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RESUMEN

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi afectando aproximadamente a 18 millones de personas en todo el mundo,
generando un problema importante de salud pablica. Los farmacos utilizados para este tratamiento
son nifurtimox (NFX) y benznidazol (BZN), siendo este Gltimo el farmaco de primera linea. Sin
embargo, tambos presentan una eficacia limitada y efectos secundarios. Por lo que, el desarrollo
de terapias y agentes tripanocidas nuevos es necesario. En este trabajo, se estudié la actividad
tripanocida y citotoxicidad de una serie de 3-aril cumarinas con presencia de grupo catecol, un
posible mecanismo de accion tripanocida mediante la Resonancia de Espin Electronico (REE) y
variacion del potencial de membrana mitocondrial (AWm) del parasito. Asimismo, se evalu6 el
aumento de la actividad tripanocida de las cumarinas mas activas por la formacion de los
complejos de inclusion con B-ciclodextrina (B-CDs). Ademas, se estudid la combinacién de las

cumarinas con BZN como estrategia nueva anti-T.cruzi.

Se determin0 que toda la serie tiene actividad tripanocida moderada sobre la forma tripomastigote
del parésito, siendo el compuesto 8 (3-(4"-bromofenil)-6,7-dihidroxicumarina) mas activo
(ICs0 = 34 uM) y el maés citotdxico en células VERO® (ICso = 162 uM). Al formar el complejo de
inclusion con la B-ciclodextrina aumento la solubilidad, mientras que la actividad tripanocida y
citotoxicidad disminuyeron. Se demostro que un posible mecanismo de accion del compuesto 8 es
a traves de la generacion de estrés oxidativo. La combinacién con BZN presentd un efecto
sinérgico sobre la actividad tripanocida, reduciendo la dosis necesaria de BZN.

En conclusién, la presencia del grupo catecol en el andamio de la cumarina parece modular la

actividad tripanocida, y la combinacion de farmacos demostrd ser una estrategia alternativa

prometedora para el tratamiento de la enfermedad.
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ABSTRACT

Chagas disease or American trypanosomiasis is caused by the protozoan parasite Trypanosoma
cruzi, affecting approximately 18 million people worldwide, generating a significant public health
problem. The drugs used for this treatment are nifurtimox (NFX) and benznidazole (BZN), the
latter being the first-line drug. However, both have limited efficacy and cause severe side effects.
Therefore, the development of new trypanocidal agents and therapies is necessary. In this work,
the trypanocidal activity and cytotoxicity of a series of 3-aryl coumarins with the presence of a
catechol group, a possible mechanism of trypanocidal action by Electron Spin Resonance (ESR),
and variation of the parasite’s mitochondrial membrane potential (A¥Ym) were evaluated.
Moreover, we formed inclusion complexes with B-cyclodextrin (B-CDs) of the most active
coumarins and evaluated their trypanocidal activity. In addition, the combination of coumarins
with BZN was studied as a new anti-T.cruzi strategy.

The entire series of 3-aryl coumarins have moderate trypanocidal activity on the trypomastigote
form of the parasite, being compound 8 (3-(4'-bromophenyl)-6,7-dihydroxy coumarin) the most
active (1C50 = 34 uM) and the most cytotoxic in VERO® cells (IC50 = 162 pM). The inclusion
complex formation with B-cyclodextrin and compound 8 increases the solubility, but the
trypanocidal activity and cytotoxicity were decreased. In addition, we determined that the
generation of oxidative stress constitutes the possible mechanism of action of compound 8. The
combination with BZN presented a synergistic effect on the trypanocidal activity, reducing the
necessary dose of BZN.

In conclusion, the presence of the catechol group in the coumarin scaffold seems to modulate the

trypanocidal activity; the combination with BZN proved to be a promising alternative strategy for

the treatment of the disease.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Enfermedad de Chagas y su tratamiento

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas (EC), es una infeccion parasitaria
zoonotica, causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi). La EC es endémica de
América Latinal. Fue descrita por primera vez en 1909, por el médico brasilefio Carlos
Chagas y es considerada una de las enfermedades tropicales mas desatendidas del mundo?.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS): “la enfermedad de Chagas es un
indicador de pobreza y desventaja: afecta a poblaciones con baja visibilidad y poca voz
politica, causa estigma y discriminacion, es relativamente descuidada por los investigadores,
y tiene un considerable impacto en la morbilidad y mortalidad” 3*. Se calcula que en todo el
mundo hay entre 16 y 18 millones de personas infectadas, de las cuales cada afio mueren
7.000. A pesar de que la EC es endémica de Latinoamérica, se ha reportado la presencia de
esta enfermedad en otros lugares como Estados Unidos, Canada, Japon y algunos paises

europeos, debido a la migracion poblacional y formas de transmision no vectorial®®.

La EC presenta dos formas clinicas: aguda y cronica. La fase aguda ocurre inmediatamente
después de la infeccion, se caracteriza por una elevada presencia de parasitos en la sangre del
paciente. Sin embargo, aproximadamente el 95 % de los casos son asintomaticos. En el casos
de los sintomaticos, las manifestaciones clinicas son: fiebre, dolores musculares y articulares,
somnolencia, temblores, diarrea, edema, alteraciones respiratorias, cianosis y coma. Las
muertes en la fase aguda de la enfermedad son causadas por miocarditis 0 meningoencefalitis
con complicaciones concurrentes como bronconeumonia’®. Posteriormente, los casos de
infeccion aguda tanto sintomatica como asintomatica pasan a la fase cronica, la que puede
presentarse en cualquier grupo etario. Interesantemente, el 70 % de los infectados no
muestran ninguna manifestacion detectable de la enfermedad de Chagas®'°. La fase cronica
sintomatica se desarrolla en aproximadamente un 20-30 % de los individuos, y se caracteriza
por una baja parasitemia. Las principales manifestaciones clinicas son alteraciones en los

6rganos blanco como corazdn, es6fago, intestino, entre otrost*2,



La principal forma de transmision de T. cruzi es mediante insectos vectores del género
triatomio siendo el mé&s comdn Triatoma infestas o coloquialmente conocido como vinchuca.
El ecosistema natural de los insectos vectores abarca desde el sur de Estados Unidos hasta la
region central de Chile y Argentina. Adicionalmente existen otras formas de transmision
como la transfusién de sangre, trasplante de 6rgano, transmision materno-fetal, via oral por

la ingesta de alimentos contaminados con el parasito, entre otros?2,

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo (Figura 1) y presenta tres formas celulares basicas:
tripomastigote (extracelular infectivo no replicativo) y amastigote (intracelular no infectivo
replicativo) presente en el mamifero, asi como una forma epimastigote (replicativo no
infectivo) presente en el insecto vector. Cabe destacar, que los epimastigotes se pueden
cultivar en medios axénicos mientras que los amastigotes crecen en células cultivadas de

mamiferos, liberando tripomastigotes que se pueden cosechar para realizar ensayos in vitro*,

En el triatomino En el hombre
Plcadura del triatomino ;
Los tripomastigotos metaciclioos
(pa:m:!elllos trlp-cluma:tlgotc-; | animal) a penertan en las diferentes células
metaciclicos en 1as heces delanima alrededor de la picadura. En su Interior
se transfroman en amastigotos

=
A D

Tripomastigotos metaciclicos
an el Intestln

Los amastigotos

tripomastigotos se multiplican par

pueden Infectar

otras celulas y se
transforman en
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en los nuevos sitlos de Infeocion.
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los signos clinloms

;3 partir de aste
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A= Diagnéstics posibla entran en la circulaclon sanguinea

Figura 1. Ciclo biologico de vida del Trypanosoma cruzi (U.S. Department of Health &
Human Services, 2015)



El ciclo de vida del paréasito empieza cuando el insecto vector se alimenta de la sangre de un
mamifero que se encuentra infectado con tripomastigotes sanguineos circulantes, estos
tripomastigotes se diferencian en el intestino medio del triatomino hacia la forma replicativa
extracelular de epimastigote. En el intestino posterior se diferencia a la forma infectiva, no
replicativa de tripomastigote metaciclico, que son depositados junto con las deyecciones del
insecto en la piel o mucosa del hospedero mamifero. Los tripomastigotes metaciclicos
penetran, por mecanismos aun no completamente dilucidados, al hospedero mamifero e
infectan a células presentadores de antigenos como los macréfagos. En el citoplasma de las
células del mamifero, los tripomastigotes se diferencian hacia amastigotes y como tales se
dividen 3-5 veces para luego diferenciarse nuevamente a tripomastigotes. LoS
tripomastigotes lisan las células y entran al torrente sanguineo y llegar a sus 6rganos blancos
(particularmente miocardio y ganglios del sistema nervioso auténomo de tubo digestivo)
donde pueden infectar a cualquier célula nucleada. Cuando otro insecto vector se alimenta

de la sangre del mamifero se cierra el ciclo?1>1,
1.2.  Tratamiento de la enfermedad de Chagas

Para el tratamiento de la enfermedad se utilizan dos farmacos desarrollados hace mas de 40
afios: benznidazol (BZN) y nifurtimox (NFX) (Figura 2), que son mas efectivos en la fase
aguda de la enfermedad. Sin embargo, ambos farmacos presentan efectos secundarios
adversos severos como: anorexia, alteraciones psiquicas, manifestaciones digestivas,
depresion de la médula 6sea, hipersensibilidad, entre otras®1"18,

A) B)
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Figura 2. Estructura de A) Nifurtimox (4-[(5-nitrofurfurilideno) amino]-3-
metiltiomorfolino-1,1-didxido) y B) Benznidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida)
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Dada su baja efectividad y su uso limitado, se hace necesario la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas con el objeto de encontrar compuestos més eficaces y mejor
tolerados. Las estrategias de busqueda de nuevos blancos terapéuticos farmacoldgicos se han
centrado en moléculas con las siguientes caracteristica: esenciales para la supervivencia del
parasito y ausentes o son estructuralmente diferentes de los que estan en el huésped del
mamifero®. Asi, se han investigado varios blancos terapéuticos extraidos del analisis del
genoma de T. cruzi; entre estos se incluyen moléculas involucradas en la biosintesis de
poliisoprenoides, poliaminay ergosterol; varias proteasas (cruzipaina) y metabolismos redox

dependientes del tiol (tripanotion sinteasa), entre otros?®-2°,

En este contexto nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en el estudio de compuestos
con actividad antiparasitaria utilizando estructuras moleculares similares a las usadas
clinicamente, dentro de las cuales se destacan: triazoles, piridinas, complejos metalicos,
nitroindazoles y cumarinas. Particularmente, se ha descrito que las cumarinas y sus derivados

presentan actividad antiparasitaria?®—=°,

1.3.  Cumarinas con actividad tripanocida

Las cumarinas o benzo-a-pironas pertenecen a los compuestos fenolicos, constituyen una
familia de lactonas que se encuentran ampliamente distribuidas en plantas y que poseen
multiples propiedades medicinales®!. Su estructura base estd conformada por un anillo de
benceno fusionado a un anillo pirona con un grupo carbonilo en la posicién 2 (Figura 3).
Estos compuestos son reconocidos por su eficaz proteccidon antioxidante en medios
bioldgicos®?. Ademas, presentan otros mdltiples usos terapéuticos por sus actividades que
incluyen: i) antiinflamatorios, ii) quimioterapéuticos, iii) neuroprotectores y iv) antibioticos.
Asimismo, se utilizan para el etiquetado de proteinas unidas al ADN y como compuestos

fotoactivos®.



X

O ¢}

Figura 3. Estructura de la cumarina

Por otra parte, las cumarinas destacan por sus propiedades fluorescentes, y que son altamente
sensibles cambios de polaridad y viscosidad del entorno, lo que ha permitido su aplicacién
como sonda fluorescente en una amplia gama de sistemas, incluyendo mezclas de solventes

y materiales heterogéneos®.

