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RESUMEN

El término leishmaniasis hace referencia al conjunto de manifestaciones
clinicas producidas por diversas especies del género Leishmania spp. Esta es
una de las enfermedades méas importantes transmitida por vectores. Segun la
OMS, cada afio se diagnostican 2 millones de casos nuevos de leishmaniasis
en el mundo, por lo que esta enfermedad parasitaria constituye un importante
problema de salud publica. En Venezuela, el 80% de los casos reportados de
leishmaniasis son producidos por Leishmania braziliensis. Las drogas que se
utilizan actualmente para el tratamiento de esta enfermedad son Glucantime® y
Pentostam® las cuales son extremadamente toxicas, tienen severos efectos
secundarios y son muy costosas. El objetivo de este estudio fue la seleccion de
nuevos compuestos activos que ofrezcan una alternativa terapéutica para el
tratamiento de la Leishmaniasis. A través de una colaboracion con el
laboratorio de Quimica Medicinal y Heterociclos de la Universidad Simén
Bolivar a cargo del Dr. Simén E. LoOpez, se obtuvieron 22 compuestos
derivados de Ftalacinas. Los mismos fueron evaluados mediante ensayo
colorimétricos de viabilidad (MTT) sobre promastigotes de L. braziliensis
demostrando que los derivados 1141, [14m y 118b fueron efectivos inhibiendo en
mas del 50% la proliferacién de los parasitos en cultivo. Seguidamente, fueron
evaluados sobre macréfagos BMDM con la finalidad de comprobar la inocuidad
de los mismos sobre la célula hospedera. De los tres compuestos evaluados
solamente 114l y 118b resultaron inocuos a concentraciones inferiores a 10uM.
Mediante la realizaciéon de curvas de crecimiento se determind el ECsy para
cada compuesto activo seleccionado, siendo estos para 1141=3,4uM y para 118b=

0,12uM. Una vez determinado el ECso para cada compuesto, fueron evaluados



sobre amastigotes intracelulares, estadio clinicamente importante de la
enfermedad y fue posible observar la existencia de un efecto dosis-dependiente
de los compuestos seleccionados sobre el porcentaje de macréfagos
infectados y sobre la cantidad de amastigotes por macréfago con valores de
ECso sobre amastigotes intracelulares de 0,12uM para 114l y de 0,59uM para
[18b. Asi mismo, se determiné que el mecanismo de accion de aquellos
compuestos con actividad antiparasitaria no resulta de la inhibicién de la
actividad enzimética de la Superéxido Dismutasa, blanco terapéutico para el

cual fueron creados.

Palabras claves: Leishmania braziliensis, ftalacinas, Leishmaniasis, Superoxido

Dismutasa.
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INTRODUCCION

Leishmaniasis

El término leishmaniasis hace referencia al conjunto de manifestaciones
clinicas producidas por pardsitos eucaridticos unicelulares, monoflagelados,
perteneciente al orden Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania spp. El género Leishmania spp., esta dividido en dos subgéneros,
basados en el desarrollo del parasito en el intestino del insecto vector. De esta
forma tenemos: el subgénero Leishmania, en el cual la forma promastigote se
desarrolla en el intestino medio y anterior (region suprapylaria), y en el
subgénero Viannia, en el cual los parasitos estan restringidos al intestino
posterior (region peripylaria). Aproximadamente 30 especies han sido
identificadas, y al menos 20 de estos organismos son patogénicos para los

mamiferos. (Morales, 2002) (Figura 1).

Familia Trypanosomatidae

Genero Leishmania

Subgénero Leishmania Subgénero Viannia

Complejo donovani Complejo braziliensis
L.donovani L. braziliensis
L. chagasi L. peruviana
L. infantum L.equatoriensis
I. archibaldi Complejo guayanensis

Complejo tropica L. guyanensis
L. tropica L.pamamensis
L.killicki

Complejo major L. lainsoni (no asignado)
L. major

Complejo aethiopica
L.aethiopica

Complejo mexicana
L. mexicana
L. amazonensis
L. pifanoi

L. venezuelensis

Figura 1. Especies de Leishmania spp. de importancia médica (Elaboracién propia)



Leishmaniasis y su distribucion mundial

La Leishmaniasis es considerada por la OMS como una de las seis
parasitosis con mayores indices de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
afecta predominantemente a los mas pobres, sobre todo en los paises en
desarrollo (OMS, 2007). Es endémica en 88 paises, 22 paises del Nuevo
Mundo y 66 paises del Viejo Mundo. Se estima que la poblacion en riesgo es
de 310 millones de personas. La prevalencia mundial es de 12 a 14 millones de
pacientes y la incidencia es de mas de un millon trecientos mil (1.300.000)
casos nuevos por afo, de los cuales 1 millon corresponden a leishmaniasis
cutanea y 300 mil a leishmaniasis visceral

(http://www.who.int/leishmaniasis/en/ [consulta: 20/03/15]).

La leishmaniasis es una enfermedad de alta prevalencia en regiones
tropicales y subtropicales, la distribucion geogréafica de la leishmaniasis esta
limitada por la distribucion del vector (Figura 2). El nimero de casos de
leishmaniasis ha ido en aumento debido al inadecuado control de vectores y
reservorios en las zonas endémicas, al aumento mundial en los niveles de VIH
(SIDA) el cual permite tanto el desarrollo como el establecimiento de la
enfermedad de manera mas rapida y violenta, la emergencia en la resistencia
al tratamiento y el impacto reciente de los cambios climaticos, que inciden en la
distribucion y el comportamiento de los vectores implicados en la transmision

(Desjeux, 2004; Montalvo y col., 2012).


http://www.who.int/leishmaniasis/en/
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Figura 2. Mapa de Distribucién de las principales especies de Leishmania spp. en el mundo

(Pereira y Pérez, 2002).

Leishmaniasis en Venezuela

En Venezuela la prevalencia de esta enfermedad se vincula con las
condiciones climatoldgicas vy fisiograficas que permiten el desarrollo completo
de los insectos trasmisores. Se han identificado casos de leishmaniasis
cutanea en distintas areas endémicas del pais como en los valles del sistema
montafioso de la Costa, la depresion de Yaracuy, algunas regiones de los
llanos y de los Andes, el sur del Orinoco, la zona montafiosa y boscosa de

Tachira, Mérida, Trujillo, Lara, Miranda y Sucre, ademas de los estados
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Carabobo y Aragua. Algunas regiones fueron consideradas de alta
endemicidad como Miranda, Yaracuy, sur de Bolivar, Truijillo y sur del Zulia. En
el bienio 2008-2009, un total de 4.640 casos de las diferentes formas clinicas
de leishmaniasis cutanea fueron diagnosticados en Venezuela, con una media
de 2.320 casos por afio, y una tasa promedio anual de 8,26 por 100.000
habitantes. Se registraron casos en todas las entidades federales del pais,
menos en Nueva Esparta. En este periodo, los estados con mayor numero de
casos fueron Lara con 910 (19,61%), Miranda con 650 (14,01%) y Téachira con
488 (10,52%). En cuanto a las formas clinicas se observo un predominio de la
leishmaniasis cutanea localizada con 97,84% de los casos generada por

Leishmania braziliensis (De Lima y col., 2011).

Vector y transmision de la enfermedad

La leishmaniasis es una enfermedad de trasmision vectorial. Los
vectores de todas las especies de Leishmania spp. descritas son hembras
hematéfagas de la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae y de las 500
especies conocidas, solo 31 se identifican como vectores de especies
patdbgenas y 43 como vectores probables, pertenecientes a los géneros
Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo. (Montalvo y
col., 2012). En nuestro pais, existen 100 especies de mosquitos del género
Lutzomyia, 30 de ellas son antropdfilas (Oletta y col., 2011). Al picar el moquito
fleb6tomo a un animal vertebrado infectado, el insecto ingiere juntamente con
la sangre y la linfa, macréfagos parasitados. Mediante una nueva picada del

vector los parasitos son inoculados a un nuevo hospedador sano (el hombre u



otro animal susceptible) y este constituye el principal mecanismos de

trasmision (Montalvo y col., 2012; Salomon, 2009).

Morfologia y Ciclo de vida del parasito

La morfologia de Leishmania spp. viene determinada por un ciclo de vida
complejo ya que los parasitos estan expuestos a diferentes ambientes en su
ciclo: uno extracelular con la morfologia promastigote que se desarrolla en el
aparato digestivo del hospedador invertebrado (flebétomo) y un estadio
intracelular con la forma amastigote que aparece en el hospedador vertebrado

(Figura 5) (Ramirez, 2012).

El promastigote tiene forma alargada de 15 a 20 um de longitud y
presenta un flagelo libre en su parte anterior (Figura 3). Presenta un nucleo
central, ribosomas, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, una unica
mitocondria y el kinetoplasto que aparece como un cuerpo electro denso en la

zona anterior (Boutaleb, 2010).

B 1
Figura 3. Formas flageladas o promastigotes de Leishmania spp. Coloracion de Giemsa

(1.200 aumentos). (Canese y col., 2011)

El morfotipo amastigote se observa en los tejidos parasitados de los

hospedadores vertebrados, generalmente en el interior de las células del



sistema mononuclear (macréfagos) (Figura 4). En el interior de estas células
se pueden encontrar los amastigotes englobados en una vacuola (vacuola
parasitofora) que se forma tras la fusion del lisosoma y el fagosoma una vez
que el parasito ha sido internalizado. Los amastigotes presentan forma ovoide
con un tamafio comprendido entre 2 y 5 um de diametro. Estas formas
presentan un nucleo central y un kinetoplasto alargado pudiéndose apreciar la

existencia de un bolsillo flagelar y un flagelo vestigial (Boutaleb 2010).

