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Resumen:

El tratamiento farmacoldgico para la enfermedad de Chagas actualmente
son dos farmacos benznidazol (bzl) y nifurtimox (nfx), ambos farmacos en la
fase crdonica de la enfermedad generan efectos adversos, es por ello que el
trabajo de maestria se centra en encontrar nuevos potenciales terapéuticos que
sean eficaces en las formas morfolégicas de Trypanosoma cruzi, responsable
de la enfermedad de Chagas. Se trabajé con una sintesis de 9 derivados de
1,4-naftoquinonas, las cuales confieren multiples procesos oxidativos
biolégicos. La actividad en la evaluacién in vitro se observé que la mayoria de
los compuestos eran activos sobre la fase de epimastigote. El compuesto Ce-
Q9 (0.04 uM +0.02) fue el que destaco en la cepa INC-5 y el compuesto Ce-
Q11 (1.14 uM+0.03) en cepa NINOA, a diferencia del farmaco de referencia:
nfx. Se realizé ensayos ex-vivo en tripomastigote, en donde el compuesto Ce-
Q11 tuvo un CLsp (20.01 uM) en la cepa NINOA, siendo mejor que los farmacos
de referencia (nfx y bzl). La evaluacion de citotoxicidad fue realizada en 2 lineas
celulares, en ambas se observd que no existe citotoxicidad a diferentes
concentraciones, en el compuesto Ce-Q8 en linea de hepatocitos, en las 3
concentraciones comparti6 una toxicidad no mayor al 25 % y como
complemento se decidi6 hacer ensayos in silico mediante el modelo
farmacoforico, donde los dos grupos halogenados (Bromo y cloro) favorecieron
su actividad, beneficiando posiblemente la lipofilia del compuesto. A partir de
estos resultados, se puede conjeturar que la incorporacion en el grupo quinona

de los grupos halogenados ayuda a que aumente la actividad bioldgica.
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Abstract:

The pharmacological treatment for Chagas disease is currently two drugs:
benznidazole (bzl) and nifurtimox (nfx), in the chronic phase of the disease both
drugs cause adverse effects, which is why the master's work is focused on
finding new therapeutic potentials that are effective in the morphological forms of
Trypanosoma cruzi, responsible for Chagas disease. We worked with a
synthesis of 9 derivatives of 1,4-naphthoquinones, which confer multiple
biological oxidation processes. The activity in the in vitro evaluation showed that
most of the compounds were active on the epimastigote phase. The compound
Ce-Q9 (0.04 uM +0.02) was the one that stood out in strain INC-5 and
compound Ce-Q11 (1.14 yM + 0.03) in NINOA strain, unlike the reference drug:
nfx. Ex vivo assays were carried out in trypomastigote, in which the compound
Ce-Q11 had a CLsg (20.01 puM) in NINOA strain is better than the reference
drugs (nfx and bzl). The evaluation of cytotoxicity was carried out in 2 cell lines,
in both it was observed that there is no cytotoxicity at different concentrations, in
the compound Ce-Q8 in line of hepatocytes in the 3 concentrations shared a
toxicity not greater than 25% and as a complement was decided make in silico
trials using the pharmacophoric model, where the two halogenated groups
(Bromine and chlorine) favored their activity, possibly benefiting the lipophilicity
of the compound. From these results, it can be conjectured that the
incorporation in the quinone group of the halogenated groups helps to increase

the biological activity.
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1.- INTRODUCCION

La Salud Publica es considerada como un area vinculada con la medicina
humana, que se encarga de resguardar la Salud a nivel poblacional, en los
ultimos afnos se ha visto la necesidad que sea vinculada con Medicina
Veterinaria debido a la intervencidén de enfermedades transmisibles del hombre
a partir de los animales, con este problema ha surgido la necesidad de
denominarlo como “Una Sola Salud” la cual esta ligado a la proteccién de la
Salud Publica para la prevencion y control de patégenos en las poblaciones con
el interfaz entre el hombre, el animal y el medio ambiente, ayudando a prevenir
la transmision de enfermedades. Los animales de compafia y fauna silvestre en
esta rama han demostrado ser un gran factor de riesgo para la dispersién de

diversas enfermedades, uno de los ejemplos es; las enfermedades parasitarias.

La Tripanosomiasis Americana también conocida como enfermedad de
Chagas (eCH) es causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), que cuenta con un ciclo de vida complejo. La gran problematica de eCh
es el tratamiento actual, donde se conoce 2 farmacos utilizados en linea
humana: nifurtimox (nfx) y benznidazol (bzl), que tienen actividad farmacoldgica
solo en fase aguda de la enfermedad pero en fase crénica generan efectos
adversos, por lo que esta investigacidon se centra en probar nuevas alternativas
terapéuticas que nos proporcione un farmaco eficaz sobre las formas de
tripomastigote y amastigote, que son las dos fases de T. cruzi que afecta al

mamifero. (Castillo-garit et al., 2011)(Esch & Petersen, 2013).
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1.1 Hipotesis

Los derivados de 1,4-naftoquinonas tienen una alta actividad
tripanosomicida sobre las formas morfolégicas de epimastigote y tripomastigote
de T. cruzi a diferencia de los tratamientos actuales, debido a la colocacién de
los grupos halogenados que ayudan a mejorar la actividad biolégica como una

baja citotoxicidad en una linea celular de hepatocitos y macréfagos murinos.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo General

Evaluar la actividad biol6gica de nuevos derivados de 1,4- naftoquinonas
sobre dos fases de Trypanosoma cruzi: tripomastigote por método ex —vivo y
epimastigote por método in vitro, como también saber el grado de toxicidad en

dos lineas celulares.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro la actividad biol6gica de las 1,4 naftoquinonas sobre
epimastigote de T. cruzi para obtener el ICsy de cada compuesto en:
cepa INC-5 y NINOA.

2. Establecer por método ex-vivo un DLsg en tripomastigote de T. cruzi en
cepa INC-5 y NINOA.

3. Evaluar la toxicidad de los compuestos 1,4-naftoquinonas en 2 lineas
celulares: macrofagos murinos J774 y hepatocitos BpRc1 (ATCC® CRL-

2217 ™),
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4. Realizar estudios in silico de relacién estructura-actividad

tripanosomicida de las nuevas 1,4-naftoquinonas por farmacéforo.

2 ANTECEDENTES

2.1 Enfermedad de Chagas: agente causal, transmision y ciclo de

vida.

La Tripanosomiasis Americana también conocida como enfermedad de
Chagas (eCH) es considerada una enfermedad zoonotica que fue por primera
vez descrita en Brasil en 1909 por Carlos Chagas y se ha extendido por toda
América Latina hasta llegar a Estados Unidos. La eCh es causada por el
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que cuenta con un ciclo de vida
complejo y caracterizado por varias formas de desarrollo presentes en
huéspedes vertebrados e invertebrados, demostrando que puede infectar a mas
de 180 especies de mamiferos. En el caso de las aves se ha encontrado que

son resistentes a la infeccién (Esch & Petersen, 2013).

La transmisidn de la eCh est4 dada por diversas vias, la principal es la vectorial
que es por medio de un vector hematéfago de la subfamilia Triatominae y ha
sido clasificado, de acuerdo a la adaptacién a la vivienda humana, en 3
categorias: doméstico, peri-doméstico y silvestre, donde se han encontrado a
mas de 136 especies de Triatominos diseminados por el continente Americano,
los principales para la poblacion humana son: Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus, Triatoma pseudomaculata,

Triatoma brasiliensis y Triatoma sordida, existen vias que no hay que dejarlas a
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un lado, como: transfusion sanguinea, via congeénita, trasplante de 6rganos y
una ultima que se ha detectado en lo ultima década; por ingesta de alimentos
contaminados, donde ha sido informado que es debido por aplastamiento de
insectos infectados entre frutas y plantas (Garcia-jordan, Berrizbeitia, &

Concepcidn, 2015) (Teixeira, et al., 2011).

El ciclo biologico de T. cruzi (Figura 1) empieza cuando el insecto vector
se alimenta de la sangre del huésped y transmite el parasito de en fase de
tripomastigote metaciclico por medio de sus heces que deja al momento de
alimentarse, el cual puede entrar a traves de la herida 0 membrana de mucosa
intacta como la conjuntiva del ojo (Romana) y tracto intestinal. Una vez dentro
del huésped, invaden diferentes tipos de células fagociticas y no fagociticas,
donde se diferencian en amastigote intracelular y se multiplica por fisién binaria
dentro de vacuolas paraisoféforas, escapando al citoplasma y ocasionando la
lisis de la célula, para diferenciarse en tripomastigote en la matriz extracelular y
salir a circulacion sanguinea. Durante la fase inicial de replicacion, infiltra
células T que pueden tardar de 10 a 12 dias, lo que hace al parasito capaz de
sobrevivir en el organismo y una vez que salga al torrente sanguineo pueden
invadir otras células del huésped y transformar nuevos sitios de infeccién,
donde puede invadir y generar tropismo en miocitos lisos y cardiacos como en
el tracto gastrointestinal. La replicacion se reanuda cuando los parasitos son
ingeridos por otro vector, que se alimenta del huésped vertebrado infectado, de
esta manera ingieren los tripomastigote que pasaran a intestino medio del
vector y se diferenciaran en epimastigote y haran su replicacién en intestino
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grueso del vector y por ultimo; seran excretados en heces, donde comienza el
ciclo biolégico de nuevo y pueda puede ser mantenido en ambientes selvaticos
como urbanos la importancia que se encuentre un triatonimo dentro de casa es
debido a que es facil que se alimente de cualquier mamifero que habite en un
mismo lugar ayudando a que persista la enfermedad y el ciclo biolégico pueda

avanzar y se propague (Carabarin, et al., 2011) (Esch & Petersen, 2013).

Etapa en triatomino Etapa en especies mamiferas

Tripomastigotes  metaciclicos

/\ penetran v se van a circulacion

En el intestino posterior El vécfor toma S satigee u sanguinea, dentro de células
mediante metaciclogénesis se 2 s 3 como corazén e intestino se

. : del huésped. dejando %
encontraran tripomastigotes heces a un lado con transforman en amastigote por
fision binaria.

tripomastigotes Tripomastigotes
metaCXChCOS metaciclicos

3\; 1 Corazén y sistema digestivo.
Tripomastigote / g
Los amasugotes Iy b

pueden encontrar
diferentes  sitios
de infeccion.