La similitud estructural entre las cumarinas y los flavonoides explicarian las diferentes
actividades que presentan los derivados de cumarinas y que incluyen diferentes mecanismos
moleculares. La naturaleza y posicion de los grupos funcionales en la estructura bésica de la
cumarina tienen una gran influencia en las distintas propiedades farmacoldgicas. Es por ello,
que varios estudios han evidenciado que la variacion de la posicién del sustituyente podria
influir en las diferentes propiedades de los derivados de cumarina, incluidas las capacidades

antioxidante y actividad antiparasitaria®-8,

Por otra parte, durante el curso de la infeccion y el desarrollo de la EC, se generan especies
reactivas de oxigeno (EROs) como consecuencia de la destruccion de los tejidos causada por
accion del parasito, ya sea por accion directa o por reacciones citotdxicas mediadas
inmunoldgicamente®**. Por lo que, el uso de cumarinas con actividad antioxidante podria
ser una estrategia interesante para la eliminacion de estas EROs nocivas. En relacion con lo
anterior, estudios realizados con resveratrol determinaron que a diferencia de BZN, no solo
redujo la produccion de EROs y la carga parasitaria en el corazon, sino que también aumentd
la frecuencia cardiaca, revirtiendo la arritmia sinusal*?. Por lo que, los polifenoles con
actividad antioxidante serian capaces de disminuir la produccion de EROs y contribuir asi al
tratamiento de la EC. Concordantemente con estos resultados, Figueroa, et al®, sintetizaron
una serie de 3-amino/carbamato cumarinas y determinaron que el compuesto 4-hidroxi-3-
amino cumarina presentd la mejor actividad tripanocida sobre la forma epimastigote (65,7 +

3,5 %) y tripomastigote (22,2 + 2,1 %) de T. cruzi. Asimismo, indicaron que este compuesto



tuvo la mejor actividad antioxidante representada en el indice ORAC-FI (4,36 £ 0,12), ya que
la presencia de un grupo hidroxilo en posicion 4 y amino en posicion 3 aumenta tanto la
actividad antioxidante como la tripanocida. Por ende, se concluy6 que existe una relacion
entre la actividad tripanocida con la capacidad antioxidante, a mayor actividad tripanocida

mayor capacidad antioxidante.

Con los resultados anteriores, se sintetiz una serie de 3-amido cumarinas con o sin grupo
hidroxilo en posicion 4 (Figura 4), encontrando que los compuestos no hidroxilados fueron
mas activos sobre la forma infectiva de T. cruzi (Tabla 1). Asimismo, se describi¢ la actividad
antioxidante celular, sin encontrar relacion entre ambas actividades?*. Con lo que, se postula
que las propiedades antioxidantes de este tipo de cumarinas podrian ser Gtil en la reversion
de los dafios a 6rganos blanco en la fase cronica de la EC, en combinacion con compuestos

mas potentes y potencialmente tdxicos por si solos.

. Rl ‘H Rz: CH3
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Figura 4. Derivados sintetizados de 3-amido cumarinas con actividad tripanocida



Tabla 1. Actividad tripanocida e indice de selectividad de derivados de 3-amido cumarinas

ICs0 (RAW 264.7) 1Cso 1Cs0 15 157
ACS M Epimastigote  Tripomastigote  Epimastigote  Tripomastigote
(Dm28c) (Dm28c) (Dm 28c) (Dm28c)
2 80,12 +1,18 53,21 +1,45 21,53+1,21 151 3,72
3 >100 64,58 + 1,42 36,41 +211 >1,55 >2,75
6 >100 65,26 = 2,15 52,12 +1,71 >1,53 >1,92
7 83,40 £ 2,26 >100 56,92 + 1,53 >0,83 1,47
NFX >100 10,04 £1,18 22,56 + 1,03 > 9,61 > 4,43

ICsocélulas RAW 264.7
ICs epimastigote

*indice de selectividad:

Estudios respecto a la relacion estructura — actividad de cumarinas aisladas del extracto de
hojas de Calophyllum brasiliense en cuanto al efecto anti-leishmania, indican que la
presencia de un grupo fendlico en la estructura de la cumarina es importante tanto para la

actividad como la selectividad del compuesto sobre*?,

En base a lo anterior, Robledo, et al*, sintetizaron una serie de hidroxi-3-arilcumarinas
(Figura 3) evaluando la actividad anti-T. cruzi sobre la forma epimastigote (no-infectiva),
encontrando que la mitad de los derivados presentaban una baja citotoxicidad en macréfagos
RAW 264.7 (Tabla 2). Asi, la presencia del grupo catecol en la posicion 7 y 8 cumarina

mejoro la actividad tripanocida.

1. R;,R3, Ry, R, R;=H; Ry, Rs=O0H
2. Ry, R3, Ry, Rs, R;=H; Ry, Rg=OH
3. Ry, R; Ry, Rs, Ry =H; Ry, Rg=OH
4. R,, Ry, Ry, Rs=H; Ry, Ry, R; = OH
5. R, Ry, Rg, Rs, R;=H; R, R; =OH
6. R, Ry Rs,R;=H;R,,R;,Rg=0H
7. Ry, R, Rs, R, R;=H; Ry, R; =OH
8. Ry, R, Rg, R, =H; Ry, Ry, Rs=O0H
9. R, R,,Rs,R,=H; R, Ry, Rg=O0H
10. Ry, R;, Ry = H; Ry, Ry, Ry, R, = OH

Figura 5. Estructura general de la serie hidroxi-3-arilcumarinas



Tabla 2. Citotoxicidad in vitro en macr6fagos RAW 264.7 murinos (ICso) y actividad

tripanocida en epimastigote

I1Cso uM
Compuesto IS
RAW 264.7 Epimastigote (Dm28c)
1 >100** >100** -
2 >100** >100** -
3 >100** >100** -
4 115,30 £ 0,99 84,28 +7,38 1,37
5 >100** 6,15 + 5,01 >16,26
6 >100** >100** -
7 26,10 + 4,19 8,90 £ 5,25 2,93
8 68,85 + 0,65 1,31+2,03 52,56
9 397,60 + 29,56 28,55 + 5,07 13,93
10 97,48 £ 7,95 46,99 + 3,41 2,07
NFX 263,44 174+13 15,14

** 100 uM fue la concentracion mas alta evaluada. A concentraciones mas elevadas, los compuestos precipitan

Pese a la aplicacion potencial de las cumarinas con actividad tripanocida, ninguno de estos
compuestos a alcanzado analisis preclinico. Ademas, hoy en dia, la industria farmacéutica ha
restado el interés a la generacion de nuevos farmacos para el tratamiento de la EC, por lo que
se han planteado otras en la busqueda de tratamientos nuevos para enfermedades causadas
por parasitos protozoarios, siendo la combinacién de farmacos tradicionales con compuestos
bioactivos nuevos para potenciar la actividad terapéutica y reducir los efectos adversos de

los farmacos convencionales*®#,

1.4.  Combinacién de farmacos tripanocidas convencionales y compuestos bioactivos

La combinacion de antioxidantes con BZN ha sido estudiada para el tratamiento de la fase
aguda de la EC, ya que existe una alta proliferacion de parasitos y respuesta inflamatoria que
agrava la generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (EROs y ERNs)*"“8, Los
farmacos convencionales (BZN y NFX) al ser compuestos nitroheterociclos, aumentan el

estrés nitrosativo y oxidativo. Este ambiente oxidativo, asociado a la multiplicacion

8



intracelular de T. cruzi, conduce a la destruccion de los tejidos del hospedador, contribuyendo
asi a la etiopatogenia de la enfermedad. Ademas, el mecanismo tripanocida de BZN también
implica: i) modificacion covalente de macromoléculas mediante la formacion de metabolitos
citotoxicos como el glioxal; ii) aumento de la fagocitosis de T. cruzi por las células del
hospedero con la siguiente produccion de citosinas, y iii) inhibicion de NADH-fumarato
reductasa en el parasito**->!, donde los primeros mecanismos son responsables de los efectos
adversos en el hospedero. Asi, la posibilidad de reducir la dosis de BZN en combinacién con
compuestos nuevos prometedores como los propuestos en este trabajo parece ser una
estrategia atractiva en la busqueda de tratamientos para pacientes cronicos. En este contexto,
se han estudiado combinaciones de BZN con &cido ascérbico en modelos murinos in vivo,
demostrando que la combinacién de ambos compuestos reduce la parasitemia, las EROs y la
peroxidacion lipidica en el tejido cardiaco, de manera mas efectiva que cada compuesto per
se®. Asimismo, se ha observado un efecto antagénico de la pentamidina hacia el BZN al
estar combinados, revirtiendo el efecto toxico del BZN sobre células de mamifero*®. Ademas,
el BZN y la partenolida tienen un efecto sinérgico contra el epimastigote de T. cruzi,
reduciendo el 1Cso del BZN en 23 veces™. Por tanto, el estudio de la combinacion de 3-aril
cumarinas que contienen catecol con BZN podria ser una doble estrategia para buscar terapias

tripanocidas activas, con menos efectos secundarios.

Pese a lo anterior, muchos de los derivados cumarinicos no han podido superar la fase
preclinica, debido a factores cruciales como: a) baja solubilidad en medio acuoso, b) alta
citotoxicidad frente a células mamiferas y c) bajos indices de selectividad respecto a los
farmacos actualmente utilizados en el tratamiento de la enfermedad. Asimismo, los
compuestos al ingresar al organismo pueden sufrir modificaciones por diversos factores
como: cambios de pH, cambios de temperatura y degradacion enzimatica. Es por ello que,
estudios realizados sugirieron la formacion de complejos de inclusion con ciclodextrinas
(CDs) como estrategia que permite aumentar la solubilidad y conservar las propiedades de

los compuestos bioactivos en medios fisiologicos>.



1.5.  Formacion de complejos de inclusion con ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos compuestos de unidades de
glucopiranosa unidas mediante enlaces a-D-(1,4), pueden estar formadas por 6 (o), 7 (B) u 8
(v) unidades, dando lugar a una estructura molecular toroidal, rigida y con una cavidad
interior de volumen especifico, y se representan como una estructura de cono truncado
(Figura 6)*. La p-CDs y sus derivados son los compuestos mas utilizados para la formacion

de complejos de inclusion, debido al tamafio dptimo de su cavidad interna (7,8 A).
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Figura 6. Esg[Hructura y representacion 3D de las a-, B-, y-CDs

OOH

La cavidad de la ciclodextrina es hidrofébica, mientras que la cara externa es hidrofilica, ya
que la conformacion de cono truncado hace que los grupos hidroxilos queden orientados
hacia el exterior de la cavidad, mientras que los hidroxilos secundarios se sitan en el borde
mas amplio y los primarios en el borde mas estrecho, otorgando de esta manera un caracter
hidrofilico en la superficie. Mientras que en el interior de la cavidad es lipofilico, debido a la

orientacion del oxigeno del enlace glicosidico y grupos C-H%¢*".

Los complejos de inclusion se caracterizan por tener una estequiometria definida. Existen
varios tipos de interacciones involucradas en la formacion de complejos de inclusion y su

contribucion relativa depende del tipo de huésped. Dentro de estas interacciones tenemos:

10



hidrofobicas, puente de hidrogeno, dipolo-dipolo, electrostaticas, fuerza de Van der Waals,

entre otras®.

Al ser la cavidad interior de las CDs hidréfoba, permite que moléculas organicas mas
pequefias puedan albergarse total o parcialmente en su interior, formando complejos de
inclusion con estequiometria definida con las moléculas huésped. En consecuencia,
moléculas insolubles en agua pueden llegar a ser completamente solubles, sin que se
produzca modificacién quimica en la molécula huésped, ya que no hay la formacién de
ningun enlace covalente durante la interaccion de la CDs y la molécula. De tal manera, se

conserva las propiedades bioactivas de los compuestos en medios fisiol6gicos®® .

