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RESUMEN 

 

 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una zoonosis 
producida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi que constituye un grave 
problema de salud pública en América Latina. Las drogas comúnmente utilizadas 
para su tratamiento,  Benznidazol  y Nifurtimox, son efectivas sólo en la fase aguda e 
inducen serios efectos colaterales, que pueden conllevar a la interrupción del 
tratamiento. En este sentido, se evaluó el efecto in vitro de 20-piperidin-2-il-5α-
pregnano-20(R)- 3β-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3β-diol (AZA3) 
como posibles inhibidores de la ∆24(25)-esterol metiltransferasa (24-EMT), sobre 
epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506)  de una región endémica del estado 
Portuguesa; mantenidos en fase exponencial en medio LIT suplementado con suero 
fetal bovino 10% a 26º C, con agitación. Para ello, se determinó la densidad celular 
por contaje directo en cámara de Neubauer  e indirectamente por espectrofotometría a 
560 nm. La viabilidad, se cuantificó por el método de exclusión con azul de tripano. 
La purificación de esteroles libres, se hizo mediante cromatografía en columna con 
acido silícico, mientras que la caracterización  y cuantificación por cromatografía de 
gases y espectrometría de masas. La ultraestructura, se realizó por métodos 
convencionales para microscopía electrónica de transmisión. Asimismo, la 
citotoxicidad de los azasteroles sobre células Vero, se determinó mediante 
cuantificación de viabilidad por exclusión de azul de tripano. Se encontró a las 120 h 
un efecto antiproliferativo dosis-dependiente sobre epimastigotes de T. cruzi  y se 
estimaron para BZN (CMI: 29,2 µM y CI50: 15,7 µM); AZA1 (CMI: 18,2 µM y CI50: 
10,6 µM) y para AZA3 (CMI: 2,3µM y CI50:1,45μM). Los azasteroles indujeron gran 
acumulación de zimosterol, no detectado en parásitos no tratados con disminución 
drástica de los esteroles esenciales tipo ergosta, acompañado de alteraciones 
ultraestructurales considerables apenas con una CI16, como evaginaciones en la 
membrana plasmática, vacuolización y pérdida de la integridad mitocondrial.  Con las 
CMI de AZA1 y AZA3  en  células Vero, se encontró un bajo efecto citotoxico en 
relación a células no tratadas. Estos hallazgos sugieren que la potente actividad 
tripanocida (12.7 veces AZA3 y 1.6 veces AZA1, mayores que la droga de 
tratamiento convencional BZN) podría estar asociada con la inhibición de la actividad 
de la enzima 24-EMT, específica de estos eucariotes inferiores, lo cual es soportado 
por su baja toxicidad en células Vero, constituyendo así una herramienta prometedora 
en la búsqueda de nuevas drogas que permitan resolver el grave problema de salud 
pública que representa la enfermedad de Chagas en América Latina. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una zoonosis 

producida por el protozoario flagelado Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, 

descrito por primera vez en 1909 por Carlos Chagas, en Minas Gerais, Brasil. Es una 

enfermedad crónica debilitante que afecta la salud, el bienestar y la productividad de 

un gran número de habitantes, representando un problema de salud pública en 

América Latina  (WHO, 2002).  

 

La infestación ocurre principalmente por el contacto de la piel o mucosas de 

seres humanos u otros mamíferos con heces de insectos hemípteros, hematófagos 

obligatorios de la subfamilia Triatominae, géneros Rhodnius, Triatoma y 

Panstrongylus que contienen formas infectantes (tripomastigotes metacíclicos) de 

Trypanosoma cruzi. Los tripomastigotes se introducen en las células del tejido celular 

laxo, vecino al sitio de la penetración y adquieren la forma de amastigotes (Anexo1). 

Los amastigotes se multiplican por fisión binaria, exponencialmente, hasta que 

terminan por romper la célula, y se liberan a la circulación sanguínea bajo la forma de 

tripomastigotes. El ciclo se completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por el 

insecto vector al succionar sangre de mamíferos infectados (WHO, 2002). 

 

Las fases clínicas de la enfermedad se caracterizan por un período de 

incubación que en los casos de transmisión vertical oscila entre 5 y 12 días, mientras 

que en el caso de la transmisión por transfusión de sangre o plasma, los primeros 

síntomas aparecen entre los 25 a 45 días. Luego una fase aguda, donde persiste el 

parásito en sangre, y se caracteriza por síntomas generales como fiebre, decaimiento, 

anorexia, astenia, vómitos, diarrea, cefalea, raquialgia, irritabilidad, inquietud, 

convulsiones, tos, palpitaciones, etc. Una fase indeterminada silenciosa, latente o 
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indeterminada, con ausencia de parásitos en sangre, la cual generalmente es 

asintomática. Y finalmente una fase crónica sintomática caracterizada por arritmias, 

insuficiencia cardiaca y fenómenos tromboembólicos, donde son frecuentes 

palpitaciones, mareos, sincope, disneas. De igual forma, en algunos países del cono 

sur americano, como es el caso de Brasil, la tripanosomiasis se presenta con 

alteraciones a nivel del tracto digestivo como son megaesófago y megacolon, 

caracterizados por disfagia, principalmente para sólidos y comidas frías; odinofagia, 

regurgitación, estreñimiento severo (desde pocos días hasta 2-3 meses), dolor 

abdominal frecuentemente asociada con episodios de obstrucción de la vejiga (Coura 

et al., 2002). 

 

En las áreas tradicionalmente endémicas y en nuevas áreas, se presenta la 

mayoría de las 200 000 nuevas infecciones que ocurren anualmente en América 

Latina, de acuerdo a la incidencia estimada por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) para el año 2000 (WHO, 2002). 

 

Para el año 2007 se estimaba que existían entre 15 a 16 millones de personas 

infectadas desde México hasta Argentina y que entre 75 a 90 millones se encontraban 

en riesgo de infección, además se estimaba que unos 6 a 8 millones de personas 

tenían alguna manifestación clínica de la forma crónica de la enfermedad (Coura, 

2007). 

 

En Venezuela, la enfermedad de Chagas es endémica principalmente en zonas 

rurales de la mayor parte del territorio nacional (Añez et al., 1999). Según un informe 

publicado por la OMS (2006),  los estados con mayor tasa de prevalencia en el 

período 1992-2000 fueron Carabobo (35,7%), Lara (15,8%), Anzoátegui (9,9%), 

Portuguesa (9,7%), Táchira (9,5%) y Cojedes (8,9%) (WHO, 2006). Figuera et al. 

(2006) en un estudio realizado en zonas rurales del estado Sucre en el año 2005 

reportaron una seropositividad de 25%. 
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Recientemente un brote de Chagas en una escuela de una zona urbana del 

municipio Chacao del estado Miranda, probablemente por contaminación vía oral, 

arrojó un total de 126 casos, de los cuales uno falleció (Garrido et al., 2007). 

 

Aunque la participación de T. cruzi en la fase aguda de la enfermedad de 

Chagas es ampliamente aceptada, el papel del parásito en el origen de las 

manifestaciones patológicas de la fase crónica ha sido muy controversial, ya que 

desde los años 70 numerosos estudios demostraban que eran de origen autoinmune. 