Amastigotes

Amastigotes intracelulares
se vuelven a transformar en
tripomastigotes en
circulacién sanguinea, una
vez que causa la lisis del
organo.

Epimastigote se
multiplica en intestino

medio del vector
Ingesta de

\ tripomastigotes
a intestino del

vector
Eplmasngotes ,\,J
(’7' 3 Replicacién
/ invertebrado
P lé’ Tripomastigotes.
prmastlgotes en CEqTEan; AON; DINTIE - 3ep11cac1on

intestino medio vertebrado

Modificado https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

Figura 1 Ciclo Bioldgico. Replicacion de Trypanosoma cruzi en huésped
vertebrado a invertebrado. https:/www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html.

La infeccion empieza a partir de la picadura de un triatomino al ser humano o una especie mamifera; como
el perro, donde la mayoria de especies mamiferas presentan solo 2 estadios: tripomastigote y amastigote,
a excepcion de marsupiales que se ha reportado que pueden almacenar los 3 estadios de T. cruzi
(amastigote, tripomatigote y epimastigote). En el caso del triatomino su ciclo empieza a partir de la ingesta
de tripomastigotes metaciclico en su organismo en donde se diferencia en epimastigote en su intestino
medio y realiza la metaciclogenesis, donde se hayaran al momento que el triatomino se alimente de su
huésped y deje a un lado las heces con tripomastigotes y el mamifero al generar comezon se rasca y
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alado de la herida donde ingiere el triatomino se encuentran las heces, lo arrastra y entra al organismo a

invadir.

2.2 Trypanosoma cruzi: Morfologia y caracteristicas.

La membrana plasmatica de T. cruzi esta compuesta por una bicapa lipidica

con diversas proteinas. El citoplasma de T. cruzi presenta diferente organelos

como (De Souza, 2009)(Vianna Martins et al., 2012):

1.

El cinetoplasto (k-ADN): se encuentra en el cuerpo basal conectado por
estructuras filamentosas desde el cinetoplastido hasta el cuerpo basal,
definiendo la regién celular y el origen del flagelo, donde cerca del area
se ha descubierto una proteina designada; p166, se ha sugerido que
estas proteinas pueden neutralizar las moléculas de ADN de carga
negativa. EI k-ADN se componen de dos tipos de anillos de ADN
presentes como: minicirculos y maxicirculos que varian de tamarno desde
0.5-2.5 kb (dependiendo de las especies). Los minicirculos permiten la
replicacion adicional y su reintegracién a la red por la accién de enzimas
conocidas como topoisomerasas, representando el 95% de las
moléculas. Los maxicirculos son heterogéneos en la secuenciacion,
funcionalmente son analogos al ADN mitocondrial en eucariotas que
codifican los ARNr. La principal funcién es codificar las enzimas de la
cadena respiratoria como ATPasa y citoxocomoxidasa y se consideran
verdaderos representantes de ADN mitocondrial, mientras que los
minicirculos parecen codificar los acidos ribonucleicos de guia (ARNgQ)

necesarios para la edicion de ARN mitocondrial, que en asociacion con
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los minicirculos tiene una funcién similar a la de los maxicirculos en la
codificacion de la informacidon genética necesaria para la edicion de ARN.
El cinetosoma: también denominado cuerpo basal siendo la continuacién
alada del flagelo.

Los glicosomas: esctructuras esféricas o alargadas rodeada por una
membrana homogénea denominado microcorpusculos, el cual contiene
enzima como la catalasa, que en el caso de las células de mamiferos, es
una enzima involucrada en la degradacion del peréxido de hidrégeno
formando reacciones metabdlicas, siendo por esta razéon denominada
peroxidasa. Sin embargo, a diferencia de la estructura de las células de
los mamiferos, la principal caracteristica especifica que da nombre en el
organismo en tripanosomatidos es la presencia de enzimas de glucdlisis.
El glicosoma no posee un genoma. Por lo tanto, todas las proteinas
encontradas en él estan codificadas por genes nucleares, traducidas en
ribosomas libres e importadas post-traduccionalmente en el organulo

El flagelo: formado por nueve pares de microtubulos en un circulo junto
con dos microtubulos centrales, todos inmersos en una matriz
citopldsmica rodeada por una membrana celular en su extension
completa, que se presenta en la regibn donde se implanta el cuerpo
celular, una invaginacion llamada bolsillo flagelar.

Estructura Golgi: similar al aparato de Golgi en mamiferos, el cual su
funcién es participar en la glicosilacion de proteinas y trafico de

membranas.

22



6.

El citostoma: parece estar especializado en la evaginacion de la
membrana plasmatica que penetra en el cuerpo celular y participa en la
actividad endocitica; especialmente en epimastigotes, el citostoma es
responsable de aproximadamente el 85% de la endocitosis total.

Bolsillo flagelar: estructura localizada en la base del flagelo y es el
responsable de diversas actividades como endociticas y exociticas.
Reservosomas: se describen como un grupo de monocapas
redondeadas o con estructuras irregulares que contienen varias
inclusiones en su matriz. Se concentran en la region posterior de los
parasitos y desaparecen durante la transformacion de los epimastigotes
en tripomastigotes. Tienen proteasas y acumulan proteinas a partir de la
endocitosis.

El acidocalcisoma: se encontraron estructuras vacuolares que contenian
depdsitos densos en electrones. Estos fueron designados como granulos
de poli fosfato o granulos de volutina. Hasta 1994, no se demostré que
fuera un organulo capaz de transportar protones y calcio, en lo sucesivo
se denomind acidocalcisoma, Ademas participan en homeostasis y

osmorregulacion de pH.

T. cruzi cuenta con diversas enzimas metabdlicas como transialidasa y

cruzipaina pero también cuenta con vias metabdlicas Unicas (ARN trans-
empalme) o como proteinas compartidas con otros, debido a que su
reproduccion es de manera asexual tanto en huéspedes vertebrados como

invertebrados, se cree que tiene una poblacion clonal con una alta diversidad
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reflejada por sus isoenzimas y sus genes codificantes (Bermudez, Davies,

Simonazzi, Pablo Real, & Palma, 2016).

El desarrollo de la eCH varia considerablemente y hay diferencias entre
individuos y localidades geograficas, debido a que T. cruzi es una especie
genéticamente muy diversa y heterogénea, compuesto por diversas cepas que
circulan en la naturaleza con variabilidad genética, donde la principal propuesta
biolégica de T. cruzi fue descrita por Brenner (1977) quien describié la cepa Y y
CL como cepas polares, representantes de la variabilidad intraespecifica
sustancial del protozoario. Recientemente, los principales criterios utilizados en
la caracterizacion de las diversas cepas de T. cruzi incluyen; haplotipos,
unidades de tipificacién discretas (DTU), ADN ribosomal, esquizodemas,
zimodemas, biodemas, sensibilidad a los quimioterapéuticos, virulencia vy

patogenicidad, clinica y patologica.

T. cruzi esta clasificada en seis grupos genéticos, conocidos como
unidades de tipificacién discretas (DTU): (T. cruzi | a T. cruzi VI) Tcl a TcVI,
definido como; "un conjunto de poblaciones que son genéticamente mas
similares entre si que a cualquier otra poblacibn y son identificas por
marcadores genéticos, moleculares o inmunoldgicos, que constituyen unidades
relevantes para la epidemiologia molecular y la evolucién experimental”, donde
cada uno cuenta con distintas propiedades bioldgicas, como la infecundidad, el
tropismo tisular y la susceptibilidad a los medicamentos. Estas caracteristicas

deben tenerse en cuenta cuando se realizan experimentos con nuevas drogas
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porque las diferencias (DTU) muestran variaciones en la expresion y la
actividad de algunas enzimas metabdlicas (Bermudez et al., 2016) (Moraes &
Franco, 2016). Se supone que las cepas o aislados de parasitos obtenidos de
mamiferos o vectores son entidades multiclonales, y sus relaciones
filogenéticas tienen un impacto en la diversidad de los parasitos y las

caracteristicas bioldgicas (Oliveira et al., 1998).

2.2.1 Estadios de Trypanosoma cruzi.

Epimastigote (Figura N°2) (D. E. Teixeira, Benchimol, Crepaldi, & de
Souza, 2012): es una célula que presenta un flagelo anterior, teniendo un
conjunto organizado de microtubulos estables y poco espaciados debajo de la
membrana del cuerpo celular. Los epimastigotes absorben sus nutrientes
mediante la endocitosis de macromoléculas del medio extracelular. Son células
polarizadas con un flagelo anterior, el cistotoma se abre cerca del bolsillo
flagelar e invagina formando la citofaringe que es acomparfada de 4
microtubulos, donde se han observados vesiculas endociticas que contenian
peroxidasa, transferrina, LDL (lipoproteina de baja densidad) o albumina de la
bolsa flagelar o al extremo distal de la citofaringe. Localizando también
enodosomas tardios, ricos en cruzipaina y con un pH luminal alrededor de 6.0.
(Porto-Carreiro et al.,2000). Presenta un cinetoplasto anterior al nlcleo y una
membrana ondulada poco desarrollada que mide entre 20 y 40 um, incluido el
flagelo libre. El nucléolo es esférico, generalmente ocupando una posicién

central. El parasito presenta una movilidad debido al movimiento del flagelo,
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teniendo una intensa actividad replicativa por division binaria longitudinal y
muchas veces de forma rosacea. Esta forma evolutiva no resiste la temperatura
de 37 ° C siendo en un mejor desarrollo de 20-28 °C (Vianna Martins et al.,

2012).

