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Resumen

La Tripanosomiasis americana 0 mal de Chagas es una enfermedad
potencialmente mortal, causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), cuya principal via de infeccion es a través de las heces del
insecto vector cominmente conocido como vinchuca. Esta enfermedad es
endémica de América latina, pero se ha extendido a otros continentes, lo que

lo hace un problema a nivel mundial.

Para el tratamiento de la enfermedad existen dos drogas: nifurtimox y
benznidazol. Estos medicamentos tienen una mayor efectividad en la fase
aguda de la enfermedad, y conllevan a efectos secundarios indeseables. Por
estos motivos existe la necesidad de buscar nuevas alternativas para el
tratamiento de Chagas, como la familia de las cumarinas. Estas se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza (también son sintetizadas), son de
gran interés, debido a sus numerosas actividades bioldgicas, actividad
antiprotozoaria y una destacada capacidad antioxidante. Por lo que, presentan
un potencial uso en el tratamiento de la enfermedad de Chagas. En este
trabajo se presenta el estudio electroquimico, capacidad antioxidante y

actividad tripanocida de compuestos N-aril amido cumarinas.



Encontrandose, mediante técnica electroquimica (voltametria
ciclica), que los compuestos gque contienen grupo nitro en su estructura
presentaron un proceso de reduccién correspondiente a la generacién del
radical anion nitro, a través del mecanismo ECE. En el estudio oxidativo de
los compuestos hay un proceso de oxidacion del grupo hidroxilo hacia la
formacion de un carbonilo, a través de un intermediario radicalario, el que
fue detectado y caracterizado por resonancia de espin electronico (REE). Se
observo un pico anddico irreversible en todos los voltamogramas, que indica

la oxidacion de la amida (en el rango de 0,98-1,48 V).

La capacidad antioxidante fue determinada a través de ORAC-FL,
encontrandose valores bajos, atribuidos a la cantidad de grupos hidroxilo en

las estructuras de los compuestos estudiados.

En cuanto a la actividad frente a T. cruzi, en el estadio epimastigote
del parasito, los mejores de la serie fueron el 9 y 10 (los cuales poseen una
quinolina en la estructura), con un ICsy de 22,25 pM y 20,9 uM,
respectivamente, siendo ambos mayores a la concentracion de nifurtimox
(17,4 uM). En el estadio tripomastigote, la familia de cumarinas no resultaron

ser potentes, lo maximo logrado fue una disminucion de viabilidad del



parasito en un 34,9% a una concentracién de 50 uM. De acuerdo a la
citotoxicidad en células macréfagos, en relacion a nifurtimox, todos los

compuestos evaluados, son mas toxicos.

Finalmente mediante la técnica de REE y spin trapping se determino
que los compuestos N-aril amido cumarina, producen estrés oxidativo y este
quizas sea una posible explicacion de la toxicidad hacia los parésitos en
estadio epimastigote. Sin embargo no se puede descartar otro mecanismo de

accion.
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SUMMARY

American Trypanosomiasis or Chagas disease is a potentially fatal
disease caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi), the
main route of infection is through the feces of the insect vector commonly
known as Vinchuca. This disease is endemic in Latin America, but has spread

to other continents, which makes it a worldwide problem.

For the treatment of the disease there are two drugs: nifurtimox and
benznidazole. These medicines are more effective in the acute phase of the
disease, and lead to undesirable secondary effects. For these reasons there is
a need to seek new alternatives for the treatment of Chagas, as the family of
coumarins. These are widely distributed in nature (they are also synthesized)
are of great interest due to its numerous biological activities, antiprotozoal
activity and an outstanding antioxidant capacity. Therefore, they have
potential use in the treatment of Chagas disease. This paper presents the
electrochemical study, antioxidant activity and trypanocidal N-aryl coumarin

amide compounds.
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Finding, by electrochemical technique (cyclic voltammetry), that
compounds containing nitro group in its structure presented a reduction
process corresponding to the radical anion generation nitro, through the ECE
mechanism. In the oxidative study of compounds there is a process of
oxidation of the hydroxyl group to the formation of a carbonyl, through a
radical intermediate, which was detected and characterized by electron spin
resonance (ESR). An irreversible anodic peak was observed in all
voltammograms, indicating the oxidation of the amide (in the range of 0.98

to 1.48 V).

The antioxidant capacity was determined by ORAC-FL, being low
values attributed to the amount of hydroxyl groups in the structures of the

compounds studied.

As regards the activity against T. cruzi, epimastigote stage of the parasite,
the best of the series were 9 and 10 (which have a quinoline structure), with
an 1Csp of 22.25 uM and 20.9 uM respectively, both being greater than the
concentration of nifurtimox (17.4 pM). In the trypomastigote stage, the
family of coumarins were not potent, the maximum achieved was a parasite

viability decreased by 34.9% at a concentration of 50 puM. According to

xiii



macrophage cell cytotoxicity in relation to nifurtimox, all compounds tested

are more toxic.

Finally by ESR technique and spin trapping was determined that N-
aryl amide compounds coumarin, produce oxidative stress and this may be a
possible explanation of the toxicity to the parasites in epimastigote stage.

However, cannot discard another mechanism of action.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales de la enfermedad de Chagas.

La Tripanosomiasis americana, mas conocida como enfermedad de
Chagas, es causada por el paréasito flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Es una zoonosis cuya principal via de transmision es por medio de un insecto
vector denominado Triatoma infentans, comuinmente conocido como
vinchuca. Tambien se puede transmitir de forma no vectorial, ya sea por
transfusion de sangre, transmision congénita, por trasplante de érganos o de
médula dsea e incluso transmitirse por la ingesta de alimentos o liquidos
contaminados con T. cruzi [1]. La enfermedad de Chagas es un grave
problema de salud en América Latina y esta siendo emergente en paises no
endémicos, tales como Estados Unidos, paises de Europa, Asia y
Oceania. Este cambio se ha debido a los nuevos patrones de inmigracion, lo
que lleva a la urbanizacién y la globalizacion de la enfermedad [2]. Por otro
lado, esta enfermedad afecta entre 8-10 millones de personas en América

latina; ademas, los medicamentos disponibles son bastante toxicos y menos



eficaces en la fase cronica de la enfermedad y no existe vacuna, todo esto

hace que sea un problema mundial muy importante [3].

1.2. Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi.

T. cruzi es un protozoo de la familia Trypanosomatidae, tiene un
flagelo y su Unica mitocondria contiene cinetoplasto, una red de ADN
extranuclear correspondiente al genoma mitocondrial del parasito. El ciclo
de vida de T. cruzi es complejo, variando en el insecto vector (triatomino) y

el huésped (Figura 1).

El ciclo bioldgico comienza cuando el insecto se alimenta con sangre
de mamifero infectada con tripomastigotes (Figura 1, A), forma infectiva no
replicativa del parésito. Estos parasitos se transforman en el tracto digestivo
superior a epimastigotes (forma replicativa no infectiva) (Figura 1, B) cuando
llegan al tracto digestivo posterior, se vuelven a transformar en

tripomastigotes, denominados metaciclicos (figura 1, C).

Cuando el insecto que contiene al T. cruzi pica a otro mamifero, este

deposita sus heces cerca de una herida preexistente o provocada por la propia



picadura, permitiendo la entrada de tripomastigotes metaciclicos a los tejidos
del mamifero (Figura 1, D). El tripomastigote migra por el tejido intersticial
hasta encontrar e infectar a macrofagos y otras células nucleadas (Figura 1,
E). Una vez dentro de las células, cambian al estadio amastigote que es la
forma replicativa en el huésped. Luego de sucesivas divisiones (Figura 1, G),
se transforman nuevamente en tripomastigotes (Figura 1, H), los cuales son
capaces de provocar lisis celular y comenzar un nuevo ciclo de infeccion

(Figura 1, I) [4-5].



Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi [5].



1.3. Aspectos clinicos de la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas presenta dos fases: aguda y cronica

Fase aguda: La fase aguda dura entre 4 a 8 semanas. En esta etapa la
mayoria de los pacientes son asintomaticos, pero algunos sintomas se
desarrollan alrededor de 8 a 10 dias post infeccion. Estos se manifiestan como
fiebre prolongada, malestar general y aumento del tamafio de higado, bazo y
ganglios linfaticos. La mayoria de las muertes producidas en esta fase se

deben a una insuficiencia cardiaca por miocarditis [4,6-8].

Fase cronica: 2 a 3 meses después de la infeccidn inicial, los pacientes

desarrollan la forma indeterminada de la enfermedad de Chagas, que no tiene
sintomas clinicos y puede durar mas de 30 afios. El 30% de estos pacientes
desarrollan la forma determinada, caracterizada por insuficiencia cardiaca,
arritmias cardiacas y tromboembolismo venoso o arterial. La insuficiencia
cardiaca es la manifestacion clinica méas frecuente y grave ya que conlleva a

altas tasas de mortalidad [7-9].