Dicha hipótesis se basaba principalmente en la aparente ausencia de parásitos en las 

lesiones inflamatorias en el miocardio y tracto gastro-intestinal de pacientes crónicos 

(Cunha-Neto et al., 1995; Kalil y Cunha-Neto, 1996; Brener y Gazzinelli, 1997; 

Cançado, 1999; Tarleton y Zhang, 1999; Tarleton, 2001; Engman y Leon, 2002). 

 

Sin embargo la hipótesis del origen autoinmune de la enfermedad de Chagas ha 

sido seriamente cuestionada por resultados de muchos estudios que demostraron que la 

persistencia del parásito en miocardio en la etapa crónica de la enfermedad, es responsable en 

estos tejidos infectados del desencadenamiento de la respuesta inflamatoria tisular, 

caracterizada por infiltrados. Experiencias de la última década y múltiples investigaciones 

indican que la eliminación del T. cruzi de los pacientes infectados es un prerrequisito 

para detener la evolución de la enfermedad y evitar consecuencias terminales. Así, el 

consenso que ha prevalecido es que esta dolencia debe ser tratada como una 

enfermedad parasitaria, no autoinmune (Luquete, 1997; Sosa Estani y Segura, 1999; 

Tarleton, 2001; Urbina y Docampo, 2003).  

 

Las drogas comúnmente usadas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas 

son el Nitroimidazol: Benznidazol (Rochagan®, Radanil® Roche) y el Nitrofurano: 

Nifurtimox (Lampit®, Bayer) cuya actividad anti-T. cruzi fue descubierta 

empíricamente hace más de tres décadas (Docampo, 1990). Estos compuestos 
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inducen serios efectos colaterales, que incluyen anorexia, vómitos, polineuropatías 

periféricas y dermopatías alérgicas, que pueden conllevar a la interrupción del 

tratamiento (Cançado, 1999). 

 

El benznidazole (Anexo 2) actúa por reacción de sus derivados nitroreducidos 

con macromoléculas como ADN, ARN, proteínas y posiblemente lípidos insaturados. 

El tratamiento antiparasítico con este producto en pacientes crónicos, aunque incapaz 

de inducir cura parasitológica en la mayoría de los casos, conlleva a una marcada 

reducción en la ocurrencia de cambios electrocardiográficos y a una menor frecuencia 

de deterioro del cuadro clínico de los pacientes (Viotti et al., 1994; Bahia-Oliveira et 

al., 2000). 

El nifurtimox (Anexo 3) actúa por reducción del grupo nitro de la molécula a 

radicales nitroaniónicos, que a su vez reaccionan con el oxígeno molecular para 

generar metabolitos altamente tóxicos (anión superóxido, peróxido). T. cruzi es 

deficiente en algunos de los mecanismos de detoxificación de metabolitos de 

oxígeno, particularmente del peróxido de hidrógeno, y es por ello más susceptible al 

stress oxidativo que las células de vertebrados (Docampo, 1990). 

  

La eficacia antiparasitaria de estos compuestos varía según la región geográfica, 

probablemente como resultado de la diferente susceptibilidad intrínseca a las drogas y 

del genotipo de T. cruzi que circulan en diferentes zonas endémicas. Ambas drogas 

son activas en la fase aguda hasta con un 80% de éxito terapéutico, con cura 

parasitológica radical indicada por negativización de todos las pruebas parasitológicas 

y serológicas. Sin embargo, la mayor limitación de estos tratamientos es su baja 

eficacia en la fase crónica de la enfermedad ( 80% de fracasos terapéuticos), que es 

la forma clínica más frecuente en Latinoamérica (Andrade et al., 1992; Cançado, 

1999). 
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Por otra parte, en kinetoplastidas la ruta de biosíntesis de esteroles adquiere 

gran importancia, debido a que conduce a la síntesis de ergosterol, el principal esterol 

en estos parásitos y en hongos, el cual difiere en su estructura, del colesterol, esterol 

mayoritario en células de mamíferos. Debido a la importancia que representa el 

ergosterol para los Kinetoplastidas, la inhibición de la ruta de biosíntesis se ha 

convertido en las últimas decadas en una alternativa de gran interés en la búsqueda y 

desarrollo de nuevos agentes antiproliferativos (Urbina, 1997, Urbina, 2002; Urbina y 

Docampo, 2003). Considerando estos aspectos, toma vigencia e importancia el 

concepto de quimioterapia racional, el cual se fundamenta en el hecho de que una vez 

conocidas las bases bioquímicas y moleculares de agentes causales de enfermedades, 

es posible establecer diferencias claves entre estos y sus hospederos, y determinar 

blancos específicos de acción de drogas que dañen el parásito sin afectar el 

hospedero. 

 

La síntesis de esteroles (Anexo 4) es una de las rutas metabólicas más 

complejas presentes en células eucariotas, en la que se dan una serie de reacciones 

que pueden agruparse en tres grandes etapas: en la primera reacción el acetil-coA se 

convierte en mevalonato por acción de la enzima HMG-coA reductasa. Luego el 

mevalonato es transformado en escualeno, regulado por un conjunto de enzimas, 

principalmente la escualeno sintetasa (SQS) y por último ocurre la conversión de 

escualeno a colesterol, o a ergosterol, y es en esta etapa donde se ponen de manifiesto 

las diferencias entre la ruta de biosíntesis de esteroles de mamíferos y en eucariotes 

inferiores (Bach et al., 1999; Chappell et al., 1995; Basson et al., 1986).  

 

El escualeno sufre un proceso de ciclación para dar lugar a lanosterol, molécula 

de 30 carbonos, que tras varias reacciones en las que pierde tres grupos metilo da 

lugar al colesterol en células de mamíferos. Sin embargo, en kinetoplastidas el 

lanosterol sigue una ruta diferente, ya que además de ser desmetilado en posición 4 y 

14, es metilado en posición 24, catalizado por la enzima ∆24-(25)-esterol 
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metiltransferasa (EMT), que es dependiente de S-adenosil-L-metionina (AdoMet), y 

es característica de tripanosomátidos, hongos y plantas (Gelb et al, 1998), 

 

Algunos compuestos azoles, probados en kinetoplastidas tienen la capacidad de 

actuar sobre la C-14 demetilasa, impidiendo la demetilación del lanosterol, 

bloqueandose así, la transformación de éste en ergosterol, sin que puedan utilizar el 

suplemento abundante de colesterol presente en sus hospederos mamíferos (Urbina, 

1997). 

 

Por otra parte, la 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxiquinuclidina (BPQ-OH), un potente 

inhibidor no competitivo de la escualeno sintetasa (SQS), ha sido evaluada como 

posible blanco quimioterapéutico en T. cruzi. Este induce una reducción dosis-

dependiente de la proliferación de estos parásitos asociado con una completa 

desaparición de escualeno y esteroles endógenos, resultando en un bloqueo de la 

biosíntesis de esteroles a nivel de la SQS (Urbina et al., 2002). 

 

Existen otros potentes inhibidores de la biosíntesis de esteroles como el E5700 

y el ER-119884, derivados de quinuclidina, que inhiben la SQS en mamíferos, los 

cuales han mostrado potente actividad en T. cruzi con valores de Ki en rangos 

nanomolares y subnanomolares (Urbina et al., 2004). 

