecto

4.4. LOS COMPUESTOS EVALUADOS PRESENTARON UNA BAJA O NULA
TOXICIDAD PARA LAS CELULAS VERO Y THP-1

En la tabla 10 se muestran los resultados de los compuestos toxicos vy
parcialmente toxicos en ambas lineas celulares los cuales corresponden al
14,28% de los compuestos ensayados. Los resultados fueron expresados en uM y

corresponden a un experimento representativo de dos realizados (n=6).
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Tabla 10. Compuestos toxicos y parcialmente téxicos en células Vero y THP-1

diferenciadas

Citotoxicidad (uM)

Grupo de No. Células Vero Células THP-1
compuestos compuesto CCs CCqo CCso CCqo
DS DS DS DS
20,42
Grupo 1 20 £1.03 >300 NT NT
28 NT NT 41,62 >300
+1,48
Grupo 2 429
29 NT NT +4.52 >300
25,31 23,93
Grupo 3 31 3,79 >300 +5,82 >300
47,17 77,27
35 +3,04 10,64 NT NT
e . 62,82 250,47
Medicamentos Nifurtimox +1,84 +11,05 NC NC
de referencia 7,84
AmB NC NC +0.53 16,00

AmB: anfotericina B; CCsy y CCg: concentracion citotoxica 50 y 90; DS:
desviacién estandar; NT: No toxico segun los criterios de clasificacion de este
trabajo; NC: No fue calculado en este estudio.

Fuente: Autora del Proyecto

En células Vero, el compuesto 20 del grupo 1, mostré ser parcialmente téxico, al
igual que el compuesto 31 del grupo 3, mostrando que se necesitan bajas
concentraciones para destruir el 50% de las células pero una gran cantidad de
compuesto para destruir el 90% de las mismas; de éste ultimo grupo, el
compuesto 35 fue toxico en esta linea celular de mamifero. Ninguno de los

compuestos del grupo 2 mostro ser toxico en células Vero.
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En células THP-1 diferenciadas, el compuesto 28 del grupo 2 y el 31 del grupo 3,
presentaron una leve toxicidad y fueron considerados parcialmente toxicos. Los

compuestos del grupo 1 no mostraron toxicidad en esta linea celular.

El compuesto 31 fue parcialmente toxico en las dos lineas celulares, mostrando

una toxicidad similar en ambos tipos de células (p=0,51).

Los demas compuestos que no se muestran en la tabla 10, no fueron téxicos en
las células de mamifero evaluadas en este estudio, presentando Clsy entre 50,23-
>300 uM y Clgy 171,82->300 uM en células Vero y Clsy entre 66,75->300 uM y
Clgp 108,63->300 uM en células THP-1 diferenciadas.

Algunos de los compuestos no se les determind las Clsp y/o Clgy a la maxima
concentracion evaluada de 300 uM. No se pudieron probar a mayores
concentraciones dado que algunos presentaron problemas de solubilidad en el

medio de cultivo.

45. EL 4857% DE LOS COMPUESTOS FUERON ACTIVOS CONTRA
EPIMASTIGOTES DE T. cruzi

Los resultados de actividad se observan en la figura 12.

Trece compuestos (5-8, 10, 12, 15, 17, 18, 20, 21, 22 y 25) del grupo 1 fueron
activos contra epimastigotes con Clsp entre 0,02-48,44 uM y Clgy entre 0,17-90,10
MM. Los compuestos 2, 9, 13, 16, 23 y 24 fueron parcialmente activos con Clsg
entre 25,36-47,85 uM y Clgg >100uM. Ninguno de los compuestos fue toxico para
la células Vero. EI compuesto 20 fue parcialmente toxico sin embargo mostré un
IS (diferencia entre la actividad en células Vero y la actividad en parasitos) de

81,68. Los IS de los demas compuestos fueron >2 (datos no mostrados) Los
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compuestos 20, 21 y 22 fueron mas activos que el medicamento de referencia,
nifurtimox (p<0,05).

Los compuestos 28 y 29 fueron los compuestos activos del grupo 2 con Clsp 17,24
y 11,28 yM y Clgy 34,03 y 39,55 uM, respectivamente. Los compuestos 26 y 27
fueron parcialmente activos. Ninguno fue téxico en células Vero y presentaron IS
entre 2,93-15,23.

Los compuestos 31, 33, 34 y 35 del grupo 3 presentaron actividad contra los
epimastigotes con Clsy entre 2,31-29,86 uM y Clgg 3,18-57,39 uM. El compuesto
35 fue tbéxico para las células Vero, los demas compuestos fueron parcialmente

toxicos, pero presentaron IS entre 2,08-22,82.
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Figura 12. Actividad contra epimastigotes de T. cruzi. Se muestran los valores de
Clso: barra gris y Clgo: barra blanca para cada grupo (A. B. C) de
compuestos. Los resultados fueron expresados en pM = DE vy

corresponden a un experimento representativo de dos realizados

(n=6).
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4.6. ALGUNOS COMPUESTOS FUERON ACTIVOS CONTRA AMASTIGOTES
INTRACELULARES DE T. cruzi

El 11,42% (4 compuestos) fueron activos contra los amastigotes intracelulares de

T. cruzi infectando células Vero. Los resultados se muestran en la figura 13.

Del grupo 1, los compuestos 8, 16 y 17 fueron activos (Clsp 23,87-52,45 uM y Clgo
70,27-79,79 uM) contra T. cruzi, cepa 320101 (Figura 13a). Ninguno fue activo
contra amastigotes de T. cruzi cepa Sylvio-X10. Los compuestos 5, 9 y 12 fueron
parcialmente activos (Clsp entre 40,16-48,61 uM y Clgo >100 pM). Ninguno de los
compuestos fue toxico para las células Vero, sin embargo el IS del compuesto 8
fue de 1,57 demostrando actividad contra el parasito y la célula hospedera. Los
demas compuestos activos presentaron IS >2. En la Figura 13b se muestran las

diferencias entre las actividades en parasitos y en célula Vero.