Figura 4. Macré6fago con amastigotes de Leishmania spp, en un frotis de médula dsea de una
persona enferma por LV. Coloracion Giemsa (1.200 aumentos). (Canese y col., 2011)

Cuando el fleb6tomo ingiere sangre con macrofagos infectados con
amastigotes de un mamifero parasitado comienza el desarrollo del parasito en
el interior de su aparato digestivo. Durante un periodo inicial de 6 a 9 dias
(dependiendo de la especie) Leishmania spp. se desarrolla diferenciandose en
distintos estadios, hasta convertirse en promastigotes metaciclicos, en un
proceso conocido como metaciclogénesis. La sangre de la que se alimenta el
vector permanece contenida inicialmente en la region abdominal del aparato
digestivo, al tercer dia de desarrollo los parasitos migran hacia el intestino. Una
vez en el intestino los promastigotes avanzan hacia la zona bucal. La

trasmision de la infeccion se produce cuando el fleb6tomo infectado se



alimenta de un nuevo hospedador vertebrado y le inocula promastigotes

metaciclicos durante la ingesta (Echenique y col., 2010).
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Figura 5. Ciclo de vida de Leishmania spp. (Montalvo y col., 2012).

Manifestaciones clinicas de la Leishmaniasis

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis son variables y
dependen, por lo general de varios factores entre los cuales la susceptibilidad
genética del hospedador, el contexto inmunolégico en que se produce la
infeccion y la especie de Leishmania spp. son los mas importantes (Montalvo y
col., 2012). Se describen 3 formas clinicas: 1) Leishmaniasis cutanea; 2)

Leishmaniasis mucocutanea y 3) Leishmaniasis visceral.

1) Leishmaniasis _cutanea: La leishmaniasis cutanea es la forma mas

frecuente del padecimiento. Puede presentarse en dos formas clinicas con
prondstico y caracteristicas inmunoldgicas opuestas: la leishmaniasis

cuténea localizada (LCL) y la leishmaniasis cutanea difusa (LCD). LCL se
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2)

distingue por la presencia de Ulceras Unicas o multiples, redondeadas, de
bordes indurados, fondo limpio e indoloro que aparecen 15 a 20 dias
después de la picadura del vector infectado. Algunas veces los pacientes
con LCL curan de manera espontdnea en un lapso de seis meses a dos
afios, excepto cuando la lesion ocurre en la oreja, donde es cronica y
mutilante. En el polo opuesto se encuentra la LCD, que se caracteriza por
falta de respuesta inmune celular hacia antigenos de Leishmania spp., lo
gue permite la diseminacion del paréasito por el liquido tisular, la linfa o la via
sanguinea con desarrollo de lesiones nodulares en toda la piel, salvo en el
cuero cabelludo. Las personas infectadas con VIH pueden presentar casos
excepcionalmente graves y la enfermedad es mas dificil de curar. En el
continente europeo, sobre todo en el este de Africa formas LCL y LCD las
produce L. aethiopica. En el continente americano varias especies pueden
causar ambas formas clinicas: L. major, L. tropica, L. mexicana, L.
amazonesis, L. panamensis y L. braziliensis (Garcia- Almagro, 2005;

Becerril, 2008).

Leishmaniasis_mucocutanea: La leishmaniasis mucocutanea (LMC) se

caracteriza por invasion y destruccion de la mucosa nasofaringea y puede
ser muy desfigurante. Esta forma clinica se desarrolla después que
desaparecen las lesiones cutaneas y en ocasiones puede presentarse hasta
20 afos después. Las lesiones se caracterizan por tener escasos parasitos
y los dafios son secundarios a la reaccion inflamatoria que ocurre en las
mucosas nasal, bucal y faringea, y llevan a la degeneracién del tabique

nasal. Los tratamientos son muy prolongados y los pacientes casi siempre



3)

sufren el rechazo de su comunidad debido a las destrucciones mutilantes
gue les confiere un aspecto de leprosos. Las especies causantes de esta
forma clinica pertenecen al complejo L. braziliensis: L. braziliensis, L.
guyanensis, L. panamensis y L. peruviana (Garcia- Almagro, 2005; Becerril,

2008).

Leishmaniasis visceral: En la leishmaniasis visceral (LV) el parasito

invade Organos internos (bazo, higado y médula 6sea) y produce
hepatoesplenomegalia, fiebre intermitente, pérdida de peso, anemia y
caquexia. En la India, la enfermedad se conoce como kala-azar o
enfermedad negra en virtud de la hiperpigmentacion observada en
pacientes de esta region. La LV es letal en 100% de los casos si no recibe
tratamiento, y aun con éste la mortalidad puede llegar a 15%. En la region
del Mediterraneo, la LV ha surgido como un problema de salud publica,
sobre todo en individuos inmunosuprimidos como los pacientes con VIH. En
Venezuela la LV es menos frecuente, sin embargo, se han identificado
casos en las zonas rurales y en los terrenos aluvionales por debajo de 7
metros del nivel del mar (Padrén y col., 2007). Después de la recuperacion
de la leishmaniasis visceral, es posible observar la leishmaniasis cutanea
posterior a kala-azar, que cursa con nodulos cutdneos que contienen
abundantes macréfagos infectados, los cuales pueden curarse con terapia
muy prolongada. La LV es producida por las especies L. donovani, L.

chagasiy L. infantum (Becerril, 2008; Echenique y col., 2010).



Tratamientos

Actualmente la quimioterapia es el tratamiento mas efectivo contra esta
parasitosis. El establecimiento de una quimioterapia id6nea contra la
leishmaniasis ha resultado dificil, ya que el éxito de la misma varia con la
especie de Leishmania spp., la severidad de la enfermedad, el lugar donde se
infecta el individuo y el estado nutricional e inmunoldgico del paciente. Se han
descrito mas de 20 farmacos como eficientes para el tratamiento de la
leishmaniasis; sin embargo, sélo algunos son utilizados en el manejo clinico de
esta patologia. Los medicamentos mas utilizados contra la leishmaniasis, estan

principalmente dirigidos al estadio intracelular del parasito (Padron y col., 2007)

Los farmacos recomendados para el tratamiento de esta enfermedad
son:
Antimoniales

Los antimoniales pentavalentes constituyen la primera linea de eleccion
para el tratamiento clasico de todas las formas de leishmaniasis. En el mercado
se encuentra el estibogluconato de sodio (Pentostam®) y el antimonio de N-
metilglutamina (Glucantime®). La administracion es por via parenteral,
intramuscular o intravenosa. Estos farmacos son altamente toxicos, los efectos
adversos mas comunes y principales responsables de la interrupcion del
tratamiento, son los relacionados con el sistema musculo esquelético, como
mialgias y artralgias, en ocasiones severas, con mayor incidencia en pacientes
mayores; trastornos cardiacos y hepaticos, en ocasiones fatales, ademas de
cefalea, anorexia, nauseas y fiebre (Vélez y col., 2012). EI mecanismo de

accion de los compuestos antimoniales se basa en su capacidad para inhibir
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selectivamente enzimas necesarias para la glicolisis y la oxidacién de los
acidos grasos del parasito. EI compuesto actia sobre los amastigotes de
Leishmania spp., inhibiendo la actividad glicolitica y la oxidacién de los &cidos
grasos a nivel de los glicosomas, acompafiandose esto de una reduccion neta
en la generacion de adenosina trifosfato y guanidina trifosfato. A pesar de su
toxicidad los farmacos antimoniales logran la cura clinica de un 90% de los
casos, aungue la remisién de los sintomas y la reaparicion de la enfermedad
ocurren con frecuencia. Ademas en los ultimos afios se ha incrementado el
numero de resistencias por lo que se ha limitado su uso (Boutaleb 2010). En
Venezuela la droga de eleccion, independientemente del parasito infectante, es

el Glucantime®. (Padrén y col., 2007).

Anfotericina B

La Anfotericina B, la cual es considerada una droga de segunda
eleccion, es un antibiético poliénico antifangico y antileishmanico obtenido del
microorganismo Streptomyces nodosus, que se administra por via parenteral
(intravenosa) (Yépez y Scorza, 2003). Esta droga se reserva para los casos de
leishmaniasis visceral y mucocutanea que no responden al tratamiento
convencional con antimoniales pentavalentes (Canese y col., 2011). Ademas
de ser muy costosa, es altamente toxica, y presenta efectos adversos como
nefropatias, hipocalemia refractaria, miocarditis e incluso la muerte, anorexia,
nauseas, vomito, fiebre y tromboflebitis en el sitio de la aplicacién (Vélez y col.,
2012). El mecanismo de accién de la anfotericina B radica en la union a los
esteroles y fosfolipidos de la membrana celular de los parasitos leishmanicos,

preferiblemente a los esteroles sustituidos en el C24, tales como el ergosterol
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gue es el principal esterol en las membranas plasmaticas de estos flagelados.
De esta forma se perturba irreversiblemente la permeabilidad y el transporte de
membrana, formandose poros por donde se pierden iones y otras moléculas
del citoplasma del parésito, afectando asi la vida del protozoo (Yépez y Scorza,
2003). Sin embargo, debido a la similitud existente entre el ergosterol y el
colesterol de las células de mamiferos, pueden producirse uniones

inespecificas generando dafos en el hospedador (Boutaleb 2010).