(63

Nucleus -8 { {‘3' Acidocalcisome

Lipid :
inclusions Endoplasmic

reticulum

Flagellum\

. — Lysosome-like

Axoneme

Flagellar Golgi complex

pocket
! Mitochondria

Kinetoplast

Subpellicular
microtubule

—
i

Figura 2 Estructura de epimastigote de
T.cruzi. (D. E. Teixeira et al., 2012)

Tripomastigote (Figura N°3) (D. E. Teixeira et al., 2012) : el estadio no es
capaz de replicarse y se puede encontrar tanto en huésped vertebrado como
invertebrado, siendo tripomastigote metaciclico en el primero y sanguinea en el
segundo. Son formas delgadas que miden aproximadamente 17 um,
presentando un ndcleo grande y central como un cinetoplasto de alta cantidad

de ADN en la porcidn terminal. El flagelo emerge del corpusculo basal cerca del
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cinetoplasto y es largo. La membrana ondulante es estrecha mide entre 12y 20

Mm (Vianna Martins et al,

2012).
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Figura 3 Estructura de Tripomastigote de
T.cruzi. (D. E. Teixeira et al., 2012)

Amastigote: su forma es diferenciada a los otros dos estadios, siendo de
forma intracelular y carecer de un flagelo exterior como una membrana
ondulada. Su movimiento se caracteriza por rotacion y mide aproximadamente
4.0 ym (entre 2.0 y 6.5 ym) de diametro. Su reproduccion es por fisién binaria
longitudinal cada 12 horas, transformandose en el tripomastigote sanguineo

aproximadamente de 11 a 13 horas antes de la ruptura celular. Las formas
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amastigotes, cuando se liberan en la circulacion, también son capaces de

infectar nuevas células como corazon e intestinos(Vianna Martins et al., 2012).
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Figura 4 Estructura de amastigote de
T. cruzi. (D. E. Teixeira et al., 2012)

2.3 Manifestaciones Clinicas

Los signos y sintomas en huéspedes silvestres y domésticos infectados
con eCH suelen ser similar al desarrollo de la enfermedad en el humano, donde
existe una fase aguda y crénica, produciendo un dafio que puede permanecer
por afnos o inclusive décadas. En conejos, perros, gatos, ratas y conejillos de
india infectados con T. cruzi se ha observado: desarrollo de insuficiencia
cardiaca, cianosis, edema, hidrotérax e hidropericardio, como también ha sido
descrita alteraciones como; bradicardia, arritmias y muriendo por insuficiencia
cardiaca. En el caso de perros se ha tenido bien estudiado la infeccion aguda
en jévenes que presentan: miocarditis con arritmia en la fase cronica, los perros
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presentan una insuficiencia cardiaca progresiva cronica o insuficiencia cardiaca
congestiva bilateral o del lado derecho (A. R. L. Teixeira et al.,, 2011) (Esch &

Petersen, 2013).

2.4 Epidemiologia

Actualmente la distribucion de la enfermedad abarca el Norte, Centro y
Sur de Ameérica, junto con Estados Unidos, donde existe una convivencia de
vector triatomino y reserva de fauna silvestre, guiando la propagacién de T.
cruzi. Los animales domésticos como el perro (familia Canidae) y gato (familia
Felidae) han demostrado tener altas prevalencias con la infeccién de T. cruzi de
forma natural, siendo un gran factor de riesgo para la propagacion de la
enfermedad y participando en la transmisién peri-domiciliar y domiciliaria. En
cuanto a fauna silvestre, los marsupiales procedentes del género Didelphis
(Marsupialia: Didelphidae) son considerados como los primeros hospedadores y
reservorios de T. cruzi en Sudamérica, como es el caso del tlacuache y la
zarigleya, donde se ha estudiado que son capaces de mantener las 3 fases de
la enfermedad (epimastigote, tripomastigote y amastigote) en las glandulas
anales, como en las zariglieyas que también han jugado un papel importante
para la propagacién de la enfermedad debido a su interaccién con el triatomino
directo en su habitat normal, dando hincapié a la contaminacién en el medio
ambiente y por consiguiente, el consumo de carne cruda entre animales o en el
caso del humano al momento de no cocinar bien la carne y consumirla (A. R. L.

Teixeira et al., 2011) (Bermudez et al., 2016).
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En la Universidad de A&M en Texas, se observd el desarrollo de la
enfermedad cardiaca en la fauna infectada, como es: mapache (Procyon lotor),
coyote (Canis latrans), zorro gris (Urocyion cinereoargenteus) y gato montés
(Lynx rufus), donde se encontrd que los mapaches eran positivos a T. cruzi con
el tipo de DTU: (T.cruzi IV) TclV y de ese mismo grupo confirmado, solo un
mapache portaba ambos tipos de DTU: (T. cruzi 1) Tcl y (T. cruzi \V) TclV,
concluyendo que los mapaches, siendo especies mamiferas habitando en el
mismo lugar que el triatomino son un foco de infeccion para que T. cruzi pueda

mantenerse y el ciclo bioldgico continte (Curtis-Robles, Lewis, & Hamer, 2016).

Las aves han sido reportadas como fuente de infeccion de T. cruzi, se ha
visto presente en la eclosion, pero la infeccidbn se encuentra mediante la
inoculacién de tripomastigotes de T. cruzi infecciosos en la camara de aire de
huevos de gallina fértil, los cuales se dividen en amastigotes y se pueden ver en
las células de embrion al dia 8 de crecimiento, donde el mecanismo del sistema
inmune innato elimina la infeccidén y estan libres de parasitos, pero por lo tanto
esto no significa que el triatomino que se alimente de las aves sea un

impedimento para la infeccién hacia el humano (A. R. L. Teixeira et al., 2011).

La distribucion en la Republica Mexicana ha abarcado estados como:
Jalisco, Morelos, Campeche y Yucatan, como zonas endémicas. En el estado
de Campeche se ha reportado la prevalencia de seropositividad de T. cruzi
siendo mas alta en perros que en personas, con 9.5 % de positividad en perros

callejeros y 5.3 % de positividad en perros de propiedad, en el caso del gato es
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menor la prevalencia. Yucatan ha sido reportada como zona endémica,
afectando en su mayoria a perros y humanos, donde se ha observado que los
triatominos prefieren alimentarse de los perros quienes han sido reportados
como agentes reservorios del parasito y su resultado en estudios de prevalencia
revelan que los perros geriatricos a comparacion de los jovenes son los mas
afectados y que debido a la adaptacion del vector se propaga tanto en zonas
rurales y urbanas, donde el T. dimidiata ya esta establecido en Mérida, Yucatan.
En un estudio en el municipio de Allende, Nuevo Leodn, confirmaron que de 118
muestras del vector T. gerstaeckeri solo 37 (43 %) fueron positivas a T. cruzi
(Esch & Petersen, 2013) (Molina-Garza, et al., 2015) (Jiménez-Coello, et al.,

2015).

Respecto al area del norte de México, en el estado de Nuevo Lebn en el
2017, el Dr. Galaviz y colaboradores realizaron un estudio en 3 diferentes
areas; rural, sub-urbana y urbana, obteniendo resultados de prevalencia de un
14,5 % del total de las muestras: con un 32 % en zorrillos y de 15 % en perros
domeésticos, aclarando que las muestras no fueron homogéneas, en este ultimo
se diagnosticaron con los signos clinicos mas frecuentes como es: miocarditis,
arritmia, anorexia y muerte subita en cachorros menores de un afo,
desarrollando los signos similares al humano, también se encontré que el
triatomino T.gerstaeckeri esta asociado a Neotoma micropus, el cual se
encontraba infectada de forma natural con T. cruzi (33%-59.6%), identificando a

nivel de genotipificacién que el T. cruzi | es el que se distribuye por vectores
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triatominos y se asocia con ciclos selvaticos y domésticos (Galaviz-silva, et al,

2017).

2.5 Tratamiento farmacolégico

Para el tratamiento de la eCH en el humano esta registrado desde hace
cuatro décadas dos farmacos aprobados para su uso; nfx (derivado de
nitrofurano/(Lampit® Bayer) y bzl (derivado nitroimidazol/Ragonil, Rochagan®).
Ambos farmacos comparten buenas caracteristicas como; mejor tolerancia en
los nifios y mayor efectividad durante la fase aguda de la infeccién por T. cruzi,
donde existe evidencia documentada de que algunos DTU son naturalmente
resistentes a los compuestos nitroheterociclicos pero una vez que es aplicado
en fase cronica llegan a generar efectos adversos como: neurotoxicidad,
linfadenopatia  por  neuropatia  periférica, agranulocitosis, purpura,
trombocitopenia, dolor articular, muscular y alteraciones dermatolégicas. Por lo
tanto, estos farmacos no llegan a tener gran efectividad contra el parasito
debido a la diferencia genética tanto entre cepas como la variedad de DTU de
T.cruzi, donde se le atribuye la informacién sobre la resistencia del parasito a
los compuestos nitroheterociclicos debido a esta diferencia entre poblaciones
genéticas (Castillo-garit et al, 2011)(Garcia-torres & Pérez-montfort,
2011)(Moraes & Franco, 2016) (Bermudez et al., 2016). En el caso del bzl se ha
encontrado que después de la aplicacion en fase aguda, la eficacia en la

eliminacion de anticuerpos de T. cruzi es mas eficaz en América del Sur que en
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Centroameérica (Pérez-Molina, Perez, Norman, Monge-Maillo, & Lépez-Vélez,

2015).

En Medicina Veterinaria no existe un tratamiento especifico para
animales domésticos. En Brasil se realizé un estudio con 30 caninos mestizos
infectados con cepa Berenice-78 (T.cruzi 1) con 4 meses de edad, con el
objetivo de observar la carga de parasitos usando el tratamiento bzl y ver que
mejoria alcanzaria a nivel del tejido muscular en la fase crénica, en donde
realizaron 3 grupos; perro sanos, sin infectar y sin tratamiento. En los resultados
de 30 dias después el tratamiento se observd una marcada reduccion de la
carga parasitaria en el torrente sanguineo; por medio de ensayo de
hemocultivo. Los resultados de PCR arrojando resultados negativos del 82 %
de los animales tratados, pero aun asi un ano después del tratamiento se
detecté un aumento progresivo de parasitos en el torrente sanguineo, lo que
concluye que tanto en humanos como en especies mamiferas no existe un
tratamiento eficaz que nos pueda ayudar a eliminar el parasito tanto en fase

croénica como en aguda y sin tener efectos adversos (Santos et al., 2016).

2.5.1 Mecanismo de accion (benidazol y nifurtimox)

Los tratamientos utilizados internacionalmente en humanos son
compuestos nitroheterociclicos que actua por la reduccién ciclica del grupo nitro
por medio de la enzima superéxido dismutasa produciendo un radical de
hidroxilo oxidante, que se oxida y forma un superdxido, generando el

incremento de la produccidén de especies reactivas de oxigenos, donde genera
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al estrés oxidativo del parasito. Wilkinson en 2008 propuso que la
nitrorreductasa tipo | (NTR) es la principal enzima involucrada en el mecanismo
de los farmacos nitroheterociclicos en T.cruzi y T.brucei, esta via produce un
nitrilo insaturado de cadena abierta que muestra citotoxicidad equivalente tanto
en ceélulas parasitarias como mamiferas (Bermudez et al., 2016), aun y
conociendo los mecanismos, estos compuestos no se limita al parasito,
llegando a afectar en misma proporcion a las células mamiferas y generando

efectos adversos (Sanchez, Vélez, Restrepo, Marin, & Gallego, 2016).

