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RESUMEN

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, €s una zoonosis
producida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi que constituye un grave
problema de salud publica en América Latina. Las drogas comunmente utilizadas
para su tratamiento, Benznidazol y Nifurtimox, son efectivas s6lo en la fase aguda e
inducen serios efectos colaterales, que pueden conllevar a la interrupcion del
tratamiento. En este sentido, se evalud el efecto in vitro de 20-piperidin-2-il-5a-
pregnano-20(R)- 3B-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-33-diol (AZA3)
como posibles inhibidores de la A*®)-esterol metiltransferasa (24-EMT), sobre
epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506) de una region endémica del estado
Portuguesa; mantenidos en fase exponencial en medio LIT suplementado con suero
fetal bovino 10% a 26° C, con agitacion. Para ello, se determind la densidad celular
por contaje directo en camara de Neubauer e indirectamente por espectrofotometria a
560 nm. La viabilidad, se cuantificd por el método de exclusion con azul de tripano.
La purificacion de esteroles libres, se hizo mediante cromatografia en columna con
acido silicico, mientras que la caracterizaciéon y cuantificacion por cromatografia de
gases y espectrometria de masas. La ultraestructura, se realizd6 por métodos
convencionales para microscopia electronica de transmision. Asimismo, la
citotoxicidad de los azasteroles sobre células Vero, se determind mediante
cuantificacion de viabilidad por exclusion de azul de tripano. Se encontr6 a las 120 h
un efecto antiproliferativo dosis-dependiente sobre epimastigotes de T. cruzi y se
estimaron para BZN (CMI: 29,2 uM y Clso: 15,7 uM); AZA1 (CMI: 18,2 uM y Clsp:
10,6 uM) y para AZA3 (CMI: 2,3uM y Clso:1,45uM). Los azasteroles indujeron gran
acumulacion de zimosterol, no detectado en parasitos no tratados con disminucion
drastica de los esteroles esenciales tipo ergosta, acompafiado de alteraciones
ultraestructurales considerables apenas con una Cljs, como evaginaciones en la
membrana plasmatica, vacuolizacion y pérdida de la integridad mitocondrial. Con las
CMI de AZA1l y AZA3 en células Vero, se encontré un bajo efecto citotoxico en
relacion 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) podria estar asociada con la inhibicion de la actividad
de la enzima 24-EMT, especifica de estos eucariotes inferiores, lo cual es soportado
por su baja toxicidad en células Vero, constituyendo asi una herramienta prometedora
en la busqueda de nuevas drogas que permitan resolver el grave problema de salud
publica que representa la enfermedad de Chagas en América Latina.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, €s 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 crénica debilitante que afecta la salud, el bienestar y la productividad de
un gran numero de habitantes, representando un problema de salud publica en

América Latina (WHO, 2002).

La infestacion ocurre principalmente por el contacto de la piel o mucosas de
seres humanos u otros mamiferos con heces de insectos hemipteros, hematdfagos
obligatorios de la subfamilia Triatominae, géneros Rhodnius, Triatoma vy
Panstrongylus que contienen formas infectantes (tripomastigotes metaciclicos) de
Trypanosoma cruzi. Los tripomastigotes se introducen en las células del tejido celular
laxo, vecino al sitio de la penetracion y adquieren la forma de amastigotes (Anexol).
Los amastigotes se multiplican por fision binaria, exponencialmente, hasta que
terminan por romper la célula, y se liberan a la circulacion sanguinea bajo la forma de
tripomastigotes. El ciclo se completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por el

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

Las fases clinicas de la enfermedad se caracterizan por un periodo de
incubacion que en los casos de transmision vertical oscila entre 5 y 12 dias, mientras
que en el caso de la transmision por transfusion de sangre o plasma, los primeros
sintomas aparecen entre los 25 a 45 dias. Luego una fase aguda, donde persiste el
parésito en sangre, y se caracteriza por sintomas generales como fiebre, decaimiento,
anorexia, astenia, vomitos, diarrea, cefalea, raquialgia, irritabilidad, inquietud,

convulsiones, tos, palpitaciones, etc. Una fase indeterminada silenciosa, latente o



indeterminada, con ausencia de parasitos en sangre, la cual generalmente es
asintomdtica. Y finalmente una fase cronica sintomatica caracterizada por arritmias,
insuficiencia cardiaca y fendmenos tromboembolicos, donde son frecuentes
palpitaciones, mareos, sincope, disneas. De igual forma, en algunos paises del cono
sur americano, como es el caso de Brasil, la tripanosomiasis se presenta con
alteraciones a nivel del tracto digestivo como son megaesofago y megacolon,
caracterizados por disfagia, principalmente para solidos y comidas frias; odinofagia,
regurgitacion, estrefiimiento severo (desde pocos dias hasta 2-3 meses), dolor
abdominal frecuentemente asociada con episodios de obstruccion de la vejiga (Coura

etal., 2002).

En las areas tradicionalmente endémicas y en nuevas areas, se presenta la
mayoria de las 200 000 nuevas infecciones que ocurren anualmente en América
Latina, de acuerdo a la incidencia estimada por la Organizaciéon Mundial de la Salud

(OMS) para el afio 2000 (WHO, 2002).

Para el afio 2007 se estimaba que existian entre 15 a 16 millones de personas
infectadas desde México hasta Argentina y que entre 75 a 90 millones se encontraban
en riesgo de infeccion, ademds se estimaba que unos 6 a 8 millones de personas
tenian alguna manifestacion clinica de la forma crénica de la enfermedad (Coura,

2007).

En Venezuela, la enfermedad de Chagas es endémica principalmente en zonas
rurales de la mayor parte del territorio nacional (Afiez et al., 1999). Segtin un informe
publicado por la OMS (2006), los estados con mayor tasa de prevalencia en el
periodo 1992-2000 fueron Carabobo (35,7%), Lara (15,8%), Anzoategui (9,9%),
Portuguesa (9,7%), Tachira (9,5%) y Cojedes (8,9%) (WHO, 2006). Figuera et al.
(2006) en un estudio realizado en zonas rurales del estado Sucre en el afio 2005

reportaron una seropositividad de 25%.