Pentamidina

La Pentamidina es un derivado aromatico de la diamidina, de
administracion intramuscular. Sus efectos adversos son: hipotension, diabetes
mellitus, hipoglicemia severa, miocarditis y toxicidad renal. Es un tratamiento
recomendado en pacientes en los cuales los antimoniales estan
contraindicados. Se cree que su mecanismo de accion es la interaccion con el
ADN del kinetoplasto, inhibiendo la topoisomerasa Il. En ensayos clinicos para
leishmaniasis cutanea ha mostrado una tasa de curacion de hasta el 98%.

(Vélez y col., 2012; Botero y Restrepo, 2012).

Miltefosina

La Miltefosina es un alquil-fosfolipido analogo de la alkilofosfocolina. Su
administraciéon es por via oral. Como efectos adversos la miltefosina produce
vomitos y diarrea hasta en 60% de los pacientes y aumento reversible de las
transaminasas y de la creatinina. Es teratogénico con vida media prolongada,
por lo que en mujeres en edad fértii debe garantizarse una adecuada

contracepcion durante el tratamiento y por 3 meses después de terminado el
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mismo. Se ha postulado que su mecanismo de accion es producto de
alteraciones en el metabolismo de los estér-lipidos, se propone que la
miltefosina inhibe especificamente el proceso de alkilacion de la enzima acil-
CoA transferasa, la cual es clave en los procesos de remodelacién de diversos
éster-lipidos de la membrana de Leishmania spp. Serrano-Martin y col., (2009),
demostraron que esta droga provoca un aumento de las concentraciones de
Ca'? intracelular del parasito, probablemente debido a la apertura de un canal
de Ca*? tipo T. Los estudios pre-clinicos sugieren mas de un 95% de cura total
en casos de leishmaniasis visceral y entre 53-91% en la forma cutanea. (Vélez

y col., 2012; Oletta y col., 2011).

Teniendo en cuenta los diversos efectos adversos de las drogas
utilizadas para el tratamiento de la leishmaniasis, el alto costo de los mismos
ademas de los fenbmenos de resistencia parasitaria asociados a estas drogas,
resulta urgente el desarrollo de nuevos farmacos mas eficaces menos costoso

y menos toxicos en la lucha contra esta enfermedad.

Nuevas estrategias terapéuticas

En los udltimos afos, la tendencia respecto al desarrollo de nuevos
farmacos esta cambiando de una deteccion aleatoria hacia un disefio racional o
dirigido hacia enzimas o moléculas “blanco”. Las investigaciones realizadas en
las dos Ultimas décadas en bioquimica y biologia molecular en
tripanosomatidos han revelado algunos “blancos” terapéuticos potenciales.

Entre los blancos terapéuticos mas importantes destacan: el metabolismo de
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glucosa, homeostasis del calcio, el metabolismo de esteroles, tripanotiona

reductasa, superoxido dismutasa, etc. (Boutaleb, 2010).

Posibles blancos terapéuticos

Inhibicién del metabolismo de glucosa

La degradacion de glucosa a piruvato es el Unico suplemento de ATP de
los tripanosomatidos que viven en la sangre de mamiferos. Por lo que, la
inhibicion de la glucdlisis conlleva a la muerte rapida de estos parasitos.
Ademas, la gran separacion evolutiva entre estos tripanosomas y humanos, y
la inusual organizacion de la ruta glucolitica (compartimentacion en glicosomas)
en los parasitos (Castilla, 1994), han dotado a las enzimas glicosomales de
estos parasitos, de propiedades distintivas que pueden ser explotadas, sobre la
base de su estructura o mecanismo catalitico, para el disefio de inhibidores

selectivos (Castilla 'y col., 1996; Fernandez-Ramos y col., 2000).

La homoeostasis del calcio

Entre otros “blancos” terapéuticos potenciales se encuentra la regulacion
de la homeostasis del calcio en los parasitos. El Ca?* ha sido reconocido como
un mensajero sefial esencial en todos los eucariotes, desde mamiferos hasta
parasitos. La perturbacién de la homedstasis del Ca** en todas las células
normalmente conduce a efectos letales que conllevan a necrosis o apoptosis.
Este es también el caso en tripanosomatidios, tales como Trypanosoma cruzi,
el causante del mal de Chagas, Trypanosoma brucei, que produce la
enfermedad del suefio, y de Leishmania spp., responsables de la leishmaniasis

(Benaimy col., 2012).
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Metabolismo de esteroles

El metabolismo de esteroles de L. braziliensis también ofrece diferencias
con la contraparte mamifera particularmente en sus productor finales.
Inhibidores de la biosintesis de ergosterol han demostrado su eficacia
antiparasitaria "in vitro" a distintos niveles de la ruta, ejemplo de ello: en la C-14
desmetilacion dependiente de citocromo P-450 del lanosterol (azoles: imidazol,
derivados triazoles: ketoconazol) (Boutaleb, 2010) y sobre la escualeno
sintetasa 0 escualeno epoxidasa (derivados de Benzimidazol, derivados de
Quinolinas) (Bompart y col., 2013). A pesar de que algunos de los compuestos
mencionados mostraron menor efectividad que los farmacos empleados como
referencia, tienen a su favor que los efectos secundarios también son menores,
ademas que ya existen farmacos en el mercado o en desarrollo como
antimicoticos, antifingicos o anticancerigenos, con lo que se disminuyen costos

y tiempos de investigacion y produccion. (Boutaleb, 2010).

Inhibidores del metabolismo de la tripanotiona

Los tripanosomatides poseen un sistema redox centrado en el
tripanotiona (N1,N8-bis(glutationil)-espermidina); un tiol de bajo peso molecular
gue consiste en dos moléculas de glutation unidos por espermidina. En estos
organismos el tripanotién es mantenido como dihidrotripanotion por la actividad
de la enzima tripanotién reductasa (TR). Debido a la funcion esencial del
tripanotion en L. braziliensis y a las diferencias bioquimicas existentes con su
contraparte mamifera (glutation) y con las enzimas involucradas en su

metabolismo, ademas de la determinacién de la estructura de su centro activo,
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esta se considera como uno de los blancos farmacoldgicos para la busqueda y
disefio de inhibidores de la misma como una alternativa de nuevos tratamientos

anti-leishmanicos (Boutaleb, 2010).

La Superoéxido Dismutasa

Se sabe que la entrada de un parasito en su hospedador desencadena
una serie de mecanismos dirigidos a su eliminacion. La produccion de radicales
libres constituye uno de estos mecanismos, el cual consiste en la generacion
de un estrés oxidativo capaz de alterar la integridad de las membranas,
proteinas y acidos nucleicos del parasito, este dafo celular esta asociado a la
presencia de altas presiones (0 tensiones) de oxigeno y otras moléculas
derivadas (fundamentalmente los aniones superoéxido e hidroxilo: O,-, OH- y el
peroxido de hidrogeno, H,0O,) (Sies, 1985). Los parasitos han desarrollado
mecanismos detoxificantes de alta eficacia a fin de adaptarse y asegurar de
este modo la supervivencia y establecimiento dentro del hospedador (Luque y
col., 2000). La enzima Superoxido Dismutasa (SOD) es considerada como la
principal y casi Unica linea de defensa de los protozoos frente al estrés
oxidativo puesto que los sistemas catalasa y glutation peroxidasa, que
constituyen las principales defensas enzimaticas en la mayoria de eucariotas,

son extremadamente deficientes en protozoos (Carrasco, 2007).

La enzima SOD cataliza la degradacién del ion téxico superdxido (O2) a

oxigeno molecular y peroxido de hidrogeno (H,O,) (Garcia, 2012). Segun la

siguiente reaccion:
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Figura 6. Reaccion Superéxido Dismutasa.

(http://cienciacebas.wordpress.com/2013/01/)

Las SOD se han clasificado en tres tipos de acuerdo con el cofactor
metalico al que aparecen unidas: cobre-zinc (Cu-ZnSOD), manganeso
(MnSOD) y hierro (FeSOD). Mientras que las Cu-Zn y las Mn estan presentes
en el citosol y las mitocondrias, respectivamente, de la mayoria de organismos
eucariotas, las FeSOD son tipicas de procariotas y plantas superiores

(Carrasco, 2007).

Experimentos de localizacion subcelular han demostraron que existen
diferentes isoenzimas dependiendo de la especie de tripanosomatido y a su
vez las distintas isoenzimas tienen localizaciones especificas dentro de la
célula. EI fenébmeno de la compartimentacion adquiere una especial
importancia tomando en cuenta que el principal papel de la SOD consiste en la
detoxificacion de aniones superéxido para proteger las distintas
macromoléculas y organulos del dafio oxidativo (Carrasco, 2007).
Recientemente, cuatro actividades SOD con localizaciones distintas (citosolica,
glicosomal y mitocondrial) han sido descritas y clonadas en T. brucei (Dufernez
y col., 2006). La SOD es presumiblemente sintetizada a nivel citoplasmatico,
pudiendo permanecer ahi o ser transportada hasta el interior de ciertos

organulos, como sucede en los casos de T. brucei (Dufernez y col., 2006,
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Carrasco, 2007) y Leishmania spp. (Paramchuk y col., 1997; Genetu y col.,
2006). En definitiva, la presencia de varios isoenzimas en diferentes
localizaciones dentro de la célula asegura una accion muy eficaz frente a un
eventual aumento intracelular de los niveles de especies reactivas del oxigeno,
manteniendo un ambiente reductor favorable dentro de la célula (Carrasco,

2007).