 

Bifosfonato Risedronato (Ris) y compuestos relacionados bloquean la 

biosíntesis de poli-isoprenoides a nivel de la farnesil pirofosfato sintetasa y se han 

utilizado in vitro en T. cruzi, demostrando un efecto inhibitorio dosis-dependiente en 

el crecimiento de los parásitos. Se encontró inhibición total del crecimiento y lisis 

celular a concentraciones de 150 µmol/L en epimastigotes y 100 µmol/L en 

amastigotes, que podría estar relacionado con una disminución de los esteroles 

endógenos del parásito. Además, se observaron alteraciones ultraestructurales tales 

como volumen celular, desorganización de reservosomas y kinetoplasto, aparición de 
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vesículas autofágicas y vacuolización progresiva del citoplasma en los parásitos 

tratados con Ris (Garzoni et al., 2004).  

 

Se ha demostrado también  inhibición de la enzima escualeno-2,3-epoxidasa 

por Terbinafina, inhibición de la 14α-metilesterol-14-demetilasa por compuestos 

azoles y triazoles, e inhibición de la ∆(24)-esterol metil transferasa por azasteroles; 

asociado con desaparición  de esteroles esenciales y acumulación de cantidades 

anormales de precursores de esteroles, con consecuencias citostáticas o citotóxicas, 

en parásitos kinetoplastidas (Urbina et al., 1995; Rodrígues et al., 2002; Roberts et 

al., 2003). 

 

Los azasteroles (Anexo 5), son esteroles que poseen en la cadena lateral átomos 

de nitrógeno, los cuales son capaces de bloquear la enzima ∆24,25 esterol 

metiltransferasa (EMT) (Anexo 6) en la ruta biosintética del ergosterol (Atencio et al, 

2001). Algunos de sus derivados han sido probados en tripanosomatidos, mostrando 

una potente actividad inhibitoria de la biosíntesis de esteroles en T. cruzi, y en 

algunas especies de Leishmania (Urbina et al., 1995; Rodrígues et al., 2002). 

 

En los últimos 25 años ha ocurrido un enorme avance en el conocimiento de la 

bioquímica y biología celular de T. cruzi y organismos relacionados como 

Trypanosoma brucei y varias especies del genero Leishmania, incluyendo la 

secuenciación del genoma completo de esos organismos, recientemente reportado 

(Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a,b; Ivens et al., 2005) constituyendo las 

bases para considerar la quimioterapia racional como una alternativa viable para 

combatir las enfermedades causadas por kinetoplastidas. 

 

En síntesis, los posibles blancos quimioterapéuticos en el caso del T. cruzi han 

sido químicamente y genéticamente bien caracterizados en modelos experimentales, 

principalmente la biosíntesis de ergosterol, cruzipaína y el metabolismo de 
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pirofosfato y tripanotión. Sin embargo, las únicas drogas disponibles actualmente 

para los pacientes con enfermedad de Chagas siguen siendo las mismas disponibles 

desde los años 60 y 70 del siglo pasado, con los efectos colaterales indeseables, con 

mecanismos de resistencia desarrollados por el parásito y una actividad más efectiva 

en la  fase aguda de la enfermedad que en la crónica, alto costo, además de la poca 

disponibilidad en el mercado por haber sido abandonada su comercialización por 

trasnacionales farmacéuticas.  

 

Enfocados en las consideraciones anteriormente expuestas, se hace necesario 

desarrollar nuevas alternativas quimioterapéuticas que permitan contribuir a resolver 

este grave problema de salud pública. En este sentido se planteó evaluar el efecto in 

vitro de 20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(R)-3β-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-

pregnano-22(S)-3β-diol (AZA3), como posibles inhibidores de la enzima 24-EMT 

(Visbal et al., 2005) sobre aislados de Trypanosoma cruzi  de una región endémica 

del estado Portuguesa. 
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METODOLOGÍA 

 

 

Drogas  

 

Benznidazole (Rochagan®) 

Este compuesto fue suministrado gentilmente por el Dr. Alvaro José Romanha, 

Director del Centro de Pesquisas René Rachoud de la Fundación FIOCRUZ-RJ. 

Minas Gerais, Brasil. 

 

20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(R)-3β-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-

pregnano-22(S)-3β-diol (AZA3). 

Estos compuestos fueron sintetizados y suministrados gentilmente por el Dr. 

Gonzalo Visbal del Laboratorio de Productos Naturales y Síntesis Orgánica del 

Centro de Química, del Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC). 

 

Material biológico 

 

Se utilizaron epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado B28V506) de 

Rhodnius prolixus, genotipo TcI, capturados en una zona rural del estado Portuguesa, 

los cuales pertenecen al proyecto nacional de grupo del Fonacit bajo el código G-

2005000827 y fueron facilitados gentilmente para la ejecución de esta investigación. 

Los epimastigotes fueron mantenidos en fase exponencial de crecimiento a partir de 

2x106 parásitos/ml en medio LIT (Liver Infusion Tryptose), suplementado con suero 

fetal bovino (GIBCO-BRL) al 10% e incubados a 26°C, en agitación (120 rpm) de 

acuerdo a las condiciones establecidas por Chiari et al. (1984). 
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Evaluación de la respuesta dosis-dependiente 

 

Las drogas fueron disueltas en dimetil-sulfóxido (DMSO, Sigma, ≤1% v/v) y 

añadidas a los cultivos de T. cruzi al alcanzar una densidad celular de 10x106 

parásitos/ml. Para evaluar la respuesta dosis-dependiente de las drogas, se realizó 

contaje directo en cámara de Neubauer en microscopio óptico (Olympus, modelo 

CX31RBSFA), considerando también la morfología y la movilidad de los parásitos, e 

indirectamente se determinó la densidad óptica (DO) de los cultivos por 

espectrofotometría a 560 nm, y la densidad celular (DC) se estimó por extrapolación 

en una curva de calibración (DO vs DC). 

 

Para determinar la viabilidad celular, se utilizó el método de exclusión del 

colorante azul de tripano, según Kucsera y col., (2000), el cual se fundamenta en la 

capacidad que tienen las membranas celulares intactas de expulsar de forma activa 

cualquier colorante e impedir su entrada al citosol. Para ello, se mezclaron volúmenes 

iguales del colorante  y cultivo, incubando durante 5 minutos antes de observarlo al 

microscopio óptico para su contaje en cámara de Neubauer. 

 

Determinación de las concentraciones efectivas 

 

Cálculo de factores de crecimiento 

 

FC= DCf / DCi                                    FC: factor de crecimiento 

                                                             DCf: densidad celular final 

                                                             DCi: densidad celular inicial 
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Cálculo de concentraciones inhibitorias de crecimiento: 

 

CI= 1 – (FCt / FCc) x 100                 CI: concentración inhibitoria 

                                                             FCt: factor de crecimiento de los cultivos 

tratados 

                                                             FCc: factor de crecimiento del cultivo 

control 

 

Cálculo de la concentración mínima inhibitoria:  

 

CMI=DCf/DCi=1                                CMI: concentración mínima inhibitoria 

 

Cálculo de la concentración inhibitoria del 50% del crecimiento  

 

CI50=½FCc                                          CI50: concentración inhibitoria 50% 

 

 Para la estimación de la CMI y la CI50 de los diferentes experimentos, se 

construyeron gráficas con los factores de crecimiento en función de las diferentes 

concentraciones de las drogas y por extrapolación en éstas, se estimaron las 

concentraciones efectivas (CMI y CI50). 