El compuesto 28 del grupo 2 fue activo contra amastigotes de la cepa 320101 (Clso
18,42 pM y Clgy 92,5 pM) y parcialmente activo para la cepa Sylvio-X10 (Clsg
55,52 uyM y Clgo >100 uM). Los compuestos 26 y 27 fueron parcialmente activos
(Clso de 23,62 y 22,86 uM y Clgo >100 pM). Ninguno presento toxicidad en células

Vero y presentaron IS >2

Ninguno de los compuestos del grupo 3 fue activo.
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Figura 13. Actividad contra amastigotes intracelulares de T. cruzi y toxicidad en

células Vero. A: Actividad (Clsp y Clgg) en uM contra amastigotes de T.
cruzi. Los valores corresponden al resultado de un experimento
representativo. B: Actividad en amastigotes intracelulares de T. cruzi

(Clsp) y toxicidad en células Vero (CCsp).
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4.7. EL 42,85% DE LOS COMPUESTOS FUERON ACTIVOS CONTRA
PROMASTIGOTES DE L. chagasi

Quince (15) compuestos resultaron activos contra promastigotes de L.chagasi
(figura 14).

Los compuestos 3, 7-10, 13, 17, 19-22 y 25 del grupo 1 fueron activos (Clsp entre
0,92-46,67 uM y Clg 8,76-86,15 uM) siendo el compuesto 25 el de mayor
actividad con Clsp de 0,92 uM y Clgy de 8,76 uM (p<0,05). Los compuestos 14, 15,
18 y 23 fueron parcialmente activos (Clso 28,78-49,52 uM y Clgg >100 uM).
Ninguno de los compuestos activos fue tdéxico en células THP-1 diferenciadas. Los
IS fueron entre 4,93->326,08 exceptuando el compuesto 7 que mostrd un IS bajo
de 1,59
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El compuesto 29 del grupo 2 fue activo (Clsy de 30,54 uM y Clgo de 38,03 uM) y
los compuestos 26 y 27 fueron parcialmente activos (Clsg de 39,51 y 47,73 uM y
Clgp >100) para los promastigotes. Los compuestos 28 y 29 fueron parcialmente
téxicos para las células THP-1, EI IS para el compuestos 29 fue menor de 2 (IS
1,40).

Figura 14. Actividad en promastigotes de L. chagasi. Se muestran los valores de
Clso: barra gris y Clgo: barra blanca para cada grupo (A. B. C) de
compuestos. Los resultados fueron expresados en pM * DE vy
corresponden a un experimento representativo de dos realizados
(n=6).
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Los compuestos 33 y 35 fueron activos (Clsp de 7,77 y 12,74 uM y Clgo de 18,38 y
28,37 uM respectivamente) contra promastigotes. El primero fue parcialmente
téxico en células THP-1 diferenciadas y el compuesto 35 mostrd ser toxico. Todos

los compuestos de este grupo presentaron un IS menor que 2.

Del total de compuestos activos, los compuestos 10, 17, 19, 21, 25, 33 y 35

mostraron ser los mas activos contra promastigotes de L. chagasi (p< 0,0001).

4.8. ALGUNOS COMPUESTOS FUERON ACTIVOS CONTRA AMASTIGOTES
INTRACELULARES DE L. amazonensis Y L. panamensis

Ocho compuestos (8, 10, 16, 17, 28, 21, 25 y 33), fueron evaluados contra L.

amazonensis y L. panamensis.

Los compuestos 10, 17 y 33 fueron activos contra la forma intracelular de L.
amazonensis (Cl510,53-52,13 pM y Clgy 14,52-85,64 pM), sobresaliendo el
compuesto 10 que mostré una actividad similar (p=0,08) a la del compuesto de

referencia miltefosina (figura 15a). Los IS estuvieron entre 5,75-18,75.

En la figura 15b se muestra las diferencias en cuanto a la actividad inhibitoria

contra L. amazonensis y la actividad citotoxica en células THP-1 diferenciadas.

En L. panamensis los compuestos 10, 21 y 33 fueron activos contra la forma
intracelular (Clso entre 9,53-45,66 uM y Clgg entre 20,7-55,12 pM) (figura 15c). Los
IS fueron entre 6,57-31,47 (figura 15d).

Ninguno de los compuestos evaluados presentd actividad contra amastigotes

intracelulares de L. chagasi.
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Figura 15. Actividad contra amastigotes intracelulares de L. amazonensis y L.
panamensis. A: Actividad (Clsp y Clgg) en yM contra amastigotes de L.
amazonensis. B: Actividad en amastigotes intracelulares de L.
amazonensis (Clso) y toxicidad en células THP-1 diferenciadas (CCsp).
B: Actividad (Clsp y Clgg) en uM contra amstigotes de L. panamensis.
B: Actividad en amastigotes intracelulares de L. panamensis (Clsp) y
toxicidad en células THP-1 diferenciadas (CCsy). Los valores

corresponden a un experimento representativo de dos realizados.
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4.9. ANALISIS ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Se realizé un analisis cualitativo de la relacién entre la estructura quimica de los
diferentes grupos de compuestos, teniendo en cuenta los sustituyentes de cada
compuesto, y la actividad antiparasitaria y citotéxica determinadas en este estudio.
4.9.1. Analisis estructura-actividad contra T.cruzi

4.9.1.1. Grupo 1 de compuestos. Tal como se describié en materiales y métodos,
los compuestos del grupo 1 fueron divididos en 4 subgrupos de acuerdo con el tipo

de sustituyente presente en la posicién C-2 del anillo de 1-benzazepina.

La actividad de los compuestos del subgrupo 1.1 contra la forma libre del parasito,

se vio afectada positivamente cuando los compuestos estaban sustituidos por un
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grupo halégeno o metilo en la posicién para (C-7) o para” (C-4") y orto (C-2") o

orto” (C-67), 6 dos grupos halégeno o metilo en las posiciones para-orto”.