Experimentalmente, es posible discernir de manera rapida y fiable el
cofactor metélico ligado a las SOD mediante exposicion de la enzima a
inhibidores especificos, como son el peréxido de hidrogeno (H20,) y el cianuro
(CN-). Las isoenzimas que contienen Fe son inhibidas por el H,O,, pero no por
el CN-, mientras que aquellas que fijan atomos de Cu-Zn o Mn en su sitio activo
son inhibidas por ambos compuestos. Concretamente la superoxido dismutasa
de hierro (FeSOD), es la enzima normalmente asociada con tripanosomatidos y
juega un papel relevante como defensa antioxidantes de parasitos que originan
la enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis. (Boutaleb, 2010; Paramchuk y
col., 1997). Estudios llevados a cabo en estos parasitos pertenecientes a la
familia Trypanosomatidae han corroborado la presencia de al menos dos
actividades SOD, como sucede en los casos de Leishmania spp. (Paramchuk y

col., 1997; Genetu y col., 2006), y T. cruzi (Villagran y col., 2005).

Las SOD trabajan de manera coordinada con el resto de sistemas,
originando toda una serie de reacciones destinadas a eliminar del ambiente el
exceso de especies reactivas de oxigeno (EAO) y consecuentemente, evitar un

dafo celular irreversible. Las diferencias existentes a nivel del cation metalico
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entre las isoformas protozoarias y de sus hospedadores, ascienden a la SOD
hasta una privilegiada posiciébn desde cuyo conocimiento se hace factible su
empleo como marcador molecular para el desarrollo de nuevos métodos de
diagnostico y diferenciacion de especies, asi como potenciales dianas
terapéuticas para el disefio de nuevos farmacos anti-Leishmania susceptibles
de aprovechar las diferencias estructurales existentes entre las FeSOD

protozoarias y la Cu-ZnSOD de la mayoria de eucariotas (Carrasco, 2007).

19



ANTECEDENTES

Por todo lo anteriormente expuesto, la SOD se convierte en un excelente
blanco para el disefio de farmacos leishmanicidas cuya actividad estara
determinada por la posible interaccion del farmaco con el metal de la enzima,
siendo importante el disefio de nucleos que puedan presentar buenas
interacciones con estos metales (Romero, 2013). Uno de los sistemas
empleados recientemente para promover este tipo de actividad son los
derivados de benzoftalacinas y ftalacinas funcionalizados con diaminas
alifaticas, estos compuestos presentaron la capacidad de formar cristales con
sales de cobre (ll) (Figura 7) (Rodriguez-Ciria y col., 2007; Sanz y col., 2008).
Ademas, estos derivados han mostrado una excelente actividad inhibitoria y
excelentes valores de actividad antichagasica y antileishmanica (Sanchez-

Moreno y col., 2011; Sanchez-Moreno y col., 2012).
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Figura 7. Estructuras cristalina de derivados de benzo[f]ftalazinas acomplejadas con Cu(ll).

(Romero, 2013)
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El nucleo de ftalacina ha sido poco explotado como estructura base para
el disefio de compuestos con actividad anti-tripanosomatidos. Sin embargo,
existen ciertas evidencias que sugieren que este sistema puede tener una
influencia significativa para esta actividad, no solo por su potencial actividad de
inhibicion de la SOD (Rodriguez-Ciria y col., 2007; Sanz y col., 2008; Romero
2013), sino por su potencial funcion como grupo transportador a través de las
membranas del parésito (Carter y col., 1993; Carter y col., 1995; Romero,
2013), ademas de una posible accion sobre el catabolismo de la glucosa de
acuerdo con la estructura de las cadenas laterales de especies de parasitos
como Leishmania infantum y Leishmania braziliensis (Sanchez-Moreno y col.,

2012).

En 2007, Sanchez-Moreno y col., disefiaron y sintetizaron una serie de
derivados de 1,4-bis(alquilaminas)benzo[g]ftalazinas como inhibidores de SOD
(Figura 8), los cuales presentaron la formacion de complejos dinucleares con el
cobre (Il), un factor quimico muy importante para la potencial actividad de estos
derivados, ya que la funcion de la SOD depende del centro metélico (Fe, Cu o
Zn). Los resultados obtenidos mostraron que estos derivados presentaron una
excelente actividad anti-Trypanosoma cruzi, especialmente los derivados con
nitrégenos incorporados en el grupo R respecto a aquellos cuyo grupo R con
hidroxilo terminales. Ademas, estos derivados mostraron valores de ECsy sobre
cepas de epimastigotes comparables al nifurtimox, farmaco utilizado para tratar

esta parasitosis. (Romero, 2013.)
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Figura 8. Estructura de las 1,4-bis(alquilaminas)benzol[g]ftalazina. (Rodriguez-Ciriay col., 2007)

Posteriormente, el mismo grupo de investigacion en 2008 estudi6 la
potencial actividad anti-Trypanosoma cruzi de 1,4-bis(alquilaminas)
benzo[g]ftalazinas y 1-alquilamino-4- clorobenzo[g]ftalazinas funcionalizadas
con imidazoles, encontrando resultados “in vitro” con valores de ECs inferiores
al benznidazol (Romero, 2013). Adicionalmente, se comprob6 que todos los
derivados presentaban una excelente actividad inhibitoria sobre la SOD, lo que
indica la estrecha relacion entre la actividad inhibitoria SOD y la actividad anti-

Trypanosoma cruzi. (Sanz y col., 2008; Sanchez-Moreno y col., 2011)

Luego, a finales del afio 2012, este mismo grupo de investigacion
publicé la sintesis y evaluacion biolégica de derivados de ftalacinas
funcionalizados con imidazoles (Figura 9) analogos del trabajo anterior esta vez
sobre Leishmania infantum y Leishmania braziliensis. En este trabajo
demuestran que sus derivados de ftalacina presentan valores de ECso dos y
tres veces menores a la droga comercial Glucantime, probada sobre el estadio
clinicamente importante de la enfermedad, el amastigote intracelular, ademas
demuestran un efecto inhibitorio de la SOD que podria relacionarse con la

inhibicién de la proliferacion parasitaria (Sanchez-Moreno y col., 2012).
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Figura 9. Derivados de ftalacinas funcionalizadas con imidazoles (Sanchez-Moreno y col., 2012)

Por todo lo anteriormente mencionado el objetivo de este estudio, fue
determinar el efecto de 22 nuevos compuestos derivados de ftalacinas
sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal y Heterociclos,
departamento de Quimica, de la Universidad Simén Bolivar, Caracas,
Venezuela, sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes de Leishmania
braziliensis que ofrezcan una alternativa terapéutica para el tratamiento de la
Leishmaniasis. Asi como, tratar de relacionar esta actividad antiparasitaria con

la inhibicion de la SOD de este parasito.
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OBJETIVOS
Objetivo General
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de compuestos
derivados de ftalacinas sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes de
Leishmania braziliensis y su posible efecto inhibitorio sobre la Superdxido

Dismutasa.

Objetivos especificos

1- Evaluar 22 compuestos derivados de ftalacinas sobre la proliferacion de
promastigotes de Leishmania braziliensis y seleccionar aquellos con
mayor potencial antiparasitario.

2- Evaluar los compuestos seleccionados sobre la viabilidad de macrofagos
BMDM vy seleccionar aguéllos con menor efecto citotoxico sobre la célula
hospedera (macrofagos).

3- Evaluar los compuestos seleccionados sobre la viabilidad de
amastigotes intracelulares de Leishmania braziliensis.

4- Determinar la actividad enzimatica de la superoxido dismutasa de

Leishmania braziliensis en presencia y ausencia de ftalacinas.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales
Reactivos
Todas las soluciones se preparardn con reactivos adquiridos en las
casas comerciales SIGMA, Promega, Invitrogen, Gibco B.R.L. y BIO-RAD. Las
soluciones y los materiales seran esterilizados en un autoclave a 121 °C, 15

libras, durante 30 minutos.

Material biologico:
Filogenia del parasito:

Phylum: Euglenozoa

Clase: Kinetoplastea

Subclase: Metakinetoplastina

Orden: Trypanosomatida

Género: Leishmania

Subgénero: Viannia

Especie: braziliensis

Cepa: Paciente 1

Origen: Venezuela

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

del Instituto de Estudios Avanzados (IDEA).
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Compuestos:

Derivados de Ftalacinas

Denominacion Estructura Formula Peso Molecular
Molecular
14a C15H11N4C| 282,45
o
A
l14b V@r Ci5H10N4CIF 300,45
‘N
ll4c " C15H10NsCIO; 327,45
‘N
14d ( ja C15H10N4CIBr 361,45
Wh
[14e ’H”UO C15H10N4Cl» 316,90
‘N
[14f H\L/é C15H10N5CIO, 327,45
|
ll4g ’Yé C15H10N4CIBr 361,45
o
14h C15H10N4Cl, 316,90

Y=
z2 Ve
0|
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114i W@ C15H11N4CIO 298,45

114] H\(@“Q C16H12NsClO3 357,45
m/‘ cH
iy

114k B C13HoN,CIO 272,45
I—N/‘N

P

1141 /o\ NG C13HgNsClO3 327,45
K
A

l14m Dna C13HsNsCIlO,S 333,45
W‘N
A

l15a @‘” Ci1sH13N4CIO 312,45

‘N

115b . C1sH12NsCIO, 3341,45
ij@

l15¢ ” C1sH1oN4CIBr 375,45
fj(@

115d 2 C1sH13N4CIO 312,45

3

B

\ /
z-z
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l15e C1sH13N4ClI 296,45
?(C 16M113N4
115f ° C1sH11N4Cl> 364,45
‘N
115¢ ¥ C16H11N4Cl, 364,45
‘N
118b CooH1eNgF2 402,00
— \ '\H\
118¢c C18H14N6O> 346,00

Tabla 1. Derivados de Ftalacinas para la realizacion de pruebas biol6gicas anti-

Leishmania spp. Sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal y Heterociclos,

Departamento de Quimica, Universidad Simén Bolivar; a cargo del Dr. Simén E. Lopez.
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Metodologias

Cultivo celular de promastigotes de Leishmania braziliensis

Los promastigotes de L. braziliensis fueron aislados de lesiones
generadas en ratones BALB/C previamente infectados. Una vez obtenida la
muestra con los parasitos provenientes de la lesion y en condiciones de total
esterilidad, se procedi6é a agregarlos en frascos de cultivo (T-25) que contenia
medio de cultivo LIT Suero Fetal Bovino al 10% (inactivado),
penicilina/estreptomicina (0,1 mg/mL). El cultivo se mantuvo a temperatura

ambiente.