Un punto coincidente en la patogénesis de varias enfermedades
parasitarias es el dafio oxidativo, inducido por los propios parasitos 0 como

consecuencia de otros aspectos fisiopatoldgicos de la enfermedad que causan.
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En el caso de la enfermedad de Chagas, la respuesta inmunitaria provocada
por el parésito y el dafio microvascular observado con la consiguiente
isquemia, induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
especies reactivas de nitrogeno (RNS), dando lugar a dafio oxidativo a través
de la peroxidacién de lipidos, modificaciones en proteinas y dafios en el ADN
[10-11]. En el caso de la leishmaniasis, la respuesta inmunitaria provocada
por la intervencion del parasito proporciona un entorno oxidativo, a traves de
la produccién de ROS y RNS, que pueden contribuir a lesiones cutaneas, a

traves de dafios en el ADN de las celulas no infectadas [12-13].

Tratamiento de la enfermedad.

Principalmente hay dos farmacos que se utilizan como tratamiento para
la enfermedad de Chagas: benznidazol y nifurtimox (Figura 2). El objetivo
del tratamiento es curar la infeccion en la fase aguda para evitar dafios a los
organos en la fase cronica. Ademas, su eficacia disminuye a medida que
transcurre el tiempo desde el inicio de la infeccion. Por otro lado, estos
farmacos poseen una serie de efectos secundarios muy dafiinos lo que

complica méas aun el tratamiento [4].



Benznidazol: Es un derivado nitroimidazol (N-bencil-2-(2-nitro-1H-
imidazol-1-il) acetamida). El efecto adverso mas comdn de este farmaco es
una dermatitis alérgica generalizada o localizada, que afecta a alrededor del
20% al 30% de los pacientes y se compone de erupciones eritematosas
polimorfas. Otros efectos adversos van desde una neuropatia periférica

sensitiva hasta nauseas, vomitos, anorexia, insomnio y pérdida del gusto.

Nifurtimox: Es un derivado nitrofurano (3-metil-4-(((5-nitrofuran-2-
il)metileno)amino)tiomorfolina 1,1-dioxido). Los sintomas gastrointestinales
son los efectos secundarios mas comunes, ocurre en aproximadamente un
50% de los pacientes, e incluyen anorexia con pérdida de peso, nauseas,
vomitos y malestar abdominal. Otros efectos secundarios comunes incluyen
sintomas de toxicidad del sistema nervioso central, manifestdndose en

insomnio, irritabilidad y desorientacion [4,9,14].



O\/ N Benznidazol
H
N

Nifurtimox

Figura 2: Estructura quimica de los farmacos utilizados en enfermedad de Chagas.

1.4. Nuevas propuestas de compuestos tripanocidas.

Debido a las desventajas de los farmacos que se utilizan en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas y sus limitaciones, se han buscado
nuevas alternativas de compuestos antichagasicos. Una propuesta
interesante, es definir que por un lado la produccién de ROS y el estrés
oxidativo no estd exclusivamente implicado en la progresion de las
enfermedades parasitarias, sino que también estan implicados en la biologia
del parasito. En el T. cruzi, la produccion de ROS puede ser regulada para

ejercer efectos tdxicos que dafien al parasito y que conlleven a la muerte de



este [11]. Este ultimo punto se podria utilizar como una estrategia para

disefar farmacos con potencial actividad tripanocida.

Nuestro grupo de investigacién ha estudiado ampliamente distintos
tipos de compuestos, utilizando la propuesta anterior. Aqui se mencionan

algunos estudios:

Vieites M. y cols. (2008) realizaron un estudio utilizando complejos de
platino Il (Fig. 3), obteniendo para la mayoria de los compuestos sintetizados,
valores de ICso en el rango uM, indicando que son tan activos como el
farmaco nifurtimox. Sus resultados sugieren que los complejos podrian
inhibir el crecimiento del paréasito a través de un doble mecanismo de accidn,
que implica la produccién de radicales libres toxicos por biorreduccion y la

interaccion con el ADN [16].



S
L1 R=H
J\ L2 R = metil
20 N/&/N\N NAR 13 R=ell
2 0O H L4 R =fenil

RHN~—__~"\ .~ NO,
b Cl /C | s \(S\ S \_J
P A
/ N NHR N~ NHR
OoN o J \H ON @) 4 ”
[PtCl2(HL)] [Pt(L)2]

Figura 3: Esquema representativo de los complejos (a) Compuesto 5-nitrofurilo con
tiosemicarbazonas, seleccionadas como ligandos (b) Las dos series de complejos de
platino (11).

Aravena M. y cols. (2010) utilizaron las técnicas de voltametria ciclica
y resonancia de espin electronico (REE) en la investigacion de derivados
dihidroquinoxalina e indazol, con grupo nitro en su estructura (Fig. 4),
potencialmente antiprotozoarios. Se observé un proceso de autoprotonacion,
que implica la protonacion del grupo nitro, debido a la presencia de un proton
acido en la estructura, como primer paso de un mecanismo de reduccion. El
ensayo ORAC-FL mostrd que todos los compuestos estudiados tienen baja
capacidad antioxidante, lo que indica que el hidrégeno labil presente en la
estructura de los compuestos no debe interferir con su capacidad para generar
radicales aniones libres [17].
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Estructura quimica de derivados Dihidroguinoxalina
i v
N |
O_/N ! Ny O R: R, R;
LI
N1 Rz
3 |
R1
NQ-1 -(CH2)e-Cl -H -H
NQ-2 -CH3 -H -CH3
NQ-3 -(CH2)e-ClI -H -CHs
NQ-4 -(CH2)s- -H
NQ-5 -(CH2)s- -H
NQ-6 -CH2-Ph-CH>- -H
Estructura quimica de derivados 5-Nitroindazol
|' o—Rs
O¢N+ R1 R Rs
N,—R
N/ 2 2
\1
R1
NI-1 -H -H -(CH,-O-CI-Ph)
NI-2 (CHo)s-
NI-3 -(CH-Ph) -CH,
NI-4 -CH, -(CH,-Ph)

Figura 4: Estructura quimica de los compuestos estudiados por Aravena y cols.

Aguilera-Venegas B. y cols. (2011) llevaron a cabo estudios
electroquimicos y de REE con el objetivo de caracterizar los mecanismos de
reduccion de 7-nitroquinoxalin-2-onas (Fig. 5). Se encontraron dos
mecanismos de reduccion en estos compuestos: el primero, para compuestos
que portan un hidrégeno labil siguiendo un mecanismo de autoprotonacion y
el segundo, para los compuestos sin hidrogeno 1abil, basado en un mecanismo
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de reduccion electroguimico. Todos estos compuestos se ensayaron como

inhibidores del crecimiento de T. cruzi, encontrandose cuatro nuevos

compuestos altamente activos contra el parasito. Por altimo, los ensayos

bioldgicos REE mostraron que estos compuestos no estan relacionados con

los mecanismos de nifurtimox o benznidazol, por lo cual se realizé un estudio

de modelado molecular para definir el posible mecanismo, el cual sugiri6 la

inhibicion de la tripanotion reductasa como uno de los posibles mecanismos

implicados en la accion tripanocida [18].

T REF X
O,N ! Ni. O A| VAM2-1 | N(CH2)
f A | VAM2-2 | N(CH2)s
6 3 A| VAM2-3 | N(CH2)s
Ny X
> A|VAM2-4 | THIQ
» Al VAM2-9 | N(CHa):
e
(|3H3 REF X
8
O2N Ni O B|VAM2-5 | N(CH,),
\©i f B|VAM2-6 | N(CH,),
6 3
TN X B |VAM2-7 | N(CH,),
B |[VAM2-8 | THIQ
»
; B | VAM2-10| N(CH,),
THIQ=1,2,3,4-tetrahidroisoquinol 2-il

Figura5: Con las letras (A) y (B) se representa a los derivados 7-nitroquinoxalina-2-onas.
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Coa J.C. y cols. (2015) sintetizaron una serie de hibridos hidrazona-
quinolina (Fig. 6), en los cuales se evalud la actividad en Leishmania,
Trypanosoma cruzi y macrofagos. Resultando tener alta capacidad
tripanocida y leishmanicida. Destacando el compuesto 6a el cual mostré
mejor actividad contra T. cruzi, incluso mejor que el farmaco
Benznidazol. La actividad antiparasitaria y la selectividad mostrada por estos
compuestos sugieren que tienen alto potencial como agentes
antiparasitarios. La presencia de una quinolina 2-sustituida o isoquinolina y
grupo hidroxilo en las posiciones 3 y 4 del anillo aroméatico aumenta la

actividad leishmanicida [19].