De los compuestos de este grupo, soélo el amino-alcohol 8 fue el unico que resulté
activo contra amastigotes intracelulares, demostrando la importancia de la
disustitucion orto-cloro del anillo de 2-fenilo y el para-metilo del anillo 1-
benzoazepina; este compuesto también presentd actividad contra epimastigotes,

sin mostrar toxicidad en células Vero.

De los compuestos del subgrupo 1.2, el derivado 15 que esta sustituido con un
grupo metilo en la posicion C-3" del anillo de tiofeno, fue el que mayor actividad
presentd contra epimastigotes de T.cruzi. EI amino-alcohol 16, a pesar de no ser
activo contra la forma extracelular, mostré actividad en amastigotes intracelulares
de T.cruzi, sin ser toxico sobre células de mamifero. La presencia del atomo de
bromo en la posicion C-5" del anillo de tiofeno (compuesto 17), también fue

benéfica para la inhibicion de la forma intracelular de T.cruzi.

Comparados con la actividad del nifurtimox, los compuestos del subgrupo 1.3
fueron los que presentaron los menores valores de ICsp (p<0,05). Al evaluar el 1,4-
epoxi-cicloaducto (25) que esta sustituido en la posicion C-7 (para) del anillo de 1-
benzoazepina con un atomo de cloro, éste presentd actividad contra la forma
parasitaria libre de T.cruzi, sin presentar toxicidad sobre células Vero; sin
embargo, cuando se probo su respectivo amino-alcohol (20), la inhibicion del
parasito fue mayor, aunque fue toxico sobre células Vero. Este derivado presenté
un IS de 81,68.

De resaltar el hecho que tanto el compuesto 21, un 1,4-epoxi-cicloaducto

sustituido en la posicién C-7 del anillo 1-benzoazepina por un atomo de fluor en

lugar de cloro, como su correspondiente amino-alcohol presentaron una marcada
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inhibicion del parasito. Sin embargo, con este grupo de compuestos no se observé

ningun efecto inhibitorio contra amastigotes intracelulares de T.cruzi.

El subgrupo 1.4 de compuestos no mostrdé ningun efecto sobre el crecimiento de
epimastigotes y amastigotes intracelulares de T.cruzi, pero tampoco revelo

toxicidad sobre células de mamifero.

4.9.1.2. Grupo 2 de compuestos. Los resultados obtenidos en la evaluacion de la
actividad antiparasitaria contra epimastigotes de T.cruzi de esta serie de
compuestos sugieren que, posiblemente, la presencia de un atomo de cloro en la
posicion C-7 del sistema tetraciclico de la dihidrodibenzo[c,f]tiazolo[3,2-a]azepin-3-
ona, es necesaria para potenciar la actividad contra las formas libre e intracelular
de T.cruzi. Asi lo confirman los valores encontrados para los compuestos (28) y
(29), aunque el primero, aun siendo el mas activo de los dos, presenté también
una leve toxicidad sobre células Vero; la menor actividad del compuesto (29)
comparada con la de su analogo (28), pudo deberse a la presencia simultanea del
grupo metilo en la posicion C-12. Por el contrario y en concordancia con lo
encontrado anteriormente, cuando se reemplaza el atomo de cloro por un atomo
de fluor o un hidrogeno, se pierde la actividad antiparasitaria contra la forma libre
de T.cruzi; eso es lo que indican las actividades encontradas para los derivados
(26) y (27).

4.9.1.3. Grupo 3 de compuestos. La actividad contra la forma epimastigotes de
este grupo de compuestos se evidencié al evaluar inicialmente el amino-alcohol
sin ningun sustituyente en el anillo de beceno (31), pero infortunadamente, este
derivado también presentd una toxicidad parcial sobre células de mamifero. Al
introducirse un grupo metilo en la posicién orto (orto”) del anillo de benceno, la
actividad se incrementa considerablemente, este es el caso del derivado (33). Los

resultados también indican que la actividad antiparasitaria se incrementa aun mas
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cuando se cambia la posicién del grupo metilo de orto (orto”) a la posiciéon meta.
Este cambio de posicion es benéfico tanto para el 1,4-epoxi-cicloaducto como para
el correspondiente amino-alcohol, hecho que se confirma con los valores
encontrados para el el 1,4-epoxi-cicloaducto (34) y su correspondiente amino-

alcohol (35), aunque éste ultimo resulté ser citotoxico.

4.9.2. Analisis estructura-actividad contra L.chagasi

4.9.2.1. Grupo 1 de compuestos. Los resultados obtenidos indican que los
compuestos del subgrupo 1.1 que contienen halégenos en las posiciones orto o
orto” y para o para” ven incrementada su actividad contra promastigotes de L.
chagasi; por el contrario, la ausencia de haldégenos en las mencionadas
posiciones, como es el caso de los compuestos (1) y (2), conduce a la pérdida de
la actividad. Los compuestos con un atomo de fluor o cloro en la posicién orto
(orto”), como es el caso de los derivados (3), (7) y (8), presentaron una actividad
muy similar entre ellos. Sin embargo, la actividad contra promastigotes se ve
incrementada cuando en la posicion para” se introduce un atomo de bromo,
especialmente en el amino- alcohol (10). Por el contrario, la doble sustitucién en
las posiciones para-orto” con grupos metilo (compuestos 5 y 6), y orto-orto” con
atomos de cloro (compuestos 11 y 12) no es benéfica para la actividad, ya que

estos compuestos no inhibieron la forma parasitaria libre de L. chagasi.

En general, los compuestos del subgrupo 1.2 presentaron actividad contra
promastigotes de L. chagasi. Pero la inhibicion del parasito se ve incrementada
cuando se introduce un atomo de bromo en la posiciéon C-5 del anillo de tiofeno
(compuesto 17), y reducida cuando en la misma posicion se introduce un grupo

metilo (compuesto 19).
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De los compuestos del subgrupo 1.3, los 1,4-epoxi-cicloaductos resultaron ser los
mas activos contra esta forma parasitaria, siendo el para-cloro-derivado (25) el

que presentd la mejor actividad contra el parasito.