Las metodologias de evaluacion de formacion y caracterizacion de los complejos de inclusion
son complejos, ya que la mayoria de las veces los resultados obtenidos tienen que ser
combinados y examinados en conjunto ya que cada método evalla una caracteristica
particular del complejo de inclusion. Los métodos se caracterizan generalmente por la
deteccion de variaciones en las propiedades fisicas o quimicas del huésped como
consecuencia de la formacién del complejo. Entre las principales técnicas utilizadas tenemos:
RMN (Resonancia Magnética Nuclear), fluorescencia, REE (Resonancia de Espin
Electrdnico), dicroismo circular, voltamperometria, potenciometria, conductimetria, entre

otras®12,

En base a lo anterior, Folch-Cano, et al®® evalu6 la capacidad antioxidante de la 3-fenil-4-
hidroxi-7-metoxicumarina cuando forma el complejo de inclusion con B-CDs, hepta-2,6-di-
O-metil-B-CDs (DM-B-CDs) e HP-B-CDs, determinando que las constantes de asociacion
para p—CDs e HP-B-CD fueron altas, lo que indica la inclusion del compuesto dentro de la
cavidad de la ciclodextrina. Por otro lado, la DM-B-CDs presentd una constante de asociacion
mayor, atribuida a la ampliacion de la region hidréfoba por la presencia de grupos metilo. A
su vez, la capacidad de antioxidante del compuesto incluido fue levemente menor que el
compuesto libre dado que el grupo hidroxilo de la cumarina se encuentra interactuando con

la parte interna de la cavidad de la CDs causando un efecto protector del mismo.
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Con lo que respecta a la actividad tripanocida, Leonardi, et al®, estudiaron la formacion de
complejos de inclusion de BZN con Me-B-CDs, HP-B-CDs y B-CDs, indicando que el
complejo de inclusién de BZN con CDs aumentd la solubilidad, asi como también mejoré la
biodisponibilidad con respecto a BZN libre. Moncada-Basualto, et al®®, determinaron que la
formacion de complejos de inclusion de la serie 3-amido cumarina no hidroxilada (Figura 4)
con mono-6-amino-6-deoxi—-CDs aumentaba la actividad tripanocida con respecto a las
cumarinas libres, lo que podria estar relacionado a un aumento de la solubilidad de las
cumarinas. Asimismo, observaron una variacion del potencial de membrana mitocondrial del

parasito de los complejos de inclusion, en comparacion con los compuestos libres.

En base a lo anteriormente descrito, resulta estratégico el estudio de una serie de cumarinas
con sustitucion en la posicion 3 de su esqueleto base de la cumarina. Toda la serie de
compuestos presenta un sustituyente arilo en posicion 3 y un grupo catecol en diferentes
posiciones del andamio cumarinico. En donde, el grupo arilo deberia incrementar la lipofilia
de los compuestos, mientras que el grupo catecol modularia la actividad tripanocida,
particularmente en combinacién con BZN. Asimismo, el o los compuestos que presenten
mayor actividad tripanocida seran incluidos en B-CD y se evaluar la citotoxicidad. Todos
los compuestos fueron sintetizados por el grupo de Eugenio Uriarte de la Universidad de

Santiago de Compostela-Espana (Figura 7).
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Figura 7. Serie 3-aril cumarinas en estudio
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.  Hipotesis

Las 3-aril cumarinas poseen actividad tripanocida contra las formas infectivas de T. cruzi y
potencian el efecto de Benznidazol. Asimismo, la formacion de complejos de inclusion con
B-ciclodextrina de las 3-aril cumarinas y la combinacién con Benznidazol mejorara las

propiedades bioldgicas de los compuestos en modelo in vitro.

2.2.  Objetivo general

Evaluar la actividad tripanocida de la serie 3-aril cumarinas, sus complejos con -

ciclodextrina y la combinacién de ambos con Benznidazol en modelo in vitro.

2.2.1. Objetivos especificos

o Estudiar el efecto citotdxico de la serie 3-aril cumarinas sobre la forma tripomastigote
de T. cruzi (cepa Dm28) y célula de mamifero (VERO®).

o Determinar la capacidad antioxidante de la serie 3-aril cumarinas mediante la técnica

ORAC-FL e indices de Fukui radicalario de la serie 3-aril cumarinas.

En cuanto al o los compuesto(s) que presente(n) actividad tripanocida potencial y baja

toxicidad tripanocida en células de mamifero de la serie 3-aril cumarinas, se procedera a:

o Determinar los pardmetros y geometria de los complejos de inclusion con B-CD
mediante espectroscopia de fluorescencia, RMN y modelamiento molecular. A su vez,
estudiar la difusion pasiva del compuesto libre y en el complejo de inclusion mediante la
técnica PAMPA.

o Estudiar la citotoxicidad sobre tripomastigote y amastigote de T. cruzi (Dm28),
células de mamifero (VERO®) y posibles mecanismos de accion tripanocida sobre la forma

tripomastigote como: variacion del potencial de membrana mitocondrial y generacion de
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especies radicalarias sobre tripomastigote del compuesto libre, en complejo de inclusién con

B-CD y combinacion con Benznidazol.
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3. METODOLOGIA

3.1.  Materiales y equipos

Las cumarinas utilizadas en este trabajo fueron sintetizadas y caracterizadas por el grupo del

Dr. Eugenio Uriarte de la Universidad Santiago de Compostela, Espafia.

Los reactivos dihidrocloruro de 2,2"-azobis(2-amidinopropano) (ABAP), bromuro de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), éster metilico de tetrametilrodamina
(TMRE), nifurtimox (NFX), benznidazol (BZN), fluoresceina (FI), 5,5-dimetil-1-pirrolina-
N-6xido (DMPO), dimetil formamida (DMF), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (Trolox), n-dodecano (Ci2Hazs), fosfato dibasico de sodio (Na2HPO,), fosfato
monobasico de sodio (Na2H2PO4), dimetil sulfoéxido ((CHs)2SO), B-ciclodextrina (B-CDs),
4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular Probes®), kit de purificacion de ADN
gendmico Wizard (Promega®), se adquirieron en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).
Etanol (EtOH), agua ultrapura (H20), acido clorhidrico fumante (HCI) se adquirieron en HES
Ltda. (Santiago, Chile).

Los equipos utilizados para el desarrollo del trabajo experimental fueron: espectrofotometro
de placa BioTek modelo Synergy HT (Vermont, EUA), espectrofotometro de placa
PerkinElmer EnSpire (Shelton, CT, EUA), lector de microplacas Varioskan Flash Multimode
(ThermoFisher®), espectrometro de resonancia magnéetica Bruker Advance 400 (Billerica,
MA, USA), microscopio de epifluorescencia (Motic BA310®), cuantificador de ADN
“uDropPlate DNA quantification system®” (Thermo Scientific®), espectrometro ECS 106
de banda X (9.85 GHz) equipado con cavidad rectangular y 50 KHz de modulacion de campo
(Bruker, Coventry, UK). Termociclador para PCR en tiempo real ABI Prism 7300 sequence
detector (Applied Biosystems®), incubadora INC55 (Memmert®), gabinete de bioseguridad
clase I (NuAire®).
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Los cultivos celulares de Trypanosoma cruzi en la forma tripomastigote y amastigote, las
celulas de mamifero tipo fibroblasto VERO®, se obtuvieron en el Programa de Biologia
Integrativa del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Universidad de Chile.

3.2.  Cultivo celular y obtencion de las formas infectivas de T. cruzi.

Células VERO® (fibroblasto de rifion de mono verde africano (Cercopithecus aethiops)
ATCC® CCL-81TM) fueron cultivadas en frascos de cultivo celular de 250 mL con medio
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Gibco®) suplementado con NaHCO3 (2
mg.mL™?), estreptomicina (50 ng.mL™?) y suero fetal bovino (SFB) al 10% para crecimiento,
o al 5% para mantenimiento, 37 °C en un ambiente humedecido con CO: al 5%,
reemplazando el medio cada 24 o 48 hrs®. Para la obtencion de tripomastigotes de T. cruzi,
celulas VERO® en semi-confluencia fueron infectadas con 1 mL de medio con
tripomastigotes de la cepa Dm28c provenientes de un cultivo anterior. De esta forma, los
tripomastigotes invadieron a las células VERO®, se diferenciaron intracelularmente a
amastigotes, proliferaron y posteriormente (luego de 48-96 hrs) se diferenciaron nuevamente
a tripomastigotes, que lisaron las células VERO® y fueron liberados al medio de cultivo.
Este medio se recolectd y se centrifugd a 500 x g por 5 min para separar las células en
suspension. El centrifugado se dejo en reposo durante 30 min a 37 °C de modo que los
tripomastigotes asciendan hacia el sobrenadante. Este sobrenadante se recolectdé y se
centrifug6 a 3000 x g durante 10 min para obtener en el sedimento las formas infectivas de
T. cruzi. Finalmente, los tripomastigotes fueron re-suspendidos en medio RPMI y

contabilizados en una cdmara de Neubauer®’.

3.3.  Determinacion de la viabilidad celular en tripomastigote y células de mamifero.

Tripomastigote: La accion tripanocida de compuestos sobre la viabilidad celular de

tripomastigote fue evaluada mediante el ensayo de reduccion de bromuro de tetrazolio MTT
(SigmaAldrich®°8). 1x10° tripomastigotes/mL fueron incubados en presencia y ausencia de
concentracion de 100 uM de la serie 3-aril cumarinas, asi como NFXy BZN a 50 uM (control

con farmacos) en microplacas de 96 pocillos durante 24 hrs.
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Alicuotas de 100 uL de suspension de parasitos tratados con los compuestos de la serie 3-aril
cumarinas fueron incubados con 10 pL de solucion MTT (5 mg.mL™) y fenazina (0,22
mg.mL?) durante 4 hrs. Luego, el precipitado de los cristales de formazan fueron
solubilizados con 100 uL de una solucién de SDS 10 % y HCI 0.01 N. la absorbancia del
formazan se registrd a 570 nm en un lector de microplacas Varioskan Flash Multimode
(ThermoFisher®). La viabilidad de los tripomastgotes se estimé como el porcentaje de
absorbancia post tratamiento para cada extracto con relacion a la absorbancia del control sin

presencia de compuesto.

Los valores de I1Cso se obtuvieron mediante el analisis de dosis — respuesta en el que se
incubaron parasitos con diferentes concentraciones de BZN y 3-aril cumarina (20, 50, 80,
100, 200 uM).

Células de mamifero: Aquellos compuestos que presenten una actividad tripanocida inferior

a 200 pM, fueron evaluados sobre las células de mamifero VERO® ara comprobar su accion
citotdxica selectiva. En microplacas de 96 pocillos se sembré 50.000 células por pocillo e
incubadas por 24 hrs. A continuacion, se incubd en presencia y ausencia de las 3-aril
cumarinas a la concentracion de 100 puM, asi mismo se incub0 en presencia y ausencia de
NFX y BZN (control con farmaco) durante 24 hrs a 37 °C. La viabilidad de células y la

determinacioén del 1Csp se realizé6 mediante el método MTT descrito anteriormente.

Para determinar el efecto sinérgico o antagonico del mejor compuesto de la serie 3-aril
cumarinas y BZN sobre tripomastigotes y células de mamifero, 107 paréasitos/mL 6 5 x 10*
células VERO®/mL fueron tratados en ausencia y presencia del compuesto (5, 10, 20, 34,
50, 100, 200 uM) y en ausencia y presencia de BZN (5, 10, 20, 50, 100, 200 uM) durante 24
hrs. Se realizd un enfoque de matriz de dosis, los datos se analizaron utilizando el software
libre Combenefit®.
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3.4.  Determinacion de la capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC-FL)

Los analisis ORAC-FL se llevaron a cabo en un lector de placas EnSpire multimodo de
Perkin-Elmer utilizando placas de 96 pocillos de poliestireno blanco Nunc (Copenhague,
Dinamarca). La fluorescencia se leyo desde la parte superior, con una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y una emisién 528 nm. La reaccién se llevo a cabo en tampdn fosfato
75 mM (pH 7,4). Se adicionaron 150 uL de solucién de FL (40 nM, concentracion final) y
25 uL de la serie 3-aril cumarinas (intervalo de concentraciones de 0,1 a 2,3 uM) en cada
pocillo de la placa. La mezcla se incubd durante 15 min a 37 °C, luego se afiadio 25 uL de
una solucion de dihidrocloruro de 2,2 -azo-bis (2-metilpropionamidina) (AAPH) (18 mM,
concentracion final). La fluorescencia se registré cada 1 min durante 180 min y se utiliz6
como control FL y AAPH usando solucion tampdn fosfato en lugar de la solucion de las

cumarinas en estudio®”7°,

Se prepar6 una curva de calibrado de Trolox (2,5 a 10 uM) como antioxidante referencia. La
capacidad antioxidante de inhibicion se expres6 como valores de ORAC-FL. Todas las
mezclas de reaccion se prepararon por triplicado y se realizaron al meos tres ensayos
independientes para cada muestra. El area bajo la curva de decaimiento de fluorescencia
(ABC) se calculd integrando la disminucion de la fluorescencia. El procesamiento de los
datos se realiz6 mediante el programa Origin Pro 8.5 SR2 (Origin Lab Corporation,

Washington, EUA). Los indices ORAC-FL se calcularon de acuerdo con la ecuacion 1.