N H Yy R3 @) H\N/ R6
NN
O HO R, Ny HO Rs
R1 N/ R4

6a: R,=H, R,=H, R,=H
6b: R,=OH, R,=H, R,=H
6c: R;=H, R,=OH, R,=H
6d: R,=H, R,=H, R,=OH
6e: R,=OH, R,=OH, R,=H

7a: R,=H, R,=H, R;=H
7b: R,;=OH, R,=H, R,=H
7c: R;=H, R,=OH, R,=H
7d: R=H, R,=H, R,=OH

Figura 6: Estructura quimica de una serie de hibridos Hidrazona-quinolina, en estudio de
la actividad antiparasitaria.
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Por otra parte, existe una gran variedad de moléculas antioxidantes con
actividad antiparasitaria. Los flavanoles como la catequina, epicatequina,
galocatequina, epigalocatequina y algunos de sus galatos se han estudiado
como potenciales agentes tripanocidas, mediante la inhibicion de la actividad
de la carboxilasa de acetil-CoA en T. brucei [20]. Una actividad similar se
informé en Leishmania amazonensis, la cual sugiere que flavonoides actdan
a través de un colapso mitocondrial, esto debido a la disminucién en el
potencial de membrana mitocondrial (Aym) [21]. Por otro lado, nueve
flavonoides aislados (figura 7), fueron capaces de disminuir
significativamente el contenido de T. cruzi en ratones, después de 40 dias de

post-tratamiento, durante la fase aguda de la infeccion [22].
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: astragalina heptaacetato (R1=Glc-Ac, R;=R3=Rs=Ac, R4=H)

: paeonosida (R1=Rs=Glc, R1=Glc, R,=Rs=Rs=H)

: 2”acetilpaeonosida (R1=Glc 2”-Ac, R3=Glc, R;=Rs=Rs=H)

: paeonosida decaacetato ((R1=Rs=Glc-Ac, R=Rs=Ac, Rs=H)

: petiolarosida (R1=Glc, Rs=Rha, R,=Rs=H, R,=0H)

: 27-acetilpetiolarosida(R1=Glc 2”-Ac, Rs=Rha, R;=Rs=H, R4=0H)

: petiolarosida decaacetato(R1=Glc-Ac, Rs3=Rha-Ac, R;=Rs=Ac, R4=0Ac)
(Glc=b-glucopiranosil; Rha= a-rhamnopiranosil)

OO ~NOoO WU PDhWNPE

Figura 7: Nueve flavonoides aislados de la planta Delphinium staphisagria.

Junto a los flavonoides, se han probado varios antioxidantes como
agentes anti-protozoarios. Existe una amplia demostracion de la actividad
antiparasitaria de derivados de chalconas [23], estilbenoides [24], curcuminas
[25] y lignanos [26] contra los principales parasitos protozoarios, incluyendo
Plasmodium, Toxoplasma, T. cruzi y T. brucei. Dentro de los compuestos
analogos de flavonoides, existen las cumarinas, las cuales también han sido

objeto de estudio.
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1.5. Cumarinas.

Las cumarinas son compuestos naturales que se encuentran
principalmente en frutas [27] y semillas [28]. Su estructura principal se
compone de un anillo de benceno condensado a un anillo de pirona, con un

grupo carbonilo en la posicion 2 (Figura 8) [29].

X

O O

Figura 8: Estructura quimica de la cumarina (2H-cromen-2-ona o 2H-benzopiran-2-ona)

La mayoria de los estudios farmacologicos y bioguimicos se han hecho
sobre la cumarina y su principal metabolito, 7-hidroxicumarina [30,31]. Sin
embargo, otros derivados de esta benzopirona son de interés, ya que varios
trabajos describen diferentes cumarinas como anticancerigenas [32], anti-
inflamatorias [30], antibacterianas [33], antiviricas [34], antituberculosas

[35] y como agentes antioxidantes [36-38]. También se realizaron estudios
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de relacion estructura-actividad, donde se dedujo que los derivados de
cumarina con un grupo hidroxilo en la posicion 4, tienen actividad
anticoagulante, espasmolitica, anti-inflamatoria y antiviral [39-41]. Ademas,
5-hidroxicumarina, 7-hidroxicumarina, piranocumarina y 7,8-dihidroxi-4-
metil-cumarina son activos contra el cancer de mama [42] y la leucemia [43].
Ademas, la presencia del grupo catecol y el anillo alfa-pirona contribuyen
significativamente al aumento de la actividad antioxidante de estos

compuestos [44,45].

Debido al papel que pueden desempefiar las cumarinas en diversas
areas, la sintesis, caracterizacion y estudio de sus derivados son temas de
interés en la actualidad. En nuestro grupo de investigacion, diferentes
cumarinas se han sintetizado y evaluado como agentes antioxidantes y

tripanocidas.

Pérez-Cruz F. y cols. (2012) sintetizaron una serie de seis derivados de
4-hidroxicumarina e isosteros de quercetina (Figura 9), con el objetivo de
evaluar la actividad tripanocida contra T. cruzi. Solo tres compuestos de la
serie tenian una actividad apreciable, pero menor que nifurtimox; sin

embargo, se demostro que tienen buena capacidad antioxidante, la cual se vio
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afectada por la introduccion de un grupo fenilo en la posicion C;. Ademas,
cuando un sustituyente con efecto donador de electrones se posiciona en el

grupo fenilo, la capacidad antioxidante aumento [46].

2: Ri=H, R;=H, Rs=H
3: Ri=H, R,=OMe, Ry=H
4: Ry=H, R,=Cl, Rs=H

5: R;=H, R,=Me, Rs=H
6: Ri=H, R,=H, Ry=OH
7: Ri=Cl, R;=H, Rs=OH

4-hidroxicumarina

Figura 9: 4-hidroxicumarina y 4-hidroxi-3-arilcumarinas con actividad antioxidante.

Vazquez-Rodriguez S. y cols. (2013) sintetizaron una serie de hibridos
cumarina-chalcona (Fig. 10), presentando una buena actividad antioxidante,
obteniendo mejores valores de ORAC-FL que la quercetina y la catequina
(compuestos de referencia). La actividad tripanocida fue evaluada en la
forma epimastigote de T. cruzi. Todos los compuestos presentaron actividad
tripanocida moderada. Sin embargo, estos compuestos tienen una actividad
menor que nifurtimox. Vale la pena mencionar que las moléculas con

actividades tripanocidas mas altas mostraron un indice de ORAC-FL inferior,
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que puede ser una clave en la comprension del mecanismo de accion de los

compuestos sobre el T. cruzi [23].

Ry 0 1: R,=R,=R,=Rs=H
R, AN 2: R=R,=Rs=H; R,=Me
O O 3: R;=R,=Rs=H; R,=OH
R3 @ o oH 4:R,=Rs=H; R=R.=0OH
Ry OH 5: R,=R,=H; R,=Br; R,=OH

Fig_ura _10:_ Derivados de hidroxi-3-arilcumarinas con actividad antioxidante vy
antiparasitaria.

Figueroa-Guifiez R. y cols. (2013) describio la sintesis y
caracterizacion de una serie seleccionada de derivados de cumarina (Fig. 11)
con el fin de evaluar sus propiedades antioxidantes y su actividad contra T.
cruzi. Los resultados indicaron que estas moleculas tenian mejores valores
ORAC-FL que el estandar, Trolox. La presencia del hidroxilo en posicion 4
en la cumarina resultd en un aumento de la actividad antioxidante. Los
resultados de REE demostraron reactividad contra el radical hidroxilo para
todos los compuestos. Un resultado interesante es que los compuestos con
alta capacidad antioxidante determinada por el ensayo ORAC-FL también

presentan alta reactividad contra el radical hidroxilo. Finalmente, se concluyo
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que la presencia conjunta de un grupo hidroxilo en la posicién 4 y de un grupo
amino en la posicién 3, aumenta el valor de ORAC-FL y la actividad
tripanocida, la cual se explica por un mecanismo de inhibicion en la funcion

mitocondrial del T. cruzi [47].

Rz

2:R=H;R,=H
N R 3R =H; R,=OH

4; R;=COCH,CI; Rp=H
o o 5: R,=COCH,CI; R,=OH

Figura 11: Derivados de cumarinas, 3-amido/carbamatocumarinas con actividad
antioxidante y antiparasitaria.

De acuerdo a los antecedentes presentados, se concluye que las
cumarinas tienen un alto potencial antioxidante y tripanocida, pero es
necesario profundizar en el conocimiento de cémo la introduccién de grupos
hidroxilos fendlicos, grupo nitro o quinolina, en el esqueleto de la cumarina,
alteran su actividad antioxidante y antiparasitaria, respectivamente. Por ello
se planted estudiar una nueva familia de compuestos derivados de cumarina

que se presenta en la figura 12.
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Estos compuestos fueron sintetizados y caracterizados en el
laboratorio del Dr. Eugenio Uriarte de la Universidad de Santiago de

Compostela, Espania.
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Moléculas estudiadas
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Figura 12: Estructura quimica de N-aril amido cumarinas.
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NUmero de Nombre IUPAC
molécula

1 N-(2-hidroxifenil)-2-oxo-2H-cromona-3-carboxamida

2 N-(3-hidroxifenil)-2-oxo-2H-cromona-3-carboxamida

3 N-(4-hidroxifenil)-2-oxo-2H-cromona-3-carboxamida

4 N-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-2-oxo0-2H-cromona-3-carboxamida

5 N-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-6-metil-2-oxo-2H-cromona-3-
carboxamida

6 N-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-6-metoxi-2-o0xo-2H-cromona-3-
carboxamida

7 N-(2-hidroxifenil)-6-metoxi-2-oxo-2H-cromona-3-
carboxamida

8 2-0x0-N-(quinolin-8-il)-2H-cromona-3-carboxamida

9 2-0x0-N-(quinolin-6-il)-2H-cromona-3-carboxamida

10 2-0x0-N-(quinolin-3-il)-2H-cromona-3-carboxamida
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2. HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes previos:

La presencia de grupos hidroxilos fenolicos y las diferentes posiciones de
ellos, permitiria mejorar la capacidad antioxidante del esqueleto cumarinico.
Por otro lado, la estructura base de la cumarina y la incorporacion de nuevos
grupos funcionales, como la quinolina y grupo nitro, permitiria mejorar la

actividad tripanocida.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General.