4.9.2.2. Grupo 2 de compuestos. Los valores de la actividad antiparasitaria (Clsp)
encontrados para los compuestos del grupo 2 sugieren que ésta se incrementa
con la presencia de un atomo de cloro en la posicién C-7 (compuesto 29), que se
disminuye drasticamente cuando hay presencia simultanea de un atomo de cloro
en C-7 y un grupo metilo en C-12 (compuesto 28), y que el cambio del atomo de
cloro por uno de fluor (compuesto 27) y/o la ausencia de sustituyentes (compuesto

26) conducen a la pérdida de la actividad.

4.7.2.3. Grupo 3 de compuestos. En este grupo de compuestos, la presencia de
un grupo metilo en la posicion orto y/o meta del anillo de benceno, es la mas
relevante para la actividad contra promastigotes, a pesar que en esta Ultima
posicion el grupo metilo hace que el compuesto sea toxico sobre células de

mamifero y presente un IS <2.
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5. DISCUSION

Encontrar compuestos activos in vitro contra las formas libres o intracelulares de
los parasitos T. cruzi y/o Leishmania spp y con baja toxicidad sobre células de
mamifero, constituye una de las primeras etapas del proceso de descubrimiento
de medicamentos. Estos compuestos deben ademas tener propiedades fisico-
quimicas ideales tales como permeabilidad y solubilidad. Moléculas con estas
caracteristicas podrian considerarse como candidatos para avanzar con otros
estudios pre-clinicos como son las pruebas de genotoxicidad, mutagenicidad,
ensayos en modelos in vivo y mecanismos de accion, entre otros (Kerns & Di,
2008).

Teniendo en cuenta las reglas estipuladas por Lipinski y colaboradores (Kerns &
Di, 2008; Lipinski et al., 1997), la mayoria de los compuestos activos encontrados
en este trabajo cumplieron con algunas de las propiedades fisico-quimicas
ideales. Asi, el 32% de los compuestos activos presentaron valores de LogP
mayores de 5, lo que significa que son altamente lipofilicos o hidrofobicos, sin
embargo, el cumplimiento de al menos 3 de estas reglas, permiten a los
compuestos avanzar en las siguientes etapas del proceso de desarrollo de nuevos

medicamentos.

El parametro de lipofilicidad y solubilidad fue analizado previamente también por
Kasim y colaboradores, quienes usando valores tedricos de LogP estimaron la
permeabilidad de varios medicamentos orales, teniendo como referencia los
valores del metoprolol. Este medicamento es considerado altamente permeable
(95% de permeabilidad) y es utilizado en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares. Ellos sugirieron que compuestos con valores de LogP iguales o
mayores a los del metoprolol (LogP 1,72) se considerarian como compuestos

altamente permeables. También mostraron que medicamentos como la
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carbamazepina eran insolubles y tenian valores de LogP relativamente altos de
2,93 sugiriendo una alta permeabilidad, condicidén indispensable para que este
medicamento atraviese la barrera hematoencefalica y actué sobre su blanco
terapéutico en el sistema nervioso. Por el contrario, mostraron que compuestos
como la cimetidina con un valor de LogP de 0,79, eran ligeramente solubles y
presentaban una baja permeabilidad, condicion no indispensable para su actividad
ya que tienen una accién directa en el tracto gastrointestinal (Kasim et al., 2004).
De la misma manera, se obtuvieron valores tedricos de area de superficie polar
(PSA) para hacer algunas predicciones como absorcion intestinal que incluyen
permeabilidad en células humanas de cancer de colon (células Caco-2) y
penetracion a la barrera hematoencefalica (http://www.molinspiration.com/cgi-
bin/properties; Ertl et al., 2000; Osterberg & Norinder, 2000). Los compuestos
estudiados en este trabajo resultaron tener valores de PSA entre 12,47-32,25 que
fueron menores a los del nifurtimox (PSA 108,7), pero muy parecidos a los del
medicamento diazepam (PSA 32,7), conocido por penetrar la barrera
hematoencefalica y actuar sobre el sistema nervioso central (Osterberg &
Norinder, 2000).

Tomando en consideracién lo anteriormente expuesto, se puede decir que la
mayoria de los compuestos evaluados en este estudio poseen propiedades
fisicoquimicas 6ptimas para ser considerados como altamente permeables y, por
tanto, capaces de atravesar las membranas bioldgicas y asi lograr su efecto
terapéutico. Este resultado es importante dado que T. cruzi y Leishmania
presentan formas intracelulares en el hospedero, razén por la cual los compuestos
necesariamente deben ser lipofilicos. Estos tendrian que ser internalizados por la
célula hospedera y acceder al sitio donde se encuentra el parasito
intracelularmente, que en el caso de la Leishmania es el fagolisosoma y en T.

cruzi, es el citoplasma (Carvalho et al., 1999).
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La gran mayoria (97,14%) de los compuestos evaluados en este estudio no
presentaron toxicidad sobre las células hospederas de los parasitos (Vero y THP-1
diferenciadas). Este mismo resultado se obtuvo en un trabajo previo realizado en
nuestro laboratorio usando la misma metodologia, pero con compuestos de la
serie tetrahidronafto [1,2-b] azepina cuya toxicidad sobre células de mamifero fue
baja con CCsp entre 30,7->300uM en células Vero y CCsy entre 36,2->300uM para
células THP-1 diferenciadas (Palma et al., 2009). Esta baja toxicidad sobre las
células hospederas permite que los compuestos sean sometidos a otros ensayos
pre-clinicos como son las pruebas de genotoxicidad, teratogenicidad,
mutagenicidad y ensayos en modelos in vivo, entre otros (Morovac, 2001).

Este parametro de toxicidad resulta ser importante también porque ayuda a
determinar la relacion de selectividad (parasito: célula), que para los compuestos
evaluados fue relativamente alta debido a la baja toxicidad que presentaron. Entre
mayor sea el IS o indice terapéutico, mas selectivo sera el compuesto, y su
actividad estara dirigida hacia el parasito y no hacia la muerte de la célula

hospedera.