ORAC — FL = (ABCCumarina_ABCControl) " [Trolox] (eCU&Clén 1)
(ABCrro10x—ABCcontrol) [Cumarina]

Donde: ABCcumarina = &rea bajo la curva en presencia de la cumarina en estudio
ABCcontrol = &rea bajo la curva del control

[Trolox] = concentracion de trolox, [Cumarina] = concentracion de la cumarina en estudio

3.5.  Calculos tedricos de los indices de Fukui Radicalarios (fg)

Todos los célculos relacionados con Fukui se realizaron con TURBOMOLE v7.5.0"%. La
optimizacion de las estructuras de los compuestos neutros se llevé a cabo en el nivel de

densidad funcional B97-3¢c GGA’2 que incluye el conjunto de bases triple-zeta def2-mTZVP
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y la correccion de dispersion D373 con amortiguacion Becke-Johnson™. Se utilizé la
aproximacion RI™ para acelerar los calculos. Los descriptores se valuaron mediante la
aproximacion orbital condensada basada en cargas de analisis de poblacion natural (NPA).
El radical Fukui es el promedio correspondiente a reacciones de ataque nucleofilico (f; ) y

electrofilico (f;F) (ecuacion 2)

-t
Q= % (ecuacion 2)

3.6.  Formacion de complejos de inclusion

Los complejos de inclusion de las 3-aril cumarinas se obtuvieron mediante la adicion de
cantidades crecientes de B-ciclodextrina, manteniendo una concentracion fija de cumarina,

de acuerdo con lo descrito por Folch-Cano, et al®?,

Los complejos se prepararon mezclando una solucion de las 3-aril cumarinas en DMSO con
una solucion de B-ciclodextrina en tampon fosfato (pH 7.4), en una relacion molar 1:3. La
concentracion de DMSO total en la mezcla no superd el 10 % en volumen. La mezcla se

mantuvo a 37 °C en un bafio termorregulado con agitacion continua durante 24 hrs.

3.7.  Determinacion de la constante de asociacion (Kc) de los complejos de inclusion

y porcentaje de compuesto incluido

La determinacion de la constante de asociacion se realizé a través de mediciones de la
intensidad de la fluorescencia de las 3-aril cumarinas a 37 °C. Los espectros de emisién se
registraron entre 300 y 550 nm a una longitud de onda de excitacion fija comprendida entre
280 y 330 nm.

Los complejos de inclusion contenian 30 uM de cumarina y concentraciones crecientes de
B-CDs. La intensidad de la fluorescencia se relaciond con el aumento de la concentracion de
ciclodextrina en la formacion de complejos de inclusion, a traves de la ecuacion de Connors

(ecuacion 3)7.
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(Fo—Fy)K¢[BCDs],

F=F+ 1+K:[BCDs],

(ecuacion 3)

Donde F, representa la fluorescencia de las moléculas incluidas en B-CDs y F, la

fluorescencia de los compuestos libres.

Para la determinacion del porcentaje de compuesto incluido se utiliz6 la ecuacién descrita

por Lucas-Abellan (ecuacion 4y 5)78,

—([cDs]*Ki-[cUM]+Ki+1)+2/(([CDs]*Ki—[CUM*Ki+1)2 +4(Ki[CUM])) L,
[CUMno inciuiaal = T (ecuacion 4)

[CUMinciuiaal = [CUM] = [CUM po inciuidal (ecuacion 5)

Donde [CUM] representa la concentracién inicial de la cumarina a incluir en B-CDs, [CDs]

concentracion de la ciclodextrina, Ki es la constante de inclusion.
3.8.  Determinacion de la estequiometria de los complejos de inclusiéon

La estequiometria de los complejos de inclusion se determind por el método de variacion

continua de Job®.

Se prepard complejos a 37 °C a razon molar () entre 0,1 — 0,9; manteniendo la concentracion
constante (0,1 mM). Se determiné los maximos de absorbancia y se obtuvo las graficas de
AA vs [cumarina] en funcion a y donde AA corresponde a la diferencia entre la absorbancia
del complejo de inclusién y la absorbancia de la cumarina libre. La estequiometria del

complejo esta dada por la ecuacion 6.

n=1- (ecuacion 6)
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3.9.  Determinacion de la geometria de inclusiébn de los complejos mediante

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Modelamiento Molecular

La geometria de inclusion fue determinada mediante *H RMN y COSY (Espectroscopia
Correlacionada) en un equipo Bruker Advance 400 (Billerica, MA, USA), equipado con una
sonda inversa de banda ancha de 5 mm de diametro de gradiente z, operada a una frecuencia
de operacion de 400,13 MHz (*H). Las muestras se prepararon utilizando como disolvente
DMSO deuterado para los compuestos libres y complejos de inclusion.

Las geometrias de inclusion se determinaron a nivel de quimica cuantica empleando el
método semiempirico moderno GFN2-xTB& y un continuo dieléctrico para modelar la
solvatacion en agua. Se utilizd el programa xtb v6.3.3%! para todos los calculos. Se
optimizaron la estructura de la B-CDs, cada ligando y dos complejos por ligando (cada uno
en una de las dos posibles orientaciones). A continuacion, se realizé una simulacion de
dindmica molecular de 3ns Born-Oppenheimer en cada estructura optimizada. De los Gltimos
500 ps de cada simulacion, se tomaron muestras instantaneas cada 0,1 ps. Cada fotograma se
Ilevé a su minimo mas cercano mediante la optimizacion de la geometria, y las energias libres
de Gibbs se obtuvieron a partir de calculos de matriz de Hesse, excepto para aquellos con

modos imaginarios después de la optimizacion.

3.10. Determinacion de la permeabilidad paralela en membrana artificial (PAMPA)

Se determind la difusion pasiva a través de membranas artificiales de la serie 3-aril cumarinas

mediante el ensayo de la permeabilidad paralela en membrana artificial (PAMPA)®.

La permeabilidad efectiva de los compuestos se midié a una concentracion de 0,5 mM
(solubilizados en 30 % DMSO: 70 % tampon fosfato). Este ensayo se llevo a cabo en una
placa doble de 96 pocillos, donde la parte superior de la placa contenia las cumarinas en
estudio. En la parte inferior se forma la membrana artificial tras la adicion de 4 uL de una
mezcla de fosfatidilcolina 20 mg.mL™* en n-dodecano hasta la completa volatilizacion del
solvente. A continuacion, la placa dadora se ajusto sobre la placa aceptora, asegurando que

la parte inferior de la membrana estuviese en contacto con la solucion tampon. La placa se
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cubrié e incubd a 25 °C en ambiente himedo durante 2 hrs bajo agitacion constante®,
Terminado el tiempo de incubacién se cuantifico el contenido de ambos compartimentos
mediante medidas de absorbancia y sus concentraciones se determinaron usando el
coeficiente de extincién molar de las serie 3-aril cumarinas. Los experimentos se realizaron

por triplicado en tres experimentos independientes.

3.11. Efecto tripanocida intracelular sobre T. cruzi

Las células VERO® se separaron mediante tripsinizacion, se sedimentaron y se re-
suspendieron en medio que contenia SFB al 10 %. Luego, se sembraron 5 x10* células en
placas de 24 pocillos durante 4 hrs, y luego se desafiaron con los parasitos en una proporcion
de células VERO: parasito de 1:3 durante 24 hrs, después de la infeccion, las células fueron
lavadas con buffer fosfato salino (PBS) (NaCl [137 mM], KCI [2,7 mM], Na2HPO4 [10 mM]
y KH2PO4 [1,8 mM]) pH 7.4 para eliminar los parasitos que no ingresaron a las células
VERO®. Posteriormente, se agregé medio RPMI 1640 fresco y a las células fueron
incubadas en presencia y ausencia de la cumarina mas activa, complejo de inclusion y BZN
a la concentracion del ICsp, asi como la combinacion. A 24 hrs de post-incubacion, se extrajo
el medio de cultivo y las células fueron lavadas y fijadas con metanol 100 %. Se agrego el
colorante nuclear DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol, Molecular Probes®) a una concentracién
de 1 pg.mL* en buffer de tincion (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 10 mM EDTA) por 5 min,
seguido de 3 lavados con PBS por 5 min para eliminar el exceso de DAPI. Los cubreobjetos
fueron retirados y colocados sobre portaobjetos en presencia de una gota de medio de montaje
acuoso para fluorescencia VECTASHIELD® para cada muestra. Las muestras fueron
analizadas en el microscopio de epifluorescencia (Motic BA310®). Las imagenes fueron
capturadas con la camara acoplada al microscopio (Moticam 5®). La captura de imagenes
fue realizada al azar en cada condicion experimental. Los parasitos fueron reconocidos por
su diferencia de tamafio, morfologia nuclear, presencia de nicleo y kinetoplasto®*. Para
contabilizar el nimero de células infectadas, asi como la cantidad de parasitos intracelulares

se utilizo el software MATLAB®®. Se analizaron al menos 300 células por condicion.
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3.12. Determinacion de la carga de ADN parasitario mediante PCR en tiempo real

Células VERO® fueron incubadas en presencia de parasitos, BZN, la cumarina mas activa,
su complejo de inclusion y la combinacion con BZN segun lo descrito en el punto anterior.
Las células VERO® fueron cosechadas mediante tripsinizacion y el ADN genémico fue
extraido mediante el kit de purificacion de ADN genomico Wizard (Promega®) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La solucion de ADN fue re-suspendida en agua estéril libre
de endonucleasas y almacenada a 4 °C hasta su uso. La concentracion de ADN fue
cuantificada mediante “ uDropPlate DNA quantification system®” (Thermo Scientific®) en
un lector Varioskan Flash Multimode (Thermo Scientific®). Para la deteccién del ADN del
pardsito T. cruzi se amplifico la secuencia de 182 pb correspondientes al ADN satélite del
parésito mediante el uso de los partidores TCZ-F (5"-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3")
y TCZ-R (5 -CAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3")8, Cada mezcla de reaccion contenia 200
nM de cada partidor (directo e inverso), 1 ng de ADN, 12,5 uL la amplificacion se realizé en
un detector de secuencias ABI Prism 7300 (Applied Biosystem®, USA). El programa de
ciclado fue el siguiente: una incubacién inicial a 20 °C durante 2 min, un aso de
desnaturalizacion a 95 °C durante 10 min y 40 ciclos de amplificacion de 95 °C (15s) y 72
°C (30 s). El paso final fue una etapa de disociacion que oscilé entre 60 y 95 °C (105 s). El

analisis de cuantificacion relativa de los resultados se expres6 como un RQ®.

3.13. Determinacion de la generacion de especies radicalarias en medio parasitario

mediante Resonancia de Espin Electronico (REE)

Como se informo anteriormente, se cultivaron tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) a 37 °C
en medio RPMI 1640. La concentracion de parasitos fue de 8 x 107 parasitos/mL
correspondientes a 1 mg de proteina. Los espectros de REE se obtuvieron usando
tripomastigotes, en un medio de reaccidon que contenia nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH) 1 mM vy 5,5-dimetill-1pirrolina-N-6xido (DMPQO) 100 mM como
atrapador de espin en tampon fosfato 20 mM a pH 7.4. La cumarina méas activa, BZN,
complejo de inclusion y la combinacion a 5 mM. Todos los experimentos se realzaron

después de 10 min de incubacién a 37 °C.
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3.14. Determinacion de la variacion del potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

en tripomastigotes de T. cruzi.

El potencial de membrana mitocondrial (A¥m) se determind mediante la incorporacion de
la sonda cationica fluorescente TMRE (éster metilico de tetrametilrodamina)®. Se sembraron
tripomastigotes de T. cruzi a una concentracion de 107 parasitos/mL en una placa de 96
pocillos, posteriormente se incubd por 40 min en ausencia y presencia de la cumarina mas
activa, BZN, complejo de inclusion, combinacién y cianuro de carbonilo m-
clorofenilhidrazona (CCCP 10 pM) este dltimo utilizado como control positivo. A
continuacion, se lavo la placa con PBS y se realizd una centrifugacion para separar el
compuesto que no logro interactuar con el paréasito. El pellet fue re-suspendido en medio
parasitario RPMI 1640 que contenia la sonda fluorescente TMRE (50 nM) y se dejé
incubando durante 15 min, para culminar se realizé un lavado de la placa con PBS para
eliminar el excedente de sonda TMRE y se registrd la incorporacién de la sonda mediante
fluorometria a una Agexc) 550 NmM y Aemi) 590 nm. Todos los experimentos se realizaron en un

ambiente obscuro.