Evaluar la capacidad antioxidante y actividad tripanocida de los compuestos

N-aril amido cumarinas, mediante diversas técnicas.
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3.2. Objetivos Especificos.

1. Estudiar el comportamiento anddico y catddico de la familia de

cumarinas, utilizando voltametria ciclica en medio apraético.

2. Caracterizar las posibles especies radicalarias generadas en
voltametria ciclica a través de espectroscopia de Resonancia de Espin

Electronico (REE).

3. Evaluar la capacidad antioxidante de la familia de cumarinas a traves
de la técnica de spin trapping y REE mediante la generacion del radical

hidroxilo y radical anién superéxido.

4. Determinar la actividad antioxidante a través del ensayo ORAC-FL,

para la familia en estudio.

5. Evaluar la actividad tripanocida selectiva en epimastigotes y

tripomastigotes, utilizando la metodologia de reduccién de MTT.

6. Detectar los posibles radicales libres generados por las cumarinas en

un medio parasitario en el estadio epimastigote, por medio de REE.

25



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Estudio electroquimico.

Se estudiaron los mecanismos de oxidacion y reduccion de los
compuestos N-aril amido cumarinas, mediante voltametria ciclica (VC). El
estudio se realiz6 utilizando dimetilsulféxido (DMSO) y perclorato de
tetrabutilamonio (PTBA) como electrolito soporte. Se trabajé a
concentraciones de muestra de 1 mM y de 0,1 M de electrolito de soporte.
Los barridos se efectuaron a velocidades entre 100 y 2500 mV/s. Ademas, se
utilizé un electrodo auxiliar de carbon y como electrodo de referencia
Ag/AgCI con una solucion saturada de KCI 3 M. El electrodo de trabajo fue
de carbon vitreo para evaluar oxidaciones y electrodo de gota colgante de

mercurio para evaluar reducciones.

En el caso de las reducciones se trabajo bajo una atmosfera de

nitrégeno, en las condiciones antes sefialadas.
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4.2. Caracterizacion de las especies radicalarias generadas a través de
espectroscopia de Resonancia de Espin Electronico (REE).

Las especies radicalarias fueron generadas a los potenciales obtenidos
en voltametria ciclica, es asi que se realiz6 una oxidacion electrolitica in situ
utilizando las mismas condiciones que para los estudios de voltametria
ciclica, es decir disolviendo los compuestos en DMSO, agregar PTBA como
electrolito de soporte. Para la deteccion de los radicales formados en la

oxidacion, se utilizo el spin-trap PBN (Fig. 12).

e
{f/
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Figura 13: Espectro con patron hiperfino caracteristico del spin-trap PBN, cuando
reacciona con un radical centrado en carbono.
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Los espectros de REE fueron registrados usando un espectrometro
Broker ECS 106 de banda X (9,8 GHz) equipado con cavidad rectangular y

50 KHz de modulacién de campo.

4.3. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

4.3.1. Reactividad frente a radicales libres

4.3.1.1. Reactividad frente a radical hidroxilo

La capacidad de reaccion del radical hidroxilo ("OH) con los

compuestos estudiados, fue determinada mediante medidas de REE. El
ensayo se basa en la competencia entre un agente atrapador (spin trap) y los
compuestos, por la especie reactiva. Se utilizo DMPO como atrapador (Fig.
14). Para obtener el valor de scavenging del radical hidroxilo, se utiliza como
control la mezcla de la solucidn sin el antioxidante, posteriormente al agregar
los compuestos en estudio, se calcula la disminucién en la intensidad de las

lineas hiperfinas (Fig. 15).
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Figura 14: Reaccion entre el 5,5-dimetil-1-pirrolin N-oxido (DMPO) y el radical
hidroxilo, con formacion de un espin aducto (DMPO-OH).
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Figura 15: (A) Espectro REE del atrapamiento del radical hidroxilo por DMPO en
ausencia de antioxidante. (B) Espectro REE con adicion de compuesto antioxidante.



4.3.1.2. Reactividad frente a radical anion superéxido

La capacidad de reaccion del radical anion superoxido (O;™) con los
compuestos estudiados, fue determinada mediante medidas de REE. El
ensayo se basa en la competencia entre un agente atrapador (spin trap) y los
compuestos, por la especie reactiva. Se utiliz6 DMPO como atrapador. Para
obtener el valor de scavenging del radical anion superéxido, se utiliza como
control la mezcla de la solucion sin el antioxidante, posteriormente al agregar
los compuestos en estudio, se calcula la disminucién en la intensidad de las

lineas hiperfinas (Fig. 16).
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Figura 16: (A) Espectro REE del atrapamiento del radical anion superéxido por DMPO
en ausencia de antioxidante. (B) Espectro REE con adicidén de compuesto antioxidante.
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4.3.2. Ensayo ORAC-FL.

Se determind el indice ORAC mediante el ensayo ORAC-FL, técnica
correspondiente a un ensayo de competencia por una especie sonda, la cual
es Fluoresceina (FL), cuya disminucion de intensidad de emision a 585 nm
es monitoreada mediante fluorescencia. Los radicales peroxilo (especie
reactiva) son obtenidos a partir de la termolisis del compuesto AAPH, el cual
oxida a la sonda. Se determind un indice, el cual es relativo a una molécula
estandar, llamada Trolox. Sus estructuras quimicas estan representadas en la

figura 17.

Al consumirse la molécula sonda FL, asociado a su incubacién en
presencia de AAPH, se obtienen las medidas de fluorescencia (F). El valor
(F/IFo) fue graficado en funcion del tiempo (segundos) (Fig. 18).
Posteriormente se obtuvo la integracion del area bajo la curva (ABC), este
valor vs la concentracion es graficado (Fig. 19), obteniéndose una curva de
regresion lineal, en la cual la pendiente (m) es utilizada para obtener el indice
ORAC-FL (Ecuacién 1). Todos los compuestos en estudios fueron realizados

en triplicado (n=3).
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Figura 17: Estructura quimica de los compuestos necesarios en el estudio de ORAC-FL.
[A] Fluoresceina (&cido 2—(6-hidroxi-3-o0xo0-3H-xanten-9-il) benzoico). [B] Trolox

(&cido  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). [C] AAPH (2,2 -azobis(2-
metilpropionamidina).
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Figura 18: Grafico de decaimiento de la intensidad de fluoresceina versus el tiempo, a
distintas concentraciones de antioxidante (a,b,c,d,e) y el blanco que no posee compuesto
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Ecuacién 1: Determinacion del indice ORAC-FL.
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4.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD TRIPANOCIDA EN T. cruzi

4.2.1. Estudio de la actividad en epimastigotes Dm28c.

La actividad tripanocida de los compuestos en estudio fue evaluada en
epimastigotes, clon Dm28c. En este estudio se analizd el efecto de los
compuestos estudiados sobre la viabilidad celular mediante la reduccion de
bromuro de tetrazolio (MTT) (Fig. 20), ademas se utiliz6 metosulfato de
fenazina como transportador de electrones. Los parasitos, fueron obtenidos
de la coleccion del Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile. Los epimastigotes fueron mantenidos a
28°C en medio de cultivo Diamond, que a su vez contiene hemina. Se agrego

suero bovino fetal (SFB) a una concentracion final de 5%.

Los compuestos en estudio fueron disueltos en DMSO y luego fueron
agregados a 3 x 106 parasitos mL™, a diferentes concentraciones entre 0,5 pM
y 100 uM (para realizar 1Csp) en medio de cultivo RPMI 1640 (no tiene SBF).
Se incubaron durante 24 h a 28 °C. La concentracion final de DMSO fue

menor al 0,1% v/v. Se utiliz6 nifurtimox como control positivo.
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Posteriormente, se agregd MTT en una concentracion final de 0,5 mg
mL™1, e incub6 a 28°C por 4 h. Luego, el formazan producido fue solubilizado

con 10% SDS/0,1 mM HCI durante toda la noche.

Finalmente, se midié la absorbancia a 570 nm en un lector de
microplacas (AsysExpert Plus©, Austria). La absorbancia es directamente
proporcional al nimero de parasitos viables al momento de agregar el MTT.
Los parésitos no tratados fueron usados como control (100% de viabilidad).
Los resultados se presentaron como el porcentaje de epimastigotes vivos

respecto del control.

