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Resumen: se evalla la actividad, frente a Trypanosoma cruzi, de cuatro nuevos
derivados de fenantrolina y dos imidazoles. Para ello, se ensayaron sobre cultivos de
epimastigotes de T. cruzi (cepa CL transfectada con el gen de la B- galactosidasa de
Escherichia coli) y se determind su citotoxicidad sobre fibroblastos murinos. La lectura
de resultados en epimastigotes se efectud por espectrofotometria después de afiadir
el sustrato CPRG, y sobre los fibroblastos, por espectrofluorimetria tras la adicién del
indicador de viabilidad celular resazurina. Como tendencia general se observé una
notable actividad (en torno al 80%) frente a los epimastigotes de T. cruzi, pero
resultaron citotdxicos; a excepcién de dos de los compuestos, que no producian
efectos tdxicos significativos sobre los fibroblastos, lo que demuestra que su actividad
tripanocida es selectiva.
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INTRODUCCION

Segun datos de la oMs™ la enfermedad de Chagas afecta a mas de 8 millones
de personas en Centro y Sudamérica, donde el principal mecanismo de transmisidon es
el vectorial (chinches triatominos). La existencia de otras vias de infeccién, como la
transfusidn sanguinea y la transplacentaria, y la inmigracién de personas infectadas
procedentes de América Latina®® son responsables de que se esté diagnosticando en
paises no endémicos, como EEUU y Espafia. A pesar de ser una enfermedad
emergente, los Unicos tratamientos disponibles son dos farmacos descubiertos hace
mas de 40 afios, un nitrofurano (Nifurtimox), y un nitroimidazol (Benznidazol). Son
activos sobre la fase aguda de la enfermedad, con un 80% de éxito terapéutico, pero
sobre la enfermedad crénica, que es la presentacion clinica mas frecuente en
Latinoamérica, el porcentaje de fracasos terapéuticos alcanza el 80%. Ademas,
producen con mucha frecuencia importantes efectos secundarios, como anorexia,

vomitos, dermopatias alérgicas, dado que los tratamientos son muy prolongados(s) .
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Estos hechos demuestran la urgente necesidad de desarrollar fdrmacos mas
eficaces y menos tdxicos. Entre los compuestos de sintesis que han demostrado
efectos inhibitorios sobre el crecimiento de patdgenos, algunos grupos de
investigacion estan trabajando con quelantes de metales, basados en 1,10-
fenantrolinas, por sus efectos sobre la funcidn mitocondrial. Tal es el caso de la
levadura Candida albicans(‘”, el protozoo causante de la malaria Plasmodium
falciparum(s), asi como Trypanosoma brucei®. Como la mayoria de los organismos, los
tripanosomas necesitan hierro para atender a algunos procesos metabdlicos cruciales
para su supervivencia, como son la replicacién de ADN, la defensa antioxidante y la
respiracion mitocondrial. T. cruzi tiene una enzima superéxido dismutasa (SOD) que es
Fe dependiente, y ademas, necesita Fe para multiplicarse dentro de las células del
hospedadorm. En base a todo lo anterior, se planteé como objetivo se este trabajo, la
busqueda de actividad tripanocida en agentes quelantes de Fe, derivados de
fenatrolina e imidazol.

MATERIALES Y METODOS
Compuestos ensayados
Los compuestos ensayados (Fig. 1) fueron sintetizados por el Dr. O. S. Adeyemi

(Rhodes University, South Africa) y enviados al Departamento de Parasitologia a través
de la Dra. M.T. Molina, del Instituto de Quimica Médica (CSIC).
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Figura 1. Estructura quimica y pesos moleculares de los compuestos ensayados.

Determinacion de la actividad frente a epimastigotes de T. cruzi

Se ha utilizado la cepa CL de T. cruzi, transfectada con el gen de la B-
galactosidasa de Escherichia coli, enzima que cataliza la reaccion colorimétrica de
reduccion del sustrato CPRG (rojo de clorofenol B-D-galactopirandsido). Los pardasitos
se cultivan en medio LIT (infusién de higado triptosa) suplementado con un 10% de
suero bovino fetal (SBF) y antibidticos. Tras el recuento de epimastigotes fijados con
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tintura de yodo en camara de Neubauer, se siembran 250.000 epimastigotes/ml en
cada uno de los pocillos de una placa de 96, siendo el volumen por pocillo de 200 ul; se
afiaden 2 pl /pocillo de los compuestos previamente disueltos en DMSO, disponiendo
un total de tres pocillos por concentracidon y compuesto. Los ensayos se hicieron por
duplicado. La concentracién final de DMSO siempre fue inferior al 0,2%, concentracién
no toéxica para los parasitos. En cada placa se incluyeron seis pocillos de control de
crecimiento (epimastigotes y LIT) y un pocillo de control de compuesto a ensayar para
cada concentracion (compuesto y LIT). Como farmaco de referencia se utilizé
Benznidazol, proporcionado por el laboratorio Lafepe (Brasil). Las placas se incuban
282C durante 72 horas y transcurrido ese tiempo se adicionan 50 ul del sustrato CPRG
a cada pocillo y se incuba durante 3 horas a 372C para que actue la B-galactosidasa. A
continuacion se determinan las absorbancias, a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotémetro de placas (ELx 800 de Bio-Tek instruments inc.), que seran
proporcionales a la cantidad de parasitos de cada pocillo, y se calculan los porcentajes
de actividad antiepimastigote (%AE) segun la siguiente formula:

%AE =100 — [(AE-AE|\/|)/ (Ac-Am)] x 100

de acuerdo a los valores medios de absorbancia de los pocillos experimentales (con
pardsitos, medio y compuestos -Ag), controles de compuestos y medio (Agv), controles
de crecimiento (Ac) y de medio (Ay).