El mecanismo de accion de nfx involucra la produccion de radicales
libres, por medio de la via de reduccidén del grupo nitro a radicales anidnicos
inestables  peréxido de hidrogeno y metabolitos electrofilicos, donde la
reduccion de nfx mediante la NTR frena el anillo de furano produciendo un
nitrilo de cadena abierta insaturado que es tan téxico que afectan a T. cruzi,
siendo el paréasito deficiente en mecanismos de detoxificacion para metabolitos
de oxigeno, particularmente peréxido de hidrégeno, lo que lo hace mas

susceptible al estrés oxidativo (Apt B et al., 2008).

El bzl es un compuesto poco hidrosoluble que afecta directamente su
biodisponibilidad. La baja solubilidad de bzl combinada con un tratamiento de
dosis alta durante largo periodo de tiempo desencadena reacciones adversas,
afectando la biodiposnibilidad y disminuyendo la efectividad en fase crénica. Su
mecanismo estado dado inhibiendo la NADH fumarato reductasa produciendo

alteraciones en la cadena respiratoria, donde se cree que la toxicidad del bzl
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aparece debido a la interaccion de sus metabolitos reactivos con el ADN;
proteinas y lipidos u otros componentes celulares relevantes. En estudios se ha
encontrado que bzl se une a los tioles de bajo peso molecular y a proteinas que
inactivan las enzimas cuyo sitio activo involucra residuos de cisteina, como el
sistema de la tiroxina peroxidasa-triparoxina. También encontraron que BZL se
unia covalentemente al acido piroglutamico y a los residuos de valina. Por lo
tanto, los autores propusieron un nuevo mecanismo de accion BZL, pero su via
exacta y las enzimas involucradas se descubrirdan en experimentos futuros

(Castro, 2013) (Bermudez et al., 2016).

2.6 Nuevas alternativas de tratamiento

Las quinonas son compuestos que se encuentran distribuidos en la
naturaleza, su clasificaciéon depende de la estructura quimica de cada una de
ellas y dentro de las cuales, las mas frecuentes son: benzoquinonas
(monociclicas), naftoquinonas (biciclicas) y atranquinonas (triciclicas) como se

muestra en la Figura N°5 (Leyva, 2016).

4 oh ol

Benzoquinona Naftoquinona  Antraquinona
Monociclica Biciclica Triciclica

Figura 5 Clasificacion y estructura de las quinonas. Se aprecian los diferentes derivados de

quinonas que, dependiendo de la fase quimica, corresponden a la familia.
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Las naftoquinonas pertenecen a compuestos carbonilicos (a,B-instaurados)
siendo compuestos ciclicos derivados del naftaleno, su estructura consiste en
dos anillos hexagonales fusionados que comparten un par de atomos de
carbono y se caracteriza por tener dos grupos carbonilos en posicion; 1,4-
naftoquinonas y 1,2- naftoquinonas como se muestra en la Figura N°6 (Cantu
Gonzalez, Palomo Ligas, Nery Flores, Lopez Lopez, & Barajas Bermudez,

2012).

Naftaleno (1)

O O
) Oy
O
1,4-Naftoquinona (2) 1,2-Naftoquinona (3)

Figura 6 Estructura quimica de los diferentes grupos de naftoquinonas. Observar los dos
grupos derivados de naftoquinonas, provenientes del grupo naftaleno.

En estudios actuales se ha trabajado con derivados de naftoquinonas que estan
presentes en varias plantas, como es el caso del Lapachol (a-lapachona y B-
lapachona), que son aislados a partir del arbol de la familia Bignoniaceae
(Cantu Gonzéalez et al, 2012). En el 2008, Bolognesi y colaboradores,
seleccionaron compuestos a partir de la estructura del lapachol (Figura N°7),
donde seleccionaron la unidad de quinona como la estructura central para la
derivatizacién combinatoria. Sobre la informacion obtenida de la actividad de
lapachol, se seleccion6 en la base los andamios naturales 1,4-naftoquinona y
1,4-antraquinona y se incorporé en la posicion 2 el elemento estructural

36



denominado Triclosan, siendo reportado como un biocida que mata formas
prociclicas del torrente sanguineo de T.brucei. La pequena libreria fue evaluada
contra T. b. rhodesiense, T. cruzi, y L. donovan. siendo realizada en la fase de
amastigote de T.cruzi, donde la mayoria de compuestos sintetizados mostraron
tener una actividad biolégica mas potente que su farmaco de referencia; bzl, en
el caso de la libreria con la estructura 1,4-naftoquinona (2-fenoxi-1,4-
naftoquinona) mostré6 una buena actividad sobre el parasito, sin embargo, la
actividad en una linea celular L6 resultd ser toxico, por lo tanto se vieron en la
necesidad de seguir realizando mas sintesis de compuestos o adicionar grupos
para bajar la citotoxicidad y sea igual o mas efectiva en la actividad biolégica

(Bolognesi, Lizzi, Perozzo, Brun, & Cavalli, 2008) (Leyva, 2016).

O o 3
Cl OH
() + +( )0
Cl Cl
2 9) o)
) Triclosan
1,4-naftoquinona 1,4- antraquinona

\ J

O
/ - ~ . - e -
O‘ Disefio de libreria y sintesis
OH
1 4 0

0
Estrcutura proveniente del O‘ Q
arbol lapachol

Familia Bignoniaceae 0

Figura 7 Esquema de derivatizacion combinatoria de naftoquinonas.El grupo de
Bolognesi y colaboradores (2008) realizaron una pequefa libreria a partir de la estructura
proveniente del arbol lapachol, donde agregaron 2 andamios quinonicos (2) junto al triclosan (3)
y apartir de la libreria (4) lo evaluaron contra la fase de amastigote de T. cruzi.
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La estructura lapachol (B-lapachone) ha sido investigada en Argentina y
Brasil, donde se observé que los epimastigotes de T.cruzi con fracciones
mitrocondriales o microsomales, junto con NADH o NADPH, inducen la
liberacion del radical de anion superéxido y H>O , en el caso de la fases de
amastigote y tripomastigote tuvieron resultados con la reordenacion de la
cromatina, alteracidn de las membranas nucleares y citoplasma, como la
inflamacion mitocondrial, como también la inhibicién del ADN y ARN y en menor

proporcién la sintesis de proteinas (Pinto y De Castro, 2009).

2.6.1 Mecanismo de accion de las Naftoquinonas

Las naftoquinonas estan involucradas en diversos procesos, siendo
quimicamente el producto de la oxidacion de compuestos aromaticos para
formar las dicetonas. Se ha observado que forman puentes de hidrégenos entre
las quinonas y proteinas en sistemas biolégico, siendo responsables de las
propiedades redox, siendo por medio de procesos de Oxido-reduccién ya que
tienen la capacidad de aceptar uno o dos electrones y formar un radical anién o
dianén, donde esta propiedad dependera directamente de la estructura quimica

(Leyva, 2016).
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Figura 8 Esquema representativo del metabolismo de la quinona, ciclo redox y
produccion de metabolitos electrofilicos. El ciclo redox de las quinonas inicia con reduccién
de uno o dos electrones que son catalizados por enzimas como: NADPH-citrocromo P450
reductasa, NADPH citocromo b5 reductasa o NADPH ubiquinona oxido reductasa, donde se
producen semiquinonas inestables las cuales van a depender de diversos factores como: la
concentracion del sustrato, la actividad enzima-sustrato, temperatura, pH y del mismo potencial
de la reduccion de la quinona, la cual traspasa electrones al OX|geno molecular (O,), regresando
asu estructura quinoidal, generando un radical anién superéxido (O*) (Leyva, 2016). El oxigeno
molecular (O% puede formarse en peréxido de hidrogeno (H,O,) a través de una reaccion
catalizada por el (SOD) superoxido dismutasa, seguido de la formacion de un radical hidroxilo
(OH) mediante la reduccion de peréxido catalizada por hierro a través de la reaccién de Fenton,
en el interior de la célula, donde el (H,O,) puede atribuir a la oxidacién de ciertas biomoléculas,
generando radicales libres. Todas estas especies altamente reactivas pueden reaccionar
directamente con el ADN u otras macromoléculas celulares, como los lipidos y las proteinas, lo
que dafa las células (Pinto & De Castro, 2009) (Leyva, 2016).
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3 Materiales y Métodos
3.1 Sintesis de derivados de 1,4-naftoquinonas

Los compuestos derivados de 1,4-naftoquinonas (Figura N° 9) fueron
sintetizados en el Departamento de Quimica Organica de la Pontifica

Universidad Catélica de Chile.

O
O

Figura 9 Esquema representativa de la estructura de la 1,4-naftoquinona con sus
diversos grupos a evaluar.

COMPUESTOS SUSTITUYENTES
X R1 R2
Ce-Q2 H NO, CH,
Ce-Q83 H NO, Cl
Ce-Q5 Cl CH, NO,
Ce-Q6 Cl NO, CH,
Ce-Q7 Cl NO, Cl
Ce-Q8 Cl H NO,
Ce-Q9 Br CH, NO,
Ce-Q10 Br NO, CH,
Ce-Q11 Br NO, Cl

Tabla | Representacion de los 9 compuestos a evaluar con sus diferentes grupos
localizados en la estructura de la 1,4-naftoquinona.
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Figura 10 Compuestos derivados de 1,4-naftoquinonas a evaluar. Los
compuestos fueron sintetizados a partir de la estructura quinona como su principal
nucleo, agregando como nuevo dos grupos halogenados: bromo y cloro, posicionados
en diferentes partes de la estructura, junto con el grupo nitro e hidrogeno.
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3.2 Lugar donde se realizaron las evaluaciones de los derivados de
1,4-naftoquinonas.

La evaluacion in vitro fue realizada en el Departamento de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn.

La citotoxicidad fue evaluada en el Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn.