/N\ . / CHs, N/NH CH
/ N/N\<I ——— / //N\</I
S N S
Br CHs CHs
i MTT i i Formazan i

——— ——— ) [ S ——

Figura 20: Reduccion metabolica del MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difenil tetrazolio) a sales formazan, por células vivas.
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4.2.2. Estudio de la actividad en tripomastigotes Dm28c.

Células Vero (fibroblastos de rifion de mono verde) fueron cultivadas
en RPMI 1640 suplementado con 5% de SBF en un ambiente con 5% de CO,
a 37°C. Al alcanzar un 70% de confluencia, las células Vero fueron
infectadas con tripomastigotes Dm28c en una relacion 1:3 (célula/parésito).
Estos tripomastigotes fueron obtenidos inicialmente de cultivos primarios de
macrofagos peritoneales de ratones chagasicos. Los cultivos de células Vero
infectadas se mantuvieron durante 5 a 7 dias, con cambio diario de medio de
cultivo. Al termino de este periodo, se extrajo el sobrenadante y centrifugado
a 1000 RPM por 5 minutos con el fin de separar restos celulares de los
parasitos. A continuacion, el sobrenadante resultante se centrifugd a 3000
RPM para obtener un concentrado de tripomastigotes, el cual fue suspendido
en medio RPMI. El contenido de tripomastigotes se determind mediante
recuento manual bajo visualizacion al microscopio empleando una cadmara de
Neubauer. Se incubaron 1 x 107 parasitos/mL en medio de cultivo RPMI 1640
libre de SBF a 37°C durante 24 h con o sin los compuestos estudiados y
utilizando nifurtimox como control positivo. Posteriormente, se determind la
viabilidad de los parasitos mediante el método de reduccién de MTT como

se describio previamente.
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4.2.3. Determinacion de la citotoxicidad en células de mamifero.

Para determinar el efecto de los compuestos estudiados sobre
macrofagos (RAW 264.7), se analizé el efecto de los compuestos estudiados
sobre la viabilidad celular mediante la reduccion de bromuro de tetrazolio
(MTT). Las células fueron contadas en una cadmara de Neubauer. Se
sembraron placas de 96 pocillos con 50000 células RAW 264.7 por pocillo,
en medio de cultivo RPMI 1640 libre de SBF y con los compuestos disueltos
en DMSO a concentraciones finales que varian entre 1 uM y 200 uM (para
realizar 1Csp). La concentracion final de DMSO fue menor al 0,1% v/v, que
no es toxica para las células. Los compuestos se incubaron por 24 h a 37°C,
en un ambiente con 5% CO,. Transcurrido este periodo se agregd MTT con
una concentracion final de 0,5 mg/mL. Luego, el formazan producido fue
solubilizado con 10% Sulfato Dodecil de Sodio (SDS)/0,1mM HCI e

incubado durante toda la noche.
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4.2.4. Deteccion de radicales libres en parasitos epimastigote de T.
cruzi, mediante REE.

El estudio de REE con generacion bioldgica de radicales libres se
realiz6 en medio DMSO, con NADPH, parasitos en fase epimastigotes de la
cepa Dm28c de T. cruzi, spin trap DMPO y los compuestos estudiados. Se
registrd un control el cual tenia el medio DMSO, NADPH y DMPO en
ausencia de N-aril amido cumarinas, en el que se evidencio la ausencia de
generacion especies radicalarias por parte del sistema parasitario.

Posteriormente, se agregaron los compuestos estudiados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estudio electroquimico

5.1.1. Estudio del comportamiento catodico de la familia de cumarinas,
utilizando voltametria ciclica en medio apraotico.

Para determinar el comportamiento electroquimico de los compuestos
que presentan grupo nitro en su estructura (4, 5 y 6), mediante voltametria
ciclica, se realizaron barridos de potencial a distintas velocidades en el rango
de las reducciones. Los compuestos presentaron un comportamiento
electroquimico similar, como se puede apreciar en los voltamogramas de la

figura 21.
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Figura 21: Voltamogramas ciclicos de los compuestos 4 y 5. Realizados a distintas
velocidades de barrido, entre 0,1 V//s a 5,0 V/s.
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Para determinar si el proceso es controlado por un fenémeno de
adsorcion o difusion, se graficd log ip,c versus log v, donde el valor de la
pendiente indica el proceso involucrado. Para procesos controlados por
difusion, este valor es cercano a 0,5 y para procesos controlados por
adsorcion, el valor es cercano a 1. En el caso de los compuestos 4, 5y 6 los
valores de las pendientes fueron de 0,5. En la figura 22 se muestra el grafico
del compuesto 4, a modo de ejemplo, por lo cual se demuestra que el proceso
es controlado por difusion sin interferencias adsortivas en el electrodo de

trabajo [48].

compuesto 4

-5,6 -

5,8 -

6,0 —

Log ip,c

6,2 -

y = 0,50507x - 6,01264

6.4 r* = 0,99952

-6,6 T T T T T T T T T T
-1,2 -0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8

Log v(Vs™)

Figura 22: Grafico Log ip,c versus log v del compuesto 4.
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La diferencia de los potenciales catodicos y anddicos es mayor que 60
mV para todas las velocidades de barrido, lo que indica que el proceso de
transferencia de carga monoelectronica es cuasi-reversible para la cupla Il

(Tabla 1).

Tabla 1. Pardmetros caracteristicos de VC en DMSO, a velocidad de barrido 2,5 V/s.

4 -1,20 -1,28 0,08 0,07
3) -1,20 -1,29 0,09 0,10
6 -1,22 -1,29 0,07 0,15

En los voltamogramas de los compuestos 4, 5 y 6 se observa la
presencia de dos picos de reduccidn y uno de oxidacion. Un pico catodico Ic
(alrededor de -1,05 V) correspondiente a la generacién del radical anién nitro
(HORNO, ) y una cupla a potenciales méas negativos (lic/lla, alrededor de -
1,2 V) (Fig. 20), correspondiente a la reduccion de la especie anionica
(TORNO_), generada a traves de una reaccion de autoprotonacion. Este
mecanismo corresponde al tipo ECE (Electrochemical-Chemical-

Electrochemical).
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El mecanismo de autoprotonacion propuesto para estos compuestos
corresponde a un equilibrio acido-base en medio aprético (Fig. 23). Este tipo
de comportamiento es tipico de nitro-compuestos con hidrdgenos labiles en
su estructura [18, 49-50]. En una primera etapa electroquimica, ocurre la
reduccion del grupo nitro generandose la especie radical anién. En la segunda
etapa, ocurre la transferencia de un proton labil al radical anién generandose
el radical nitro protonado (neutro). En la Gltima etapa electroquimica, la
especie desprotonada, producto de la etapa anterior, es reducida formando el

radical anion nitro.
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Figura 23: Mecanismo de autoprotonacion ECE propuesto para los compuestos 4, 5y 6.
(Representacion del compuesto 4)
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Al realizar barridos sucesivos de los compuestos se puede observar que
las cuplas no se solapan al pasar de un barrido al siguiente, a modo de ejemplo
se observa el compuesto 4 (Fig. 24), lo que indica que existe un acoplamiento

de una reaccion quimica con el proceso electroquimico involucrado [51].

—— 1ler barrido
com puesto 4 —— 2do barrido

-1,5 —— 3er barrido
—— 4to barrido
—— 5to barrido

-1,0 4

0,0

0,5 T T T T T T T T T T T 1

0,8 -1,0 -1,2 1,4 -1,6 -1,8 -2,0
E/V vs Ag/AgCI

Figura 24: Voltamograma de barridos sucesivos del compuesto 4, a una velocidad de
barrido de 2,5 VI/s.

Con la finalidad de verificar el mecanismo de autoprotonacion
propuesto y determinar la presencia de un hidrégeno labil en la estructura, se

adicionaron cantidades crecientes de NaOH acuoso (0,1 M). La figura 25
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muestra el voltamograma obtenido para el compuesto 4 (como ejemplo), en

presencia de cantidades crecientes de NaOH (0,1 M).

Se observa que el pico Ic disminuye a medida que aumenta la
concentracion de NaOH en la solucidn. Esto demostraria que el mecanismo

reductivo del primer pico Ic, implica la reduccidn de una especie acida.

20- compuesto 4 [—ouL

-1,5 1

-1,0

i/luA

-0,5

0,0 1

lla

0,5 1

. : . : . . .
0,8 -1,0 -1,2 -1,4 -1,6 -1,8 -2,0
E/V vs Ag/AgCl

Figura 25: Voltamogramas del compuesto 4 en presencia de cantidades crecientes de
NaOH 0,1 M (de O pL hasta 34 pL), a una velocidad de 2,5 V/s.
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5.1.2. Estudio del comportamiento anddico de la familia de cumarinas,
utilizando voltametria ciclica en medio apraotico.

El potencial de oxidacion es un parametro que determina la energia
necesaria para que un compuesto ceda electrones. Se ha estudiado la
oxidacion electroquimica de compuestos fenolicos (acido salicilico, acidos
hidroxicindmicos, acido cafeico, quercetina) utilizando voltametria ciclica.
Los compuestos con potenciales bajos de oxidacion muestran una actividad

antioxidante mejor, que los que tienen potenciales mayores [52,53].