La importancia de este resultado radica en que al encontrar compuestos muy
activos para los parasitos a bajas concentraciones y poco toxicos para las células,
éstos se convierten en mejores candidatos a farmacos ya que se evitarian
reacciones adversas al compuesto y tendrian una amplia ventana terapéutica. Un
ejemplo de este tipo de compuestos es la anfotericina B, utilizada en este estudio
como medicamento de referencia, la cual presenté un IS de 261,33, siendo
altamente toxica sobre células de mamifero (CCsy 7,84 uM), pero activa contra la
Leishmania a muy bajas concentraciones (Clso 0,03 uM). Esto contrasta con el
comportamiento de otros medicamentos como la miltefosina que presenta un IS de
1,77. En este trabajo por ejemplo, el compuesto (20), aunque fue relativamente
téxico para la células Vero, fue muy activo contra epimastigotes, por lo que

presentd un IS alto de 81,68.
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Los compuestos téxicos para las células, como es el caso del compuesto (35)
evaluado en este trabajo, generalmente son descartados. Sin embargo,
dependiendo de la actividad bioldgica, podrian ser tenidos en cuenta para llevar a
cabo estudios QSAR los cuales mediante el uso de ecuaciones matematicas
permiten encontrar correlaciones entre la citotoxicidad de los compuestos y su
estructura quimica con el fin de disefiar nuevos compuestos menos téxicos y mas
activos; también se podrian realizar estudios en células tumorales o usar
transportadores como liposomas o nanoparticulas, que ayudan a la internalizacion
0 penetracion de compuestos en la célula, resultando en una disminucién en la

toxicidad de los medicamentos.

La AmB por ejemplo, es un medicamento de uso restringido por sus efectos
cardiotoxicos y hepatotoxicos, activo en infecciones fungicas y contra la
Leishmania. Se ha demostrado que el uso de formulaciones lipidicas, en
infecciones fungicas, ha reducido su toxicidad (Gregoriadis, 1991; Bakker-
Woudenberg, 1994). De igual manera, el uso de la AmB liposomal (AmBisome®)
en LC experimental, fue mas efectivo en ratones BALB/c infectados con L. major
que la AmB libre. Se observé ademas, una reduccion de los efectos toxicos y una
mejor penetracion a los tejidos. Ensayos in vitro demostraron, sin embargo, que
amastigotes intracelulares de L. major fueron mas sensible a la AmB libre que a la
Ambisome® (Yardley & Croft, 1997; Brajtburg & Bolard, 1996). Igualmente, la AmB
liposomal mostré tener baja toxicidad y ser altamente efectiva cuando fue usada
en ensayos clinicos con pacientes inmunocompetentes con leishmaniasis visceral
(Bern et al., 2006).

Aproximadamente la mitad de los compuestos (48,57%) evaluados contra T. cruzi

fueron activos contra las formas libres (epimastigotes), y algunos inclusive mas

activos que el nifurtimox. Estos compuestos activos podrian tenerse en cuenta
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para ser ensayados contra la forma libre de tripomastigote, lo cual seria importante
ya que podrian ser utilizados como profilacticos en las unidades de sangre.

En algunos paises como Brasil, Bolivia, Chile, Argentina, Honduras, entre otros, la
transmision del parasito a través de transfusiones sanguineas es un significante
problema de salud publica (Schmunis, 1999; Schmunis & Cruz, 2005). En
Colombia el tamizaje del T. cruzi en donadores de sangre se realiza desde 1995.
Sin embargo, en un estudio realizado en el 2003, con el fin de determinar la
efectividad de las estrategias de control en donantes en Colombia, revelaron que
el 0,42% de las unidades de sangre fueron reactivas para el T. cruzi; en Casanare
por ejemplo, de 1487 donantes, 107 fueron positivos para el parasito. Esto
demuestra que aun existe riesgo de contraer la enfermedad por via transfusional
(Beltran et al., 2003).

Dentro de las estrategias para prevenir la infeccion del T. cruzi en bancos de
sangre, se encuentra el desarrollo de encuestas pre-donacion para identificar
factores de riesgo de los donantes principalmente, sin embargo, estos
cuestionarios resultan significantes en areas no endémicas pero su uso es limitado
en zonas de alta prevalencia. Las pruebas serologicas para detectar anticuerpos
contra el parasito, aunque eficaces, resultan ser complejas debido a la reactividad
cruzada de los antigenos del T. cruzi con otros parasitos; Adicionalmente, otra
medida de prevencion es el uso del violeta de genciana, sobretodo en aquellos
lugares donde hay pocos donantes y la posibilidad de unidades de sangre
infectadas es alta (Moares-Souza & Bordin, 1996). Se ha reportado que este
colorante al ser usado en combinacion con el acido ascoérbico y la luz, desactiva el
parasito, al igual que cuando se utiliza antes de la transfusién a una concentracién
de 125 mg/500 ml durante 24 horas a temperatura ambiente (Dias & Brener, 1984;
Dias & Schofield, 1994). No obstante, su toxicidad es cuestionable. Por tanto, a
pesar de que existen mecanismos de prevencion y quimioprofilaxis para evitar la

infeccidon del T. cruzi via transfusional, estas herramientas no han sido totalmente
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efectivas, haciéndose necesario el desarrollo de nuevos métodos seroldgicos y

compuestos quimioprofilacticos (Wendel, 2009).

De los compuestos evaluados soélo 4 (compuestos 8, 16, 17 y 28) fueron activos
contra amastigotes intracelulares de T. cruzi. Exceptuando el compuesto 16, los
otros tres también fueron activos contra las formas de epimastigotes. La actividad
que mostré el compuesto 16 resulta interesante, ya que posiblemente no actua
directamente sobre el parasito, sino que podria activar mecanismos intrinsecos de
la célula hospedera, que podrian ser los responsables de la muerte del parasito.