Recientemente un brote de Chagas en una escuela de una zona urbana del
municipio Chacao del estado Miranda, probablemente por contaminacion via oral,

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

Aunque la participacion de T. cruzi en la fase aguda de la enfermedad de
Chagas es ampliamente aceptada, el papel del parasito en el origen de las
manifestaciones patologicas de la fase crénica ha sido muy controversial, ya que
desde los afos 70 numerosos estudios demostraban que eran de origen autoinmune.
Dicha hipdtesis se basaba principalmente en la aparente ausencia de parasitos en las
lesiones inflamatorias en el miocardio y tracto gastro-intestinal de pacientes cronicos
(Cunha-Neto et al., 1995; Kalil y Cunha-Neto, 1996; Brener y Gazzinelli, 1997,
Cangado, 1999; Tarleton y Zhang, 1999; Tarleton, 2001; Engman y Leon, 2002).

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

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

persistencia del parasito en miocardio en la etapa crénica de la enfermedad, es responsable en

estos tejidos infectados del desencadenamiento de la respuesta inflamatoria tisular,

caracterizada por infiltrados. Experiencias de la dltima década y mdltiples investigaciones
indican que la eliminacion del T. cruzi de los pacientes infectados es un prerrequisito
para detener la evolucion de la enfermedad y evitar consecuencias terminales. Asi, 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 cominmente 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

empiricamente hace mas de tres décadas (Docampo, 1990). Estos compuestos
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inducen serios efectos colaterales, que incluyen anorexia, vomitos, polineuropatias
periféricas y dermopatias alérgicas, que pueden conllevar a la interrupcion del

tratamiento (Cancado, 1999).

El benznidazole (Anexo 2) act@ia por reaccion de sus derivados nitroreducidos
con macromoléculas como ADN, ARN, proteinas y posiblemente lipidos insaturados.
El tratamiento antiparasitico con este producto en pacientes cronicos, aunque incapaz
de inducir cura parasitologica en la mayoria de los casos, conlleva a una marcada
reduccién en la ocurrencia de cambios electrocardiograficos y a una menor frecuencia
de deterioro del cuadro clinico de los pacientes (Viotti et al., 1994; Bahia-Oliveira et
al., 2000).

El nifurtimox (Anexo 3) act@ia por reduccion del grupo nitro de la molécula a
radicales nitroanionicos, que a su vez reaccionan con el oxigeno molecular para
generar metabolitos altamente toxicos (anion superoxido, perdxido). T. cruzi es
deficiente en algunos de los mecanismos de detoxificacion de metabolitos de
oxigeno, particularmente del peréxido de hidrogeno, y es por ello mas susceptible al

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

La eficacia antiparasitaria de estos compuestos varia segun la region geografica,
probablemente como resultado de la diferente susceptibilidad intrinseca 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
parasitoldgica radical indicada por negativizacion de todos las pruebas parasitologicas
y seroldgicas. Sin embargo, la mayor limitacion de estos tratamientos es su baja
eficacia en la fase crénica de la enfermedad (= 80% de fracasos terapéuticos), que es
la forma clinica mas frecuente en Latinoamérica (Andrade et al., 1992; Cangado,

1999).



Por otra parte, en kinetoplastidas la ruta de biosintesis de esteroles adquiere
gran importancia, debido a que conduce a la sintesis de ergosterol, el principal esterol
en estos parasitos y en hongos, el cual difiere en su estructura, del colesterol, esterol
mayoritario en células de mamiferos. Debido a la importancia que representa el
ergosterol para los Kinetoplastidas, la inhibicion de la ruta de biosintesis se ha
convertido en las Ultimas decadas en una alternativa de gran interés en la bisqueda 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 bioquimicas y moleculares de agentes causales de enfermedades,
es posible establecer diferencias claves entre estos y sus hospederos, y determinar
blancos especificos de acciéon de drogas que dafen el pardsito sin afectar el

hospedero.

La sintesis de esteroles (Anexo 4) es una de las rutas metabodlicas mas
complejas presentes en células eucariotas, en la que se dan una serie de reacciones
que pueden agruparse en tres grandes etapas: en la primera reaccion el acetil-coA se
convierte en mevalonato por accién 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 ultimo ocurre la conversion de
escualeno a colesterol, o a ergosterol, y es en esta etapa donde se ponen de manifiesto
las diferencias entre la ruta de biosintesis de esteroles de mamiferos y en eucariotes

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

El escualeno sufre un proceso de ciclacion 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 mamiferos. Sin embargo, en kinetoplastidas el
lanosterol sigue una ruta diferente, ya que ademas de ser desmetilado en posicion 4 y

A24-29)

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

es caracteristica de tripanosomatidos, 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 demetilacion del lanosterol,
bloqueandose asi, la transformacion de éste en ergosterol, sin que puedan utilizar el
suplemento abundante de colesterol presente en sus hospederos mamiferos (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 reduccion dosis-
dependiente de la proliferacion de estos parasitos asociado con una completa
desaparicion de escualeno y esteroles endogenos, resultando en un bloqueo de la

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

Existen otros potentes inhibidores de la biosintesis de esteroles como el E5700
y el ER-119884, derivados de quinuclidina, que inhiben la SQS en mamiferos, 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
biosintesis 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 parasitos. Se encontrd inhibicion total del crecimiento y lisis
celular a concentraciones de 150 pmol/L en epimastigotes y 100 pmol/L en
amastigotes, que podria estar relacionado con una disminuciéon de los esteroles
enddgenos del parasito. Ademads, se observaron alteraciones ultraestructurales tales

como volumen celular, desorganizacion de reservosomas y kinetoplasto, aparicion de
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vesiculas autofagicas y vacuolizacion progresiva del citoplasma en los parasitos

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

Se ha demostrado también inhibicion de la enzima escualeno-2,3-epoxidasa
por Terbinafina, inhibiciéon de la 14a-metilesterol-14-demetilasa por compuestos

azoles y triazoles, e inhibicion de la A®Y

-esterol metil transferasa por azasteroles;
asociado con desapariciéon de esteroles esenciales y acumulacion de cantidades
anormales de precursores de esteroles, con consecuencias citostaticas o citotoxicas,
en parasitos kinetoplastidas (Urbina et al., 1995; Rodrigues et al., 2002; Roberts et

al., 2003).