Para determinar el comportamiento electroquimico de los compuestos
en estudio, mediante voltametria ciclica, se realizaron barridos de potencial
a distintas velocidades de barrido. Los compuestos presentaron diverso
comportamiento electroquimico, dependiente de su estructura quimica (Fig.
26), es asi que los compuestos 1, 2, 3 'y 7 son aquellos que poseen un grupo
hidroxilo en la molécula y sin ningan grupo nitro, los compuestos 4, 5y 6
son aquellos que poseen un grupo nitro en su estructura (ademas de un grupo
hidroxilo) y finalmente los compuestos 8, 9 y 10 solo poseen una quinolina

como sustituyente.
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Para determinar si el proceso es controlado por un fenémeno de
adsorcion o difusion, se graficd log ip,a versus log v, donde el valor de la
pendiente indica el proceso involucrado. Para procesos controlados por
difusion este valor es cercano a 0,5 y para procesos controlados por
adsorcion, el valor es cercano a 1 [48]. Los valores de las pendientes de las
cumarinas en estudio se encuentran en el rango de 0,5y 1,0, lo cual indica un

proceso de control mixto (Fig. 27).
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Figura 26: Voltamogramas ciclicos de algunos compuestos N-aril amido cumarina
representativos, a diferentes velocidades de barrido, que varian entre 0,1 V/s 'y 2,5 V/s.
Ademas las estructuras moleculares correspondientes a los voltamogramas.
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Figura 27: Gréfico Log ip,a versus log v del compuesto 1, representativo del resultado
obtenido para las cumarinas en estudio.
Como era de esperar, las distintas N-aril amido cumarina presentaron
diversos comportamientos electroquimicos, dependiendo de su estructura

quimica.

En los voltamogramas, se observo que algunos compuestos presentan
dos picos anodicos irreversibles y en otros solamente uno. Los compuestos
que presentaron dos picos anodicos irreversibles son el 1, 2, 3, y 7, este
conjunto de derivados N-aril amido cumarina se caracterizan por poseer un

grupo hidroxilo en el fenil, presente en estas moléculas.
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Los compuestos 8, 9 y 10 no poseen grupos sustituyentes con
hidrogenos labiles, solo se encuentra presente junto a la estructura cumarinica
y el grupo amido (presente en todas las moléculas), una quinolina en distintas
posiciones. En los voltamogramas de estos derivados cumarinicos, se observa

una sefial a alto potencial.

Los compuestos 4, 5 y 6, poseen un grupo nitro y un hidroxilo en
posicion para el uno del otro, sustituidos en el fenil. En estos compuestos solo

se observa una sefial a alto potencial.

El mecanismo propuesto para la oxidacion de los derivados de cumarinas es
el representado en la figura 28, en el cual el hidroxilo pasa a la formacion del

carbonilo correspondiente, mediante un intermediario radicalario.
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Figura 28: Mecanismo oxidativo propuesto para los compuestos monohidroxilados.

Compuesto 2 como referencia.

Tabla 2. Potencial de oxidacion de los compuestos N-aril amido cumarinas, que presentan

picos anddicos irreversibles. Velocidad de barrido a 2,5 V/s.

Compuesto Ep,ai (V) Ep,an (V)
1 0,68 0,98
2 0,60 1,10
3 0,92 1,36
7 0,72 1,04
4 | e 1,25
5 e 1,20
6 - 1,22
g8 | e 1,45
9O e 1,42
10 | e 1,48
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De acuerdo a lo observado en la tabla 2 y en los voltamogramas, el
primer pico anddico se atribuye a la oxidacion del grupo hidroxilo y el

segundo pico es atribuible a la oxidacion de la amida.

En el caso de la oxidacién del grupo hidroxilo, el orden de menor a

mayor potencial es:

2<1<7<3

El compuesto 2 es aquel que tiene menor potencial de oxidacion, es
decir, aquel que es més facil de oxidar. Por otro lado los compuestos 1y 7
tienen potenciales similares, esto debido a que son iguales estructuralmente
menos el sustituyente metoxilo, presente en la posicion 6 de la cumarina (en
el compuesto 7). Finalmente el que tiene mayor potencial de oxidacion es el
compuesto 3, en el cual el grupo hidroxilo esta en posicion para a la amida,
de la cumarina, la amida se considera un grupo dador de electrones, lo que
hace que aumente la densidad electronica del anillo, pero segun lo observado
estando en posicién para, al hidroxilo hace que el hidrogeno de este sea

menos labil, siendo mas dificil de oxidar.
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Por otro lado los compuestos que poseen grupo nitro en posicion para
al hidroxilo, no se observé el pico anddico correspondiente al grupo
hidroxilo, por lo cual se deduce que el hidrogeno de este, no es labil. Siendo
que el grupo nitro al ser un electroatractor, disminuye la densidad electronica
favoreciendo la labilidad del protdn, sin embargo segin lo observado la
formacion de un puente de hidrégeno entre el hidroxilo y el carbonilo de la
amida, es mayor, haciendo que este hidrégeno sea menos labil, que cuando

el grupo nitro no esté presente, desfavoreciendo la oxidacion.

Como se menciond anteriormente el segundo pico anddico irreversible,
se atribuye a la oxidacion de la amida presente en todas las moléculas, esta
presente en todos los voltamogramas. Para corroborar que esta sefial
corresponda a la amida, el estudio se compar6 a una molécula, la que solo
posee un grupo amida oxidable como sustituyente de la cumarina. El
voltamograma estd representando en la figura 29. Se observa en el
voltamograma una sefial a alto potencial (1,55 V), valor cercano a los
obtenidos en las moléculas 8, 9 y 10 (alrededor de 1,45 V) que

coincidentemente se encuentra la amida en la estructura, sin grupo hidroxilo.
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Figura 29: Voltamograma a distintas velocidades y potencial anddico del compuesto N-
(2-ox0-2H-cromona-3-il) benzamida. El potencial anddico fue obtenido a la velocidad de
2,5 VIs.
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En un estudio realizado por Sanchez A. y colaboradores (2014), sobre
la oxidacion electroquimica de amidas simétricas de acido feralico en medio
aprotico, se propone un mecanismo de oxidacion de la amida y un proceso

de adsorcion en el electrodo de carbon vitreo (Fig. 30) [54].
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Figura 30: Mecanismos propuestos para explicar la oxidacion de la amida y modificacion
quimica del electrodo.
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5.2. Caracterizacion de las especies radicalarias generadas, a traves de
espectroscopia de Resonancia de Espin Electronico (REE).

La oxidacion electroquimica de los derivados de cumarina, se realizo
bajo las mismas condiciones que en voltametria ciclica, (la metodologia se
explica con anterioridad), debido a que los radicales poseen cortos tiempos

de vida media, es necesario usar un atrapador de espin, en este caso PBN.

En presencia de PBN se observé un espectro REE con un patrén de
seis lineas (Fig. 31). Este patron hiperfino puede ser explicado utilizando los

valores de espin nuclear de hidrogeno y de nitrogeno presentes en PBN.

De esta manera, el nucleo de hidrégeno aporta con dos lineas
hiperfinas y el nicleo de nitrégeno aporta con tres, dando como producto las
seis lineas caracteristicas del atrapamiento de un radical centrado en carbono
con constantes hiperfinas (an = 15,2; an = 3,3 G), estos valores son muy

similares a los reportados en la literatura (ay ~ 14,4; ay = 3,3 G) [55-56].
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Figura 31: Espectro REE experimental del espin-aducto formado entre PBN y el radical
libre que se genera por la oxidacion electroquimica del compuesto 3.

Con este experimento se confirmd la formacion de un radical
proveniente de la oxidacion electroguimica de estos compuestos, ya que
como se mencioné anteriormente, el mecanismo propuesto de la oxidacion

del hidroxilo al carbonilo, conlleva la formacidn de una especie radicalaria.
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5.3. Estudio de la reactividad frente a radicales libres

5.3.1. Estudio de la reactividad frente al radical hidroxilo.

Para estudiar la reactividad de los compuestos representativos de cada
grupo en estudio, frente al radical hidroxilo, se utilizo la técnica de spin

trapping, la cual fue descrita anteriormente.

Para obtener el valor de scavenging o de atrapamiento del radical
hidroxilo, se calculé la disminucion de la intensidad de las sefiales, al
adicionar los compuestos en estudio. Para este ensayo, se escogieron
compuestos representativos de cada grupo, es asi para los compuestos
monohidroxilados se escogio el 3, para los compuestos que poseen el grupo
nitro, el 5 y finalmente para los compuestos con quinolina en su estructura,

el 9.

En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos de la reactividad
de los compuestos N-aril amido cumarina escogidos, frente al radical
hidroxilo. Se puede apreciar que todos presentaron reactividad frente al

radical, aunque el porcentaje de atrapamiento vario entre los compuestos.
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Tabla 3. Porcentaje de scavenging del radical hidroxilo.