El medio LIT, es un medio de cultivo de parasitos que contiene todos los
nutrientes necesarios para el desarrollo de los mismos. Este medio contiene:
una solucién organica (triptosa 15 gr/L, extracto de levadura 5 gr/L y extracto
de higado 2 gr/L) y una solucién inorganica (CsH1206 4 gr/L, NaCl 9 gr/L, KCI

0,4 gr/lL y Na;HPO, 7,5 gr/L). (Camargo, 1964.)

Otro componente esencial de este medio de cultivo es el Suero Fetal
Bovino. El mismo, aporta algunos componentes necesarios para los procesos
de divisién celular, y metabolismo del parasito. Es importante inactivar los
factores de complemento presentes en este suero, ya que interacttan contra el
parasito afectando gravemente su viabilidad. Para ello, se procede a exponer el

suero a 57°C por 45 min.
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Evaluacion del efecto de compuestos derivados de Ftalacinas, sobre la
viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis.

Con la finalidad de determinar de manera preliminar la actividad de los
compuestos a evaluar, se procedi6 a realizar ensayos colorimétricos con sal de
tetrazolium (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
(MTT). Se colocaron en una placa de 96 pozos, 200x10° promastigotes por
pozo y se incubaron a temperatura ambiente por 24 horas. Al transcurrir el
tiempo previsto, se agregaron los 22 compuestos derivados de ftalacinas a
evaluar, por triplicado, a una concentracion Unica de 20uM y se dejaron a
temperatura ambiente por 96 horas. Transcurridas las 96 horas luego de
agregados los compuestos a evaluar, se afiadio MTT (1mg/ml) y se incubaron
por 4 horas, en oscuridad. Finalmente las células fueron lisadas con
isopropanol acidico y la placa leida en un lector de Elisa a 570 nm (Bompart y

col., 2013).

En paréasitos vivos, se encuentra metabodlicamente activa la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa que metaboliza la sal de tetrazolium (3-
(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) o MTT generando
como producto cristales de formazan los cuales, luego de ser solubilizados,
pueden ser detectados a 570nm. Este tipo de reacciones colorimétricas,
resultan muy utiles para realizar ensayos de viabilidad celular. La conversion
solo se realiza en células vivas y la cantidad de formazan producido es
proporcional al numero de células presentes (Berridge y Tan, 1993; Mosmann,

1983).
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Basados en las estimaciones con MTT los compuestos derivados de

ftalacina seleccionados por su actividad leishmanicida fueron: l14l, [14m y 1I8b.

Cultivo de Macréfagos BMDM y determinacion del efecto de compuestos
seleccionados sobre la viabilidad de estos macréfagos.
* Obtencion y cultivo de fibroblastos de pulmén (L-929)

Se sacrificaron ratones BALb/C por dislocacion cervical, extirpandose
seguidamente ambos pulmones. Los pulmones se colocaron en una capsula de
Petri, lavandose tres (3) veces con solucién PBS estéril. Se transfirieron luego
a una capsula de Petri con medio DMEM alto en glucosa y 20% de suero fetal
bovino (SFB). El tejido se colocd en una solucion de tripsina por 30 minutos a
37°C y 5% CO,. Transcurrido ese tiempo, se detuvo la reaccion con suero fetal
bovino para luego disgregar mecanicamente. La suspension resultante se
agrego en un T-25 y posteriormente se incubd a 37°C y 5% de CO, por 48h.
Luego de transcurrido este lapso de tiempo se retird el medio junto con los
tejidos no adheridos, agregando medio DMEM alto en glucosa y 20% de SFB,
incubando nuevamente a 37°C y 5% CO2 por 7 dias. Transcurridos este tiempo
el medio fue colectado para su posterior utilizacion como medio condicionado

L-929 para el cultivo de macréfagos BMDM (Nufiez-Duran y col., 2012).

* Cultivo de macréfagos de médula 6sea de ratén (BMDM)

Inicialmente se disecciond el fémur de ratones BALb/C sacrificados por
dislocacion cervical. Una vez obtenido, se colocd en una placa de Petri con
medio DMEM glucosado y 20% de SFB. El material 6seo se extrajo de la

médula 6sea de manera mecénica. Las células madres provenientes de la
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médula, fueron cultivadas en un medio selectivo denominado BMDM, el cual
esta compuesto por: DMEM glucosado, 20% de SFB y 30% de sobrenadante
de células L-929 (fibroblasto de raton) como fuente de factor estimulante del

crecimiento de macréfagos (Marimy col., 2010).

Los compuestos seleccionados por su actividad leishmanicida, fueron
posteriormente evaluados en términos de su toxicidad sobre macrofagos
BMDM, mediante la realizacién del ensayo colorimétrico MTT. Se colocaron, en
una placa de 96 pozos, 20.000 macréfagos por pozo y se incubaron a 37°C por
24 horas. Pasadas las 24 horas se agregaron los compuestos a evaluar en
concentraciones de 10, 50 y 100 uM, por triplicado. Transcurridas 72 horas
luego de agregados los compuestos, se afadi6 MTT (5mg/10ml), y se
incubaron las placas por 4 horas, en oscuridad. Finalmente las células fueron

lisadas con isopropanol acidico y la placa leida en un lector de Elisa a 570nm.

Basados en las estimaciones con MTT en términos de su toxicidad sobre
la célula hospedera, los compuestos derivados de ftalacinas seleccionados
para este trabajo especial de grado fueron: 114l y 1I18b. Seguidamente, estos
compuestos fueron evaluados mediante la construccion de curvas de

crecimiento parasitario in vitro.
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Evaluacion del efecto de compuestos derivados de ftalacinas, sobre la
proliferacién de promastigotes de Leishmania braziliensis mediante la
construccion de curvas de crecimiento parasitario in vitro.

De acuerdo a los resultados obtenidos de los compuestos evaluados
posterior a la realizacion del ensayo colorimétrico (MTT) en términos de su
toxicidad sobre macréfagos BMDM los compuestos seleccionados 114l y 118b
fueron evaluados mediante la construccion de curvas de crecimiento parasitario

in vitro.

Las curvas de crecimiento y dosis respuesta de estos parasitos se
realizaron en presencia y ausencia de 1141 y 8llb segun lo reportado por
Serrano-Martin y col. (2006), con modificaciones menores. Se agregaron 1x10°
cel/mL en fiolas de cultivo con 10mL de medio LIT-Hemina, suplementado con
SFB al 10% (inactivado), penicilina/estreptomicina (0.1 mg/mL). Transcurridas
las 24 horas, se procedi6 a agregar las diferentes concentraciones de los
compuestos de interés (1141 y 118b), disueltos en DMSO (0.1% final), incluyendo
un control del experimento al cual no se le agrego compuesto alguno. Se
realizaron 3 triplicados por condicion en experimentos independientes. La
proliferacion celular se determind diariamente, mediante contaje directo en

camara de Neubauer, hasta alcanzar la fase estacionaria del cultivo.
Con los datos obtenidos a las 72 horas de incubacién (lo cual

habitualmente representa la fase exponencial de crecimiento de los parasitos)

se realiz6 una curva dosis-respuesta y fue posible graficar el titulo relativo de
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los parésitos (respecto al control no tratado), contra las concentraciones de

compuesto utilizadas.

Con la construccion de esta curva, se determind la concentracion
efectiva de cada compuesto que inhibe la proliferacion del 50% de la poblacién
de los parésitos en estudio (ECsp). Esta concentracion de compuesto se obtuvo
mediante el método de interpolacién lineal propuesto por Huber y Koella (1993)
y la siguiente férmula matematica:

Log (ECso): Log (X))+ { [(Y1)-(Yo/2)] [LOg (X2)-Log (X1)] }
Y1-Y>

Infeccion de macrofagos BMDM y determinacion del efecto de
compuestos seleccionados, sobre amastigotes intracelulares de
Leishmania braziliensis.

Se prepard una solucion de macrofagos BMDM y promastigotes de L.
braziliensis, en proporcion 1:10. Posteriormente, se agregaron 80 uL de esta
mezcla sobre vidrios cubre objeto, ubicados en el centro de placas de 24 pozos
(NUfez-Duran y col., 2012). Para garantizar el proceso de infeccién y la fijacion
de los macrofagos a la superficie, se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de
CO, en camara humeda. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a agregar a
cada pozo las concentraciones de los compuestos 114l y 118b diluidos en 300uL
de medio DMEM suplementado, incubandose por 96 horas en las mismas
condiciones comentadas anteriormente. Para monitorear y contabilizar los
macrofagos infectados y no infectados se utilizé la tincion Giemsa. (Brito y col.,

2006).
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Con los resultados obtenidos, se procedié a elaborar una curva dosis-
respuesta que expreso: (a) porcentaje total de macréfagos, (b) porcentaje de
macroéfagos infectados y (c¢) nimero de amastigotes por macrofago; todos
estos, respecto a concentraciones crecientes de los compuestos

seleccionados.