El T. cruzi vive en una gran variedad de células, especialmente células musculares
y macrofagos; se ha reportado que macréfagos activados pueden destruir el T.
cruzi in vitro. Durante el proceso de eliminacion del parasito, la produccion de
citoquinas como el interferon gama (INF-y), factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a)
e interleuquina 12 (IL-12) ayudan a la activacion del macréfago para inducir la
muerte intracelular mediante la produccién del 6xido nitrico (ON) y sus derivados
de nitrdgeno y radicales de oxigeno. De esta manera, el ON es considerado como
la principal molécula efectora involucrada en la muerte de amastigotes
intracelulares mediada por el macrofago (James, 1995; Gutierrez et al., 2009;
Boveris et al., 1978; Boiani et al., 2008). La miltefosina, ha demostrado ser activa
contra T. cruzi e inducir la produccion de ON y FNT-a en células U937 humanas
(Eue et al.,, 1995), y en macréfagos peritoneales murinos en presencia de
lipopolisacarido (LPS) (Zeisig et al., 1995). Una relaciéon entre la produccion del
anién superdxido (O%) y la muerte del parasito se ha encontrado después del
tratamiento con derivados de naftoquinonas como la B-lapachona (Boveris et al.,
1978). De igual manera, la actividad antiparasitaria de donadores de ON ha sido
reportada. Derivados del benzofuroxano inhibieron el crecimiento de T. cruzi y L.
braziliensis (Boiani et al., 2008), asi mismo, el trans-[RuCI([15]aneN(4))NO](2+),
ha sido activo in vitro contra amastigotes y tripomastigotes de la cepa Y de T.

cruzi, al igual que en el modelo murino sin tener efectos toxicos (Guedes et al.,
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2010). Bajo estas circunstancias, se considera importante realizar estudios futuros
para delucidar un posible mecanismo inmunomodulador involucrado en la

actividad del compuesto 16 contra amastigotes intracelulares de T. cruzi.

Los cuatro compuestos que resultaron activos contra amastigotes fueron
evaluados también en la cepa Sylvio-X10. Ellos mostraron variabilidad en la
susceptibilidad a los compuestos en las dos cepas evaluadas (320101 y Sylvio-
X10). La heterogeneidad en la respuesta a los medicamentos en T. cruzi ha sido
demostrada, pudiendo tener implicaciones en el tratamiento de la enfermedad de
Chagas (Luna et al., 2009). Varios autores reportan la existencia de cepas mas
sensibles 0 menos sensibles a los medicamentos de referencia dentro de cada
grupo genético y entre los linajes T. cruzi | y Il (Villareal et al., 2004). Por ejemplo,
la cepa Y de T. cruzi resulté ser mas sensible al nifurtimox, benznidazol y violeta
de genciana in vitro que otras cepas aisladas de diferentes origenes geograficos y
hospederos (Lederkremer et al.,, 1991). De igual manera, otros autores reportan
una variacion en la respuesta al benznidazol, en ratones infectados con cepas
aisladas de ciclos domésticos y selvaticos de areas endémicas de Brasil (Toledo
et al., 1997).

Adicionalmente, diferencias en la susceptibilidad al benznidazol e itraconazol se
han reportado entre cepas aisladas de distintos hospederos y areas geograficas
de Latino América, siendo las de T. cruzi | altamente resistentes al benznidazol e
itraconazol, comparadas con las cepas de T. cruzi Il que fueron mas susceptibles
a estos medicamentos en el modelo experimental de Chagas agudo y crdénico
usando ratones BALB/c (Toledo et al., 2003).

Al igual que lo mostrado contra las formas libres de T. cruzi, el 42,85% de los

compuestos fueron activos contra promastigotes de L. chagasi, sin embargo, no se

obrservé actividad contra la forma de amastigote intracelular. La falta de actividad
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en la forma intracelular, podria deberse a las barreras biolégicas que debe
atravesar el compuesto para alcanzar el sitio donde se encuentra el parasito. En
Leishmania, una vez el promastigote entra al hospedero mamifero, es fagocitado y
se transforma en amastigote, el cual se multiplica dentro del fagolisosoma de la
célula hospedera destruyéndola e infectando nuevas células (Sereno et al., 2007;
Kima, 2007; Reithinger et al., 2007). Por tanto, el compuesto finalmente para
ejercer su accion terapéutica deberia atravesar tanto la bicapa lipidica de la célula
hospedera, la membrana del fagolisosoma y por ultimo la del parasito, contrario a
lo que ocurre con la forma extracelular, donde el compuesto actua directamente

sobre el parasito libre en el medio.

Cuatro compuestos (10, 17, 21 y 33) fueron activos en las formas intracelulares de
L. panamensis y/o L. amazonensis. Estos cuatro compuestos también fueron
activos contra promastigotes de L. chagasi. Se encontraron variaciones en la
susceptibilidad de las especies de Leishmania a los compuestos, lo cual podria
tener implicaciones en el tratamiento y manifestaciones clinicas de la
leishmaniasis, que varian de acuerdo a la especie de Leishmania infectante
(Escobar et al., 2002; Soto et al., 2004; Allen et al., 1989; Herwaldt 1999). Esta
variacion en la susceptibilidad in vitro ha sido demostrada previamente con la
miltefosine, la cual fue probada en diferentes especies de Leishmania in vitro,
siendo mas activa contra L. donovani que contra L. major, L.mexicana, L. tropica,
L. aethiopica y L. panamensis (Escobar et al., 2002); en el modelo de
leishmaniasis cutanea fue mas efectiva en pacientes infectados con L. mexicana
que con L. braziliensis (Soto et al., 2004). Diferencias entre la sensibilidad in vitro
de aislados clinicos contra amastigotes intracelulares a la miltefosine en las
especies de L. donovani y L. brasiliensis del estado de Nepal y Peruq,
respectivamente, también ha sido reportada (Yardley et al., 2005).

Adicionalmente, el pentostam (SbV) fue 3-5 veces mas activo en amastigotes
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intracelulares de L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis que en L. major, L.

tropica, y L. mexicana (Allen et al., 1989).