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

AP esterol

de nitrégeno, los cuales son capaces de bloquear la enzima
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 biosintesis de esteroles en T. cruzi, y en

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

En los tltimos 25 afios ha ocurrido un enorme avance en el conocimiento de la
bioquimica y biologia celular de T. cruzi y organismos relacionados como
Trypanosoma brucei y varias especies del genero Leishmania, incluyendo Ia
secuenciacion 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 sintesis, los posibles blancos quimioterapéuticos en el caso del T. cruzi han
sido quimicamente y genéticamente bien caracterizados en modelos experimentales,
principalmente la biosintesis de ergosterol, cruzipaina y el metabolismo de
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pirofosfato y tripanotién. Sin embargo, las tnicas drogas disponibles actualmente
para los pacientes con enfermedad de Chagas siguen siendo las mismas disponibles
desde los afios 60 y 70 del siglo pasado, con los efectos colaterales indeseables, con
mecanismos de resistencia desarrollados por el parasito y una actividad mas efectiva
en la fase aguda de la enfermedad que en la cronica, alto costo, ademas de la poca
disponibilidad en el mercado por haber sido abandonada su comercializaciéon 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 publica. En este sentido se planted evaluar el efecto in
vitro de 20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)-3p-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-
pregnano-22(S)-3B-diol (AZA3), como posibles inhibidores de la enzima 24-EMT
(Visbal et al., 2005) sobre aislados de Trypanosoma cruzi de una region endémica

del estado Portuguesa.



METODOLOGIA

Drogas

Benznidazole (Rochagan®)
Este compuesto fue suministrado gentilmente por el Dr. Alvaro José Romanha,
Director del Centro de Pesquisas René Rachoud de la Fundacion FIOCRUZ-RIJ.

Minas Gerais, Brasil.

20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)-3p-diol (AZA1l) 'y 22-piperidin-3-il-
pregnano-22(S)-3B-diol (AZA3).

Estos compuestos fueron sintetizados y suministrados gentilmente por el Dr.
Gonzalo Visbal del Laboratorio de Productos Naturales y Sintesis Organica del

Centro de Quimica, del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).
Material bioldgico

Se utilizaron epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado B28V506) de
Rhodnius prolixus, genotipo Tcl, capturados en una zona rural del estado Portuguesa,
los cuales pertenecen al proyecto nacional de grupo del Fonacit bajo el cédigo G-
2005000827 y fueron facilitados gentilmente para la ejecucion de esta investigacion.
Los epimastigotes fueron mantenidos en fase exponencial de crecimiento a partir de
2x10° parasitos/ml en medio LIT (Liver Infusion Tryptose), suplementado con suero
fetal bovino (GIBCO-BRL) al 10% e incubados a 26°C, en agitacion (120 rpm) de

acuerdo a las condiciones establecidas por Chiari et al. (1984).



Evaluacion de la respuesta dosis-dependiente

Las drogas fueron disueltas en dimetil-sulféxido (DMSO, Sigma, <1% v/v) y
afiadidas a los cultivos de T. cruzi al alcanzar una densidad celular de 10x10°
parasitos/ml. Para evaluar la respuesta dosis-dependiente de las drogas, se realizo
contaje directo en camara de Neubauer en microscopio Optico (Olympus, modelo
CX31RBSFA), considerando también la morfologia y la movilidad de los parasitos, e
indirectamente se determin6 la densidad optica (DO) de los cultivos por
espectrofotometria a 560 nm, y la densidad celular (DC) se estim6 por extrapolacion

en una curva de calibracion (DO vs DC).

Para determinar la viabilidad celular, se utiliz6 el método de exclusion del
colorante azul de tripano, segiin 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 volimenes
iguales del colorante y cultivo, incubando durante 5 minutos antes de observarlo al

microscopio Optico para su contaje en camara de Neubauer.

Determinacion de las concentraciones efectivas

Calculo de factores de crecimiento

FC=DCf/DCi FC: factor de crecimiento

DCT{: densidad celular final

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

CI=[1-(FCt/FCc)] x 100 CI: concentracion inhibitoria
FCt: factor de crecimiento de los cultivos
tratados
FCc: factor de crecimiento del cultivo
control

Calculo de la concentracion minima inhibitoria:

CMI=DC{/DCi=1 CMI: concentracion minima inhibitoria

Calculo de la concentracion inhibitoria del 50% del crecimiento

Cls¢="%FCc Clso: concentracion inhibitoria 50%

Para la estimacion de la CMI y la Clsy de los diferentes experimentos, se
construyeron graficas con los factores de crecimiento en funcion de las diferentes
concentraciones de las drogas y por extrapolacion en ¢éstas, se estimaron las

concentraciones efectivas (CMI y Clsy).

Composicion de lipidos neutros en epimastigotes de T. cruzi (B28V506)

Una vez establecidas las concentraciones efectivas de las drogas se analizaron
los lipidos neutros de los parasitos tratados y no tratados (controles) siguiendo la
metodologia descrita por Bligh y Dyer (1959) para extraccion de esteroles libres y

esterificados.
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Extraccion de lipidos totales

Para la extraccion de lipidos totales, se realizo el siguiente procedimiento:
Se repitieron los anteriores ensayos en volumenes mayores de 100 ml a los

tiempos establecidos para alcanzar la Cl¢ y la Cls; 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 descartd el sobrenadante y se agregd una mezcla de cloroformo:metanol
(2:1), agitando luego vigorosamente con el fin de extraer todos los lipidos presentes

en los parasitos tratados y no tratados.

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

analisis.

Lipidos neutros

Para la separacion y purificacion de los esteroles libres a partir del extracto

lipidico, se realizo lo siguiente:

Se realiz6 una filtracién en embudo de vidrio con papel Wathman N° 2 de cada
muestra, con el fin de separar el s6lido bioldgico no deseado del extracto lipidico.
El material filtrado se llevo a rotaevaporacion a 60°C, hasta la desecacion

completa.