La evaluacion ex-vivo fue realizada en el Departamento de Parasitologia
de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas perteneciente al Instituto
Politécnico Nacional de la Ciudad de México.

La evaluacién in silico fue trabajada con el Departamento de
Bioinformatica de la Facultad de Quimica perteneciente a la Universidad

de la Republica de Uruguay.
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3.3 Evaluacion in vitro de los nuevos derivados de 1,4-naftoquinonas

sobre epimastigote.
3.3.1 Condiciones de cultivo de epimastigote de T.cruzi.

Los epimastigotes fueron cultivados en un medio de cultivo axénico
compuesto por un caldo de infusion cerebro-corazéon (BHI), suplementado con
suero fetal bovino al 10% y 1% de estreptomicina con penicilina a 500 mg en

una incubadora a 28°C (Cristian Aurazo, 2014) (Fournet et al., 1990).

3.3.2 Solucion Stock y diluciones seriadas de los compuestos
derivados de 1,4-naftoquinona.

Los compuestos fueron proporcionados en forma pura en polvo y se
prepararon soluciones stock a una molaridad de 24 mM, el cual cada
compuesto fue pesado de 2 a 4 mg a evaluar y re suspendidos en 1 ml con

DMSO menor a 1%.

3.3.3 Evaluacion in vitro de epimastigote.

El ensayo se realiza con la fase exponencial de epimastigote de cepa
INC-5 y NINOA en cultivo al dia 5, donde se colocdé 10 pl en la camara de
Neubauer para su conteo y alcanzar una concentracién inicial de 1x10°
células/mL. Se realizé un screening inicial para evaluar el (Porcentaje de
inhibicién de crecimiento del parasito) %PIC y saber si existe una actividad
bioldgica de los nuevos derivados 1,4-naftoquinonas. Los compuestos fueron
probados a partir de 10 uM en una placa de 96 pocillos, donde se coloc6 295 ul

de medio con parasitos con su concentracién inicial y 5 pl de compuesto, por
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triplicado. El crecimiento del parasito fue medido por absorbancia a 630 nm al
dia 0 y 5 de inoculacion, todos los compuestos que hayan obtenido un PIC
mayor al 70%, se utilizaron para realizar el ICsy a diferentes diluciones seriadas.
Esta prueba constd de un blanco en condicién de esterilidad con ausencia de

parasitos y DMSO, la placa de 96 pocillos fue incubada a 28°C.

El porcentaje de inhibicion fue calculado con la siguiente formula:

PIC= {1-(ABS p5-ABS p0/ ABS b5-ABSb0)}*100, donde:

P5: Absorbancia problema dia 5
PO: Absorbancia problema dia 0
ABS b5: Absorbancia blanco dia 5

ABS b0: Absorbancia blanco dia 0

Para determinar el 1C5y de los compuestos antes mencionados se probd a
diferentes diluciones seriadas cada compuesto; 5 uM, 2.5 uM, 1,25 uM y 0.625
UM, realizado por triplicado y con un control de parasito con medio axénico y
parasitos con medio axénico y DMSO. La evaluacion de ICs, fue realizada por
medicién de absorbancia al dia 0 y al dia 5 de inoculacién y los datos de cada
concentracion fueron calculados con la formula de %PIC por triplicado y
analizados en el programa Origin Lab 8 SROv8.0724 (B724) OriginLab
Corporation, siendo la concentracion minima necesaria del compuesto para

reducir el 50% de los epimastigotes. En cada ensayo se utilizé6 un farmaco de
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referencia; nfx, a las mismas concentraciones y diluciones seriadas (Vazquez et

al., 2015).

3.4 Evaluacion ex-vivo de tripomastigote.
3.4.1 Condiciones de cultivo de tripomastigote.

Se infectaron ratones CD1 de 6-8 semanas de edad con tripomastigotes por via
peritoneal con las cepas INC-5 y NINOA de T.cruzi. El curso de la infeccion
continué durante 4-6 semanas, cerciorando que llegue a una alta parasitemia
para la evaluacién por medio de conteo de gota de sangre en la camara de
neubaeur y una vez obtenido, se extrae por puncion cardiaca utilizando
heparina sodica como anticoagulante. Los experimentos con animales se
realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999)

publicada el 22 de agosto de 2009 (Chacén-Vargas et al., 2017).

3.4.2 Evaluacion ex —vivo de tripomastigote en cepa INC-5 y NINOA.

La sangre se extrajo y se ajusté a 1x10° tripomastigotes del flujo
sanguineo / mL, contado por medio de la camara de neubaeur. En cada pocillo
de la placa de 96 pocillos, se sembraron 90 pyL de sangre infectada y 5 uL de
derivados de 1,4-naftoquinonas y diluciones de farmacos de referencia; bzl y
nfx, alcanzando en cada pocillo un volumen final de; 100 uL. Cada ensayo se
realiz6 por triplicado. Los primeros 2 compuestos con el mejor ICso en cada
cepa en epimastigote, fueron evaluados en tripomastigote en ambas cepas,
realizando la evaluacién con diluciones seriadas a; 20 uM, 10 uM y 5 uM. Las
microplacas se incubaron a 4 ° C durante 24 h. Los tripomastigotes del torrente
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sanguineo se cuantificaron por el método de Brener-Pizzi, colocando 5 pL de
sangre en un portaobjetos y se cubrieron con un cubreobjetos de 13 x 13 mm.
Los protozoos modviles se contaron en 15 campos a aumento de 40X utilizando
un microscopio optico. Todos los compuestos se analizaron con un porcentaje
de lisis> 50, donde se utilizaron 3 concentraciones para poder alcanzar la
concentracion de lisis del 50% de la poblacion (CLsg). Como control negativo de
la lisis, se usaron pozos con tripomastigotes sanguineos no tratados y como
control positivo, se usaron pocillos con los farmacos de referencia (nfx y bzl). El
porcentaje de lisis se determind comparando los tripomastigotes restantes con
el control negativo. LCsy se determiné con la herramienta de regresion lineal

(Chacén-Vargas et al., 2017).
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3.5 Citotoxicidad inespecifica de los derivados de 1-4 naftoquinonas
en macrofagos murino J774 y células hepaticas murina de
hepatocito BpRc1 (ATCC® CRL-2217 ™) con ensayo de viabilidad
celular con MTT.

3.5.1 Condiciones de Cultivo de la linea celular murina de hepatocito

BpRc1 (ATCC® CRL-2217 ™),

La linea celular BpRc1 (ATCC® CRL-2217 ™). utilizada se cultivdé en
condiciones Optimas para el crecimiento, es decir, las células se mantuvieron a
una temperatura de 37 ° C, humedad relativa de =82%, atmdsfera de 95% de
aire y 5% de CO; en una incubadora con atmaosfera de CO, (Thermo Scientific).
Se utilizaron los medios de cultivo recomendados (GIBCO®) suplementados
con penicilina / estreptomicina (GIBCO®) y suero fetal bovino (SBF, GIBCO®).
El mantenimiento de la linea celular utilizada se realiza de acuerdo con la
informacion proporcionada por la guia ATCC correspondiente (Gomez-Trevifio,

A. et al, 2013).

3.5.2 Evaluacion de citotoxicidad en linea celular murina de
hepatocitos BpRc1 (ATCC® CRL-2217 ™),

Para establecer una medida de citotoxicidad de naftoquinonas, se
prepararon placas de cultivo celular de 96 pocillos con una linea celular murina
de hepatocito BpRc1 (ATCC® CRL-2217 ™), donde se dejaron incubar por 24
horas en temperatura de 37 °C, humedad relativa de 82%, atmésfera de 95%
de aire y 5% de CO. hasta alcanzar una confluencia del 70-80% en cada

pocillo. Los compuestos fueron expuestos pasada las 24 horas, por triplicado,
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se colocaron 3 concentraciones; 20 uM, 10 uM y 5 uM, se colocé 95 ul de medio
y 5 ul de cada compuesto, se dejé incubar la placa con los compuestos por 24

horas.

3.5.2.1 Evaluacion de viabilidad de los nuevos derivados de 1,4-

naftoquinonas.

La viabilidad fue evaluada por medio del método de tincidon de rojo neutro.
La linea celular entrd en contacto con los compuestos a la misma concentracion
utilizada en el ensayo in vitro. El efecto citotoxico se desarrollé por exposicidén
directa al contacto con la preparacion por 24 horas. El método para determinar
la viabilidad celular fue establecido por Scudeiro (Scudeiro, D. et al., Cancer

Research, 1998)

3.5.2 Cultivo celular de macréfagos murinos J774.

La linea celular de macrofagos murinos J774 fue cultivada con medio
RPMI 1640 (GIBCO) con SFB al 2% y una temperatura de 37 °C con 95% de

humedad y 5% CO..

3.5.3 Ensayo de citotoxicidad en linea de macréfagos murinos J774.

La evaluacion de citotoxicidad en macréfagos se realizé solo con los 4
mejores compuestos que se utilizaron en la evaluacibn ex-—vivo en
tripomastigote. El ensayo se realiz6 en una cajilla de 96 pocillos, donde en cada

pocillo se colocaron 50,000 células de macréfagos y se dej6é incubar por 24
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horas para alcanzar una confluencia del 70-80% de macréfagos. A partir de las
24 horas se desech6 el medio antiguo y se coloc6 95 ul de medio nuevo con 5
ul de la concentracién de cada compuesto a probar por triplicado hasta obtener
un volumen final de 100 pl, las concentraciones fueron; 20 uM, 10 uM y 5 uM.

En la placa se utilizaron los siguientes controles:

e Positivo: macréfagos con medio de cultivo
e Negativo: macrofagos sin medio de cultivo

e Farmaco de referencia: nfx (a las mismas concentraciones)

Se dej6 incubado por 24 horas a una atmosfera de 37°C con 95% de

humedad y 5% de CO..

3.5.3.1 Ensayo de viabilidad de macréfagos murinos J774 de los nuevos

derivados de 1,4-naftoquinonas.