En las formas libres de los parasitos, once compuestos (7, 8, 10, 17, 20-22, 25, 29,
33 y 35) fueron activos contra T. cruzi y L. chagasi. Sin embargo, contra las formas
intracelulares de los dos parasitos, solo el compuesto (17) resulté ser activo en T.

cruzi y L. amazonensis.

Esto se podria explicar por la similaridad existente entre ambos parasitos, los
cuales son protozoos flagelados que comparten caracteristicas taxonomicas,
biolégicas y genéticas similares tales como la presencia de una unica mitocondria
donde estd empaquetado el material genético (kinetoplasto), pertenecen a la
misma familia Tripanosomatidae, ambos son trasmitidos por insectos vectores,
presentan una misma forma aflagelada intracelular en el hospedero, entre otras
(Stuart et al., 2008).

Aunque ningun tratamiento para la leishmaniasis se usa para tratar la enfermedad
de Chagas, la susceptibilidad de ambos parasitos in vitro y en modelos
experimentales a un mismo medicamento ha sido demostrada. Los dos parasitos
han sido susceptibles in vitro a la miltefosine, alopurinol, Amb libre y liposomal
(Horvath & Zierdt, 1974; Yardley & Croft, 1999). La miltefosine fue inicialmente
utilizada en la terapia contra el cancer y actualmente contra la leishmaniasis,
adicionalmente, estudios in vitro demuestran su actividad contra el T. cruzi
(Wendel, 2009). El alopurinol, aunque ha sido controvertido por su eficacia
terapéutica, es activo in vivo contra el T. cruzi en el modelo de Chagas agudo, y
mostro su efectividad en paciente con trasplante renal y con leishmaniasis visceral
(Harzallah et al., 2010). La AmB fue reportada también por su actividad contra el T.
cruzi in vitro e in vivo, pero no es usada por sus efectos toxicos (Horvath & Zierdt,

1974; de Castro et al., 1993); asi mismo, la AmB en formulaciones lipidicas como
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el Amphocil™ demostré ser activa en amastigotes intracelulares de T. cruzi,
mientras que la formulacién AmBisome® resultd ser la mas efectiva en el modelo
murino de Chagas agudo con dosis de 25mg/Kg (Yardley & Croft, 1999). Por otra
parte, compuestos que se encuentran en ensayos preclinicos como la quinolina 4-
metil-8-isopropil-2-(3-piridinil mostré ser activa in vitro tanto en las formas libres e
intracelulares de T. cruzi y L. chagasi (Kousnetzov et al., 2007), al igual que las

furamidinas activas contra T. cruzi y L. amazonensis (Souza et al., 2004).

Aunque en este estudio no se tiene como objetivo la sintesis y caracterizacion de
los compuestos sinteticos, cabe mencionar que ellos fueron sintetizados mediante
rutas relativamente sencillas y econdémicamente viables. También es de resaltar
que estos compuestos puros fueron solubles en el solvente organico utilizado
(DMSO) y en medios de cultivo, caracteristica fundamental en los bioensayos para
que no se presenten falsos resultados o datos inespecificos por la inestabilidad del
compuesto en el medio, lo cual terminaria afectando la Clsy sobre todo en estos
ensayos donde el blanco terapéutico se encuentra dentro de la célula (Kerns & Di,
2008).

Por otra parte, el conocimiento que se tiene sobre la actividad antiparasitaria de
las tres series o grupos de compuestos: tetrahidro-1-benzazepina, dihidrodibenzo
[c,fltiazolo[3,2-alazepin-3-ona y tetrahidronafto[1,2-blazepina, es muy poco. Sin
embargo, en un trabajo anterior, se demostré la actividad antiparasitaria de tres
compuestos derivados de tetrahidronafto [1,2-b] azepina (moléculas analogas a
las del grupo 3 de compuestos probados en este estudio), contra amastigotes
intracelulares de T. cruzi, sin ser toxicos para las células hospederas (Vero y THP-
1) (Palma et al., 2009). De esta manera, para establecer una relacion estructura
actividad entre los compuestos activos evaluados en este estudio y aquellos
compuestos estructuralmente similares reportados en la literatura, podria sugerirse

que las sustituciones en la estructura del aminoalcohol 33 (Unico compuesto activo
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del grupo 3 en este trabajo contra amastigotes intracelulares de Leishmania spp)
que presenta un atomo 7-bromo en el anillo de naftaleno y una sustitucion del
grupo metilo en la posicion orto (orto”) del anillo de benceno, fue de gran
importancia para que su accion se enfocara contra L. amazonensis y L.
panamensis, a diferencia de los aminoalcoholes reportados por Palma vy
colaboradores en el 2009 activos contra T. cruzi y no contra L. chagasi, los cuales
no presentan la sustitucion 7-bromo en el naftaleno pero si en el anillo de benceno
en las posiciones meta (meta’) y para (para’). Los cambios estructurales de los
nuevos compuestos no afectaron la toxicidad en células de mamifero. La
importancia de estos estudios de relacion estructura actividad cualitativa, es que
permiten establecer relaciones estructurales y biolégicas con el fin de crear un
interés en el quimico sintético para la generacion de nuevos compuestos mas
activos y menos téxicos, partiendo de unos preexistentes a los cuales se les

conoce su bioactividad (Kerns & Di, 2008).

En consecuencia, para conocer mas sobre las propiedades antiparasitarias de
este tipo de compuestos, se hace necesario continuar con estudios mas
avanzados como los ensayos in vivo, mecanismos de accion, ensayos de
genotoxicidad, estudios QSAR, entre otros, los cuales darian informacion valiosa
que definirian la preclusiéon de la investigacion o el paso a las siguientes etapas

del desarrollo de medicamentos.
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6. CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis realiza un aporte importante a la ciencia, al desarrollo
de farmacos, a la implementacion de metodologias, a la formacion cientifica y al

fortalecimiento de lineas de investigacion.