Posteriormente se prepararon columnas para cromatografia con acido silicico

(100 mesh) activado durante 12 horas a 100°C, 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 anadidas a las columnas se eluyeron con 4 volimenes 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 minimo volumen de mezcla
cloroformo-metanol (1:1)

Se almacenaron a 4 °C hasta su posterior uso.

Purificacion y caracterizacion de esteroles libres

Para la caracterizacion de los esteroles libres se resuspendieron las muestras
desecadas, se concentraron y se inyectaron a un Cromatografo de Gas-Liquido
HP5890 acoplado a un detector de masa HP5971. Se utilizé una columna capilar HP-
2 Ultra con 5% de fenil-metil silicona (25 a 30m de longitud, con un didmetro interno
de 0.20pum) como fase estacionaria y helio de alta pureza como gas de arrastre, a un
flujo constante de 0,5 ml/min. El inyector se colocé inicialmente en posicion splitless
y luego en split y la temperatura fue programada a 50 °C 1 minuto, luego 280 °C con

una velocidad de 25 °C/min, se aumentoo a 300 °C a razon de 1 °C/min.

La identificacion de los esteroles libres se realizdo en los cromatogramas de
acuerdo a los tiempos de retencioén, 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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Analisis ultraestructural de epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506)

Para la evaluacion ultraestructural de los epimastigotes de T. cruzi se
procesaron alicuotas de los cultivos tratados y no tratados con azasteroles (AZA1 y
AZA3) por el método convencional para microscopia electronica de transmision 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 microcentrifuga (Thomas Scientific, modelo C1236V-TS).

Se resuspendi6 el sedimento en 1 ml de glutaraldehido al 2.5% (Electron
Microscopy Sciences), pH 7.4 y se incubd a 4 °C durante 90 min esto con el fin de

lograr la fijacion de la muestra.

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

El sedimento fue resuspendido en 1 ml de tetradxido de osmio (OsO4) al 1%
(Electron Microscopy Sciences) y se incubd a 4 °C durante 90 min para lograr una

post-fijacion de la muestra.

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

a 1000 g.

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

solidificacion en moldes y luego se cortaron en cubos de Imm’.

Los cubos se llevaron a deshidratacion 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 incubo en una mezcla 1:1 de
oxido de propileno (Electron Microscopy Sciences) y etanol 100% y luego de 6xido

de propileno puro durante 20 min cada uno.

Se procedié a la infiltracion colocando las muestras (cubos de agar) en una
mezcla de o6xido de propileno con resina epoxica (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 °C y luego se realizaron 3 cambios de resina pura cada 30 min.

Por ultimo, se colocaron los bloques de agar infiltrados en los moldes de
inclusion, debidamente rotulados e identificados, y se llenaron totalmente con resina

epoxica pura. Se incubaron a 60 °C por 48 h para su polimerizacion.

Se realizaron cortes gruesos en un ultramicrotomo (Reichert Jung, Ultracut-E) y
coloracion con azul de toluidina al 1%, para verificar la presencia de los parasitos en

los bloques de resina.

Luego se realizaron los cortes finos en el ultramicrotomo (Leica EMUCS6), y

contrastacion con acetato de uranilo y citrato de plomo.

La observacion y registro fotografico de las muestras se realizd en un

microscopio electronico de transmision (MET) Hitachi H600.

Determinacion de la citotoxicidad de las drogas.

Para evaluar el efecto citotoxico de cada una de las drogas, se empled una linea

de células Vero (linea celular derivada del riion del mono verde africano,
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Cercopithecus aethiops), en las cuales se probd la concentracion minima inhibitoria
estimada en parésitos de cada droga, a fin de evaluar la viabilidad en funcién del

tiempo de exposicion:

Se realizaron cultivos a partir de una densidad celular inicial de 5x10° células /
ml de medio MEM (Minimum essential médium, Sigma®) suplementado 5% de suero

fetal bovino (GIBCO-BRL).

En volumenes no mayores a 5 ml de altura en frascos de 25 ml se incubaron los
cultivos a 35 °C en atmosfera de 5% de CO, (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 contenian 1% de DMSO y para las drogas 18,2 uM de AZAl y
2,3 uM de AZA3 (concentraciones minimas 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 determind el estado de cada cultivo.

Luego en camara de flujo laminar se descartd cuidadosamente el medio de
cultivo y se realizaron 3 lavados con PBS pH 7,2 estéril y se adiciono a cada frasco

1ml de Tripsina (Sigma®™) y se incub6 a 37 °C durante 1 minuto.
Luego los frascos de cultivo se golpearon cuidadosamente con la palma de la

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

accion de la Tripsina
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Con ayuda de una pipeta estéril se mezclo el cultivo hasta lograr una buena
homogenizacion, de la cual se extrajeron 500 pl y se mezclaron con igual volumen de

azul tripano al 1%.

En camara Neubauer se cuantificé la viabilidad de las células en funcién del

tiempo de exposicion a cada una de las drogas.

Andlisis estadistico

Los célculos y graficos se realizaron utilizando el programa Microsoft Office

Excel 2003.
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RESULTADOS

Efecto de Benznidazol (BNZ), 20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)-33-diol
(AZA1) y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3B-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 estimé una CMI de 29,2uM y la
Cls en 15,7uM (Figura 2).

Las observaciones directas al microscopio Optico de los parasitos tratados con
las concentraciones inhibitorias del crecimiento de BZN mostraron pérdida de la
movilidad celular, hinchamiento, vacuolizacion y formacioén de agregados celulares,

previo a la lisis celular.

Los compuestos azasteroles (AZA1l) 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 18,2uM y

2,3uM respectivamente, y la Clsj se estim6 en 10,6uM para AZA1 y en 1,45uM en el
caso de AZA3 (figuras 4y 6).
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I[lustracion 1. Efecto de benznidazole sobre el crecimiento de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi (aislado B28V506).
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[lustracion 2. Curva dosis-respuesta para la estimacion de la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) y Concentracion Inhibitoria del 50% (CI50) de benznidazol, a las
120 horas post-tratamiento.
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[lustracion 3. Efecto de 20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)-3p3-diol sobre el
crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado B28V506).
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Ilustracion 4. Curva dosis-respuesta para la estimacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Concentracion Inhibitoria del 50% (CI50) de AZAT1 a las 120

horas post-tratamiento.
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[lustracion 5. Efecto de 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3p-diol sobre el crecimiento
de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado B28V506).
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[lustracion 6. Curva dosis-respuesta para la estimacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Concentracion Inhibitoria del 50% (CI50) de AZA3, a las 120
horas post-tratamiento.