3.15. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados mediante Graph Pad Prism 4.03 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Los datos se expresaron como media + DS
(desviacion estandar) de 3 experimentos independientes. Los analisis estadisticos se
realizaron mediante ANOVA unidireccional con posprueba de Dunnett. Los datos son

considerados estadisticamente significativos cuando p < 0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Evaluacion de la capacidad antioxidante de la serie 3-aril cumarinas mediante
la metodologia ORAC fluorescencia (ORAC-FL)

Para evaluar la capacidad antioxidante de la serie en estudio se utilizé la metodologia ORAC-
FL. En el cual, se registra la capacidad de scavenging o apagamiento de radicales peroxilo

utilizando una sonda fluorescente.

Esta metodologia permiti6 evaluar la labilidad de los 4&tomos de hidrégeno de los grupos
catecol de las cumarinas en estudio. En la figura 8, se muestra el perfil cinético del ORAC-
FL. Asimismo, en la tabla 3 se observa los valores del indice ORAC obtenidos para los

compuestos de la serie 3-aril cumarinas.

®  Blanco
® 01uM 1200 .
A 0,25uM
1.0 v 05pM »
* 10uM 1000 -
‘.‘ < 20uM
0.8 - .::; * “ > 23uM 500
[ % $
A e $ <
06 pA e O u
. oy o < O 6004 L]
° ey ¢ 9 a
[Th L @ <
0.4+ wed' 4 4:> 400 4
nody % 4:>
n®iAy o (
l.Av ‘0
0.2 - o.AIv ,‘ 200 4
.l .oAv * [ ]
0.0 % 0 T T T T 1
T T T T 0.0 05 1.0 15 2.0 25
0 1000 2000 3000 4000 B
Tiempo (s) Concentracion (uM)

Figura 8. A) Perfil cinético ORAC-FL del compuesto 5y B) Area bajo la curva (ABC)
en funcidn de la concentracién del compuesto 3
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Tabla 3. indice ORAC-FL de la serie 3-aril cumarina

Compuesto Indice ORAC-FL
1 1,3+0,1
2 56+0,3
3 04+0,1
4 0,7+0,1
5 16+0,2
6 1,704
7 09+0,1
8 0,59 £0,02
9 08x+04
10 15+£0,7
11 1,2+0,1
Trolox 1,0

Los compuestos 1, 2, 5, 6, 10 y 11 presentaron mayor capacidad antioxidante que el control
Trolox. Los valores de indice ORAC permiti6 ordenar los compuestos de mayor a menor; en

donde:2>6>5>1>11>7>9>4>8>3.

El compuesto 2 es el que tiene la mayor capacidad antioxidante de la serie, lo cual concuerda
con Robledo-O"Rayn. N, et al**, quienes estudiaron la capacidad antioxidante de unas serie
hidroxi 3-aril cumarinas determinado que la presencia de un grupo hidroxilo en posicién 6
aumenta la capacidad antioxidante, ya que se encuentra en posicion para respecto al grupo
carbonilo de la cumarina, permitiendo la facil transferencia del &tomo de hidrégeno al radical
peroxilo. Asimismo, determinaron que la posicion del grupo catecol en la cumarina es
importante, ya que si estd formando parte del sustituyente arilo aumenta la capacidad
antioxidante. Para los compuestos 1, 3 y 4 que tiene el grupo catecol en el sustituyente arilo,
la presencia de grupos donantes de electrones como el metilo, como la ausencia de
sustituyentes en el esqueleto base de la cumarina influye en la disminucién de la capacidad

antioxidante.
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Para racionalizar el estudio realizado de la capacidad antioxidante mediante la metodologia

del ORAC-FL, se determind el indice de Fukui f;? relacionado con un ataque radicalario.

Este indice evalua teéricamente la reactividad local en los atomos de oxigeno que participan

en las reacciones de los grupos catecol presentes en la serie estudiada®’. En la tabla 4, se

observa los valores obtenidos de los indices de Fukui.

Tabla 4. indice Fukui radicalario (£;?) de la serie 3-aril cumarinas

OH
OH fiireivens
Compuesto
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
indice £
Oy -0,060 -0,052 -0,058 -0,059
Oz -0,046 -0,040 -0,044 -0,045 -0,029
Oy -0,050
Os -0,060 -0,039 -0,040 -0,055 -0,047 -0,037 -0,038 -0,036
Oy -0,061 -0,054 -0,066 -0,061 -0,050 -0,057 -0,050
Cs -0,111 -0,102 -0,109 -0,113 -0,102 -0,096 -0,094 -0,093 -0,094 -0,101 -0,102
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Los indices de Fukui muestran que la mayor reactividad del grupo catecol se tiene cuando
forma parte del sustituyente arilo de la cumarina. Los valores de f;? para los compuestos que
tienen el grupo catecol en el sustituyente arilo son similares al O4 y O3, respectivamente. En
donde, el ataque radicalario ocurrird primero en O al ser mas reactivo (~ -0,060). Lo que,
no ocurre para el compuesto 2, que al tener un grupo hidroxilo en posicion 6 de la cumarina
disminuye la reactividad del grupo catecol, siendo el grupo hidroxilo méas propenso a un

ataque radicalario; lo cual concuerda con lo descrito anteriormente.

Los compuestos 5 y 6, que presentan un grupo hidroxilo en posicion 2°y 3"del sustituyente
arilo respectivamente y el grupo catecol en 6 y 7, generan una disminucion de la reactividad
del grupo catecol similar a la del compuesto 2. Con diferencia, que las reactividades de los
grupos hidroxilos (O> -0,050 y Oz -0,029) son menores que la reactividad del grupo
hidroxilo en el compuesto 2, debido a que podria existir una interaccion entre el atomo de
hidrégeno del grupo hidroxilo con el oxigeno del carbonilo de la pirona.

Para los compuestos 7 y 8, la presencia de un sustituyente halogenado en el grupo arilo no
afecta en la reactividad del grupo catecol. Los compuestos 9, 10 y 11, que tienen un
sustituyente arilo de tipo tiofeno disminuyen la reactividad del grupo catecol.
Adicionalmente, este estudio permitié observar que el sitio mas probable para un ataque
radicalario en los compuestos se centra en el carbono 4 (Cs), ya que la presencia del doble

enlace podria estabilizar al radical libre3°:88,

En conclusién, los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante mediante la
metodologia ORAC-FL fueron relacionados correctamente con los indices de Fukui
radicalario. En donde, el compuesto 2 es el que presenta mayor capacidad antioxidante.

A partir de estos ensayos se puede establecer que el grupo catecol no influye de manera
significativa sobre la capacidad antioxidante. Por lo que, se esperaria que la 3-aril cumarinas
en estudio presenten actividad tripanocida, ya que un posible mecanismo de accién

tripanocida es la generacion de especies radicalarias en el parasito.
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4.2.  Determinacion del porcentaje del efecto tripanocida de la serie 3-aril cumarinas

Para la determinacion del porcentaje de actividad tripanocida se utilizé la metodologia de
reduccion del MTT. Esto permitio realizar un estudio preliminar de la serie 3-aril cumarinas
y seleccionar cual o cuales de los compuestos presentaron la mejor actividad sobre la forma
tripomastigote de T. cruzi y proceder a generar los complejos de inclusion y el analisis de
combinacion con BZN®. En la figura 9, se observa los porcentajes del efecto tripanocida de
los compuestos sobre el parasito en donde, los compuestos 2, 6 y 8 son los que tienen la mejor
actividad tripanocida. Siendo, esta actividad menor a la de BZN. Esta baja actividad puede

ser causada por factores como: solubilidad, temperatura, pH, entre otros.
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*C: control sin farmaco (Control)

Figura 9. Porcentaje del efecto tripanocida sobre tripomastigote de T. cruzi (Dm28) a
concentraciones de 100 uM de la serie 3-aril cumarinas y benznidazol como control
positivo. Diferencia significativa en comparacion con el control (ANOVA de una via con
post-prueba de Dunnett, **** p <0,0001)

Asimismo, se determind la citotoxicidad de los compuestos sobre las células de mamifero

VERO® a una concentracion de 100 uM. Lo cual, se observa en la figura 10.
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Figura 10. Porcentaje de citotoxicidad sobre células de mamifero VERO® a concentracion
de 100 uM de la serie 3-aril cumarinas y nifurtimox como control positivo. Diferencia
significativa en comparacion con el control (ANOVA de una via con post-prueba de
Dunnett, **** p < 0,0001)

Al observar la figura 10, se determiné que la mayoria de los compuestos de la serie 3-aril
cumarinas son toxicos a excepcion del compuesto 4 y 5. Asimismo, se observa que los
compuestos 2, 6 y 8 que presentaron la mejor actividad tripanocida sobre tripomastigote son
mas citotoxicos que el farmaco convencional BZN en células de mamifero. Lo cual, limitaria
su uso como candidatos anti-T.cruzi potenciales. En la tabla 5, se presentan los resultados
obtenidos del porcentaje de viabilidad sobre tripomastigotes de T. cruzi y el porcentaje de

citotoxicidad de los compuestos sobre células VERO® a una concentracion de 100 uM para
los dos ensayos.
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Tabla 5. Porcentaje del efecto tripanocida sobre tripomastigote de T. cruzi y citotoxicidad
en células de mamifero VERO® de la serie 3-aril cumarinas a 100 pM

o ) )
7o Efecto tripanocida sobre %o Citotoxicidad en células de

Compuesto tripomastigote de T. cruzi
mamifero VERO® a 100 uM
(Dm28) a 100 uM
1 17,0+£8,5 15,4 +5,0
2 37,3+6,6 21,7+3,1
3 29,5+6,6 135+4,1
4 28,1+7,1 0,3+35
5 21575 05+£23
6 36,5+15 16,5+ 6,5
7 11,0+ 4,2 18,9+0,8
8 39,4+38 195+74
9 79+6,0 30444
10 195+21 289+28
11 18,4+ 3,3 255+22
CSF 00+11 0+£5,0
BZN (100 pM) 67,1+23 -

Mediante la evidencia experimental, se evalu6 una posible tendencia entre las capacidades
antioxidantes y las actividades tripanocidas (Figura 11). En donde, se observa una posible
tendencia a mayor capacidad antioxidante mayor efecto tripanocida (circulo rojo). Asimismo,
se determind que los compuestos 8, 4 y 3 no pertenecen a esta tendencia. Esto puede ser
debido, a que el mecanismo de accion tripanocida sea distinto al de los compuestos presentes
dentro de la tendencia ?*. En conclusion, no se logro establecer una tendencia entre los dos
parametros evaluados. En este analisis, se elimind al compuesto 2, ya que al tener una

capacidad antioxidante alta impedia identificar la tendencia.
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Figura 11. Tendencia entre la capacidad antioxidante y el porcentaje del efecto tripanocida
sobre la forma tripomastigote de T. cruzi de la serie 3-aril cumarinas

4.3. Determinacion de la difusion pasiva de la serie 3-aril cumarinas mediante la

permeabilidad paralela de membrana artificial (PAMPA)

Posterior a la determinacion de la actividad tripanocida de los compuestos en parasitos como
en células de mamifero, se evalud la difusion pasiva de toda la serie mediante la técnica
PAMPA®, Para ello, se utilizd una monocapa lipidica formada por fosfatidilcolina en n-

dodecano.

En la tabla 6, se muestra los porcentajes de compuesto que se retuvo y difundié la membrana
artificial.
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Tabla 6. Determinacion de la difusion pasiva de la serie 3-aril cumarinas
Anélisis PAMPA

Coeficiente de

Difundid Retenido
Compuesto absortividad (&)
(%) (%)
mM--*.cm?

1 5,0 0,90 £ 0,08 89,7+1,0
2 12,2 23,6 £3,9 29,2+4,1

3 NS NS NS

4 NS NS NS
5 5,6 0,12 £ 0,05 440+1,0
6 19,8 <LD 77,121
7 6,2 0,73+0,01 523+24
8 12,2 <LD 78,8+ 0,8
9 2,3 0,94 £ 0,09 49,1+0,9
10 57 06+0,1 59,0+1,2
11 5,0 05+0,1 396+29
BZN 6,0 37,7£0,1 425+0,3
Azul de Evans 65,1 <LD 49,6 +5,2

NS: No solubles en buffer pH 7.4; <LD: bajo el limite de deteccion.