Aporte al conocimiento cientifico:

Al contestar la pregunta de investigacion sobre “Son los derivados de tetrahidro-1-
benzoazepina, dihidrodibenzo [c,fltiazolo[3,2-alazepin-3-ona y tetrahidronafto[1,2-
blazepina activos contra T. cruzi, Leishmania y células de mamifero” se realiza un
aporte importante al avance de la ciencia dado que esto no se conocia
anteriormente. Al utilizar el método cientifico en la solucion de este problema, los
resultados obtenidos brindaran a la comunidad cientifica nuevas herramientas
para orientar y/o sustentar sus resultados y contribuiran al descubrimiento de
nuevos y promisorios compuestos sintéticos para la enfermedad de Chagas y la

leishmaniasis.

Aporte al desarrollo de farmacos:

Este trabajo contribuye en las etapas iniciales del desarrollo de farmacos, con
resultados promisorios de nuevos compuestos bioactivos factibles de sintetizar a
partir de materiales asequibles y econdmicos y con propiedades fisicoquimicas
optimas que los hace excelentes candidatos a farmacos y podrian continuar con
las siguientes etapas de los ensayos pre-clinicos en los cuales se incluyen
pruebas en modelos in vivo, mecanismos de accion, ensayos de toxicidad,

estudios de farmacocinética, entre otros.
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Los derivados tetrahidro-1-benzoazepina, dihidrodibenzo [c,f]tiazolo[3,2-alazepin-
3-ona y tetrahidronafto[1,2-blazepina mostraron no ser citotoxicos contra las
células de mamifero evaluadas, con indices de selectividad relativamente altos.
Este hallazgo resulta ser importante tratandose de microorganismos intracelulares

donde la integridad de la célula hospedera debe mantenerse.

Casi la mitad de los compuestos resultaron activos contra promastigotes de L.
chagasi, pero no inhibieron la forma de amastigote intracelular de este parasito.
Sin embargo, algunos compuestos mostraron actividad contra la forma intracelular
de otras especies como L. amazonensis y L. panamensis las cuales estan
involucradas en LC americana. Esto podria contribuir al desarrollo de farmacos

para ser utilizados en esta forma clinica de la enfermedad.

Algunos compuestos activos en T. cruzi fueron mas efectivos que el nifurtimox.
Estos podrian ser candidatos para ser utilizados como profilacticos contra las
formas libres de los parasitos como TDC que se encuentran en las unidades de

sangre.

El 11,42% de los compuestos fueron activos contra la forma intracelular de T.
cruzi; encontrandose al igual que en Leishmania spp, una heterogeneidad en la
susceptibilidad de los compuestos cuando éstos fueron evaluados en dos cepas

diferententes de T. cruzi.

Los compuestos que resultaron no toxicos y activos en las diferentes formas
parasitarias, especialmente los activos en las formas intracelulares (que fueron los
compuestos 8, 10, 18, 17, 28 y 33) son considerados como compuestos
prometedores con caracterisitcas fisicoquimicas ademas que les permite continuar

con las siguientes etapas de los estudios pre-clinicos.
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Implementacion de nuevas metodologias:

En el marco del trabajo de laboratorio, se contribuyé al fortalecimiento de los
ensayos in vitro aportando con el desarrollo y estandarizacién de nuevas
metodologias que permitieron evaluar un mayor numero de compuestos en menos
tiempo. Adicionalmente, se establecieron las bases para la implementacion de los
ensayos en modelos experimentales in vivo y otras pruebas de toxicidad como
genotoxicidad y mutagenicidad. De esta manera, se escribid una propuesta
complementaria que permitira el avance de los compuestos activos de este trabajo

hacia la etapa de modelos in vivo.

Aporte a la formacién cientifica y al fortalecimiento de lineas de

investigacion:

Este trabajo permitié fortalecer la cooperacién cientifica entre grupos nacionales e
internacionales favoreciéndo el trabajo interdisciplinario y la consolidacién de
nuevas propuestas complementarias a este estudio. Ademas ayudd en la
formacion de estudiantes de pregrado y se contribuy6 al fortalecimiento de la linea
de investigacion de screening de compuestos antiparasitarios en el laboratorio de
quimioterapia del CINTROP.
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8. DIVULGACION DE RESULTADOS
Algunos de los resultados presentados en este trabajo de tesis fueron sometidos
y/o publicados en una revista nacional e internacional. También fueron
presentados en un congreso nacional e internacional en la modalidad de poster y
presentacion oral. Ver anexos
8.1. PONENCIAS EN CONGRESOS

8.1.1. Presentacién oral

Evento: Xlll Congreso Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical. Medellin
20009.

Titulo: Actividad antiparasitaria de nuevos derivados de las 1-benzazepinas contra

T. cruziy L. chagasi.

Autores: Sandra Milena Leal, Andrés Felipe Yépes, Alirio Palma, Patricia Escobar.

8.1.2. Presentacion de poster

Evento: 4th World congress on leishmaniasis. Lucknow, India, 2009

Titulo: Antiparasitic activity of novel tetrahydro-1-benzazepine derivates on

leishmania and Trypanosome cruzi parasites.

Autores: Sandra Milena Leal, Patricia Escobar, Sandra Liliana Gdmez and Alirio

Palma.
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Titulo: Actividad antiparasitaria de nuevas dihidrodibenzo[c,f]tiazolo[3,2-a]azepin-

3(2H)-onas contra Leishmania chagasi y Trypanosoma cruzi.

Revista: Salud UIS 2009; 41(3): 268-274.

8.2.2. Articulos internacionales

Autores: Sandra Gémez-Ayala, Julian A. Castrillén, Alirio Palma, Sandra M. Leal,

Patricia Escobar, Ali Bahsas
Titulo: Synthesis, structural elucidation and in vitro antiparasitic activity against
Trypanosoma cruzi and Leishmania chagasi parasites of novel tetrahydro-1-

benzazepine derivatives.

Revista: Bioorganic & Medicinal Chemistry 2010; (18): 47214739.
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