Pasado las 24 horas se retir6 el medio de cultivo de la placa con los
compuestos y se realizaron 2 lavados con PBS y se realizé el ensayo de
viabilidad por MTT. Se preparé la solucién de MTT (0.1mg/ml) en PBS estéril
0,2% glucosa (200 mg, PBS 10x 10 mL, agua miliQ 90 mL) y se adicionaron
100 uL de esta solucién en cada pocillo. Se incubo por 3 horas a 37 °C con 95%
de humedad y 5% de CO,. Luego de este procedimiento se retird la solucion de
MTT de la linea celular y se adiciono en cada pocillo 100 uL de DMSO, se dej6
actuar por 30 minutos en la incubadora y se realizé la lectura por medicion de

absorbancia a 570 nm.
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Para el porcentaje de cada compuesto se utilizé la siguiente formula:

%citotoxicidad: (100-(promedio de células con tratamiento/ células sin

tratamiento)*100).

3.6 Ensayo in silico

El modelo farmacoforo fue realizado con el programa (MOE 2015.10)
Molecular Chemical Computting Group Inc suite en Linux en una estaciéon de
trabajo con un procesador de cuatro nucleos equipado con Hyperthread. Las
estructuras tridimensionales de las moléculas fueron presentadas por
minimizacion de energia por medio de MMFF94x como campo de fuerza

(Halgren 1999) y el programa (MOE 2015.10).

Para crear el modelo farmacoférico fue utilizado el esquema de MOE
polaridad carga hidrofobico (PHC), el programa en cada estructura identificara
cual es la parte responsable de cada molécula que tenga la actividad biologica

(Vera et al., 2016).

4 Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico Origin Pro 8 para realizar el analisis de
ANOVA para evaluacion in vitro. La evaluacion ex—vivo fue realizar por
regresion lineal donde la variable dependiente son las concentraciones a probar

y la variable independiente el resultado de CLs.
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5 Resultados

5.1 Obtencion de Porcentaje de inhibicion de crecimiento e ICs, de
1,4-naftoquinonas sobre epimastigote.

Inicialmente se realizO un screening para poder identificar cuales
derivados de la 1,4-naftoquinonas tenian una actividad arriba del 70% PIC
(Porcentaje de inhibicién de crecimiento) sobre las formas de epimastigote en
dos cepas: INC-5 y NINOA, iniciando a una concentracion de 10 um. La
mayoria de estos compuestos mostraron ser inhibidores del crecimiento frente a
la forma de epimastigote de T.cruzi. Los compuestos fueron disueltos en DMSO
en donde la concentracién no alcanzara mas del 1%. En respuesta al screening
(Tabla II) la mayoria de compuestos mostro tener arriba del 70 %PIC, a
excepcion del Ce-Q2, el cual mostro tener un porcentaje bajo al esperado por
ser un compuesto sin ambos halégenos y tener un sustituyente el grupo nitro y
un hidrogeno, inclusive el nfx con cepa INC-5 mostro ser menos efectiva que en
cepa NINOA, a partir del compuesto Ce-Q-3 a Ce-Q11 la mayoria de
compuestos en ambas cepas mostraron tener buena actividad biolégica. En la
cepa INC-5 el compuesto Ce-Q2 y Ce-Q8 fueron los de menor porcentaje junto
con el nfx, teniendo menos del 70 % PIC. En cepa NINOA el compuesto con el
menor porcentaje fue Ce-Q2, en el caso del nfx alcanzo un 99 % PIC. A partir
de los resultados del screening y comprobando que tienen actividad biolégica

sobre T.cruzi se procedi6 a realizar el ICsp.
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Tabla Il Porcentaje de inhibicion de crecimiento sobre epimastigote a 10
uM.

Compuesto Cepa INC-5 Cepa NINOA

Ce-Q2 43+0.03 65+0.04
Ce-Q3 9740.01 9440.02
Ce-Q5 10040.02  954+0.05
Ce-Q6 9640.02  96+0.005
Ce-Q7 98+0.01 100+0.01
Ce-Q8 61+0.23 100+0.06
Ce-Q9 9540.04 100+0.07

Ce-Q10 82+0.10 100+0.01

AL 10040.07  93+0.008

Nfx

50+0.36 99+0.02

Cada compuesto derivado de 1,4- naftoquinonas fue probado sobre dos cepas de epimastigote:
INC-5 y NINOA. El ensayo comprob6 la actividad bioldgica de los derivados a una
concentracién inicial de 10 um, donde la mayoria de los 9 compuestos tuvieron actividad
bioldgica arriba del 70% de PIC (Porcentaje de inhibicion de crecimiento) y se comparé con el
tratamiento farmacolégico actual (Nifurtimox) a la misma concentracién. Cada compuesto viene
con la desviacion std + correspondiente.
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5.1.1 Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria en T. cruzi

Para cada derivado, se realizd un ensayo de dosis-respuesta inicial de 24 mM
para obtener 5 concentraciones diferentes; 10 uM 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uM, 0.625
UM y calcular el ICsp (concentracion inhibitoria del 50% de parasitos), que fue
realizado por el programa, OriginLab Pro 8. Cada compuesto fue realizado por
triplicado en sus diferentes concentraciones. El nfx fue utilizado como el
farmaco tripanosomicida de referencia, solamente el compuesto Ce-Q2 fue
descartado por no tener un porcentaje de inhibicién de crecimiento al exponerlo
a 10 uM en ninguna de las dos cepas. El set de naftoquinonas expuestas
exhibieron una potente actividad biologica sobre el parasito, en la Cepa INC-5
(Tabla N° 2) la mayoria de los compuestos tuvieron mejor actividad sobre el
parasito que nfx (1.30 uM), destacando el compuesto Ce-Q9 (0.04 uM) y Ce-
Q10 (0.41 uM ) entre el set del grupo de naftoquinonas con una actividad
inhibitoria mas potente a diferencia que el nfx, donde los compuestos que
contindan teniendo un buen pronéstico de actividad biolégica son: Ce-Q6 (0.51
uM) y Ce-Q8 (0.64 uM ) comparandolo con el compuesto Ce-Q3 (1.63 uM) que

no mostro tener efecto y siendo aun menos activo que el nfx.

En el resultado de la cepa NINOA (Tabla Ill), los compuestos resultaron ser mas
susceptibles a comparacion de la cepa INC-5. La mayoria de los derivados de
naftoquinonas eran similares al nfx (1.97 uM), el compuesto que destaco fue el
Ce-Q11 (1.14 pM) teniendo el mejor ICsy pero aun asi mostrando ser

equipotente al nfx. A comparacién de ambas cepas el menos apto con ICsy fue
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el compuesto Ce-Q3 (2.26 uM) junto con el compuesto Ce-Q6 (3.06 uM), que
ambos mostraron ser menos potentes que el nfx y por lo tanto su actividad no
es buena en T.cruzi como dentro de los 8 compuestos derivados de 1,4-

naftoquinonas.

Tabla Ill. Concentraciéon minima inhibitoria del 50% de parasitos
(IC50) en cepa INC-5 y NINOA de epimastigote de T.cruzi (media + DE)

Compuesto INC-5 NINOA
Ce-Q3 1.63+0.02 2.26+0.07
Ce-Q5 0.67+0.02 1.45+0.03
Ce-Q6 0.51+0.02 3.06+0.05
Ce-Q7 0.66+0.01 2.15+0.83
Ce-Q8 0.64+0.02 1.41+0.05
Ce-Q9 0.04+0.02 1.84+0.18

Ce-Q10 0.41+0.01 1.70+0.42
Ce-Q11 0.88+0.03 1.14+0.03
Nfx 1.30+0.23 1.97+0.05

4Compuesto a diferentes diluciones (10 pM, 5 pM, 2.5 uM, 1.25 uM, 0.625 pM)

Los datos representan la desviacién estandar + de los experimentos por triplicado.
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5.2 Evaluacion de tripomastigote en cepa INC-5 y NINOA.

Los compuestos fueron evaluados en tripomastigote en ambas cepas utilizadas
en la evaluacion in vitro de epimastigote: INC-5 y NINOA. Eligiendo los 2
mejores compuestos con la mejor actividad de ICs en la evaluacion in vitro de
cada cepa. En el caso de la cepa INC-5 se escogié el compuesto Ce-Q9 (ICsp:
0.04 uM) y Ce-Q10 (IC 50: 0.41 uM) y en cepa NINOA fue: Ce-Q11 (IC 50: 1.14
uM) y Ce-Q18 (IC 50: 1.41 uM), aun asi, se tomé la decisiéon de evaluar los 4
compuestos sobre tripomastigote en cepa INC-5 y NINOA. La evaluacién fue
realizada para obtener el CLsy (Concentracion letal de 50% de parasitos),
siendo determinada partir de los porcentajes de reduccién junto con el logaritmo
de la concentracién de cada compuesto. Los resultados (Tabla IV) en la cepa
INC-5 destacé el compuesto Ce-Q10 con (CLsg: 24.74 uM) y en cepa NINOA
Ce-Q11 (CLsp: 20.01 puM), manteniendo el rango similar a los farmacos de
referencia que fueron utilizados: nfz y bzl. En cepa INC-5 dentro de los 4
compuestos, ninguno destaco con una buena actividad biol6gica, a
comparacién con el nfx y bzl, pero aun asi el que tuvo la mejor actividad dentro
de los 4 compuestos fue el Ce-Q10 (CLso: 24.74 uM). En el caso de la cepa
NINOA, solo 1 compuesto de los 4, destaco a diferencia de los farmacos de
referencia, como es el caso del Ce-Q11 (CLsp: 20.01 uM) demostrd ser similar
al nfx (CLsp: 20.06 uM) pero a diferencia del bzl (CLso. 23.50 uM) mostro tener

una mayor actividad.
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Tabla 1V Resultados de Concentracion letal del 50% de parasitos de
tripomasigote.