Estudio de la composicion de lipidos neutros en epimastigotes de T. cruzi
(aislado B28V506) sometidos a la acciéon de AZA1 durante 120h.
En el estudio de la composicion de esteroles libres de los epimastigotes de T.

cruzi (aislado B28V506), mediante la técnica de cromatografia de gases con detector
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de masas, se observd 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-33-ol; 24-etil-colesta-5,7-dien-
3B-ol; 24-etil-colesta-5,7,24(24’)-trien-3B-ol) que representan el 47% del total de los
esteroles (Tabla 1). Se encontré en los controles un alto porcentaje de colesterol
(42,2%), este constituye un esterol exdgeno que es incorporado al parasito de forma

pasiva desde el medio de cultivo.

En los epimastigotes de T. cruzi tratados con una Cljs de AZA1 en un periodo
de 120h, se encontr6 disminucion a 16,8% de sus esteroles tipo ergosta (excepto
ergosterol) y acumulacion de zimosterol (24%). A una concentracion mayor de esta
droga (Cl3;, 120h), se encontrd una desaparicion total de los ergostas, con excepcion
de ergosterol (6,7%) cuyo porcentaje se mantuvo cercano al de los controles, aunado
a una mayor acumulacion de zimosterol (colesta-8,24-dien-33-o0l , 28,7%). (Tabla 1).

Estudio de la composicion de lipidos neutros en epimastigotes de T. cruzi

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

En los epimastigotes tratados con una Cljs y Cls; de AZA3 por 120h, se
encontr6 desaparicion de ergosterol y los esteroles 24-etil-colesta-5,7-dien-33-ol; 24-
etil-colesta-5,7,24(24”)-trien-3B-ol y episterol, y disminucion considerable en relacion
al control de dehidroergosterol; 5-dehidroepisterol y 24-etil-colesta-5,7,22,trien-3[3-
ol.

Adicionalmente, se observdé acumulacion de esteroles tipo colesta como
zimosterol en un promedio de 11,5% con ambas concentraciones efectivas (Clje:
11,1% y Clsz: 11,9%), asi como colesta-5,7,24-trien-33-ol y colesta-7,24-dien-33-o0l

en promedios de 13% y 1%, respectivamente.
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Tabla 1. Efecto de 20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)-3B-diol (AZA1l) y 22-
piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3p-diol (AZA3) en la composicion de lipidos neutros
(% de masa) de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado B28V506). Periodo de
exposicion de 120h.

COMPUESTO Tr CONTROL (CI )AZAI AZAl AZA3 AZA3(Clsp)
16

EXOGENOS

Colesterol 21,98 42,2 56,3 61,6 55,4 48,2

ENDOGENOS

Escualeno 16,28 11,0 1,7 0 0 6,4

Zimosterol  (colesta-

8 24-dion-3p.ol) 23,11 0 24,0 28,7 11,1 11,9
Colesta-5,7,24-trien-

3B-ol 23,46 o e e 12,7 14,2
Ergosterol (ergosta-

5.7.22-trien-3p-ol) 23,48 6,8 6,3 6,7 0 0
Colesta-7,24-dien-33-

o 2375 0 0,8 0 1,4 0,9
Ergosta-5,7,22,24(24°)-

tetraen-3p-ol 24,14 o - 4.1 3,8
Ergosta-8,24(24’)-

dien-34-ol 24,38 0 4,1 2,9 1,3 1,0
Ergosta-5,7-dien-3[3-

ol(Dehidroergosterol)+Ergosta-

5,7,24(24’)-trien-3pB-ol 24,90 18,0 1,5 0 10,0 7,4

(5-Dehidroepisterol)

Ergosta-7,24(24°)-

dien-3p-ol (Episterol) 25,12 2,1 0 0 0 0
24-etil-colesta-

5722 trien-3p-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-

Gien3pol 27,10 11,9 0 0 0 0
24-etil-colesta- 27.49 12 0 0 0 0

5,7,24(24’)-tetraen-33-ol

Tr: Tiempo de retencion (min).

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

sometidos a la accion 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 plasmatica, electron-densidad regular del

citoplasma y mitocondria (figura 7).

En el caso de los epimastigotes tratados con una Cl3; de AZA1 (figura 8) se
encontr6 pérdida de la electron-densidad del citoplasma (figura 8a) y pérdida de la

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

Estudio ultraestructural de epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506)
sometidos a la accion de AZA3 por 120h de tratamiento:

La figura 9, muestra el efecto inducido con un Cl;s de AZA3 sobre
epimastigotes de T. cruzi, observandose vacuolizacion (figura 9a-b), hinchamiento y

pérdida de la integridad mitocondrial (figura 9b).
En el caso de los epimastigotes tratados con el doble de la concentracion de

AZA3 (Cls;) se acentuan mas los dafios antes mencionados (figura 10) aunado a

aparicion de  evaginaciones en la  membrana  plasmatica  (11b).
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[lustracion 7. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado
B28V506) sin tratamiento. N: nucleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria; BF: bolsa
flagelar.