                                                          

Composición de lípidos neutros en epimastigotes de T. cruzi (B28V506) 

Una vez establecidas las concentraciones efectivas de las drogas se analizaron 

los lípidos neutros de los parásitos tratados y no tratados (controles) siguiendo la 

metodología descrita por Bligh y Dyer (1959) para extracción de esteroles libres y 

esterificados. 

 



12 

 

Extracción de lípidos totales 

 

Para la extracción de lípidos totales, se realizó el siguiente procedimiento: 

Se repitieron los anteriores ensayos en volúmenes mayores de 100 ml a los 

tiempos establecidos para alcanzar la CI16 y la CI32 de cada droga. 

 

Se realizaron 3 lavados con PBS pH 7,2 en centrifuga refrigerada (IEC B-22M) 

a 1000g durante 10 min cada una. 

 

Se descartó el sobrenadante y se agregó una mezcla de cloroformo:metanol 

(2:1), agitando luego vigorosamente con el fin de extraer todos los lípidos presentes 

en los parásitos tratados y no tratados. 

 

Finalmente se almacenaron en tubos de vidrio a 4 ºC hasta el momento de su 

análisis. 

 

Lípidos neutros 

 

Para la separación y purificación de los esteroles libres a partir del extracto 

lipídico, se realizó lo siguiente: 

 

Se realizó una filtración en embudo de vidrio con papel Wathman Nº 2  de cada 

muestra, con el fin de separar el sólido biológico no deseado del extracto lipídico. 

El material filtrado se llevó a rotaevaporación a 60ºC, hasta la desecación 

completa. 

 

Posteriormente se prepararon columnas para cromatografía con ácido silícico 

(100 mesh) activado durante 12 horas a 100ºC, el cual fue resuspendido en 
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cloroformo (Riadel de Haen, pa) a una densidad de 5 g/ml y agregado en buretas de 

100 ml hasta lograr empaquetamiento. 

 

Las muestras añadidas a las columnas se eluyeron con 4 volúmenes de 

cloroformo para separar los Lipidos Neutros (LN) y se disolvieron en el menor 

volumen posible con cloroformo. 

 

Los lipidos polares (LP) se eluyeron con una mezcla cloroformo –metanol 

(Riadel de Haen, pa) (1:1) y se disolvieron en mínimo volumen de mezcla 

cloroformo-metanol (1:1) 

Se almacenaron a 4 ºC hasta su posterior uso. 

 

Purificación y caracterización de esteroles libres 

 

Para la caracterización de los esteroles libres se resuspendieron las muestras 

desecadas, se concentraron y se inyectaron a un Cromatógrafo de Gas-Líquido 

HP5890 acoplado a un detector de masa HP5971. Se utilizó una columna capilar HP-

2 Ultra con 5% de fenil-metil silicona (25 a 30m de longitud, con un diámetro interno 

de 0.20µm) como fase estacionaria y helio de alta pureza como gas de arrastre, a un 

flujo constante de 0,5 ml/min. El inyector se colocó inicialmente en posición splitless 

y luego en split y la temperatura fue programada a 50 ºC 1 minuto, luego 280 ºC con 

una velocidad de 25 ºC/min, se aumentoó a 300 ºC a razón de 1 ºC/min. 

 

La identificación de los esteroles libres se realizó en los cromatogramas de 

acuerdo a los tiempos de retención, y a los espectros de masas correspondiente 

conforme a la base de datos incorporada Wiley 275 (G1035A), la cual contiene 

275000 compuestos con sus espectros de masas. 
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Análisis ultraestructural de epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506) 

Para la evaluación ultraestructural de los epimastigotes de T. cruzi se 

procesaron alícuotas de los cultivos tratados y no tratados con azasteroles (AZA1 y 

AZA3) por el método convencional para microscopía electrónica de transmisión de 

células libres (MET) de la siguiente forma: 

 

A partir de 1ml da cada uno de los cultivos tratados y no tratados, se lavaron 3 

veces con buffer fosfato salino (PBS 0,1 M), pH 7.4  a intervalos de 5 min a 1000 g 

en una microcentrífuga (Thomas Scientific, modelo C1236V-TS). 

 

Se resuspendió el sedimento en 1 ml de glutaraldehido al 2.5% (Electrón 

Microscopy Sciences),  pH 7.4  y se incubó a 4 ºC durante 90 min esto con el fin de 

lograr la fijación de la muestra.  

 

Se realizaron 3 lavados de la misma forma que en el paso 1. 

 

El sedimento fue resuspendido en 1 ml de tetraóxido de osmio (OsO4) al 1% 

(Electron Microscopy Sciences) y se incubó a 4 ºC durante 90 min para lograr una 

post-fijación de la muestra. 

 

Se lavaron 3 veces con agua desionizada y centrifugación a intervalos de 5 min 

a 1000 g. 

 

Cada una de las muestras fueron incluidas en agar-agar 4% y se dejaron hasta la 

solidificación en moldes y luego se cortaron en cubos de 1mm3. 

 

Los cubos se llevaron a deshidratación utilizando una serie de etanol (Riadel de 

Haen. pa) comenzando por 70%, luego 80, 90 y 95% por 10 min cada uno y 

culminando con 100%  dos veces por 15 min cada vez.  
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Luego de eliminar todo el etanol cada muestra se incubó en una mezcla 1:1 de 

óxido de propileno (Electron Microscopy Sciences)  y etanol 100% y luego de óxido 

de propileno puro durante 20 min cada uno. 

 

Se procedió a la infiltración colocando las muestras (cubos de agar) en una 

mezcla de óxido de propileno con resina epóxica (EMBE D-812, Electron 

Microscopy Sciences) en las proporciones de 3:1, 1:1 y 1:3 durante 30 min cada una. 

 

Seguidamente se colocaron las muestras en resina pura y se dejaron infiltrar 

durante 48 h a 4 ºC y luego se realizaron 3 cambios de resina pura cada 30 min. 

 

Por último, se colocaron los bloques de agar infiltrados en los moldes de 

inclusión, debidamente rotulados e identificados, y se llenaron totalmente con resina 

epóxica pura. Se incubaron a 60 ºC por 48 h para su polimerización. 

 

Se realizaron cortes gruesos en un ultramicrotomo (Reichert Jung, Ultracut-E) y 

coloración con azul de toluidina al 1%, para verificar la presencia de los parásitos en 

los bloques de resina. 

 

Luego se realizaron los cortes finos en el ultramicrotomo (Leica EMUC6), y 

contrastación con acetato de uranilo y citrato de  plomo. 

 

La observación y registro fotográfico de las muestras se realizó en un 

microscopio electrónico de transmisión (MET) Hitachi  H600. 

 

Determinación de la citotoxicidad de las drogas. 

 

Para evaluar el efecto citotóxico de cada una de las drogas, se empleó una línea 

de células Vero (línea celular derivada del riñón del mono verde africano, 
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Cercopithecus aethiops), en las cuales se probó la concentración mínima inhibitoria 

estimada en parásitos de cada droga, a fin de evaluar la viabilidad en función del 

tiempo de exposición: 

 

Se realizaron cultivos a partir de una densidad celular  inicial de 5x105 células / 

ml de medio MEM (Minimum essential médium, Sigma®) suplementado 5% de suero 

fetal bovino (GIBCO-BRL). 