Determinacion de la actividad enzimatica de la superdoxido dismutasa de
Leishmania braziliensis en presenciay ausencia de ftalacinas
» Aislamiento y purificacion parcial de la enzima superoxido dismutasa de

L. braziliensis

Lisis, obtencion del homogenato y precipitacion con sulfato de amonio

Para el aislamiento parcial de la superoxido dismutasa de L. braziliensis
se utilizé el procedimiento descrito por Villagran y col., (2005). Se partio de un
cultivo de parasitos cultivados en medio LIT hasta su fase exponencial, los
cuales fueron cosechados por centrifugacion a 2.500xg y congelados a -80°C
obteniendo un equivalente de 0,5-1gr de pellet. Este pellet se resuspendi6 en
frio, en 3 ml de tampo6n 1 (0,25 M sacarosa, 25 mM Tris-HCI pH 8, 2 mM EDTA
mas inhibidores de proteasas). Posteriormente se realiz6 la lisis de los
parasitos por homogenizacion en frio con un homogeneizador de vidrio/teflon
aplicando entre 20 y 25 pulsos continuos. El homogenato resultante se sénico
en frio aplicando tres ciclos, cada uno de 30 seg. con intervalos de reposo de
1min. siempre sobre hielo. De los 3ml obtenidos, 1ml del homogenato
resultante se guardd para su posterior analisis, y los 2ml sobrantes fueron
centrifugados a 1500 xg durante 10 min. a 4° C. El pellet resultante fue lavado
3 veces usando 3 ml por vez del tampoén 1. Cada vez que se resuspendio el

pellet se realizd6 una centrifugacion en las mismas condiciones descritas
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anteriormente. Al finalizar los tres lavados, se obtuvo un volumen final de 9ml
y este se centrifugo a 2500 xg durante 10 min a 4°C. El sobrenadante
resultante fue sometido a precipitaciéon con sulfato de amonio sdélido. El orden
de incremento de saturacidén en porcentaje de sulfato de amonio fue de: 35,9 >
46,2 > 56,5 2 68,8 > 77 - 85 %. Las fracciones obtenidas por precipitacion
fueron resuspendidas en un volumen final no mayor a 3 ml de tampon 2
(150mM de Tris pH 8, 2mM EDTA). Esta fraccion fue sometida a dialisis hasta
alcanzar el equilibrio, a fin de eliminar el exceso de sales, para ello se utilizé
una membrana de punto de corte equivalente a 15.000 Da, durante 72 horas
con agitacion continua y cambios del dializante (tampon 2) cada dos horas. La
solucion dializada se cuantifico utilizando acido bicinconinico empleando

albumina sérica bovina como proteina estandar (Smith y col., 1985).

- Purificacion parcial de la enzima superoxido dismutasa de L.
braziliensis por intercambio i6nico en Q Sepharose™.

La fraccion obtenida se cargo en una columna de Q Sepharose™ (10ml),
previamente equilibrada en tampon 2, todo el procedimiento se realizé a 4° C.
La columna fue lavada con tampdén 2 hasta que la absorbancia a 280nm y
232nm llego a 0. Las proteinas unidas a la resina fueron eluidas con un
gradiente lineal de 0-2 M de NaCl en tampon 2 y a un flujo de 1 ml/min con
recoleccion de fracciones cada 2 min. Se realizo el registro de absorbancias de
cada fraccion a 280nm y 232nm para determinar los picos de elusion. Los
perfiles de proteinas en los picos eluidos fueron visualizados en geles de
poliacrilamida SDS al 12% a fin de evaluar la heterogeneidad de los mismos

luego de este primer paso cromatografico.
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- Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

La visualizacion del contenido proteico de las fracciones de interés y su
complejidad se realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
en condiciones desnaturalizantes (Laemmli y col., 1970). Para ello se utilizaron
minigeles de 1.5 mm de espesor conteniendo una mezcla de acrilamida/bis-
acrilamida al 12%. Los geles obtenidos fueron revelados mediante una tincién
con nitrato de plata (Rabilloud y col., 1988). En el caso de las electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes especificamente aplicable para los ensayos
de activad de la SOD en gel, se omitira la utilizacion de (3-mercaptoetanol y el
calentamiento de las fracciones a evaluar, a fin de preservar la actividad

enzimatica.

* Deteccion de la actividad enzimatica de la superdoxido dismutasa de L.
braziliensis en presenciay ausencia de ll4l y 1I18b.

El ensayo de actividad de la SOD de L. braziliensis se realizd siguiendo
la metodologia descrita por Beyer y Fridovich, (1987), modificado por La O y
col., (2007). Brevemente, las fracciones provenientes del homogenato y las
fracciones seleccionadas del proceso de purificacién fueron corridas en geles
de poliacrilamida (sin SDS) al 12% en condiciones no desnaturalizantes. Para
todas las muestras se utilizaron 60ug de proteinas totales y las condiciones de
corrida fueron: 3 horas a 80 y 120 V a una temperatura de 4°C. Para la
evaluacion del efecto de las ftalacinas seleccionadas se incubaron las muestras
previamente, durante 3 horas a 29°C y 5% de CO,, a las concentraciones
sefialadas a continuacion. Se realizaron dos geles, en uno se corrieron

fracciones provenientes del homogenato a concentraciones crecientes de los
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compuestos 1141 (3,4; 170; 340; 3400uM) y 118b (0,12; 6; 12; 120uM), incluyendo
un control positivo al cual no se le agrego compuesto alguno, y un control
negativo con peréxido de hidrogeno (H,O,) el cual es el inhibidor clasico
reportado para la SODFe de tripanosomatidos (Carrasco, 2007). En el segundo
gel se corrieron las fracciones seleccionadas del proceso de purificacion y
aquellas con mayores picos de absorbancia fueron evaluadas frente a
concentraciones de los compuestos 14l (3,4uM) y 118b (0,12uM) para
determinar su actividad. Posteriormente los geles fueron incubados durante 30
minutos, en oscuridad, en presencia del compuesto azul de Nitro-Tetrazolio
(NBT) a una concentracion de 2,45mM. Seguidamente se procedio a realizar
una inmersion de los geles en una solucion de Ribofalvina a 28mM a pH 7,8,
durante 15 minutos con agitacion constante. Esto se realizO en un
transiluminador de luz visible y agregando 56ul de TEMED por cada 25ml de
solucion a fin de evitar la oxidacion de la riboflavina. El revelado de la actividad
SOD en el gel se llevd acabo de acuerdo con el método descrito por
Beauchamp y Fridovich (1971), basado en la reduccidn colorimétrica del NBT
en presencia de luz, lo cual generd un precipitado marron violaceo (formazan)
uniforme en todo el gel. Las bandas de actividad SOD aparecieron como zonas
acromaticas en dicho fondo, debido a la no reduccion del NBT como
consecuencia de la presencia y actividad de la SOD, quien actué catalizando
la remocion de los iones superoxido libres, impidiendo la generacién del

formazan.
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RESULTADOS

Evaluacion del efecto de derivados de ftalacinas sobre la viabilidad de
promastigotes de Leishmania braziliensis, mediante MTT.

Poblaciones de promastigotes de L. braziliensis fueron expuestos a una
concentracion Unica de 20uM de cada derivado de ftalacina, con la finalidad de
evaluar su actividad antiparasitaria, mediante MTT. Los compuestos ll4c, I14l,
l14m y [I18b mostraron ser efectivos inhibiendo en méas del 50% la proliferacion
de dichos parasitos en cultivo con respecto al control sin tratamiento
(Figurall). Dada la importante actividad antiproliferativa demostrada por los
ultimos tres compestos, fueron seleccionados para evaluarlos en términos de

su toxicidad sobre macr6fagos BMDM.
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Figura 10. Derivados de ftalacinas evaluados sobre la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis,
mediante MTT. Los compuestos seleccionados fueron I14l, 114m y [18b por poseer una alta actividad

antiparasitaria inhibiendo en més de un 80% la viabilidad de estos parasitos.
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Determinacion del efecto de los compuestos seleccionados sobre la
viabilidad de macr6fagos BMDM

Seguidamente, los compuestos 1l4l, 114m y [I8b seleccionados fueron
evaluados sobre macrofagos BMDM (en concentraciones de 10, 50 y 100uM),
con la finalidad de comprobar la inocuidad de los mismos sobre la célula
hospedera. De los tres compuestos evaluados solamente 114l y 118b (figura
resultaron inocuos a concentraciones de 10uM (80% proliferacion celular), y
presentando efecto citotéxico a concentraciones <50uM (menos del 50% de
proliferacion celular) (Figura 12). EI compuesto 114m present6 valores altos de
citotoxicidad con valores por debajo del 40% en la menor concentracion
evaluada. Este resultado nos permitié determinar que los derivados 114l y 118b a
concentraciones de 10uM resultaron mas efectivos sobre el parasito, que sobre
su célula hospedera (macrofagos BMDM). Por lo anteriormente expuesto

fueron seleccionados para las siguientes fases de experimentacion.
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Figura 11. Actividad citotoxica de los compuestos derivados de ftalacinas, sobre la viabilidad de

macr6fagos BMDM mediante MTT.
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Figura 12. A-) Estructura del derivado de ftalacina 114l (derivados de 1-(2-bencilidenehidracinil)-4-
Cloroftalacina). B-) Estructura del derivado de Ftalacina 118b (derivados de 1,4-bis((E)-2-
bencilidenehidracinil)ftalacina). Sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal y Heterociclos,

Departamento de Quimica, Universidad Simén Bolivar; a cargo del Dr. Simén E. Lépez.

Evaluacion del efecto de los derivados 114l y 1I18b sobre promastigotes de
Leishmania braziliensis, curvas de crecimiento.