INC-5 Error NINOA Error std
COMPUESTO
CLso (UM) std CLso (pM)
CE-Q8 39.11 9.99 35.03 3.97
CE-Q9 27.50 7.75 35.36 4.56
CE-Q10 24.74 10.00 28.10 5.57
CE-Q11 24.76 6.84 20.01 7.54
NFX 20.03 11.33 20.06 3.91
BzL @ 23.50 9.09

La tabla muestra los valores de concentracion letal del 50 % de tripomastigote en dos cepas:
INC-5 y NINOA, junto al error std por ser un método de apreciacion. Donde los compuestos
mostraron tener actividad sobre el parasito y fue comparado con los farmacos que se conocen
actualmente como parte del tratamiento: bzl (benznidazo) y nfx (nifurtimox).
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5.3 Citotoxicidad en Hepatocitos BpRc1 (ATCC® CRL-2217 ™)

Los derivados de naftoquinonas en 24 horas no presentaron citotoxicidad
(Figura 2), a excepcién de los compuestos Ce-Q2, Ce-Q3, Ce-Q9 y Ce-Q10 que
a una concentracion de 20 uM mostraron tener mas del 50% de toxicidad, a
diferencia del farmaco de referencia utilizado: Nifurtimox, el cual no rebaso el
20% de toxicidad a esa misma concentracion. En la Figura 1 a concentracion de
10 uM y 5 uM mostraron mas del 75% de viabilidad en donde en el caso de los
compuesto, los grupos hidrogeno y grupo metilo, no favorece la actividad en
una linea celular. El mejor compuesto que tuvo menor toxicidad y fue abajo del
50 % en la concentracion 20 uM es el Ce-Q11 el cual en su estructura esta
participe los dos halégenos: bromo y el color y un grupo nitro. El compuesto Ce-
Q11 en las otras dos concentraciones se mantuvo similar o mas abajo que Nfx,
donde se puede conjeturar con mas razdn que la posicion del grupo nitro en la
molécula y la participacién de ambos halégenos ayudan que sea menos toxico y
se pueda usar a concentracidn mas alta. Se ha observado que la lapachona,
estructura de donde proviene la quinona es toxica para una variedad de cancer
en humanos y siendo parte este mecanismo de accién también el responsable
de su comportamiento tripanosomicida como inhibidor del ADN topoisomerasa
Il, induciendo una nueva via de muerte celular independiente a la caspasa y
p53, aumentando la produccién de radicales de oxigeno (Salas, Faundez,

Morello, Maya, & Tapia, 2011).
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Figura 11 Porcentaje de citotoxicidad en los derivados de 1,4-naftoquinonas en
una linea celular de Hepatocitos BpRc1.La grafica muestra el resultado de toxicidad en
una linea celular de BpRc1 de los 9 compuestos derivados de 1,4-naftoquinonas,
utilizando un farmaco de referencia (nfx) a 3 diferentes concentraciones (20, 10, 5 uM) en
donde las concentraciones de 5 y 10 uM tuvieron un porcentaje menor al 25% de
toxicidad, destacando el compuesto Ce-Q11 similar o menor al nfx.
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5.4 Citotoxicidad en macréfagos murino J774

La prueba fue realiza con 4 compuestos (Ce-Q8, Ce-Q9, Ce-Q10 y Ce-
Q11) derivados de 1,4-naftoquinonas fueron seleccionados por tener la mejor
actividad de evaluacion in vitro en epimastigote y fueron probados en
tripomastigote. La citotoxicidad se realizé con 3 concentraciones: 20 uM, 10 uM
y 5 uM, donde también se utilizé el farmaco de referencia (nfx) a las mismas
concentraciones, aun asi se conoce que la concentracién de 7 uM, no es toxica,
ya que es la dosis recomendada en el tratamiento agudo. Los resultados
obtenidos muestran que a la concentracién de 20 uM del compuesto Ce-Q9 a
Ce-Q11 mostraron tener una toxicidad de mas del 50%, en el caso del
compuesto Ce-Q8 donde el porcentaje de toxicidad no atraviesa mas del 25% vy

conforme bajamos concentraciones resultaba menos toxico a diferencia del nfx.
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Figura 12 Evaluacion de citotoxicidad de derivados de 1,4-naftoquinonas
en una linea celular de macrofagos murinos. La grafica muestra el resultado de 4
compuestos derivados de 1,4-naftoquinonas, donde el compuesto Ce-Q8 mostro ser el
compuesto con una buena toxicidad menor al 25% a diferencia del nfx, el cual matuvo
el 25 % de toxicidada las 3 concentraciones.
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5.5 Modelo farmacoférico

Para generar el modelo farmacoférico se alinearon las nueve moléculas
ensayadas mediante una técnica de alineamiento flexible. El alineamiento
flexible consiste en una superposicidén de las estructuras en 3D minimizando las
distancias relativas de los atomos equivalentes de cada par de moléculas a ser
alineadas e incluyendo la flexibilidad a lo largo de los grados de libertad que
refieren a angulos diedros de los enlaces rotables. El modelo farmacoférico se
construyé utilizando el esquema PCH (polar-charged-hydrophobic) del
programa MOE. El farmacéforo fue construido por regla de mayorias en donde
la caracteristica a ser incluida deberia estar presente en el 60% de las
moléculas alineadas. Las principales caracteristicas encontradas a lo largo de

todas las encontradas fueron:

Nomenclatura unificada de las caracteristicas encontradas
Aro: Anillos aromaticos
Hyd: Centro hidrofdbico
Acc: Capacidad aceptora de enlaces de hidrégenos
ML: Sitio de unién a metales

Las caracteristicas pueden presentarse solas o combinadas con otras.
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5.5.1 Evaluacion de las hipoétesis farmacoféricas

5.5.1.1Modelo en epimastigote (Cepa INC-5)

Parar evaluar las hipdtesis del modelo farmacoférico las moléculas se
clasificaron en grupos en funcion a su actividad demostrada en el experimento

(bioactividad alta y bioactividad baja):

Farmacoforo de bioactividad alta

Se alinearon los 4 compuesto derivados de 1,4- naftoquinonas con la mejor
actividad de ICso, en donde las caracteristicas similares se encontraron en el
centro hidrofébico (cuadro rojo) encontrando en la posicion anclado uno de los
dos grupos halogenados: bromo o cloro. En el esquema de arriba se puede
apreciar la estructura molecular y abajo la estructura con solo las caracteristicas

farmacoféricas.
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Farmacoéforos de bioactividad baja

Se alinearon los 4 compuestos derivados de 1,4- naftoquinonas con la menor
actividad de ICso, en donde las caracteristicas similares se encontraron en el
centro hidrofébico (cuadro rojo) encontrando en la posicion anclado uno de los
dos grupos halogenados: bromo o cloro, como algunos metales que se puedan
anclar. En el esquema de arriba se puede apreciar la estructura molecular y
abajo la estructura con solo las caracteristicas farmacoféricas.

Diferencias observadas

La principal diferencia observada entre ambos grupos es la presencia de los
aceptores de unidén a metales (esferas celestes) desfavorece la bioactividad de
la molécula. Se puede sugerir un efecto del grupo nitro NO, sobre la densidad
electrénica de la molécula que reduce la densidad electrénica en el anillo hacia

el grupo nitro debido a la gran electronegatividad de los oxigenos y el nitrégen

62



5.5.1.2 Modelo en epimastigote (Cepa NINOA)

Actividad Alta

Se alinearon los 4 compuesto derivados de 1,4- naftoquinonas con la mejor
actividad de 1Csp en la evaluacion in vitro de cepa NINOA en epimastigote, en
donde las caracteristicas similares se encontraron en el centro hidrofébico
(cuadro rojo) encontrando en la posicion anclado uno de los dos grupos

halogenados: bromo o cloro.

Actividad Baja

En el caso de aquellos compuestos que tuvieron la menor actividad en la cepa
NINOA, sus caracteristicas (cuadro rojo) no favorecen la actividad estando en
diferentes posiciones a la anterior con la actividad alta, destacando los mismos

grupos con el centro hidrofobico y los grupos anclados a metales.
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Diferencias observadas

°F4:Hyd
OFJZHIL O.—’f:;
3 .Fl:Hyd
3:Aro
@
F5:Acc&ML F2:Aro
© ®

La bioactividad se ve favorecida por la presencia de grupos aceptores de
enlaces metdlicos (como presencia del grupo nitro) en las regiones indicadas
con las esferas de volumen celestes mientras que desfavorecidas por la
presencia de dichos grupos en las regiones indicadas con las esferas de

volumen rojas.
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5.5.2 Modelo en tripomastigote - Cepa INC-5 y NINOA

Alta actividad

Se alinearon solamente los 2 compuestos derivados de 1,4- naftoquinonas con
la mejor actividad de CLsp en tripomastigote de ambas cepas, en donde las
caracteristicas similares se encontraron en el centro hidrofébico (cuadro rojo)
encontrando en la posiciéon anclado uno de los dos grupos halogenados: bromo
o cloro, como algunos metales que se puedan anclar. En el caso del esquema
de baja actividad los grupos posicionados en el lado opuestos no ayudan a

generar una buena actividad (cuadro rojo).

Baja actividad
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Diferencias observadas
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La bioactividad se ve favorecida por la presencia de grupos aceptores de

enlaces metdlicos (como presencia del grupo nitro) en las regiones indicadas
con las esferas de volumen celestes mientras que desfavorecidas por la
presencia de dichos grupos en las regiones indicadas con las esferas de

volumen rojas.
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6 Discusion

6.1 Evaluaciéon in vitro de los derivados de 1,4-naftoquinoas en

epimastigote.

Esta investigacion se centra en evaluar nuevos derivados de 1,4
naftoquinonas que sean capaz de tener actividad tripanosomicida sobre T.cruzi
donde se sintetizaron 9 compuestos de donde solo 8 tuvo el mejor porcentaje
de inhibicion en la evaluacién in vitro que el farmaco de referencia (nfx),
teniendo variantes en los dos tipos de cepas que se utilizaron de T.cruzi; INC-5
y NINOA. Los compuestos fueron formados colocando dos grupos halogenados
(oromo y cloro) en diferentes sustituyentes de la estructura quinonica, con el
objetivo de saber cual grupo en los compuestos tienen una actividad
parasiticida y poder seguir desarrollando para encontrar farmacos que nos
permita ir mejorando la actividad. Se conoce que los compuestos
nitroheterociclicos son caracterizados por tener un grupo NO, unido al anillo
aromatico como es el caso de los tratamientos actual bzl y nfx, atribuyendo este
grupo en parte a la activacion o parte de la efectividad de la actividad biologica
(Salas et al., 2011) donde se sugiere que la reduccion se generan a partir de un
radical nitro-anién (R-NO2) produciendo una reacciéon de radicales libres de
oxigeno (Oz y H205). En la Figura 9 se aprecia la estructura molecular con los
radicales en donde se colocando los diferentes grupos halogenados y el grupo

nitro NO, y CHs.

Las moléculas fueron evaluadas biolégicamente y agrupadas en tres grupos; |,
Il 'y Ill, para una mejor compresion de los resultados. Para cada uno de estos
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compuestos se realizaron ensayos dosis-respuesta para poder calcular el 1Cs
(concentracion inhibitoria del 50% de los parasitos), las concentraciones que se
ensayaron fueron 10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uM, 0.625 uM. Los compuestos

nifurtimox y benznidazol fueron utilizados como farmacos de referencia.