 

En volúmenes no mayores a 5 ml de altura en frascos de 25 ml se incubaron los 

cultivos a 35 ºC en atmósfera de 5% de CO2 (Shel-Lab, modelo TC2323) hasta 

alcanzar el 70% de confluencia (semiconfluentes). 

 

Por cuadruplicado se realizaron ensayos utilizando para los controles cultivos 

de células sanas que contenían 1% de DMSO y para las drogas 18,2 μM de AZA1 y 

2,3 μM de AZA3 (concentraciones mínimas inhibitorias), las cuales fueron 

procesadas para evaluar los efectos a las 0, 24 y 48 horas de tratamiento. 

Posteriormente utilizando el microscopio de luz invertida (Nikon,  modelo eclipse 

TS100) se determinó el estado de cada cultivo. 

 

Luego en cámara de flujo laminar se descartó cuidadosamente el medio de 

cultivo y se realizaron 3 lavados con PBS pH 7,2 estéril y se adicionó a cada frasco 

1ml de Tripsina (Sigma®) y se incubó a 37 ºC durante 1 minuto. 

 

Luego los frascos de cultivo  se golpearon cuidadosamente con la palma de la 

mano para desprender la monocapa y se adicionó 1 ml de medio MEM para detener la 

acción de la Tripsina  
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Con ayuda de una pipeta estéril se mezcló el cultivo hasta lograr una buena 

homogenización, de la cual se extrajeron 500 μl y se mezclaron con igual volumen de 

azul tripano al 1%. 

 

En cámara Neubauer se cuantificó la viabilidad de las células en función del 

tiempo de exposición a cada una de las drogas.  

 

Análisis estadístico 

 

Los cálculos y gráficos se realizaron utilizando el programa Microsoft Office 

Excel 2003. 
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RESULTADOS 

 

Efecto de Benznidazol (BNZ), 20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(R)-3β-diol 

(AZA1) y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3β-diol (AZA3) sobre epimastigotes de 

Trypanosoma cruzi (aislado B28V506).  

 

Benznidazol, compuesto usado de forma convencional en el tratamiento de la 

enfermedad de Chagas, indujo un efecto antiproliferativo dosis-dependiente sobre 

epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado B28V506) (figura 1).  

 

A las 120 horas de tratamiento con BZN se estimó una CMI de 29,2µM y la 

CI50 en 15,7μM (Figura 2).  

 

Las observaciones directas al microscopio óptico de los parásitos tratados con 

las concentraciones inhibitorias del crecimiento de BZN mostraron pérdida de la 

movilidad celular, hinchamiento, vacuolización y formación de agregados celulares,  

previo a la lisis celular. 

 

Los compuestos azasteroles (AZA1) y (AZA3) indujeron un potente efecto 

antiproliferativo dosis-dependiente sobre epimastigotes de T. cruzi (aislado 

B28V506), (1,6 y 12,7 veces, respectivamente) mayores que la droga de tratamiento 

convencional (BZN) (figuras 3 y 5). 

 

A las 120 horas las CMI estimadas para AZA1 y AZA3 fueron de 18,2µM y 

2,3μM respectivamente, y la CI50 se estimó en 10,6µM para AZA1 y en 1,45μM en el 

caso de AZA3 (figuras 4y 6).  
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Ilustración 1. Efecto de benznidazole sobre el crecimiento de epimastigotes de 
Trypanosoma  cruzi (aislado B28V506). 
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Ilustración 2. Curva dosis-respuesta para la estimación de la Concentración Mínima 
Inhibitoria (CMI) y Concentración Inhibitoria del 50% (CI50) de benznidazol, a las 
120 horas post-tratamiento. 
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Ilustración 3. Efecto de 20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(R)-3β-diol sobre el 
crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma  cruzi (aislado B28V506). 
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Ilustración 4. Curva dosis-respuesta para la estimación de la Concentración Mínima 
Inhibitoria (CMI) y Concentración Inhibitoria del 50% (CI50) de AZA1 a las 120 
horas post-tratamiento. 
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Ilustración 5. Efecto de 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3β-diol sobre el crecimiento 
de epimastigotes de Trypanosoma  cruzi (aislado B28V506). 
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Ilustración 6. Curva dosis-respuesta para la estimación de la Concentración Mínima 
Inhibitoria (CMI) y Concentración Inhibitoria del 50% (CI50) de AZA3, a  las 120 
horas post-tratamiento. 

 

Estudio de la composición de lípidos neutros en epimastigotes de T. cruzi 

(aislado B28V506) sometidos a la acción de AZA1 durante 120h. 

En el estudio de la composición de esteroles libres de los epimastigotes de T. 

cruzi (aislado B28V506), mediante la técnica de cromatografía de gases con detector 

[AZA3 
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de masas, se observó en los controles (cultivos de 120h, sin tratamiento) un 

predominio de esteroles tipo ergosta (ergosterol; dehidroergosterol; 5-

dehidroepisterol; episterol; 24-etil-colesta-5,7,22,trien-3β-ol; 24-etil-colesta-5,7-dien-

3β-ol; 24-etil-colesta-5,7,24(24’)-trien-3β-ol) que representan el 47% del total de los 

esteroles (Tabla 1). Se encontró en los controles un alto porcentaje de colesterol 

(42,2%), este constituye un esterol exógeno que es incorporado al parásito de forma 

pasiva desde el medio de cultivo. 

 

En los epimastigotes de T. cruzi tratados con una CI16 de AZA1 en un periodo 

de 120h, se encontró disminución a 16,8% de sus esteroles tipo ergosta (excepto 

ergosterol) y acumulación de zimosterol (24%).  A una concentración mayor de esta 

droga (CI32, 120h), se encontró una desaparición total de los ergostas, con excepción 

de ergosterol (6,7%) cuyo porcentaje se mantuvo cercano al de los controles, aunado 

a una mayor acumulación de zimosterol (colesta-8,24-dien-3β-ol , 28,7%). (Tabla 1).   

Estudio de la composición de lípidos neutros en epimastigotes de T. cruzi 

(aislado B28V506) sometidos a la acción de AZA3 durante 120h.              

 

En los epimastigotes tratados con una CI16 y  CI32 de AZA3 por 120h, se 

encontró desaparición de ergosterol y los esteroles 24-etil-colesta-5,7-dien-3β-ol;  24-

etil-colesta-5,7,24(24’)-trien-3β-ol y episterol, y disminución considerable en relación 

al control de  dehidroergosterol; 5-dehidroepisterol y 24-etil-colesta-5,7,22,trien-3β-

ol. 

Adicionalmente, se observó acumulación de esteroles tipo colesta como 

zimosterol  en un promedio de 11,5% con ambas concentraciones efectivas (CI16: 

11,1% y CI32: 11,9%), así como colesta-5,7,24-trien-3β-ol  y  colesta-7,24-dien-3β-ol 

en promedios de 13% y 1%,  respectivamente. 
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Tabla 1. Efecto de 20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(R)-3β-diol (AZA1) y 22-
piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3β-diol (AZA3) en la composición de lípidos neutros 
(% de masa) de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado B28V506). Periodo de 
exposición de 120h.  