Para este analisis se utiliz6 azul de Evans como compuesto control del método, ya que esta
descrito que no logra atravesar la membrana artificial. Asi, los porcentajes obtenidos de la
serie en estudio indican que la mayoria de los compuestos quedan retenidos en un alto
porcentaje en la membrana artificial. La retencién de los compuestos en la membrana
artificial es superior a BZN, por lo que el porcentaje de difusion es minimo al compararlo
con el farmaco, con la excepcion del compuesto 2 que tiene un porcentaje cercano al BZN.
A partir de estos resultados se realizd un andlisis de tendencia entre el porcentaje de

compuesto retenido en la membrana y el porcentaje de actividad tripanocida (Figura 12).
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Figura 12. Tendencia entre el porcentaje de efecto tripanocida y compuesto retenido en la
membrana artificial

En lafigura 12, se observa la tendencia existente entre la actividad tripanocida y el porcentaje
de compuesto retenido en la membrana. En donde, los compuestos 6 y 8 que presentan un
mayor efecto tripanocida son mayormente retenidos en la membrana artificial. En cuanto, al
compuesto 2 que present6 actividad similar no participa en la tendencia, pero tiene una alta
difusion pasiva con respecto al resto de compuestos. Por lo que, el compuesto 2 podria tener
un mecanismo de accién diferente a los compuestos 8 y 6. El cual, podria ser la

despolarizacion de la membrana mitocondrial del parasito, inhibicién enzimatica, entre otros.

Cabe mencionar que, la metodologia PAMPA es una prueba preliminar de cortos tiempos de
analisis que permite indicar una posible difusion pasiva del compuesto en la membrana
artificial y asi determinar sus propiedades fisicoquimica. Por lo que, para complementar estos
resultados se deberia trabajar con el parasito, asi como con las células de mamifero ya que se

podria evaluar transporte y difusion activa®®!,

Definido los compuestos que presentaron mayor actividad tripanocida se determind los
valores de ICsg sobre tripomastigote de T. cruzi y células de mamifero VERO®. En la tabla

7, se observa los valores correspondientes al 1Csq.
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Tabla 7. Valores de ICso sobre tripomastigote de T. cruzi y células de mamifero VERO®

ICso en células de

ICso en tripomastigote ) Indice de Selectiva
Compuesto ) mamifero VERO®
de T. cruzi (Dm28) uM IS
MM
2 186,2 £ 0,6 177,8+0,3 0,9
6 185,1+ 0,4 192,3+£0,3 1,0
8 33,6+£0,7 162,2+£0,3 4,8
BZN 18,8 + 0,5 3216 £0,5 17,1

El compuesto 8 presenta un valor de 1Cso menor que los compuestos 2 y 6. Asimismo, es el
compuesto mas toxico sobre las células mamiferas VERO®, presentando un indice de
selectividad (IS) 4,8; el cual es més bajo que el farmaco de control BZN.

Al realizar un analisis estructural de los compuestos 2, 6 y 8 se observa que los tres
compuestos tienen un grupo catecol en su estructura. Por otra parte, los compuestos 2 y 6
presentan un sustituyente hidroxilo, mientras que el compuesto 8 un bromo. En el compuesto
2, el grupo catecol se encuentra en el sustituyente arilo y el grupo hidroxilo en la posicion 6
del esqueleto base de la cumarina. En el compuesto 6 y 8, el grupo catecol se encuentra en la
posicién 6 y 7 de la cumarina. Por otro lado, el arilo tiene diferentes sustituyentes como:
hidroxilo para el compuesto 6 y bromo para el compuesto 8. Los dos sustituyentes se

encuentran en posicion meta respecto al esqueleto base de la cumarina (Figura 13)
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Figura 13. Estudio estructura — actividad de los compuestos mas activos de la serie 3-aril
cumarinas.

Estudios realizados por Robledo-O"Ryan. N, et al*4, determinaron que de la serie hidroxi 3-
aril cuamarinas el compuesto con mayor actividad tripanocida (ICso 39,73 uM) sobre la
forma tripomastigote de T. cruzi presentaba un grupo catecol en el esqueleto base de la
cumarinay un sustituyente hidroxilo en posicion 2 del arilo (Figura 13). Asimismo, indicaron
que la presencia del grupo catecol en el esqueleto de la cumarina aumentaria la actividad
tripanocida, mientras que la posicion del grupo hidroxilo en el arilo incrementa ain mas dicha
actividad. En base a lo mencionado anteriormente, se corroboraria que la presencia del grupo
catecol modula la actividad tripanocida. Asi se sugiere que la presencia de los sustituyentes
en posicion meta del grupo arilo en los compuestos 6 y 8 podria aumentar mas la actividad
tripanocida. A su vez, la presencia de un halégeno (compuesto 8) aumenta la lipofilia (LogP:
3,41) con respecto a 6 y 2 (LogP: 2,19), lo que le permite penetrar o retenerse en mayor

cantidad en la membrana celular, lo cual fue evidenciado en el analisis de PAMPA.

36



4.4.  Determinacion de la generacion de especies radicalarias en medio parasitario

por Resonancia de Espin Electrénico (REE)

Definido los compuestos que presentaron mejor actividad tripanocida, se evalud un posible
mecanismo de accion mediante la generacion de estrés oxidativo. Para ello, se determing las
especies radicalarias en cultivos de tripomastigote de T. cruzi, utilizando como atrapador de
espin DMPO (oxido de 5,5-dimetil-1-pirrolina), ya que no genera especies radicalarias en
medio parasitario, penetra la membrana celular y reacciona con radicales libres centrados en
carbono y oxigeno**°%2, La concentracion de los compuestos a evaluar fue de 2 mM en
DMSO.

Se observo que los compuestos 6 y 8 presentaron el mismo patron de acoplamiento hiperfino,
luego de 10 min de incubacion a 28 °C. En cambio, el compuesto 2 no presenta ningn patron
hiperfino. En la figura 14, se observa la generacion de una sefal triplete intensa con
constantes de acoplamiento hiperfino (aN ~ 14,62 G) correspondiente al compuesto
paramagnético DMPOX (5,5-dimetil-2-oxo-pirrolin-1-oxilo), lo que concuerda con lo

descrito por Salgado. F, et al®L.

Asimismo, se registro el espectro del farmaco NFX, ya que se conoce que su mecanismo de
accion tripanocida esta mediad por la generacidn de estrés oxidativo. El espectro mostr6 un
triplete correspondiente al aducto de espin DMPOX, que se genera por la oxidacion del
aducto DMPO-OH. Para mejor comprension de las especies radicalarias generadas se

muestra un esquema en la figura 15.

Estos resultados permiten concluir que el mecanismo de accion de los compuestos 6 y 8 esta
mediado por la generacion de estrés oxidativo; mientras que el compuesto 2, dada su elevada

capacidad antioxidante, presentaria otro mecanismo de accion.
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Figura 14. Espectros REE de los aductos de espin generados sobre tripomastigote de T.
cruzi a temperatura ambiente. A) Espectro registrado de control sin compuesto, B) Espectro
registrado al Nfx incubado con tripomastigote, C) Espectro registrado al compuesto 2
incubado con tripomastigote, D) Espectro registrado al compuesto 6 incubado con
tripomastigote y E) Espectro registrado al compuesto 8 incubado con tripomastigote. El
patrén hiperfino de DMPOX estéa representado por (*)
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Figura 15. Esquema de generacién de especies radicalarias sobre tripomastigote de T.
cruzi, generacion de metabolitos y su interaccion con el atrapador de espin DMPO.
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4.5.

geometria de inclusién

Formacion de los complejos de inclusion con B-CDs y la determinacion de la

Posteriormente, se realiz6 la formacion de los complejos de inclusion de los compuestos 2,

6 y 8 asi como BZN con B-CDs, ya que presentaron la mejor actividad tripanocida.

Los complejos de inclusion se realizaron mediante la adicion de cantidades crecientes de 3-

ciclodextrina, manteniendo una concentracion constante del compuesto en estudio en medio

acuoso®. La figura 16, presenta la variacion de la fluorescencia en funcion a la concentracion

de ciclodextrina.
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Figura 16. A) Espectro de fluorescencia del compuesto 8 con distintas concentraciones de 3-CDs
a 25°C y B) Representacion gréafica de la ecuacion de Benessi — Hildebrand para el complejo de
inclusion del compuesto 8 con B-CDs a 25°C

En la figura 16, se observa un aumento de la intensidad de fluorescencia a medida que

aumenta la concentracion de ciclodextrina, indicando que el compuesto se esta incluyendo

en el complejo. En la tabla 8, se muestra los valores de las constantes de asociacion de los

complejos de inclusién formados por los compuestos 2, 6, 8 y BZN con 3-CDs determinadas

mediante la ecuacion de Benesi-Hilderbrand®*%. Asimismo, se observa el porcentaje de

compuesto incluido en la B-CDs, mediante la ecuacion de Lucas-Abellan’®.
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Tabla 8. Determinacion de las constantes de asociacion de la serie 3-aril cumarinas en
B-CDs

Porcentaje de
Constante de

Compuesto ] . compuesto
inclusion Mt o
incluido (%0)
2 - -
6 5500 + 707 80+4
8 625 + 177 63x1
BZN 52+10 20+1

De los compuestos incluidos en la ciclodextrina, el compuesto 6 presentd la constante de
inclusion més alta, lo cual implica un mayor porcentaje de compuesto incluido. Estos
resultados concuerdan con lo descrito por Folch-Cano, C. et al®®, quienes estudiaron la
formacion de complejos de inclusion de algunos derivados de catequina de té en diferentes
ciclodextrinas, determinandose una constante de asociacion de la catequina con B-CDs de
3000 M. Esta constante de inclusion es similar a la obtenida para el compuesto 6, que
presenta en su estructura, al igual que la catequina, un grupo catecol. Ademas, el grupo
hidroxilo en el sustituyente arilo, influye en la inclusion, ya que puede generar interaccion
tipo puente de hidrégeno con los hidroxilos de la cavidad interior de la ciclodextrina. Para el
compuesto 8, el sustituyente bromo en el grupo arilo, podria dirigiré hacia el interior de la

ciclodextrina, generando interacciones no covalentes de tipo Van del Waals.

Ademas, la constante obtenida con BZN fue baja, concordando con lo expuesto por Leonardi,
D. etal®, quienes estudiaron la formacion de complejos de inclusion con este mismo farmaco
con diferentes ciclodextrinas. Asi, el valor de la constante de inclusién de BZN con 3-CDs
es de 8,7 £ 0,7 ML, Por lo que, se concluye que la constante de inclusion de BZN en la B-
CDs es dificil, debido a que es un compuesto altamente soluble en medio polar, impidiendo
la migracion hacia la ciclodextrina. Nuestros resultados corroboran esta observacion, ya que,
la constante de inclusion de BZN obtenida en el presente estudio es menor respecto a los

compuestos 6 y 8.
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El compuesto 2 no se incluyé en la B-CDs, lo que podria ser causado por una alta interaccion
entre el compuesto y el solvente polar, generando una solvatacion del compuesto. Estudios
realizados respecto a la formacion de complejos de inclusion de catequinas de té en B-CDs®,
determinaron que el grupo catecol se incluye dentro de la ciclodextrina, teniendo mayor
preferencia que los grupos hidroxilos de la molécula. Esta observacion podria explicar la no
inclusion del compuesto 2, ya que al estar el grupo catecol en el sustituyente arilo este
anclaria con los hidroxilos exteriores de la ciclodextrina impidiendo la orientacion del
compuesto al interior de la ciclodextrina. A su vez, Medronho, B. et al®®, evaluaron la
inclusion de acido rosmarinico en B-CDs, indicando que el grupo catecol interactda con los
hidroxilos de la parte externa de la ciclodextrina, para luego orientarse la molécula hacia el

interior de la cavidad, lo que corroboraria lo postulado anteriormente.

La presencia de grupos hidroxilos en los compuestos en estudio, otorgan caracteristicas
polares a las moléculas, por lo que el utilizar un derivado de la B-CDs con caracteristicas
polares como la hidroxipropil-B-CDs (HP-B-CDs) podrian mejorar la inclusion. Asi, se
evaluo la formacion de complejos de inclusion de los compuestos en HP-B-CDs. La tabla 9,
muestra los valores de las constantes de inclusion y porcentajes de compuesto incluido en la
HP-B-CDs.