Compuesto % scavenging del radical *OH!

3 7,2
3) 24,6
9 13,8

L El porcentaje de scavenging del radical hidroxilo fue calculado de acuerdo a la formula:

ABC control-ABC t 4 i
( contro compues O) x 100. Donde, ABC = érea bajo la curva,
ABC control

En latabla 3, se observa que el compuesto 5 tiene un mayor porcentaje
de atrapamiento del radical hidroxilo (mayor reactividad), lo sigue el

compuesto 9 y finalmente el 3 (5>9 > 3).

El compuesto 5 es aquel que posee un grupo nitro en su estructura, este
al ser un electroatractor, disminuye la densidad electrénica en el fenil,
estabilizando el radical que se forma (cuando se oxida el grupo hidroxilo), al
ser este radical mas estable, favorece la reaccidn de oxidacion por lo cual el

hidrégeno es mas labil.

Por otro lado el compuesto 9 dio un porcentaje de scavenging mayor
al compuesto monohidroxilado, esto se puede deber, a que el radical
hidroxilo reacciona con la estructura de la quinolina y efectivamente
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disminuye la capacidad de scavenging, porgque la concentracion de radical
hidroxilo va disminuyendo y no por el apagamiento de este. Otra opcién es
que hidrégeno de la amida reaccioné con el radical, es decir, que tenga un
grado de labilidad, sin embargo, si fuera este el caso, en el compuesto 3 se
hubiera obtenido un porcentaje de scavenging similar o superior al

encontrado.

5.3.2. Estudio de la reactividad frente al radical anion superoxido.

Ademas, del estudio del radical hidroxilo se realizé otro estudio de
reactividad frente al radical anion superdxido, con la finalidad de

complementar el estudio.

Para obtener el valor de scavenging del radical anion superéxido, se
calcula la disminucion de la intensidad de las sefiales, al adicionar los
compuestos en estudio. Para este ensayo se escogieron compuestos
representativos de cada grupo, es asi para los compuestos monohidroxilados
se escogid el 3, para los compuestos que poseen el grupo nitro, el 5y

finalmente para los compuestos con quinolina en su estructura, el 9.
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En la Tabla 4, se muestran los resultados obtenidos de la reactividad
de los compuestos N-aril amido cumarina escogidos, frente al radical anion
superoxido. Se puede apreciar que todos presentaron reactividad frente al

radical, aunque el porcentaje de atrapamiento varia entre los compuestos.

Tabla 4. Porcentaje de scavenging del radical anion superoxido.

Compuesto % scavenging del radical O, ~
3 53,2
5 38,4
9 2,7

El porcentaje de scavenging del radical anion superoxido fue calculado de acuerdo a la

, ABC trol—-ABC t , .
formula: ( bl e 0) x 100. Donde, ABC= 4rea bajo la curva.
ABC control

En latabla 4, se observa que el compuesto 3 logré un mayor porcentaje
de atrapamiento del radical superdxido, lo sigue el compuesto 5y finalmente
el 9 (3 >5>9). En conclusion la cumarina hidroxilada tiene mayor
reactividad con el radical libre, que el compuesto que no posee este grupo
(9). Sin embargo el compuesto 5 que posee el grupo hidroxilo, tiene menor

reactividad que el compuesto 3, la diferencia entre ambos es que el
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compuesto 5 posee un grupo nitro en posicion para en relacion al hidroxilo,

lo que en este caso disminuye la reactividad de este.

El ensayo de reactividad hacia el radical hidroxilo mostré diferente
orden de reactividad de los compuestos que en el ensayo de reactividad con
el radical anién superoxido. Con (5>9 > 3) enel primercasoy (3>5>9)
en el segundo, por lo cual se observa que no hay una correlacion entre el
scavenging del hidroxilo y el del radical anion superdxido, ya que ambos
radicales poseen caracteristicas distintas. El tiempo de vida del radical
hidroxilo es 10 segundos y la del radical superéxido es 10 segundos, como
estos radicales son diferentes es posible tener diferentes reactividades con

respecto a los compuestos estudiados.
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5.4. Determinacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo
ORAC-FL.

En esta metodologia se obtuvo un indice relativo a la molécula estandar

Trolox (Figura 32).

HO O

OH

Figura 32: Estructura quimica del compuesto estandar Trolox.

Para el calculo del indice ORAC-FL, se obtuvieron los perfiles
cinéticos de la intensidad fluorescente de la fluoresceina a 585 nm versus
tiempo de incubacidn, a diferentes concentraciones de los compuestos en
estudio (figura 33). Posteriormente, la eficacia del antioxidante se evalud
mediante el calculo del area bajo la curva de la intensidad de fluorescencia
vs tiempo de incubacion Este valor es graficado en funcion de la
concentracion del antioxidante. Se obtuvo una curva de regresion lineal
(figura 34), en la cual la pendiente (m) del antioxidante estudiado se divide

por la pendiente de Trolox, obteniéndose como resultado de esto, el indice
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Figura 33: Perfiles cinéticos del consumo de FL inducida por radicales peroxilo derivados

de AAPH en presencia de los compuestos 3 y 8, a diferentes concentraciones.
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Figura 34: Curva de regresion lineal obtenida del compuesto 3, para obtener la pendiente
y asi calcular el indice ORAC-FL.
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Tabla 5. Valores de indices ORAC-FL de los compuestos estudiados. Los resultados son
expresados como el promedio (n=3) = SD.

Compuesto Indice ORAC-FL
o /©/OH
@\/i& L 1,87 + 0,08
(@] (@]
3
OH
¥e
@fﬁ” 1,76 + 0,04
(@] (6]
2
(0]
Meo\@\/\/\f(N 0,66 + 0,04
H OH
(@] (e]
7
NO,
(@]
Me°©\/\rL” 031+0,05
OH
(@] (@]
6
(6]
@(f” 0,30 + 0,02
o o OH
1
NO,
o 0,19 + 0,01
o o OH
4
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GO
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3 \ N
(0] (@]
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o @ 0,115 + 0,008

10
o)
@(fLN 0,102 + 0,003
H N\|
o o
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El orden obtenido en el indice ORAC-FL, de mayor a menor es:
3>2>7>6>1>4>9>5>10>8

Los compuestos 2 y 3 fueron los de mayor indice ORAC-FL, en
relacion a los diez compuestos estudiados, sin embargo el indice obtenido no

es muy alto ya que es muy similar a Trolox (indice ORAC-FL= 1), lo que
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indica que no tienen una alta capacidad antioxidante. Al poseer un grupo
hidroxilo, estos compuestos tienen la capacidad de donar su hidrégeno labil
lo que hace que sean mejores que el resto. Los compuestos 8 y 10 son los que
tienen menor indice ORAC-FL, y se puede observar que en su estructura no

hay grupo hidroxilo.

Por otro lado los compuestos que poseen un grupo hidroxilo varian su
indice ORAC-FL, dependiendo de los sustituyentes que poseen. Los
compuestos 1, 4, 5, 6 y 7 son muy similares, estando el grupo hidroxilo en la
misma posicion (2-fenil). De acuerdo con el indice ORAC-FL se deduce una
interaccion, por puente de hidrogeno, entre el sustituyente hidroxilo y el
carbonilo del grupo amida, por lo cual el hidrogeno pierde labilidad lo que se

representa en el indice bajo obtenido.

Los compuestos 6 y 7 son muy similares en su estructura quimica, la
Unica diferencia, es el grupo nitro en la posicion 5-fenil, presente en 6, el cual
es un aceptor de electrones, disminuyendo la densidad electrénica, por lo cual
el hidrogeno del hidroxilo es mas labil, sin embargo existe la interaccion entre
este hidrogeno y el carbonilo de la amida, formando un puente de hidrogeno

entre ellos, disminuyendo la labilidad (en ambos casos). A su vez los
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compuestos 1 y 4 tan solo se diferencian en el grupo nitro presente,

ocurriendo el mismo efecto que en los compuestos 6y 7.

Por otro lado el compuesto 5, en comparacion con el resto de las
moléculas que presentan grupo hidroxilo, es el que tiene menor indice
ORAC-FL. Finalmente, cabe sefialar que las moléculas 8, 9 y 10 que no
poseen grupo hidroxilo en su estructura, son las que tienen los menores
indices, incluso cercanos a cero, con esto también se puede observar que el

hidrégeno de la amida no es muy labil.
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5.5. Evaluacion de la actividad tripanocida selectiva en epimastigotes y
tripomastigotes T. cruzi, utilizando la metodologia de reduccion de MTT.

Se utilizaron células RAW 264.7, que es una linea celular derivada de
macrofagos murinos, para hacer un estudio de citotoxicidad en los
compuestos N-aril amido cumarinas. Se realiz6 un tamizaje equipotente de

todos los compuestos usando una concentracion de 100 uM (Fig. 35).