COMPUESTO Tr CONTROL
AZA1 

(CI16) 
AZA1 

(CI32) 
AZA3 

(CI16) 
AZA3(CI32)

EXÓGENOS   
Colesterol 21,98 42,2 56,3 61,6 55,4 48,2 
ENDÓGENOS   
Escualeno 16,28 11,0 1,7 0 0 6,4 
Zimosterol (colesta-

8,24-dien-3β-ol) 23,11 0 24,0 28,7 11,1 11,9 
Colesta-5,7,24-trien-

3β-ol 23,46 0 ----- ----- 12,7 14,2 
Ergosterol (ergosta-

5,7,22-trien-3β-ol) 23,48 6,8 6,3 6,7 0 0 
Colesta-7,24-dien-3β-

ol 23,75 0 0,8 0 1,4 0,9 

Ergosta-5,7,22,24(24’)-
tetraen-3β-ol 24,14 0 ----- ----- 4,1 5,8 

Ergosta-8,24(24’)-
dien-3β-ol 

 
24,38 0 4,1 2,9 1,3 1,0 

Ergosta-5,7-dien-3β-
ol(Dehidroergosterol)+Ergosta-
5,7,24(24’)-trien-3β-ol               
(5-Dehidroepisterol) 

 

24,90 18,0 1,5 0 10,0           7,4 

Ergosta-7,24(24’)-
dien-3β-ol (Episterol) 25,12 2,1 0 0 0 0 

24-etil-colesta-
5,7,22,trien-3β-ol 25,64 6,8 4,9 0 3,0 3,4 

Lanosterol 26,53 0 0,5 0 1,0 0,8 
24-etil-colesta-5,7-

dien-3β-ol 27,10 11,9 0 0 0 0 
24-etil-colesta-

5,7,24(24’)-tetraen-3β-ol 27,49 1,2 0 0 0 0 

Tr: Tiempo de retención (min). 

 

Estudio ultraestructural de epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506) 

sometidos a la acción de AZA1 por 120h de tratamiento: 
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Los epimastigotes de T. cruzi no tratados (cultivos controles) mostraron 

uniformidad e integridad de la membrana plasmática, electrón-densidad regular del 

citoplasma y mitocondria (figura 7). 

 

En el caso de los epimastigotes tratados con una CI32  de AZA1 (figura 8) se 

encontró  pérdida de la electrón-densidad del citoplasma (figura 8a) y pérdida de la 

integridad de la membrana plasmática con evaginaciones (figura 8b). 

 

Estudio ultraestructural de epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506) 

sometidos a la acción de AZA3 por 120h de tratamiento:  

 La figura 9, muestra el efecto inducido con un CI16 de AZA3 sobre 

epimastigotes de T. cruzi, observándose vacuolización (figura 9a-b), hinchamiento y 

pérdida de la integridad mitocondrial (figura 9b). 

 

En el caso de los epimastigotes tratados con el doble de la concentración de 

AZA3 (CI32) se acentúan más los daños antes mencionados (figura 10) aunado a  

aparición de evaginaciones en la membrana plasmática (11b).
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Ilustración 7. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado 
B28V506) sin tratamiento.  N: núcleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria; BF: bolsa 
flagelar. 
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Ilustración 8. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado 
B28V506) con CI32 de AZA1 durante 120h. N: núcleo.   →: evaginación. 
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Ilustración 9. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado 
B28V506) tratadas con CI16 de AZA3 durante 120h.  V: vacuolas.  M: mitocondria. 
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Ilustración 10. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado 
B28V506) tratados con CI32 AZA3 durante 120h. M: mitocondria. 
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Ilustración 11. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado 
B28V506) tratados con CI32 de AZA3 durante 120h. V: vacuola.  →: evaginación 
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Estudio de la citotoxicidad de AZA1 y AZA3 sobre  células Vero  

Se encontró con 18,2μM (CMI en parásitos) de AZA1 un leve porcentaje (5%) 

de células afectadas (no viables) en las primeras 24 horas de exposición, con respecto 

a los controles, y un progresivo aumento de células afectadas (11%) a las 48 horas. 

Con 2,3μM  de AZA3 (CMI en parásitos) el porcentaje de células afectadas fue de 

13% en las primeras 24 h y 30% a las 48 h (Figura 12). 

 

 

 

 

           

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ilustración 12. Efecto de 18μM (CMI) de 20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(r)-3β-diol 
y 2,3 μM (CMI) de 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3β-diol en células Vero durante 
48 h. 
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DISCUSIÓN 

 

 

La síntesis de esteroles es una de las rutas metabólicas más complejas presentes 

en células eucariotas, que involucra al menos 20 pasos importantes catalizados por 

enzimas específicas (Anexo 4). Estos esteroles son sintetizados a partir de acetil-

coenzima A (acetil CoA), en un proceso común hasta la síntesis de epóxido de 

escualeno, a partir del cual la ruta se ramifica para producir la conversión de 

lanosterol a colesterol o a ergosterol, destacando que en esta etapa hay grandes 

diferencias entre la ruta de biosíntesis de esteroles de mamíferos y eucariotes 

inferiores (Basson et al., 1986; Chappell et al., 1995; Bach et al., 1999).  

 

Considerando estos aspectos, toma vigencia e importancia la quimioterapia 

racional, que se fundamenta en que conocidas las bases bioquímicas y moleculares de 

los agentes causales de enfermedades, es posible establecer diferencias claves entre 

estos y sus hospederos, y determinar blancos específicos de acción de drogas que 

dañen al parásito sin afectar el hospedero. 

 

En este sentido se planteó en  este trabajo evaluar el efecto in vitro de 20-

piperidin-2-il-5α-pregnano-20(r)-3β-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S), 

3β-diol (AZA3). Estos compuestos constituyen un grupo novedoso de análogos de 

esteroles que poseen un heteroátomo en la cadena lateral, nitrógeno; que podrían 

actuar como posibles inhibidores de la ∆24(25)-esterol metiltransferasa (24-EMT), 

enzima que utiliza  zimosterol como sustrato y en pasos sucesivos da origen a la 

síntesis de esteroles esenciales tipo ergosta especie-específicos, característicos de 

tripanosomatideos. 
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Transcurridas 120 horas de tratamiento con BNZ (medicamento convencional 

en la enfermedad de Chagas)  se encontró una inhibición de 20% (CI20) del 

crecimiento de los cultivos a una concentración de 5µM y una dosis letal del 56% 

(DL56) a una concentración de 50µM. Faundez et al. (2005) en un estudio realizado 

en epimastigotes de T. cruzi reportan una DL50 para BZN a la concentración de 

44μM, lo que es similar a nuestros resultados. 

 

Se estimaron además las concentraciones mínimas inhibitorias para cada droga 

por extrapolación en las curvas dosis-respuesta, encontrando que AZA3 es 7,9 veces 

más potente que AZA1 y 12,7 veces más que BZN. 

 

Estos resultados evidencian una mayor potencia letal de los azasteroles con 

respecto al tratamiento convencional con Benznidazole, principalmente AZA3, lo que 

podría representar en el futuro un potencial tratamiento contra T. cruzi. 

 

Urbina et al. (1995) en un estudio realizado en epimastigotes de T. cruzi 

cultivados en medio LIT, probaron concentraciones de AZA1 entre 1μM y 10µM y 

consiguieron efectos antiproliferativos similares a los reportados en este trabajo.  

 

Rodrigues et al. (2001), estudiaron el efecto antiproliferativo de AZA1 en T. 

cruzi reportando una CMI para la forma epimastigote de 10μM, valor similar al 

demostrado en este estudio; asimismo, estos investigadores reportaron una CMI para 

la forma amastigote de 0,1µM, lo que demuestra una mayor susceptibilidad del 

parasito en esta forma.  