Tabla 9. Determinacién de las constantes de asociacion de la serie 3-aril cumarinas en
HP-B-CDs

Porcentaje de
Constante de

Compuesto ] B compuesto
inclusion M o
incluido (%0)
2 4210 + 1409 77
6 20000 £ 1000 94+4
8 1286 = 100 677

Los valores obtenidos indican un aumento en las constantes de inclusion al utilizar la HP-3-
CDs con respecto a los complejos formados con B-CDs. Lo que, concuerda con lo descrito

por Folch-Cano. C, et al®®, quienes indican que la modificacion de la ciclodextrina aumenta
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la inclusion de los compuestos, ya que la extension de la cavidad por los grupos hidroxipropil

podria mantener al huésped en su lugar de manera mas efectiva.

Por otra parte, se determiné la geometria de inclusion de BZN y compuesto 8 en B-CDs
mediante RMN 1y 2D.

El espectro de RMN *H del BZN libre (en MeOD deuterado) se ilustra en la figura 17a, en él
se evidencia dos dobletes (d) correspondientes a los protones 4°-H y 5”-H centrados en 7.17
y 7.46 ppm, con constantes de acoplamiento (J) de 1.20 Hz, del fragmento 1H-2-
nitroimidazolilo; dos singletes (s) en la regién de 4.42 y 5.21 ppm, que integran para dos
protones cada uno, asociados a los hidrégenos Ha y Hb, respectivamente. Al igual que un
multiplete (m) en 7.22 — 7.36 ppm relacionado a los protones del anillo de benceno del
fragmento bencilo del BZN, 2”-H/6”-H, 3”-H/5”-H, 4”-H y el protdn de la funcién amida.

En la figura 17d, se observa el espectro RMN *H de la cumarina 8 (en DMSO deuterado). En
él se puede observar tres singletes (s) correspondientes a los protones 5-H, 8-H y 4-H
centrados en 7.1, 6.8 y 8.2 ppm. Asimismo, se tiene dos singletes (s) en la region de 9.5y
10.4 ppm correspondientes a los protones de 6-H y 7-H. En la parte del grupo arilo, se
identifico un doblete (d) alrededor de 7.92 ppm correspondiente al protén 2°-H y un
multiplete (m) correspondientes a los protones 4°-H, 5°-H y 6"-H en la region de 7.71- 7.39

ppm con constantes de acoplamiento (J) 8.5 Hz.
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Figura 17. Comparacion entre los espectros de RMN *H del benznidazol, p—ciclodextrina,
compuesto 8 y complejos de inclusion formados. A) Espectro RMN *H del BZN 400 MHz,
B) Espectro RMN *H de B—ciclodextrina 400 MHz, C) Espectro de RMN ‘H del BZN-
B—CDs 400 MHz, D) Espectro de RMN H compuesto 8 400 MHz y E) Espectro RMN *H
compuesto 8-p—CDs 400 MHz.

En la figura 17b, se presenta el espectro RMN *H de la B—CDs en (D20). En esta figura, se
identifica en primera instancia, la sefial caracteristica (doblete) del proton anomérico de la
D-glucopiranosa a 5.10 ppm cuya constante de acoplamiento con el proton 2-H es de 3.78
Hz. Adicionalmente, la sefial del proton 3-H se puede detectar facilmente, ésta se resuelve

como un triplete (t) centrado en 4.00 ppm y con una constante de acoplamiento equivalente

43

8-H




a 9.41 Hz, debido a la interaccion simultanea con los ndcleos 2-H y 4-H. Las sefiales de los
protones restantes 2-H, 4-H, 5-H y 6-H no se resolvieron por completo y, por tanto, fueron
asociadas a los multipletes centrados en 3.54-3.70 (2-H, 4-H) y 3.88-3.92 (5-H, 6-H) ppm.

Con el objetivo de corroborar las asignaciones recién descritas, se recurrio al analisis del
espectro bidimensional COSY 1H-1H (Figura 18) para la f—CDs. Tal y como se observa, se
comprueba inequivocamente las siguientes interacciones entre los ndcleos 1-H y 2-H (linea
azul), 2-H y 3-H (linea naranja), 3-H y 4-H (linea verde), y finalmente, los acoplamientos

entre los nucleos 4-H, 5-H y 6-H (linea morada).

1-H 5H, 2H 4-H
o B0 3H, |, SH
» ’ N «6¢H /

)
Al

|
I 35

s
1 (ppm)
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Figura 18. Espectro bidimensional COSY 'H-'H de la p—ciclodextrina (400 MHz)

Una vez establecidos los desplazamientos quimicos del BZN, compuesto 8 y B—CDs libres,
se caracterizo los complejos de inclusién (figura 17c y e). Al contrastar los espectros de los
compuestos libres con los compuestos incluidos, se evidencia claramente diferencia en los
desplazamientos quimicos de las sefiales del BZN y compuesto 8 cuando estan formando
complejos con la B—CDs, indicando la inclusion en la cavidad del macrociclo de D-

glucopiranosa (Figura 18).
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En general, las sefiales de los protones del BZN y compuesto 8 en el complejo de inclusion
se desplazaron hacia mayores frecuencias en el espectro RMN *H, probablemente a causa de
la interaccion con la ciclodextrina. Como se observa en la tabla 10, para el BZN la diferencia
en los corrimientos quimicos de la mayoria de las sefiales es del orden de 0.05-0.12 ppm; a
excepcion de las respectivas a los protones aromaticos del fragmento bencilo del BZN, ya
que el centro del multiplete, que representa a estos nucleos, se desplazd 0.02 ppm hacia
mayor frecuencia. Para el compuesto 8, se observd que los protones aromaéticos del
sustituyente arilo en posicién 3 incluido el protén 4-H tuvieron desplazamientos bajos 0.13-
0.23 ppm con respecto a los protones 5-H y 8-H que se desplazaron entre 0.31-0.55 ppm.
Estos desplazamientos bajos se pueden explicar con el hecho de que el anillo de benceno por
parte del BZN vy el sustituyente arilo hasta el carbono 4 en el compuesto 8 se encuentran
localizados en el interior de la cavidad de la ciclodextrina y, por tanto, que exista interaccion
de los protones de esos fragmentos con los atomos de oxigeno internos del macrociclo,
confiriendo una regién de proteccion anisotrdpica a estos hidrégenos. Por otra parte, los
desplazamientos quimicos de mayor magnitud se pueden explicar por la interaccién de los
protones restantes del BZN y compuesto 8 con los atomos de oxigeno externos de la
ciclodextrina (més polarizados), quienes ejercen un campo de desproteccion magnética que
resulta en el desplazamiento de las sefiales de estos nucleos hacia el campo bajo del

espectro®’.
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de BZN y compuesto 8 libre y en complejo de

inclusion con B—CDs

BZNiibre BZN-B-CDs Comp. 8iibre 8-B-CDs
] 12A6 ] 12A6
Protén & (ppm) 8 (ppm) Proton & (ppm) 3 (ppm)
(ppm (ppm)
J (H2) J (Hz) J (H2) J (H2)
7.20 7.29 0.029 0.19
4’-H 2°-H 7.92 8.11
1.20 1.20 0
7.49 7.51 0.02 7.71-17.73 7.94
5°-H 4-H 0.23
1.20 1.20 0 8.5 8.5
755-757 1.72-17.74
Ha 4.46 4.49 003  5-H 0.17
8.5 8.5
Ho 5.25 5.31 006 6-H 736-739 749-751 0.13
2°-H 7.35 7.39 0.04 4-H 8.19 8.39 0.20
3°-H 7.29 7.37 0.08 5-H 7.07 7.38 0.31
4°-H 7.33 7.40 0.07 8-H 6.79 7.34 0.55
5°°-H 7.29 7.37 0.08
6°-H 7.35 7.39 0.04
H-NH,  7.36 7.40 0.04

Con el fin de obtener una herramienta que permita determinar la geometria de inclusion sin

la necesidad del uso de instrumentos avanzados y de alto costo, se realiz6 el modelamiento

molecular de la inclusion del compuesto 8 en la —CDs. Para ello, se optimizo la estructura

de la B—CDs para el compuesto 8. La figura 192, muestra la estructura de energia minima

obtenida para el complejo de inclusion mediante el moderno método semi-empirico GFN2-

xTB&. En donde, el sustituyente bromo del grupo arilo en posicion 3 del esqueleto base de

la cumarina se dirige hacia los hidroxilos primarios de la cavidad de la B—CDs, generando

interacciones de tipo haldgeno, el oxigeno de la pirona de la cumarina interactia con los

hidroxilos secundarios mediante interacciones de tipo puente de hidrégeno, mientras que el
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grupo catecol se encuentra en la parte externa de la B—CDs. Esta geometria de inclusion se
corrobora con lo obtenido mediante RMN H. En conclusion, se determind que el
modelamiento molecular es una herramienta Optima para determinar la geometria de
inclusion de este tipo de cumarinas. A partir de esto, se determino las geometrias de inclusion

de los compuestos 2 y 6 en f—CDs.

La geometria de inclusion del compuesto 2 (Figura 19b), indica que la parte del sustituyente
arilo en posicion 3 de la cumarina se encuentra en el interior de la B—CDs, mientras que el
esqueleto base de la cumarina esta en la parte externa. Asi, el grupo catecol del sustituyente
arilo genera interacciones de tipo puente de hidrégeno con los hidroxilos. A su vez, el
sustituyente genera interaccion de tipo hidréfobas con la cavidad interna de la B—CDs. Para
el compuesto 6 (Figura 19c), la geometria de inclusién indica que todo el esqueleto base de
la cumarina se encuentra en la parte interna de la cavidad de la —CDs, mientras que el
sustituyente arilo esta en la parte externa. Ademas, el grupo catecol en posicion 6 y 7 del
esqueleto base de la cumarina interacta con los grupos hidroxilos primarios de la
ciclodextrina mediante puentes de hidrégeno, el grupo carbonilo genera interacciones de tipo
puente de hidrogeno con los hidroxilos secundarios del macrociclo. Asimismo, el anillo

benzopirona genera interaccion hidrofoba con la parte interna de la cavidad.
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Figura 19. Geometria de los complejos de inclusion de los compuestos en B—CDs mediante
modelamiento molecular. A) complejo de inclusion de 8-B—CDs, B) complejo de inclusion
de 2-B—CDs y C) complejo de inclusion de 6-p—CDs.
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4.6.  Determinacion de PAMPA en los complejos de inclusion

Con la determinacion de la constante de inclusion y la concentracion de compuesto contenido
en el complejo de inclusion con B—CDs, se determiné la permeabilidad paralela en membrana
artificial de los complejos y se compard con los compuestos sin incluir. En la tabla 11, se
indica los valores obtenidos en el analisis de la difusion paralela en membrana artificial
(PAMPA). Para este estudio se trabajo con los complejos de inclusion de los compuestos 6
y 8, ya que fueron los que se logré determinar la constante de inclusion de los complejos

formados con 3—CDs.

Tabla 11. Determinacion de la permeabilidad paralela en membrana artificial de los
compuestos de inclusién comparados con los compuestos libres
Anélisis PAMPA

Compuesto % Difundi6 % Retenido

6 <LD 771+21
Cl-6 <LD 36+5

8 <LD 78,8 +0,8
Cl-8 <LD 81+1

Cl: Complejo de inclusion; <LD: bajo el limite de deteccion

Se evidencia una variacion en los valores de permeabilidad en membrana artificial de los
compuestos incluidos respectos a los compuestos libres. Para el compuesto 6, se observa que
cuando forma el complejo de inclusion disminuye el porcentaje de compuesto retenido en la
membrana artificial con respecto al compuesto libre. Lo cual, podria ser causado por las
dimensiones del complejo de inclusion formado, impidiendo poder atravesar el poro de la
membrana artificial. Fu. C, et al®®, determinaron que el tamafio del poro de la membrana
artificial en el ensayo de permeabilidad paralela en membrana artificial es de 0,45 um, por
lo que tamarios de compuestos mayores al poro no logran atravesar la membrana; siendo esta
una posible causa por la cual el complejo de inclusion de 6 tenga un porcentaje alto de
compuesto que no logro atravesar la membrana. Para el complejo de inclusion del compuesto
8, se observa un aumento en el porcentaje de compuesto retenido en membrana con respecto

al compuesto libre, siendo esta variacion no significativa. Paczkowska M, et al*°, evaluaron
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la difusion pasiva mediante la técnica PAMPA del sumatriptan y su complejo de inclusion
en B—CDs. Los autores determinaron que cuando se forma el complejo de inclusion
disminuye la cantidad de compuesto que no logra atravesar la membrana artificial,
incrementando su difusion, ya que una posible causa es el aumento de la biodisponibilidad
del compuesto al estar incluido con respecto al compuesto libre. Moncada-Basualto. M, et
al®, determinaron que existen varios mecanismos que pueden explicar el aumento de la
permeabilidad de las cumarinas cuando estan formando complejos de inclusion. Asi, el
primer mecanismo se basa en el aumento de la solubilidad de las cumarinas cuando estan
incluidas dentro de la cavidad de la ciclodextrina; lo que, le permite a la molécula
transportarse a traves de las capas de agua que rodean la célula con la ayuda de la
ciclodextrina hasta llegar a la membrana celular donde el complejo se disocia y el compuesto
libre penetra a través de la membrana. Adicionalmente, los complejos de inclusion pueden
ser incorporados a la célula mediante transportadores ubicados en las membranas celulares y

mediante endocitosis!®,

Para los dos complejos de inclusién en estudio no fue posible determinar los porcentajes que
lograron atravesar la membrana artificial, ya que se encontraban por debajo de los limites de
deteccion del instrumento (tabla 11).