Células RAW 264.7 (100pM)

100+ =

50

25+

% viabilidad celular

1 23 456 7 8 9 10Control

Figura 35: Actividad citotdxica de las N-aril amido cumarinas, sobre células RAW 264.7.
Las células fueron incubadas con los compuestos a concentracion de 100 uM durante 24
horas y luego se determind la viabilidad mediante reduccion de MTT a formazan. Los
resultados corresponden al promedio £ SD de tres experimentos independientes. Los
resultados estan normalizados respecto del control que representa el 100% de viabilidad.
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Posteriormente se obtuvieron los ICsy de los compuestos, que como
resultado del tamizaje, disminuyeron en méas del 50% la viabilidad. (Tabla
6). El compuesto més téxico fue el 6 con una concentracion de 51,2 uM. Y
el que presentd menor actividad citotoxica fue el 7 con un valor de 192,97
UM. No obstante, todos los compuestos estudiados presentaron mayor

citotoxicidad que nifurtimox.

De manera preliminar, se realizO un tamizaje para determinar la
actividad tripanocida de las N-aril amido cumarinas sobre epimastigotes y
tripomastigotes de T. cruzi, clon Dm28c. Los epimastigotes fueron incubados
con los compuestos a concentracion 100 uM y los tripomastigotes a
concentracion de 20 y 50 uM (Fig. 36). Las N-aril amido cumarinas
demostraron una actividad significativa sobre epimastigotes, evidenciado por
una disminucion de la viabilidad mayor a 50% para todos los compuestos
estudiados. No obstante, ningun compuesto disminuyé la viabilidad de los
tripomastigotes de forma significativa. Sin embargo, el compuesto 4
demostro la mayor actividad, con un 34,9% de muerte del parasito a una
concentracion de 50 pM. Dado que todos los compuestos presentaron
actividad sobre epimastigotes, se procedio a calcular su valor de 1Cs,. Este

calculo no se realizé sobre los tripomastigotes (Tabla 6).
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La potencia tripanocida del derivado cumarinico 10 es comparable a la
de nifurtimox. No obstante, la selectividad de estos compuestos es muy baja,
aungue el compuesto 9, y eventualmente el compuesto 10, fueron los que

presentaron los indices de selectividad mayores.
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Figura 36: Actividad tripanocida de las N-aril amido cumarinas, sobre epimastigotes (A)
y tripomastigotes (B) de T. cruzi, clon Dm28c. Los epimastigotes fueron incubados con
los compuestos a concentracion de 100 uM y los tripomastigotes a concentracion de 20
MM y 50 pM, durante 24 horas y luego se determind la viabilidad mediante reduccion de
MTT a formazan. Los resultados corresponden al promedio £ SD de tres experimentos
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independientes. Los resultados estdn normalizados respecto del control que representa el
100% de viabilidad.

Tabla 6. Actividad de las N-aril amido cumarinas sobre células RAW 264.7 y
epimastigotes de T. cruzi, clon Dm28c. Andlisis de selectividad.

Compuesto  1Cso Células RAW | 1Cso Epimastigotes Indice de

264.7 (UM) (LM) selectividad®
1 122,20 £ 0,01 82,50 £ 0,03 1,48
2 100,48 + 0,03 28,54 £ 0,01 3,52
3 121,8 +0,1 51,8+0,1 2,35
4 725204 57,07 £0,5 1,27
5 72,09 £ 0,02 26,4+0,3 2,73
6 51,2+0,1 24,90 £ 0,03 2,06
7 192,97 £ 0,05 479+0,2 4,03
8 >100 66,24 +0,15 = ----—--
9 180,75 = 0,02 22,25 £ 0,25 8,12
10 >100 209+01  ---ee--
Nifurtimox 263,4 £ 254 174 +1,3 15,14

Lindice de selectividad = ICso células RAW 264.7/1Cso epimastigotes

Los resultados se expresan como el promedio + SD (n=3)
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5.6. Deteccion de radicales libres generados por cumarinas en un medio
parasitario en el estadio epimastigote, por medio de REE.

Para realizar este experimento, se estudiaron 3 compuestos de la serie
los cuales son representativos de cada grupo. Se escogio el compuesto 2
representativo de los N-aril amido cumarina monohidroxilado, el compuesto
4 representativo de las moléculas que poseen grupo nitro y finalmente el
compuesto 8, representativo de los derivados de cumarina con una quinolina

en su estructura.

Se determind la actividad en epimastigotes de T. cruzi en medio
DMSO, NADPH y DMPO en ausencia de los compuestos, en el espectro se
evidencia que no hay generacion de especies radicalarias en presencia de

estos (Fig. 37).

Al analizar los espectros generados mediante REE, se observo que
todos los compuestos estudiados (2, 4 y 8) generaron un mismo patron de
acoplamiento hiperfino, en el cual se identifican ciertas caracteristicas

coincidentes con estudios anteriores [57,58].

En el espectro se identifican seis lineas intensas correspondientes al

atrapamiento del radical metilo o radical cumarina. La sefial atribuible al
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aducto DMPO-CH3; o DMPO-cum, es producida por la reaccién entre el
radical hidroxilo y el disolvente (DMSO) y luego es atrapado por el spin trap
DMPO. Ademaés, los espectros muestran un triplete (tres lineas)
correspondiente a la sefial DMPOX, debido a la descomposicién de DMPO
a su forma oxidada DMPOX. Por otro lado, también se observa la sefial del
aducto DMPO-OH, esta sefial no es muy intensa, lo que indica que la mayor
cantidad del radical hidroxilo reacciona con DMSO, para asi formar el aducto
DMPO-CH; o DMPO-cum (sefial que es muy intensa en este caso). El

mecanismo de reaccion, recién explicado, se muestra en la figura 38.
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Figura 37: Espectro experimental para los espin-aducto generados en epimastigotes de T.
cruzi (cepa Dm28c) en medio DMSO, NADPH y DMPO. (A) Control: Espectro generado
sin compuesto presente. (B) Espectro correspondiente a; compuesto 2. Se ha marcado con

el simbolo (+) al patrdn hiperfino para el espin-aducto DMPO-CHz 0 DMPO-cum. Con el
simbolo (#) se denota a la sefial del espin-aducto DMPOX. Y con el simbolo (*) se denota
la sefial del espin-aducto DMPO-OH.
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Para evaluar si las sefiales observadas son las que se esperan que estén
en el espectro, se calcularon las constantes de acoplamiento hiperfino (Tabla
7), las cuales son similares a las teoricas, lo que indica que efectivamente

corresponden a las sefales esperadas.

Finalmente, se puede determinar que esta familia de cumarinas podria
producir estrés oxidativo en el parasito en su estadio epimastigote; sin

embargo, no se puede descartar otro mecanismo de accion.

Tabla 7. Constantes de acoplamientos hiperfinas, tedricas y experimentales del espectro
correspondiente al compuesto 2, el cual es representativo para los otros compuestos
estudiados.

Constante de Constante de
Espin aducto acoplamiento acoplamiento
hiperfina hiperfina

(experimental) (tedrica)b7-5el
DMPO-OH an~151G an~148G
aNn ~ 15,3 G aNn ~ 15,2 G
DMPO-CHjs 0|lau~233G an~23,0G
DMPO-cum an~16,2G avn~ 145G
DMPOX aNn ~ 13,7 G aNn ~ 14,6 G
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Figura 38: Reduccion de la cumarina e interaccion de sus productos metabolizados con
el spin-trap DMPO.
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6. CONCLUSIONES

La capacidad antioxidante de los compuestos N-aril amido cumarina,
fue baja, esto atribuible a que solamente existia un grupo hidroxilo en la
molécula (1-7) siendo este poco reactivo y en tres de los compuestos
estudiados no se encontraba como sustituyente (8-10). Ademas, se evidencio
la existencia de una interaccion, de puente de hidrogeno, entre el carbonilo
de laamida y el hidroxilo de la molécula, disminuyendo aun mas la labilidad

del hidrogeno. También se observd que el hidrégeno de la amida no es labil.

El mejor de la serie es el compuesto 3, con un indice ORAC-FL de
1,87, en su estructura hay un grupo hidroxilo, con el respectivo hidrdégeno

labil.

En relacion a la actividad tripanocida los compuestos resultaron mas
potentes en el estadio epimastigote del parasito, destacando dos compuestos
de la serie, 9 y 10, con un ICso de 22,25 uM y 20,9 UM respectivamente,

ambos presentan una quinolina en su estructura, por lo cual esta favorecio en
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la accién tripanocida. Sin embargo sus concentraciones de ICsy fueron

mayores a la del farmaco nifurtimox (17,4 uM).

En el rango de concentraciones estudiada, los compuestos de la serie
no son potentes en el estadio tripomastigote. De acuerdo al ensayo de
citotoxicidad en células macrofagos, todos los compuestos resultaron ser mas

toxicos que el farmaco nifurtimox.

Los compuestos N-aril amido cumarina tendrian accion tripanocida en
el estadio epimastigote, el cual se desarrolla dentro del insecto vector, pero
para la fase tripomastigote la cual ocurre en el mamifero infectado, no habria
accion tripanocida, y por otro lado resultaron tener una alta citotoxicidad en
celulas macréfagos, por lo que la serie estudiada no resulta ser 6ptima como

posible farmaco antichagésico.
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