Poblaciones de promastigotes de esta especie de parasitos fueron
expuestos a diversas concentraciones de 114l y 118b determinandose su
proliferacion diaria por 7 dias, a través de contaje directo con camara de
Neubauer. Los resultados muestran un efecto dosis dependiente a
concentraciones crecientes del derivado 114l (Figura 13-A). Con los datos de
contaje a las 72h de cultivo (fase exponencial), se construyé una curva dosis
respuesta (Figura 13-B). Determinando que 114l fue capaz de inhibir el 50% de

la proliferacion de promastigotes en cultivo con un valor de ECs, de 3,4 uM.

Del mismo modo se puede observar en la Figura 14-A un efecto dosis
dependiente a concentraciones crecientes del derivado 1I18b. Con los datos de
contaje a las 72h de cultivo (fase exponencial), se procedié a construir una
curva dosis respuesta para este derivado (Figura 14-B), determinando un valor

de ECso de 0,12 uM, resultando este ultimo mas efectivo en este estadio

41



parasitario que el derivado Il4l. Los valores de referencia de Miltefosina se

incluyen en todos los casos para comparacion.
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Figura 13. Efecto del derivado de ftalacina 114l sobre la proliferacion de promastigotes de L. braziliensis.
A-) Curva de proliferacion celular de promastigotes de L. braziliensis. Se puede observar la evolucion en
el tiempo de poblaciones de parasitos a concentraciones crecientes del compuesto 114l. A medida que
aumenta la concentracion del compuesto disminuye la proliferacion celular. B-) Curva dosis respuesta del

compuesto 114l sobre promastigotes de L. braziliensis. Se puede observar el efecto del compuesto, sobre
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la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis. Este compuesto, genera un potente efecto dosis

dependiente sobre la viabilidad de estos parasitos, mostrando un valor de ECso: 3,4uM.
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Figura 14. Efecto del derivado de ftalacina 118b sobre la proliferacion de promastigotes de L.
braziliensis A-) Curva de proliferacion celular de promastigotes de L. braziliensis. Se puede observar la
evolucion en el tiempo de poblaciones de parasitos a concentraciones crecientes del compuesto 118b. A
medida que aumenta la concentracion del compuesto disminuye la proliferacion celular. B-) Curva dosis

respuesta del compuesto 118b sobre promastigotes del L. braziliensis. Se puede observar el efecto del
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compuesto, sobre la viabilidad de promastigotes de L. braziliensis. Este compuesto, genera un efecto

dosis dependiente sobre la viabilidad de estos parasitos, mostrando un valor de ECso: 0.12 uM.

Determinacion del efecto de 118b y 114l sobre amastigotes intracelulares de
Leishmania braziliensis

Con la finalidad de determinar el efecto de estos compuesto sobre el
estadio quimioterapéuticamente importante de la leishmaniasis (amastigote
intracelular), se procedi6 a infectar macr6fagos BMDM con promastigotes de L.
braziliensis en una proporcion de 10 promastigotes por cada macrofago en
cultivo, evaluandose el efecto de diversas concentraciones de 114l y 118b sobre:
a) porcentaje de macrofagos infectados y b) numero de amastigotes por
macrofago. Con la construccion de una curva dosis-respuesta, fue posible
observar la existencia de un efecto dosis-dependiente sobre el porcentaje de
macrofagos infectados y sobre la cantidad de amastigotes por macréfago. La
concentracion efectiva capaz de inhibir el 50% de la proliferacion de
amastigotes en cultivo (ECsp) para 114l fue de 0,12uM, y la concentracidon
efectiva capaz de inhibir el 50% de los macrofagos infectados para este mismo
derivado fue de 0,54uM (Figura 15-A). De la misma manera observamos para
el derivado 1I8b la concentracién efectiva capaz de inhibir el 50% de la
proliferacion de amastigotes en cultivo (ECsp) la cual fue de 0,59uM, y la
concentracion efectiva capaz de inhibir el 50% de los macrofagos infectados
gue tuvo un valor de 1,42uM (Figura 15-B). Observamos que los derivados 114l
y 1I8b no afectan la viabilidad de los macréfagos en cultivo, siendo el efecto

netamente sobre los amastigotes intracelulares.
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Figura 15. Efecto de derivados de ftalacinas sobre amastigotes intracelulares de L. braziliensis A-) Curva
dosis-respuesta del derivado de ftalacina 1141 sobre la proliferacion de amastigotes intracelulares de L.
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Curva dosis-respuesta del derivado de ftalacina 118b sobre la proliferacién de amastigotes intracelulares
de L. braziliensis. Macr6fagos BMDM infectados con amastigotes de L. braziliensis en una proporcion

1:10.



Determinacion de la actividad enzimética de la superoxido dismutasa de

Leishmania braziliensis en presencia y ausencia de ftalacinas

Se realizé la purificacién parcial de la SOD utilizando la metodologia de
Beyer y Fridovich, (1987), modificado por La O y col., (2007), por lo que en la
Figura 16 se muestra el perfil de elucion de la columna de intercambio i6nico Q
sepharose™. Con este registro fue posible elegir aquellas fracciones
visualizadas en el gel de poliacrilamiada en condiciones disociantes, para
determinar la eficiencia parcial de la purificacion. Las fracciones elegidas

fueron: 1, 2, 3, 4, 6, 8, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 y
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Figura 16. Perfil de elusiobn de las fracciones provenientes de la cromatografia en Q

Sepharose™ de L. braziliensis. Las flechas indican el inicio y el final de la elucion de las proteinas unidas,

aplicando un gradiente lineal continuo de NaCl desde 0-2M.

La separacién electroforética en condiciones disociantes nos permitié la

visualizacion del contenido proteico y la complejidad de las fracciones de
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interés (Figura 17). En las fracciones 36, 38, 40, 42, 44 y 46 fue posible
observar una banda pronunciada la cual se encontraba entre los pesos
molecular de 50 y 75kD, la cual nos indica la presencia de una proteina en
mayor concentracién y otra banda menos pronunciada que se encontraba entre
los pesos molecular de 25 y 37kD en las mismas fracciones (Figura 17). Por
esta razdn, para el ensayo de actividad fueron elegidas las fracciones 38,40,42
gue representan los mayores pico de elusion obtenidos, ademas de las
fracciones 3, 17 y 21, para comprobar que las fracciones eluidas que no se

adhirieron a la columna no presentaban actividad de la SOD.
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Figura 17. Comparacion del perfil de elusién con los geles obtenidos de acuerdo a las fracciones

evaluadas las cuales coinciden con el mayor pico de absorbancia observado en el perfil de elusion.

La separacion electroforética en condiciones nativas permitié la

deteccidon de la enzima superoxido dismutasa de L. braziliensis tanto para las

fracciones provenientes del homogenato (Figura 18) como para las fracciones
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provenientes de la purificacion parcial (Figura 19), la SOD se observdé como
zonas acromaticas en el fondo de los geles debido a la no reduccién del NBT
como consecuencia de la presencia y actividad de la misma. En los carriles
donde fueron agregados los compuestos a evaluar, tanto para las fracciones
provenientes del homogenato como para las fracciones provenientes de la
purificacion, no se observé inhibicion de la enzima SOD a las concentraciones
evaluadas. En las fracciones 3, 17 y 21 las cuales corresponden a las
fracciones que no se adhirieron a la columna no se observé actividad de SOD.
En cuanto a el ensayo de inhibicion, se realizé un control negativo con peroxido
de hidrogeno (H2O,) inhibidor clasico reportado para la FeSOD de
tripanosomatidos (Carrasco, 2007). Como muestra la Figura 18 y 19, en los
carriles donde fue agregado el perdxido de hidrogeno se evidencio una

inhibicion total de SOD siendo este comportamiento caracteristico de las

isoformas ligadas a hierro.
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Figura 18. Revelado segun la técnica de Beauchamp y Fridovich (1971) de la actividad de la enzima SOD

para las fracciones provenientes del homogenato.
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DISCUSION

La Leishmaniasis es una de las enfermedades mas importantes
transmitida por vectores. Segun la OMS, cada afio se diagnostican 1.3 millones
de casos nuevos de leishmaniasis en el mundo, por lo que esta enfermedad
parasitaria constituye un importante problema de salud publica
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/es/). A pesar de los esfuerzos
realizados durante los dltimos afios en el campo de la quimioterapia contra la
leishmaniasis las drogas que se utilizan actualmente para el tratamiento de
esta enfermedad, Glucantime y el Pentostan (antimoniales pentavalentes), han
resultado ser realmente insuficientes (Vélez y col., 2012; Sanchez-Moreno y
col., 2012). En la actualidad solo hay una droga alternativa para su tratamiento,
la Miltefosina, este alkil-lisofosfolipido activo por via oral es el mayor avance
gue se ha hecho contra esta parasitosis, sin embargo su teratogenicidad y
desarrollo de resistencia ha limitado ampliamente su uso en regiones
endémicas (Serrano-Martin, 2010; Nufiez-Duran y col., 2012). En este sentido
resulta urgente el desarrollo de nuevos farmacos mas eficaces menos costoso

y menos toxicos en la lucha contra esta enfermedad.