  

Por otra parte, Rodrigues et al. (2002)  reportan una CI50 para AZA1 de 1 μM 

sobre promastigotes de Leishmania amazonensis luego de 24h de tratamiento y para 

la forma amastigote de 0,1μM a 120h de tratamiento.  
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Visbal et. al. (2003) realizaron un estudio en Paracoccidiodes brasiliensis, un 

hongo dimórfico patógeno;  utilizando AZA1, AZA2 y AZA3, encontrando también 

una mayor actividad de este último (CMI: 0,5µM) con respecto a AZA1 (5µM) y 

AZA2 (10µM), respectivamente. Estos resultados, a pesar de no ser en parásitos 

guardan gran relación con este trabajo en lo referente a la actividad más potente de 

AZA3 con respecto a AZA1, y es consistente con la existencia de la misma ruta de 

biosíntesis post-lanosterol en eucariotes inferiores. 

 

Urbina et al. (2000) realizaron un estudio utilizando derivados  triazólicos  

(capaces de inhibir la biosíntesis de esteroles post-lanosterol) y encontraron un efecto 

antiproliferativo dosis-dependinte de estos inhibidores sobre epimastigotes de T. cruzi 

en el mismo rango de concentraciones. 

 

 Recientemente, Simoni (2007) en un estudio realizado sobre promastigotes de 

Leishmania (V) braziliensis, demostró un efecto antiproliferativo dosis-dependiente 

utilizando un inhibidor de la biosíntesis de esteroles (22-hidrazona-imidazolin-2-il-5-

colesta-3β-ol) y reportó una CMI a las 48 horas de 3,7µM y una DL100 con 4µM en 

tan solo 12 horas de tratamiento.   

 

Se realizó por cromatografía de gases y espectrometría de masa, un análisis de 

los esteroles libres presentes en epimastigotes de T. cruzi, sin tratamiento alguno 

(controles), y se consiguió como principales esteroles endógenos a dehidroergosterol 

y 5-dehidroepisterol, que co-eluyen al mismo tiempo de retención (18,0 %); seguidos 

de 24-etil-colesta-5,7-dien-3β-ol (11,9 %); ergosterol (6,8 %); 24-etil-colesta-

5,7,22,trien-3β-ol; Episterol (2,1 %) y 24-etil-colesta-5,7,24(24’)-trien-3β-ol (1,2 %), 

Tabla 1.  

 

La composición de esteroles libres indica que la suma total de todos los 

esteroles endógenos de tipo ergosta (metilados en el C-24 de la cadena lateral) 
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representan el 46,8%, lo que constituye una mayor proporción de los esteroles 

esenciales por encima del colesterol con 42,2%, el cual es un esterol exógeno 

incorporado de forma pasiva por el parásito desde el medio de cultivo. Este perfil de 

esteroles es semejante al reportado por Rodrigues et al. (2001) en T. cruzi (cepa Y) en 

medio de infusión cerebro-corazón (IBH). 

 

 Cuando los epimastigotes de T. cruzi fueron tratados con AZA1 cambió la 

relación entre esteroles tipo colesta y ergosta, determinada principalmente por el 

aumento de zimosterol, el cual se acumuló en un 24% cuando los parásitos fueron 

sometidos apenas a una CI16 del compuesto. Se demostró disminución de los 

principales esteroles tipo ergosta  con excepción del ergosterol, el cual se mantiene 

cercano a sus niveles normales (controles). Estos resultados podrían sugerir la 

participación de AZA1 como inhibidor de la ruta de biosíntesis de esteroles a nivel de 

la enzima ∆(24,25)esterol metiltrasferasa (24-EMT) que cataliza la metilación de 

zimosterol en el C-24 dando oirgen a ergosta-8,24(24´)-dien-3β-ol, con su 

concomitante acumulación, como se postula en la ruta de biosíntesis propuesta por 

Urbina et al. (1995) (anexo 7).  

 

Es importante resaltar que a pesar de la inhibición 24-EMT, descrita 

anteriormente, los niveles de ergosterol se mantienen, no así los de dehidroergosterol 

/5-dehidroepisterol y 24-etil-colesta-5,7-dien-3β-ol, lo que sugiere algún mecanismo 

no descrito aún, que permite la síntesis de este esterol esencial a partir de otro 

precursor no convencional, por lo que el parásito logra mantener su viabilidad. Un 

posible mecanismo podría ser la síntesis de análogos estructurales a los precursores 

del ergosterol, a partir de ergosta-8,24(24´)-dien-3β-ol, el cual no aparece en los 

controles y se acumula en el tratamiento con una CI16 de AZA1. 

 

 Benaim et al. (2006) en un estudio realizado con drogas de diferentes blancos 

de acción en T. cruzi, indican la acción de AZA1 sobre diferentes enzimas esenciales 
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en la síntesis de esteroles, destacando también  una acumulación de zimosterol por 

posible bloqueo de la 24-EMT en la  biosíntesis de ergosterol discutido 

anteriormente. 

 

En el caso de la composición de esteroles en  parásitos sometidos a AZA3 

(tabla 1), esta muestra al igual que en las pruebas con AZA1 con apenas CI16 una 

drástica disminución de los esteroles principales del tipo ergosta (suma 15,4 % con 

desaparición de ergosterol), con un incremento de las proporciones de esteroles tipo 

colesta (suma 32% , colesta-5,7,24-trien-3β-ol; colesta-7,24-dien-3β-ol y 24-etil-

colesta-5,7,22-trien-3β-ol).  Similar a AZA1 hubo una considerable pero importante 

acumulación de zimosterol de 11 %, que no se observa en parásitos no tratados. 

 

Estos resultados sugieren un bloqueo de la síntesis de ergosterol al mismo nivel 

que AZA1 (24-EMT), debido a la acumulación de zimosterol; sin embargo, es 

importante destacar que AZA3 permite las sucesivas transformaciones de los núcleos 

esteroidales que generan los dobles enlaces en los  carbonos C-5 y C-7, y por lo tanto,  

la acumulación de esteroles de tipo colesta, que a su vez impiden la formación de 

precursores esteroles de tipo ergosta.  

 

Adicionalmente, estos resultados nos permiten proponer que AZA3 también 

podría estar inhibiendo la enzima ∆(24,25)esterol-metilreductasa (24-EMR), debido a la 

acumulación en pequeñas proporciones de ergosta-5,7,22,24(24´)-tetraen-3β-ol  (4,1 

%), que específicamente impide la reducción del doble enlace entre los carbonos C-

24 y C-24´ de la cadena lateral de los esteroles (ver ruta postulada por Urbina et al., 

1995, Anexo 7). 

 

Urbina et. al. (1995) en un estudio realizado en parásitos kinetoplastidas, 

demostraron inhibición de la enzima ∆24(25)-esterol metiltransferasa (24-EMT) por 

AZA1, asociado con desaparición  de esteroles esenciales y acumulación de 
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cantidades anormales de precursores de esteroles, con consecuencias citostáticas o 

citotóxicas. Demostraron además actividad inhibitoria de AZA1 sobre la enzimas 

24,25-(R,S)-epiminolanosterol y la 24-esterol metil reductasa (EMR), enzimas claves 

en la ruta de biosíntesis de ergosterol, con arresto del  crecimiento de epimastigotes 

de Trypanosoma cruzi. 