Ilustracion 8. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado
B28V506) con CI32 de AZA1 durante 120h. N: nucleo. —-: evaginacion.
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Ilustracion 9. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado
B28V506) tratadas con CI16 de AZA3 durante 120h. V: vacuolas. M: mitocondria.
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[lustracion 10. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado
B28V506) tratados con CI32 AZA3 durante 120h. M: mitocondria.
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[lustracion 11. Ultraestructura de epimastigotes de Trypanosoma cruzi (aislado
B28V506) tratados con CI32 de AZA3 durante 120h. V: vacuola. —: evaginacion
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Estudio de la citotoxicidad de AZA1 y AZA3 sobre células Vero

Se encontrd con 18,2uM (CMI en parésitos) de AZA1 un leve porcentaje (5%)

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

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

Con 2,3uM de AZA3 (CMI en parasitos) el porcentaje de células afectadas fue de
13% en las primeras 24 h'y 30% a las 48 h (Figura 12).
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Ilustracion 12. Efecto de 18uM (CMI) de 20-piperidin-2-il-Sa-pregnano-20(r)-3p-diol
y 2,3 uM (CMI) de 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3p-diol en células Vero durante

48 h.
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DISCUSION

La sintesis de esteroles es una de las rutas metabolicas mas complejas presentes
en células eucariotas, que involucra al menos 20 pasos importantes catalizados por
enzimas especificas (Anexo 4). Estos esteroles son sintetizados a partir de acetil-
coenzima A (acetil CoA), en un proceso comun hasta la sintesis de epdxido de
escualeno, a partir del cual la ruta se ramifica para producir la conversion de
lanosterol a colesterol o a ergosterol, destacando que en esta etapa hay grandes
diferencias entre la ruta de biosintesis de esteroles de mamiferos 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 bioquimicas y moleculares de
los agentes causales de enfermedades, es posible establecer diferencias claves entre
estos y sus hospederos, y determinar blancos especificos de accion de drogas que

dafien al parésito sin afectar el hospedero.

En este sentido se plante6 en este trabajo evaluar el efecto in vitro de 20-
piperidin-2-il-5a-pregnano-20(r)-3B-diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S),
3B-diol (AZA3). Estos compuestos constituyen un grupo novedoso de analogos de
esteroles que poseen un heteroatomo en la cadena lateral, nitrogeno; que podrian
actuar como posibles inhibidores de la A***-esterol metiltransferasa (24-EMT),
enzima que utiliza zimosterol como sustrato y en pasos sucesivos da origen a la
sintesis de esteroles esenciales tipo ergosta especie-especificos, caracteristicos de

tripanosomatideos.
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Transcurridas 120 horas de tratamiento con BNZ (medicamento convencional
en la enfermedad de Chagas) se encontré una inhibicion de 20% (Cly) del
crecimiento de los cultivos a una concentracion de SuM y una dosis letal del 56%
(DLs6) a una concentracion de 50uM. Faundez et al. (2005) en un estudio realizado
en epimastigotes de T. cruzi reportan una DLsy para BZN a la concentracion de

44uM, lo que es similar a nuestros resultados.

Se estimaron ademas las concentraciones minimas inhibitorias para cada droga
por extrapolacion en las curvas dosis-respuesta, encontrando que AZA3 es 7,9 veces

mas potente que AZA1l y 12,7 veces mas que BZN.

Estos resultados evidencian una mayor potencia letal de los azasteroles con
respecto al tratamiento convencional con Benznidazole, principalmente AZA3, lo que

podria 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 1uM y 10uM 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 10uM, valor similar al
demostrado en este estudio; asimismo, estos investigadores reportaron una CMI para
la forma amastigote de 0,1uM, lo que demuestra una mayor susceptibilidad del

parasito en esta forma.
Por otra parte, Rodrigues et al. (2002) reportan una Clsy para AZA1 de 1 uM

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

la forma amastigote de 0,1uM a 120h de tratamiento.
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Visbal et. al. (2003) realizaron un estudio en Paracoccidiodes brasiliensis, un
hongo dimérfico patdégeno; utilizando AZA1, AZA2 y AZA3, encontrando también
una mayor actividad de este ultimo (CMI: 0,5uM) con respecto a AZA1l (5uM) y
AZA2 (10uM), respectivamente. Estos resultados, a pesar de no ser en parasitos
guardan gran relacioén con este trabajo en lo referente a la actividad mas potente de
AZA3 con respecto a AZA1, y es consistente con la existencia de la misma ruta de

biosintesis post-lanosterol en eucariotes inferiores.

Urbina et al. (2000) realizaron un estudio utilizando derivados triazolicos
(capaces de inhibir la biosintesis 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, demostré un efecto antiproliferativo dosis-dependiente
utilizando un inhibidor de la biosintesis de esteroles (22-hidrazona-imidazolin-2-il-5-
colesta-33-ol) y reportd una CMI a las 48 horas de 3,7uM y una DL;oo con 4uM en

tan solo 12 horas de tratamiento.

Se realizo por cromatografia de gases y espectrometria de masa, un andlisis de
los esteroles libres presentes en epimastigotes de T. cruzi, sin tratamiento alguno
(controles), y se consiguié como principales esteroles endogenos a dehidroergosterol
y 5-dehidroepisterol, que co-eluyen al mismo tiempo de retencion (18,0 %); seguidos
de 24-etil-colesta-5,7-dien-3B-0l (11,9 %); ergosterol (6,8 %); 24-etil-colesta-
5,7,22 trien-3B-ol; Episterol (2,1 %) y 24-etil-colesta-5,7,24(24’)-trien-33-ol (1,2 %),
Tabla 1.

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

esteroles enddgenos 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 proporcion de los esteroles
esenciales por encima del colesterol con 42,2%, el cual es un esterol exdgeno
incorporado de forma pasiva por el parasito 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 infusion cerebro-corazon (IBH).

Cuando los epimastigotes de T. cruzi fueron tratados con AZA1 cambiod la
relacion entre esteroles tipo colesta y ergosta, determinada principalmente por el
aumento de zimosterol, el cual se acumul6é en un 24% cuando los parésitos fueron
sometidos apenas a una Cl;s del compuesto. Se demostréo disminucion de los
principales esteroles tipo ergosta con excepcion del ergosterol, el cual se mantiene
cercano a sus niveles normales (controles). Estos resultados podrian sugerir la
participacion de AZA1 como inhibidor de la ruta de biosintesis de esteroles a nivel de

. 24,25
la enzima A®*®

esterol metiltrasferasa (24-EMT) que cataliza la metilacion de
zimosterol en el C-24 dando oirgen a ergosta-8,24(24")-dien-3B-0l, con su
concomitante acumulacién, como se postula en la ruta de biosintesis propuesta por

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

Es importante resaltar que a pesar de la inhibicion 24-EMT, descrita
anteriormente, los niveles de ergosterol se mantienen, no asi los de dehidroergosterol
/5-dehidroepisterol y 24-etil-colesta-5,7-dien-3B-ol, lo que sugiere algiin mecanismo
no descrito ain, que permite la sintesis de este esterol esencial a partir de otro
precursor no convencional, por lo que el parasito logra mantener su viabilidad. Un
posible mecanismo podria ser la sintesis de analogos estructurales a los precursores
del ergosterol, a partir de ergosta-8,24(24")-dien-3B-o0l, el cual no aparece en los

controles y se acumula en el tratamiento con una Cl;s de AZAI.