En el presente trabajo se evalu6 el efecto de 22 derivados de ftalacina
sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares de L.
braziliensis y su célula hospedera (macrofagos BMDM). Estudiamos ademas si
el posible mecanismo de accién de aquellos compuestos con actividad
antiparasitaria resultaba de la inhibicibn de la actividad enzimatica de la

Superoxido Dismutasa, enzima clave para la sobrevivencia de estos parasitos.
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Primeramente se evalué el efecto de los 22 derivados de ftalacinas
sobre la viabilidad de promastigotes L. braziliensis. Mediante evaluaciones con
MTT se determiné que de los 22 derivados los compuestos 114 ¢, 114m, 114l y
[I8b mostraron ser efectivos inhibiendo en méas del 50% la proliferaciéon de los
parasitos en cultivo con respecto al control (Figura 11), sin embargo, los ultimos
tres disminuyeron la proliferacién por debajo del 20% por lo que fueros estos
los compuestos escogidos para continuar el estudio. Seguidamente, éstos
compuestos fueron evaluados sobre la viabilidad de macrofagos BMDM con la
finalidad de comprobar la inocuidad de los mismos sobre la célula hospedera.
De los tres compuestos evaluados solamente 1141 y 118b resultaron inocuos a
concentraciones =10uM sobre la célula hospedera por lo cual fueron
seleccionados para las siguientes fases de experimentacion (Figura 11). El
grado de toxicidad de cada uno de los compuestos seleccionados es crucial, ya
gue se buscan compuestos con altos porcentajes de inhibicion a dosis poco

toxicas para las células del hospedador.

Mediante la construccion de curvas de crecimiento fue posible
determinar que los derivados de ftalacinas 114l y [I8b generaron un potente
efecto dosis-dependiente sobre la proliferacibn de promastigotes de L.
braziliensis, mostrando un valor de ECso: 3,4uM para 114l y un valor de
ECs50:0,12uM aprox. para l18b (Figura 12 y 13). Este comportamiento resultd
similar a los reportados en 2007 por Sanchez-Moreno y col. los cuales
diseflaron y sintetizaron una serie de derivados de 1,4-

bis(alquilaminas)benzo[g]ftalazinas @ que  presentaron actividad  anti-
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Trypanosoma cruzi. Posteriormente, este mismo grupo en 2012, estudi6 la
potencial actividad in vitro de imidazol o pirazol a base de benzo[g]ftalazina
contra Leishmania infantum y de Leishmania braziliensis, reflejando valores de
ECso para estos compuestos de 18 a 10uM. Como se puede observar los
valores reportados de ECs sobre promastigotes de L. braziliensis obtenidos en
este trabajo de investigacion se encuentran hasta dos y tres veces por debajo
de los reportados por Sanchez-Moreno y col., (2012). Este resultado apuntaria
a que los derivados de ftalacinas I14l y 118b (Figura 19), parecen ser mas
efectivos en esta especie de parasitos que los imidazol o pirazol a base de

benzo[g]ftalazina.

Posteriormente se determind0 mediante la realizacion de una curva
dosis-respuesta que los compuestos 14l y 1I18b afectaron la viabilidad de
amastigotes intracelulares de esta especie de parasitos, el cual, es el estadio
clinicamente importante de la leishmaniasis. En este sentido, determinamos
gque los compuestos 1141 y 118b afectaron la viabilidad de amastigotes
intracelulares de manera dosis-dependiente sin afectar la viabilidad de la célula
hospedera (macréfagos BMDM) (Figura 14), corroborando los resultados
obtenidos en la primera fase de seleccion de nuestros compuestos. La
concentracion efectiva que se obtuvo capaz de inhibir el 50% de la proliferacion
de amastigotes en cultivo (ECsp) para 114l fue de 0,12uM aprox., y la
concentracion efectiva capaz de inhibir el 50% de los macréfagos infectados
para este mismo derivado fue de 0,54uM aprox. (Figura 14-A). La
concentracion efectiva capaz de inhibir el 50% de la proliferaciéon de

amastigotes en cultivo (ECsy) para 118b fue de 0,59uM aprox., y la
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concentracion efectiva capaz de inhibir el 50% de los macréfagos infectados
para este mismos derivado fue de 1,42uM aprox. (Figura 14-B). Podemos
decir, entonces, que probablemente estos dos derivados de ftalacina son méas
efectivos en el estadio intracelular que en el estadio extracelular, sin embargo,
los valores de ECsg calculados son aproximados ya que no se alcanzo el 100%

de inhibicion de la proliferacion de amastigotes en cultivo.

Con respecto a la drogas de primera linea para el tratamiento de esta
parasitosis, el Glucantime, se han reportado valores de ECsy de 25 a 30uM
(Sanchez-Moreno y col., 2012), mientras que para la Miltefosina estos valores
fueron estimados en el laboratorio alrededor de 20 uM dependiendo de la cepa
de L. braziliensis. Para el caso de los derivados de ftalacina utilizados en este
estudio muestran una actividad antiparasitaria significativamente mayor con un
ECso hasta 10 veces menor que los de referencia de estas drogas. Este
resultado resulta relevante al momento de que el compuestos sea utilizado
como tratamiento ya que a menores concentraciones necesarias para lograr la
inhibicién de la viabilidad del parasito, menos toxico, invasivo y dafino seré el

mismo.

Se ha demostrado que ciertos derivados de ftalacinas presentan una
actividad antichagasica relacionada con la inhibicion de la actividad de la SOD
(Sanz y col., 2008; Sanchez-Moreno y col., 2011). También Sanchez- Moreno y
col., (2012), demostraron que los mismos derivados presentan actividad
leishmanicida basados en la inhibicion de la SOD presente en estos parasitos.

Se cree que esta actividad se debe a la capacidad que tiene este tipo de
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derivados para interactuar con el Fe y formar complejos estables que dejan a
la enzima sin este centro metélico fundamental para el proceso de eliminacion

de los superéxido (Romero, 2013).

Los derivados utilizados en este trabajo estdn basados precisamente en
ftalacinas funcionalizada con arilo y heteroarilo mediante puente de hidrazona y
fueron disefiados basados en el farmacoéforo clave del blanco terapéuticos de la
enzima superoéxido dismutasa (Romero, 2013). Teniendo en cuenta este blanco
terapéutico se plante6 que el mecanismo de accidon de estos dos compuestos

[141 y 118b esta basado en la actividad anti-SOD para la cual fueron disefiados.

Bajo esta premisa, en el presente estudio determinamos la actividad
enzimatica de la superoxido dismutasa de L. braziliensis en presencia y
ausencia de los derivados 114l y 118b. Mediante la metodologia empleada no
logramos observar inhibicion de la SOD por accion de nuestros derivados ni en
la fraccion purificada ni en el homogenato de parasitos (Figura 17 y 18). Este
resultado nos permite inferir que el potente efecto lesihmanicida puede no ser
a través de la inhibicién directa de la enzima SOD. Sin embargo, se plantea la
necesidad de corroborar este resultado con otras metodologias descritas como
las planteadas por Sanchez-Moreno y col, (2012). El otro mecanismo de accién
reportado para las ftalacinas se refiere a su posible accion sobre el catabolismo
de la glucosa de estos parasitos (Sanchez-Moreno y col., 2012), sin embargo,
esta hipotesis no fue objeto de estudio en este trabajo pero abre la posibilidad
de explicar el potente efecto antiparasitario observado. Seria interesante

entonces, plantearse otros ensayos para determinar cual es el mecanismos de
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accion de estos derivados los cuales han demostrado poseer un potente efecto

sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes de L. braziliensis.

Lo interesante de esta nueva metodologia, propuesta para evaluar la
actividad y posible inhibicién de la SOD en tripanosomatidios, fue haber podido
observar un comportamiento tipico de isoformas ligadas a hierro, al ser
inhibidas por el peréxido de hidrogeno. Estos pardsitos comparten esta
caracteristica con otras SOD estudiadas con anterioridad en otros
kinetoplastidos patégenos, como T. brucei (Kabiri y Steverding, 2001; Wilkinson
y col., 2006), T cruzi. (Sanchez-Moreno y col., 2012) o Phytomonas spp. (Marin
y col., 2004). Este resultado nos afirma que la metodologia empleada fue capaz

de evaluar inhibicién, por lo menos del inhibidor clasico.

En conclusidén, el presente trabajo nos permitio demostrar que tanto 14l
como 1I18b afectan la viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares
de L. braziliensis. Sin embargo, no podemos afirmar con certeza la interaccion
especifica de los compuestos con la SOD, y su consecuente inhibicion. Haria

falta una aproximacion metodoldgica distinta que corrobore estos resultados.

Resalta de este estudio, la relevancia de estudiar este tipo de derivados

como posibles alternativas terapéuticas para esta enfermedad, dado el potente

efecto que se puede observar en los modelos “in vitro” estudiados.
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CONCLUSIONES

Luego de la realizacién del presente trabajo especial de grado, fue

posible llegar a las siguientes conclusiones generales:

1.- El derivado de ftalacina 14l afecté la proliferacion de promastigotes de L.

braziliensis con un ECso: 3,4uM.

2.- El derivado de ftalacina 118b afectd la proliferacion de promastigotes de L.

braziliensis con un ECso: 0,12uM aprox.

3.- El derivado de ftalacina Il4l afectdé la proliferacion de amastigotes
intracelulares de L. braziliensis de manera dosis-dependiente, sin afectar la
viabilidad de la célula hospedera (macrofagos BMDM) a un valor de ECso=

0,12uM aprox.

4.- El derivado de ftalacina 118b afectd la proliferacion de amastigotes
intracelulares de L. braziliensis de manera dosis-dependiente, sin afectar la
viabilidad de la célula hospedera (macréfagos BMDM) a un valor de ECso=

0,59uM aprox.

5.- Se disefié e implementé un método sencillo para la determinacion de la
actividad de la SOD de promastigotes de L. braziliensis. Este método nos
permitié determinar que la enzima es inhibida por H,O,, su inhibidor clasico, sin

embargo, no fue inhibida por ninguno de los derivados ensayados.
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