Determinacion de la citotoxicidad inespecifica

Para comprobar si la actividad antiepimastigote es selectiva, se efectuaron
pruebas de citotoxicidad inespecifica sobre células de mamiferos (fibroblastos murinos
NCTC-929). Los fibroblastos se mantienen en frascos de cultivo celular, en MEM
(Medio Minimo Esencial) (Sigma) sin rojo-fenol, suplementado con 10% de SBF vy
antibidticos, en estufa de 372C y 5% de CO,. Para la realizacién de los ensayos se
siembran placas de 96 pocillos, con 15.000 células/pocillo en 100 pl de MEM, y tras 3 h
de incubacidn, una vez adheridas al plastico, se retira el medio y se afiaden 200 pl de
los compuestos en medio fresco. Se disponen tres pocillos por cada concentracion, y
los ensayos se hacen por duplicado. Se incluyen controles de crecimiento, medio y
compuestos, y se incuban las placas 48 horas a 372C y 5% de CO,. A continuacion se
afiaden 20 pl/pocillo del indicador redox resazurina en PBS (2 mM, pH 7), y se vuelve a
incubar 3 h. Después de la incubacion introducimos la placa en un espectrofluorimetro
(Tecan infinite 200) para determinar la intensidad de fluorescencia a 535 nm de
excitacion y 590 nm de emision. Esta emisién de fluorescencia sera proporcional al
numero de fibroblastos de mamifero vivos, determindandose el porcentaje de
citotoxicidad (%C) por la formula:

% C =100 — [(IFe-1Fem)/ (IFc-1Fm)] x 100
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que representa los valores medios de intensidad de fluorescencia para cada
compuesto (IFg), compuestos en medio (IFgy), controles de crecimiento (IFc) y
controles de medio (IFy).

RESULTADOS
COMPUESTO | C(uM) %AE * Clso(uM) 2 | %€ (929)° | Clgo(um)?® | I1S°
256 86,17 98,95
128 79,76 90,89
64 79,29 77,33
4 2 7460 12,72 7296 9,71 0,76
16 54,66 65,32
8 43,30 45,82
256 86,17 80,98
128 79,76 76,76
64 79,29 73,15
5 2 7460 13,19 72,34 <8 <06
16 54,66 66,19
8 43,30 66,76
256 94,11 100
128 84,73 99,74
64 80,93 92,96
6 32 79,36 <8 86,30 <8 <1
16 78,19 73,45
8 72,44 59,79
256 87,23 88,24
128 79,13 93,92
64 83,84 59,83
7 2 7221 30,22 18,52 56,38 1,86
16 28,03 7,76
8 14,64 0
256 67,30 99,36
128 85,35 99,36
64 84,10 99,63 <
10 32 55,65 28,00 96,57 <8 0,28
16 33,04 65,95
8 9,87 72,52
256 85,68 23,88
128 81,39 29,67
64 80,13 52,56
12 2 70,76 12,22 o150 28,97 2,37
16 74,60 30,35
8 22,60 5,66
256 84,78 26,28
128 78,45 4,80
64 66,80 1,11 >
BZ 32 45,87 38,31 1,51 >256 6,68
16 29,62 1,10
8 8,32 0
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! Actividad tripanocida (media de dos experimentos independientes, la DS fue en todos los casos inferior
a 10%). > Concentracién inhibitoria 50 (epimastigotes). > Citotoxicidad inespecifica en fibroblastos (media
de dos experimentos independientes, la DS fue en todos los casos inferior a 10%). * Concentracion letal
50 (fibroblastos). > indice de selectividad (calculado como CLsg/ICsp).

Tabla 1. Actividad en epimastigotes y citotoxicidad inespecifica en fibroblastos murinos

DISCUSION

Experimentos previos realizados con quelantes producidos por bacterias
(Streptomyces pilosus), como la deferoxamina, y con derivados sintéticos de 1,10-
fenantrolina sobre T. brucei® han demostrado su potencial interés como nuevos
tripanocidas. Basandonos en estos trabajos, nos parecid interesante realizar los
ensayos de actividad frente a T. cruzi, de nuevos compuestos 1,10-fenantrolinas e
imidazoles. La notable actividad antiepimastigote de las fenantrolinas (compuestos
4,5,6 y 10) es solo consecuencia de su citotoxicidad inespecifica. Sin embargo, los dos
imidazoles (compuestos 7 y 12), con estructuras menos rigidas, han dado resultados
mas interesantes. Asi, el compuesto 7 mantiene su actividad a una concentracién que
ya no es toxica (32 uM), y especialmente el 12, muestra una actividad mds selectiva
sobre epimastigotes, sobre todo a las concentraciones mas altas, con indices de
selectividad mds préximos al farmaco de referencia benznidazol. La mayor libertad
conformacional de estas dos moléculas, y en el 12, su menor lipofilia, pueden estar
relacionados con la disminucién de la toxicidad.
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