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

de accion en T. cruzi, indican la accion de AZA1 sobre diferentes enzimas esenciales
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en la sintesis de esteroles, destacando también una acumulacién de zimosterol por
posible bloqueo de la 24-EMT en la  biosintesis de ergosterol discutido

anteriormente.

En el caso de la composicion de esteroles en parasitos sometidos a AZA3
(tabla 1), esta muestra al igual que en las pruebas con AZA1 con apenas Cl;¢ una
dréstica disminucion de los esteroles principales del tipo ergosta (suma 15,4 % con
desaparicion de ergosterol), con un incremento de las proporciones de esteroles tipo
colesta (suma 32% , colesta-5,7,24-trien-3B-ol; colesta-7,24-dien-3p-o0l y 24-etil-
colesta-5,7,22-trien-3B-ol). Similar a AZA1 hubo una considerable pero importante

acumulacion de zimosterol de 11 %, que no se observa en parasitos no tratados.

Estos resultados sugieren un bloqueo de la sintesis de ergosterol al mismo nivel
que AZA1l (24-EMT), debido a la acumulacién de zimosterol; sin embargo, es
importante destacar que AZA3 permite las sucesivas transformaciones de los ntcleos
esteroidales que generan los dobles enlaces en los carbonos C-5 y C-7, y por lo tanto,
la acumulacion de esteroles de tipo colesta, que a su vez impiden la formacion de

precursores esteroles de tipo ergosta.

Adicionalmente, estos resultados nos permiten proponer que AZA3 también
podria estar inhibiendo la enzima A®**esterol-metilreductasa (24-EMR), debido a la
acumulacidon en pequefias proporciones de ergosta-5,7,22,24(24")-tetraen-3B-ol (4,1
%), que especificamente impide la reduccion 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 parasitos kinetoplastidas,

demostraron inhibicién de la enzima A

-esterol metiltransferasa (24-EMT) por
AZA1, asociado con desaparicion de esteroles esenciales y acumulacion de
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cantidades anormales de precursores de esteroles, con consecuencias citostaticas o
citotoxicas. Demostraron ademas 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 biosintesis de ergosterol, con arresto del crecimiento de epimastigotes

de Trypanosoma cruzi.

Los esteroles juegan un papel importante en la regulacion de la estabilidad y
fluidez de las membranas bioldgicas, las cuales estan constituidas principalmente por
una bicapa de fosfolipidos en la que también se encuentran las proteinas de
membrana. Entre las funciones principales de las membranas bioldgicas estd la
permeabilidad selectiva, que permite que algunas moléculas difundan libremente a
través de ella y otras sean altamente reguladas. Esta y todas las funciones dependen
primordialmente de la estructura quimica y arreglo de los componentes en la
membrana, de tal manera que un cambio en la composicion podria acarrear pérdida
de su integridad y funcionalidad, pudiendo conducir a la muerte celular (Gennis,

1989).

La anterior afirmacion sugiere que AZA3 podria estar siendo mas potente que
AZAT1, quizas por la extension de un carbono en la cadena lateral y la posicion del —
NH en el anillo ciclohexano (Anexo 5), de tal forma que provoca en el parasito
desaparicion o disminucion de sus esteroles esenciales y rearreglos membranales con
analogos inapropiados, afectando la permeabilidad selectiva y por consiguiente

pérdida de la viabilidad celular.

Los cambios en la composicion de esteroles en las membranas inducidos por
AZAl y AZA3 son soportados por las alteraciones ultraestructurales de los
epimastigotes, caracterizadas fundamentalmente por vacuolizacion, pérdida de la

integridad mitocondrial y evaginaciones en la membrana plasmatica.
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Rodrigues et al. (2002), en un estudio realizado en promastigotes y amastigotes
de Leishmania amazonensis utilizando AZA1l, 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-3B-ol ~y  20-hidrazona-imidazolin-2-il-5-colesta-3[-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 plasmatica

y la mitocondrial.

Otros estudios realizados en T. cruzi, utilizando inhibidores de la biosintesis de
esteroles diferentes, en este caso bifosfonato risedronato (Ris), un inhibidor de la
farnesil pirofosfato sintetasa, que cataliza la formacion de poli-isoprenoides,
precursor de esteroles, reportan variaciones ultraestructurales importantes tales como
vacuolizacion progresiva del citoplama, pérdida de la integridad de las membranas
mitocondrial y nuclear, desorganizacion de otros organelos como reservosomas y el
kinetoplasto, vesiculas autofagicas principalmente, destacando la analogia con las
alteraciones descritas anteriormente. Ademas, los cambios ultraestructurales también
estuvieron relacionados con la reducciéon dosis dependiente de los esteroles
endogenos predominantes en esta especie (ergosterol, 24-etil-colesta-5,7,44-trien-33-

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

Con respecto a la citotoxicidad de los compuestos 20-piperidin-2-il-5a-
pregnano-20(R)- 3B-diol y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3B-diol se realizaron
ensayos in vitro en una linea de células Vero, utilizando las concentraciones minimas

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 biosintesis 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 inhibicion del crecimiento y lisis celular en estos parasitos,
acompafiado con bloqueo en la sintesis de sus esteroles esenciales, sin efectos toxicos

sobre la célula hospedera (células Vero).