 

Los esteroles juegan un papel importante en la regulación de la estabilidad y 

fluidez de las membranas biológicas, las cuales están constituidas principalmente por 

una bicapa de fosfolípidos en la que también se encuentran las proteínas de 

membrana. Entre las funciones principales de las membranas biológicas está la 

permeabilidad selectiva, que permite que algunas moléculas difundan libremente a 

través de ella y otras sean altamente reguladas. Ésta y todas las funciones dependen 

primordialmente de la estructura química y arreglo de los componentes en la 

membrana, de tal manera que un cambio en la composición podría acarrear pérdida 

de su integridad y funcionalidad, pudiendo conducir a la muerte celular (Gennis, 

1989). 

 

La anterior afirmación sugiere que AZA3 podría estar siendo más potente que 

AZA1, quizás por la extensión de un carbono en la cadena lateral y la posición del –

NH en el anillo ciclohexano (Anexo 5), de tal forma que provoca en el parásito 

desaparición o disminución de sus esteroles esenciales y rearreglos membranales con 

análogos inapropiados, afectando la permeabilidad selectiva y por consiguiente 

pérdida de la viabilidad celular. 

 

Los cambios en la composición de esteroles en las membranas inducidos por 

AZA1 y AZA3 son soportados por las alteraciones ultraestructurales de los 

epimastigotes, caracterizadas fundamentalmente por vacuolización, pérdida de la 

integridad mitocondrial y evaginaciones en la membrana plasmática. 
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Rodrigues et al. (2002), en un estudio realizado en promastigotes y amastigotes 

de Leishmania amazonensis utilizando AZA1, observaron alteraciones 

ultraestucturales a nivel de membranas, comparables a los resultados encontrados en 

el presente trabajo. 

 

Arrieche et al. (2003) y Marchan et al. (2003-2004) reportaron alteraciones 

ultraestructurales en promastigotes de L. (L.) mexicana tratados con 22-hidrazona-

imidazolin-2-il-5-colesta-3β-ol y 20-hidrazona-imidazolin-2-il-5-colesta-3β-ol 

(inhibidores de la 24-EMT). Encontraron con el mismo rango de concentraciones 

efectivas alteraciones ultraestructurales similares a este aislado de T. cruzi., 

caracterizadas principalmente por pérdida de la integridad de la membrana plasmática 

y la mitocondrial. 

 

Otros estudios realizados en T. cruzi, utilizando inhibidores de la biosíntesis de 

esteroles diferentes, en este caso bifosfonato risedronato (Ris), un inhibidor de la 

farnesil pirofosfato sintetasa, que cataliza la formación de poli-isoprenoides, 

precursor de esteroles, reportan variaciones ultraestructurales importantes tales como 

vacuolización progresiva del citoplama, pérdida de la integridad de las membranas 

mitocondrial y nuclear, desorganización de otros organelos como reservosomas y el 

kinetoplasto, vesículas autofágicas principalmente, destacando la analogía con las 

alteraciones descritas anteriormente. Además, los cambios ultraestructurales también 

estuvieron relacionados con la reducción dosis dependiente de los esteroles 

endógenos predominantes en esta especie (ergosterol, 24-etil-colesta-5,7,44-trien-3β-

ol y sus metabolitos intermedios) (Garzoni et. al, 2004). 

 

Con respecto a la citotoxicidad de los compuestos 20-piperidin-2-il-5α-

pregnano-20(R)- 3β-diol y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3β-diol se realizaron 

ensayos in vitro en una línea de células Vero, utilizando las concentraciones mínimas 

inhibitorias de cada droga, demostrando a las 48 h una baja citotoxicidad con ambas, 
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respaldando la premisa de la inexistencia de la ruta de biosíntesis de esteroles tipo 

ergosta post-lanosterol, que es exclusiva de eucariotes inferiores. 

 

Urbina et al. (2002) utilizando un inhibidor sintético de la escualeno sintetasa 

en T. cruzi y L. (L.) mexicana, 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxiquinuclinina (BPQ-OH), 

encontraron una fuerte inhibición del crecimiento y lisis celular en estos parásitos, 

acompañado con bloqueo en la síntesis de sus esteroles esenciales, sin efectos tóxicos 

sobre la célula hospedera (células Vero). 

 

En síntesis, estos hallazgos sugieren que la potente actividad tripanocidad (12,7 

veces AZA3 y 1,6 veces AZA1 mayores que la droga de tratamiento convencional 

BZN),  podría estar asociada con la inhibición de la actividad de la enzima 24-EMT, 

específica de estos eucariotes inferiores, lo cual es soportado por su baja citotoxicidad 

en células Vero, constituyendo así una herramienta prometedora en la búsqueda de 

nuevas drogas que permita resolver el grave problema de salud pública que representa 

la enfermedad de Chagas en America Latina. 
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CONCLUSIONES 

 

 

.- 20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(R)- 3β-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-

pregnano 22(S)-3β-diol (AZA3) mostraron una potente actividad tripanocida, 1,6 y 

12,7 veces superior al tratamiento convencional con Benznidazol. 

 

.- AZA1 Y AZA3 en epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506) inducen 

acumulación de zimosterol acompañada de desaparición o disminución considerable 

de los esteroles esenciales tipo ergosta, sugiriendo un posible bloqueo de la enzima 

24-EMT, presente sólo en eucariotes inferiores. 

 

.- AZA1 y AZA3 inducen alteraciones ultraestructurales en las membranas 

plasmática y mitocondriales, consistentes con los cambios en la composición de 

esteroles esenciales. 

 

.- La baja citotoxicidad de AZA1 y AZA3 en células Vero constituye un 

hallazgo prometedor en la búsqueda de nuevas drogas para combatir el grave 

problema de salud pública que representa la enfermedad de Chagas en America 

Latina.  
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RECOMENDACIONES 

 

 

.- Evaluar el efecto de 20-piperidin-2-il-5α-pregnano-20(R)-3β-diol (AZA1) y 

22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3β-diol (AZA3) en un aislado del estado Sucre y 

establecer comparaciones con el aislado de Portuguesa. 

 

.-  Evaluar el efecto antiproliferativo de AZA1 y AZA3 en cultivos de 

amastigotes de T. cruzi  en células Vero. 

 

.- Evaluar posibles combinaciones sinergísticas entre AZA1 y AZA3, y otros 

compuestos que inhiban la misma ruta biosintética de esteroles esenciales, a fin de 

garantizar un amplio rango de seguridad terapéutica en modelos experimentales de la 

enfermedad de Chagas.   
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Anexo 1. Ciclo vital del Trypanosoma cruzi (WHO, 2002). 
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  Anexo 2. Estructura química de benznidazol (Osorio et al., 2006). 
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Anexo 3. Estructura química de nifurtimox (Coura y Castro, 2002). 
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Anexo 4. Ruta de biosíntesis de esteroles (Ortíz, 2005). 
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Anexo 5. Estructura química de Azasteroles: AZA1 y AZA3 (Visbal et al., 2005) 
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Anexo 6. Estructuras de esteroles y sitios de acción de diferentes inhibidores 

de la biosíntesis de ergosterol. Benaim et al., 2006.  
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Anexo 7. Ruta de biosíntesis de esteroles propuesta para Trypanosoma cruzi (cepa 
Y). Urbina et al. (1995). 
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