A partir de los resultados obtenidos en el %PIC la mayoria de los compuestos
mostraron una actividad bioldgica contra el parasito. Los compuestos Ce-Q9 y
Ce-Q10 en la cepa INC-5 mostraron tener la mejor actividad biolégica, donde
ambos compuestos comparten la caracteristica de tener colocado en la
estructura quindnica un grupo bromo, en el anillo aromatico difieren por las

diferentes posiciones de los grupos metilo y nitro.

En el caso de la cepa INC-5, la serie Ill destaco por tener dos compuestos con
la mejor actividad, pero sin aun descartar a la serie Il, donde los compuestos
siguieron teniendo mejor actividad que el nfx (1.30 uM). En la serie | el Ce-Q3
(1.63 uM) fue el compuesto con la menor actividad que todos y siendo mas alto
que el nfx (1.63 uM), esto puede ser debido a la presencia de un hidrogeno en
la estructura quinonica, en donde a partir de los 9 compuestos que fueron
evaluados en el screening, el Ce-Q2 fue descartado por tener un porcentaje
menor al 70%PIC esperado y por compartir la caracteristica similar al hidrogeno

en la estructura quinonica.
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Derivados Serie |

Tabla V Resultados de los derivados en Serie | en evaluacion in vitro en
epimastigote. Los dos compuestos fueron agrupados por tener un hidrogeno en su
estructura quinonica y un grupo metil CHz como un grupo Cloro (Cl).

ICs0 en epimastigote ICs0 en epimastigote
Compuesto
cepa INC-5 T.cruzi pM cepa Ninoa T.cruzi pM
o NO,
jel
O‘ o 1.63+0.02 2.26+0.07
O
CE-Q3
o NO,
O‘ ©/ 0.51+0.02 3.06+0.05
O
(6]
CE-Q6

En la tabla se puede observar que la presencia del grupo metilo, en donde el
compuesto Ce-Q6 fue con el de mejor actividad en cepa INC-5, en
comparacién con el efecto sobre la cepa NINOA, estos dos compuestos no
tienen mejor actividad tripanosomicida que el nfx, sin embrago en la cepa INC-5

resultaron tener mejor actividad o ser equipotente al nfx.
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Derivados Serie ll

Tabla VI Resultados de los derivados de 1,4-naftoquinonas en Serie Il en
evaluacion in vitro en epimastigote. La serie |l se deriva por el grupo halogenado ClI
anclado en diferentes partes de la estructura de la naftoquinonas, asi como el grupo

nitro NO, y metil CHs.

Compuesto IC50 en epimastigote IC50 en epimastigote
cepa INC-5 T.cruzi pM cepa Ninoa T.cruzi yM
o) CHj
cl NO,
O‘ 0.67+0.02 1.45+0.03
0
o)
CE-Q5
o) NO,
cl cl
O‘ o 0.66+0.01 2.15+0.83
o}
CE-Q7
o)
l l CLO/NOZ 0.64+0.02 1.41+0.05
o)
o]
CE-Q8
En la serie Il, los compuestos tienen en su estructura anclada un grupo

halogenado: Cl en diferentes partes la estructura naftoquinona, en la cepa INC-

5 los 3 compuestos de esta serie tuvieron resultados similares, donde se

observa que la presencia tanto de Cl, como NO, y CH3 favorecen la actividad

bioldgica y son aun mejor su actividad ante el farmaco de referencia: nfx. En la

70




cepa NINOA, los 3 compuestos mostraron una actividad biolégica de ICs

similares entre si, superando o siendo del mismo rango que el nfx.

Derivados Serie Il

Tabla VIl Resultados de los derivados de 1,4-naftoquinonas en Serie Ill en
evaluacion in vitro en epimastigote. La serie lll esta conformado por un grupo
halogenado Br anclado al nucleo de la estructura naftoquinonas donde se agrupan
grupo NO, y CHz y en uno el grupo CI.

Compuesto ICso en epimastigote | ICso en epimastigote
cepa INC-5 T.cruzi pM | cepa Ninoa T.cruzi pM
o]
Br N02
O‘ 0.04+0.02 1.84+0.18
o
o]
CE-Q9
o] NO,
Br
O‘ 0.41+0.01 1.70+0.42
o]
o]
CE-Q10
o) NO,
O ‘ B|'/©/CI 1.14+0.03
o) 0.88+0.03
O
CE-Q11

La serie lll en la cepa INC-5 tuvo mejores resultados ante el farmaco de
referencia nfx (1.30 uM) siendo el Ce-Q9 el compuesto que destaco con la

mejor actividad biolégica de ICsq (0.04 uM), donde el grupo bromo se encuentra
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anclado en el nucleo quinonico y contiene grupo CHz como NO,, siguiendo el
compuesto Ce-Q10 (0.41 uM) como el de segundo de mejor actividad dentro de
los 9 derivados de naftoquinonas, donde el grupo bromo se encuentra
posicionado de la misma manera que el compuesto Ce-Q9, cambiando las
posiciones del grupo metil y nitro. En la cepa NINOA, los 3 compuestos fueron
similares entre si pero equipotentes al nfx, el compuesto que tuvo el mejor 1Csq
fue el Ce-Q11 (1.14 uM) donde en su estructura se encuentra anclado un grupo
bromo en el nacleo de la naftoquinona, como en el caso de la evaluacion en
cepa INC-5, que el de mejor actividad fue el que tuvo anclado el Br en la

estructura del nucleo de la naftoquinona.
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6.2 Evaluacion ex -vivo tripomastigote en cepa INC-5 y NINOA.

La evaluacién en tripomastigote se centr6 solamente en los 4 mejores
compuestos con la mejor actividad biolégica en epimastigote, donde se
evaluaron con las cepas INC-5 y NINOA, fueron comparados con los dos
tratamientos actuales: nfx y bzl. En la cepa INC-5 los compuestos mostraron
una actividad biolégica muy similar entre si y no mas activos que el nfx, pero
dentro del set de los 4 compuestos de naftoquinonas el Ce-Q10 fue el destaco
con un grupo halogenado en su estructura quinonica, en el caso de
epimastigote este ultimo fue el de mejor actividad con un grupo Br y grupo CHs

y NOz_

En el caso de la cepa NINOA, el compuesto Ce-Q11 mostro mejor
actividad biologica que el nfx y bzl, donde se puede explicar por la colocacién
de ambos grupos halogenados Br y Cl en la estructura. Los demas compuestos
mostraron ser mayores al bzl y nfx pero aun asi se podria probar mas adelante
si a una dosis mas alta se podria utilizar. Mostrando que ambas cepas difieren
en los resultados y que por consiguiente seria objetivo de seguir buscando o

anadiendo nuevos grupos.

La evaluacion en los tripomastigotes de la corriente sanguinea es
importante porque es la fase infectiva en los mamiferos y es la forma principal
en la fase aguda de la infeccibn donde la parasitemia es alta. Como se
menciond, los ensayos experimentales en ambas formas de parasitos muestran

informacion diferente, en donde se midi6 la capacidad de los compuestos para
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lisar tripomastigotes mientras se determinaba la viabilidad de los epimastigotes
después de la exposicidon de los compuestos. En tripomastigotes, el efecto
sobre la proliferacidén celular no se puede determinar porque en esta fase el
parasito no se divide; sin embargo, se puede evaluar el efecto sobre la lisis
celular, la pérdida de movilidad o la pérdida de infectividad (Chacén-Vargas et

al., 2017).

6.3 Citotoxicidad en macrofagos murino y hepatocitos.

El trabajo de citotoxicidad se realiz6 en dos lineas celulares con el
objetivo de poder tener la certeza de que la mayoria de farmacos se
metabolizan en higado y este fue el caso en la linea célula de hepatocitos como
en los macréfagos murinos por ser la primera linea celular que ataca el parasito
al momento de ingresa al organismo. Los compuestos fueron preparados con 3
diluciones; 20 uM, 10 uM, 5 uM y probados en ambas lineas, donde la mayoria
en el caso de la linea de hepatocitos a una concentracién de 20 uM, el
compuesto Ce-Q6 mostro una toxicidad mas del 70%, teniendo un grupo CHs
en su estructura, a diferencia del compuesto Ce-Q8 que fue el mejor compuesto
en las 3 concentraciones, mostrando tener un porcentaje de toxicidad abajo del
10%. Por lo tanto, se puede pensar que probablemente la adicion del grupo CHs
no favorezca en la toxicidad a diferencia del compuesto Ce-Q8 que solamente
tiene un grupo NO; y un grupo halogenado: Cl. En el caso de la linea celular de
macréfagos solamente se utilizaron los 4 mejores compuestos con la mejor

actividad biolégica en la evaluacién in vitro, donde el Ce-Q8 vuelve a destacar
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teniendo un porcentaje de toxicidad debajo del 25% en las 3 concentraciones a

diferencia de los demas compuesto, e inclusive tuvo menor toxicidad que el nfx.
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7 Conclusion

De los 9 compuestos en la evaluacion in vitro, el compuesto Ce-9 (cepa
INC-5) y el compuesto Ce-Q11 (cepa NINOA) representan los de mejor
actividad en epimastigote, donde ambos tienen colocando un grupo bromo en la
estructura quinonica, demostrando que el Br es un grupo potente sobre esta

fase de T. cruziy ayudando a aumentar la actividad de la naftoquinona.

En el caso de la evaluacion ex —vivo en tripomastigote ninguno de los 4
compuestos que se trabajaron en ambas cepas fueron mejores que el farmaco
de referencia, solo 1 compuesto el Ce-Q11 en cepa NINOA alcanzo a ser

similar al nfx pero el bzl fue menos potente que estos 2 ultimos.

En general la presencia de ambos halégenos principalmente el Br en la
estructura de la naftoquinona, ayudan a aumentar al actividad en ambas fases
de T.cruzi pero no llegan a ser muy superiores que el nfx o bzl. Dejando en
claro que cada fase del parasito requiere condiciones de cultivo diversas como
las metodologias utilizadas para evaluar el efecto de los compuestos, lo mas
Optimo seria seguir modificando los grupos en diversas estructuras quinonicas y

seqguir aportando mas evaluaciones.
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