En sintesis, 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), podria estar asociada con la inhibicion de la actividad de la enzima 24-EMT,
especifica de estos eucariotes inferiores, lo cual es soportado por su baja citotoxicidad
en células Vero, constituyendo asi una herramienta prometedora en la busqueda de
nuevas drogas que permita resolver el grave problema de salud publica que representa

la enfermedad de Chagas en America Latina.
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CONCLUSIONES

.- 20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)- 3B-diol (AZA1l) y 22-piperidin-3-il-
pregnano 22(S)-3B-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
acumulacion de zimosterol acompanada de desaparicion o disminucion considerable
de los esteroles esenciales tipo ergosta, sugiriendo un posible bloqueo de la enzima

24-EMT, presente solo en eucariotes inferiores.

- AZA1 y AZA3 inducen alteraciones ultraestructurales en las membranas
plasmatica y mitocondriales, consistentes con los cambios en la composicion de

esteroles esenciales.

.- La baja citotoxicidad de AZA1 y AZA3 en células Vero constituye un
hallazgo prometedor en la busqueda de nuevas drogas para combatir el grave
problema de salud publica que representa la enfermedad de Chagas en America

Latina.
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RECOMENDACIONES

.- Evaluar el efecto de 20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)-3p-diol (AZA1) y
22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-33-diol (AZA3) en un aislado del estado Sucre y

establecer comparaciones con el aislado de Portuguesa.

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

amastigotes de T. cruzi en células Vero.

.- Evaluar posibles combinaciones sinergisticas entre AZAl 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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ANEXOS

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

de la biosintesis de ergosterol. Benaim et al., 2006.
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Fig. 4. Postulated de novo b t hway in T. cruzi. (A) 4,4',14-Trimethyl-cholesta-8,24-dien-38-ol (I ol); (B) 4,4'-dimethyl
cholesta-8,24-dien-38-ol; (c) & munymma 24-dien-38-ol; (D) 4, ,14-dimethyl-cholesta-8,24-dien-3-of; (E) cholesta-8,24-dien-38-of
{zymosterol); (F) ergosta-8,24(24')-dien-38-ol; (A) 24-methylene-dihy ; (B') 4,4'-dimethyl 8,24(24" )-dien-3 8-ol; (C")

4-methyl-ergosta-8,24(24' J-dien-3 g-of; (D*) & Iwwm’um3&m (obtusifoliol; (E') 14-methyl-cholesta-8,24-dien-
3g-of; (F') 14-methyl-crgosta-8,24(24' >-dien-38-ol; (G) ergosta-7,24(24" )-dien-3 8-ol (episterol); (H) ergosta-5,7,24(241 )-trien-3 8-o! (5-de-
hydroepisterol); (I} cholesta-7,24-dien-38-0); (1) cholesta-5,7,24-trien-3B-ol; (K} ergosta-5.7-dien-38-01 (dihydroergosterol); (L) ergosta-
5,7,22-rien-3B-01 (ergosterol); (M) ergosta-7,22,24(24'}-trien-38-0l; (N) ergosta-5,7,22,24(24" )-tetracn-38-ol; (O) 24-cthyl-cholesta-
5,7,22,24(24" Mtetracn-38-ol; (P) Myl—cholem-s,?,zz ~trien-38-0; (Q) Myl-diolem—s ,7,24(24" tetraen-38-0l; (R) 24-ethyl-
cholesta-5,7-dien-38-0l. SMTY, sterol methylt inhibi SMRIL, sterol meth hibi 14DMI, sterol 14.demethylase
inhibitors. Thick lines indi main reaction path See text for details.
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Resumen (abstract):

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una zoonosis producida por el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi que constituye un grave problema de salud ptblica en América Latina.
Las drogas cominmente utilizadas para su tratamiento, Benznidazol y Nifurtimox, son efectivas s6lo
en la fase aguda e inducen serios efectos colaterales, que pueden conllevar a la interrupcion del
tratamiento. En este sentido, se evalud el efecto in vitro de 20-piperidin-2-il-5a-pregnano-20(R)- 3p-
diol (AZA1) y 22-piperidin-3-il-pregnano-22(S)-3p-diol (AZA3) como posibles inhibidores de la
A*®)_esterol metiltransferasa (24-EMT), sobre epimastigotes de T. cruzi (aislado B28V506) de una
region endémica del estado Portuguesa; mantenidos en fase exponencial en medio LIT suplementado
con suero fetal bovino 10% a 26° C, con agitacion. Para ello, se determiné la densidad celular por
contaje directo en camara de Neubauer e indirectamente por espectrofotometria a 560 nm. La
viabilidad, se cuantific6 por el método de exclusion con azul de tripano. La purificacion de esteroles
libres, se hizo mediante cromatografia en columna con acido silicico, mientras que la caracterizacion y
cuantificacion por cromatografia de gases y espectrometria de masas. La ultraestructura, se realizé por
métodos convencionales para microscopia electronica de transmision. Asimismo, la citotoxicidad de
los azasteroles sobre células Vero, se determiné mediante cuantificacion de viabilidad por exclusion de
azul de tripano. Se encontr6 a las 120 h un efecto antiproliferativo dosis-dependiente sobre
epimastigotes de T. cruzi y se estimaron para BZN (CMI: 29,2 uM y Clsy: 15,7 uM); AZA1 (CMI:
18,2 uM y Clsp: 10,6 uM) y para AZA3 (CMI: 2,3uM y Clso:1,45uM). Los azasteroles indujeron gran
acumulacion de zimosterol, no detectado en parasitos no tratados con disminucion drastica de los
esteroles esenciales tipo ergosta, acompafiado de alteraciones ultraestructurales considerables apenas
con una Cl;4, como evaginaciones en la membrana plasmatica, vacuolizacion y pérdida de la integridad
mitocondrial. Con las CMI de AZA1 y AZA3 en células Vero, se encontrd un bajo efecto citotoxico
en relacion 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) podria estar
asociada con la inhibicién de la actividad de la enzima 24-EMT, especifica de estos eucariotes
inferiores, lo cual es soportado por su baja toxicidad en células Vero, constituyendo asi una
herramienta prometedora en la busqueda de nuevas drogas que permitan resolver el grave problema de
salud ptblica que representa la enfermedad de Chagas en América Latina.
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