4.7.  Determinacién de la actividad tripanocida sobre tripomastigote de T. cruzi y

citotoxicidad en células mamiferas VERO® de los complejos de inclusién

Se determino la actividad tripanocida de los complejos de inclusidn sobre tripomastigote de
T. cruzi a la concentracién del 1Cso para el compuesto 8 y a la concentracion de 100 uM para

el compuesto 6, las cuales fueron determinadas mediante las ecuacion de Lucas-Abellan’®,

Las actividades tripanocidas fueron comparadas con los valores obtenidos por los
compuestos sin incluir. En la tabla 12, se observa los valores de la actividad tripanocida de

los complejos de inclusion de los compuestos 6 y 8.
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Tabla 12. Porcentaje de actividad tripanocida de los complejos de inclusion de 6 y 8 en
[3—CDs sobre la forma tripomastigote de T. cruzi

Porcentaje de efecto tripanocida  Porcentaje de citotoxicidad en

Compuesto ] ) )
sobre tripomastigote de T. cruzi  células de mamifero VERO®
6 - B-CDs (100 pM) 282+15 9,4+4.8
6 (100 uM) 240+15 16,5+ 6,5
8 - B-CDs (34 pM) 18,0+ 6,1 18,2+ 3,3
8 (34 pM) 30,4 + 3,8 23,4+ 3,4

En a tabla anterior, se observa que la actividad tripanocida del complejo de inclusién de 6 es
mayor que el compuesto sin incluir, lo que se puede relacionar con la mayor solubilidad del
compuesto. Moncada-Basualto. M, et al®, estudiaron la actividad tripanocida de los
complejos de inclusion de una serie 3-amido cumarinas sustituidas en 6-NHs-p—CD,
determinando que la actividad tripanocida de los complejos de inclusion era mayor que los
compuestos sin incluir, ya que existe un aumento en la solubilidad del compuesto, asi como
también en la biodisponibilidad. Este estudio corrobora los resultados obtenidos para el
compuesto 6. En el caso del compuesto 8, se observa que la actividad tripanocida disminuye
cuando esta formando el complejo de inclusién, causado posiblemente por la inclusién de la

parte activa de la molécula en la ciclodextrina.

Los resultados del efecto citotdxico sobre células de mamifero determinaron que los
complejos de inclusion disminuyeron su toxicidad con respecto a los compuestos libres, lo
cual es corroborado por Lyra. M, et al*®t, quienes describieron que en existe una dependencia
entre la concentracion del compuesto y los efectos citotdxicos, explicando asi la baja
citotoxicidad celular, debido a que al estar el compuesto incluido en la ciclodextrina existe

una liberacion controlada del mismao.

Otra estrategia utilizada para la busqueda de nuevos tratamientos sobre enfermedades
causadas por paréasito protozoarios es la combinacion de farmacos tradicionales con nuevos
compuestos bioactivos para potenciar la actividad terapéutica y reducir los efectos adversos

de los farmacos convencionales*®*’. Durante la fase aguda de la enfermedad de Chagas,
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existe una alta proliferacion de parasitos e inflamacion tisular intensa, lo que agrava la
generacion de EROs y ERNs*“°. Ademas, los farmacos convencionales BZN y NFX, al ser
compuestos nitroheterociclicos, también aumentan el estrés nitrosativo y oxidativo. Este
ambiente oxidativo, asociado a la multiplicacion intracelular de T. cruzi, conduce a la
destruccion de los tejidos del hospedador, contribuyendo asi a la etiopatogenia de la

enfermedad.

En base a lo anterior, se estudié la combinacion del farmaco convencional BZN con el
compuesto 8 que es el mas activo de la serie en estudio. Considerando que el mecanismo de
accion tripanocida de BZN implica: i) la modificacién covalente de macromoléculas
mediante la formacion de metabolitos citotéxicos como el glioxal; ii) el aumento de la
fagocitosis de T. cruzi por las células huésped con la consecuente produccion de citosinas y
iii) la inhibicion de NADH-fumarato reductasa en el parasito®*>2. Estos mecanismos también
son responsables de los efectos adversos en el huésped. Por tanto, la posibilidad de reducir
la dosis de BZN en combinacién con el compuesto 8 seria una estrategia atractiva en la
busqueda del tratamiento de pacientes cronicos.

4.8. Determinacion de la actividad tripanocida del compuesto 8 combinado con

Benznidazol

Se evaluo el posible efecto sinérgico y antagonico de la combinacién del compuesto 8 con la
droga antichagasica convencional BZN. Para ello, se incubaron 10’ tripomastigotes de T.
cruzi durante 24 hr, en presencia y ausencia de concentraciones crecientes de 5, 10, 20, 34,
50, 100 y 200 uM para el compuesto 8 y 5, 10, 20, 50, 100 y 200 uM para BZN. La
determinacion del efecto tripanocida de la combinacion se realizé6 mediante la metodologia
de reduccion del MTT vy los efectos de combinacién entre el compuesto 8 — BZN se
analizaron mediante el software gratuito COMBENEFIT® seleccionando el enfoque
estadistico de independencia de Bliss®®. En la figura 20, se muestra la combinacion dosis-

respuesta del compuesto 8 y BZN.
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Figura 20. A) Matriz de combinacién de los datos reales obtenidos para BZN y compuesto
8 utilizando el modelo independiente de Bliss y B) Mapa de calor de sinergia que muestra
la sinergia para cada combinacion. Las combinaciones con significacion estadistica (*p <
0,05) estan coloreadas y los valores no significativos se muestra en verde. Datos expresados como

la media de tres experimentos independientes.

Los mapas de calor de sinergia se obtuvieron comparando los datos registrados para cada
punto de combinacién, mostrando un efecto sinérgico a bajas concentraciones de compuesto
8 y altas concentraciones de BZN. Asimismo, se observo un efecto antagonista a altas

concentraciones de BZN y compuesto 8. El valor del 1Cso para el compuesto 8 es de 34 uM

y para BZN 20 uM. Por tanto, se determind que la mejor combinacion con un sinergismo
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leve se obtiene para una concentracion de 10 uM de ambos compuestos (circulo rojo), ya que
la concentracion ICso de cada compuesto se redujo casi en un 50 %, siendo ideal para
minimizar la dosis y los consiguientes efectos secundarios. Con lo cual, se corrobora lo
propuesto por Foucquier. C, et al*%?, quienes postulan que las terapias combinadas generan
una mayor eficacia, menor toxicidad y disminuye el desarrollo de resistencia a farmacos, en

comparacion con los agentes individuales.

La matriz dosis respuesta fue analizada mediante el modelo planteado por la Independencia
de Bliss, basandonos en que el mecanismo de accion del compuesto 8 y el farmaco BZN son
independientes de tal manera que no interfieren entre ellos'®1%, Ya que, se conoce que un
mecanismo de accion del farmaco BZN es mediante la generacion de metabolitos
electrofilicos toxicos para el parasito, mientras que el compuesto 8 genera radicales libres
produciendo estrés oxidativo en el parasito. En la tabla 13, se presenta los valores del efecto
tripanocida de la mejor combinacién comparado con las concentraciones de los compuestos

por separado sobre la forma tripomastigote de T. cruzi.

Tabla 13. Porcentaje del efecto tripanocida sobre la forma tripomastigote de T. cruzi y
citotoxicidad sobre células de mamifero VERO® de la combinacion del compuesto 8 y
BZN

% Efecto

Concentracién  tripanocida sobre

% Efecto

citotoxico sobre

(M) trlpomastlg?te deT. células VERO®
cruzi
Comp. 8 10 71 4+2
BZN 10 1+1 1+1
Comp. 8-BZN 10:10 232 31+8

Al evaluar los resultados, se observa que la actividad tripanocida de la mejor combinacion
(23 + 2) es mayor con respecto a los compuestos 8 (7 £ 1) y BZN (1 + 1) separados a la
misma concentracion. Por lo que, se puede postular que existe un sinergismo, ya que la

actividad tripanocida aumenté 3,4 veces con respecto al compuesto 8 y 23 veces con respecto
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a BZN. Asimismo, se evalud la actividad citotoxica de la combinacion sobre células de
mamifero y se determind que la toxicidad de la combinacion (31 + 8) aumento con respecto
al compuesto 8 (4 + 2) y BZN (1 £ 1) a la misma concentracion. Lo cual, podria atribuirse a
que el compuesto 8 y BZN tienen mecanismos de accion diferentes, por lo que, la célula de
mamifero podria agotar todos sus mecanismos de defensa, quedando vulnerable al dafio

generado, lo que no ocurre cuando se tiene los compuestos por separado.

En conclusion, se determind que la combinacion del compuesto 8 con BZN genera un
aumento en la actividad tripanocida, al ser comparados con los compuestos por separado.
Aunque esta actividad no fue como se esperaba idealmente, lo que podria estar relacionado
con la baja solubilidad del compuesto 8 en medio acuoso o cambios estructurales mediados
por pH o incluso enzimaticos. Es por ello, que se evalué la misma combinacién con la
diferencia que se utilizo el complejo de inclusion del compuesto 8 en B—CDs, ya que como
se menciono anteriormente la generacion de complejos de inclusion mejoran la solubilidad y

biodisponibilidad del compuesto incluido.

En la tabla 14, se observa los resultados de la actividad tripanocida sobre tripomastigotes de
T. cruzi y la citotoxicidad en células VERO® de la combinacion del complejo de inclusién

del compuesto 8 en B—CDs y BZN.

Tabla 14. Porcentaje del efecto tripanocida sobre la forma tripomastigote de T. cruzi y
citotoxicidad sobre células de mamifero VERO® de la combinacion del complejo de
inclusion del compuesto 8 en B—CDs y BZN

% Efecto

Concentracion  tripanocida sobre

% Efecto

citotoxico sobre

(M) trlpomastlg(-)te deT. células VERO®
cruzi
Comp. 8 10 71 4+2
BZN 10 1+1 1+1
B—CDs 10 - -
8-p—CDs-BZN 10:10 254 27 £6
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La actividad tripanocida de la combinacion del complejo de inclusion del compuesto 8 y
BZN (25 + 4) aumento con respecto a los compuestos sin combinar a la misma concentracion,
generando un sinergismo al estar combinados. A su vez, al comparar la actividad tripanocida
del compuesto 8 con BZN (23 + 2), se observa un aumento de la actividad cuando se combina
el compuesto 8 incluido en la ciclodextrina con BZN. Lo cual, podria deberse a un aumento
en la solubilidad y biodisponibilidad del compuesto 8 al estar incluido. Asimismo, la
toxicidad disminuyd con respecto a la combinacion del compuesto 8 y BZN sin incluir,
aunque se mantuvo el patron anterior de ser la combinacion mas toxica que los compuestos

separados, lo cual se explico anteriormente.

Cabe resaltar que no se evalud las combinaciones con la inclusion de BZN en la ciclodextrina,
ya que al tener una constante de inclusion baja (k =52 + 10), puede ocurrir un desplazamiento

por parte del compuesto 8 al BZN incluido, generando la inclusion del compuesto 8.

Todos los ensayos realizados para determinar la actividad tripanocida se han probado sobre
la forma extracelular sanguinea del parasito. Asimismo, los farmacos convencionales son
efectivos sobre la fase aguda de la enfermedad, pero esta se ve disminuida en la fase crénica.
Por lo cual, es necesario evaluar la actividad del compuesto 8, su complejo de inclusion y la

combinacion de ellos con BZN sobre las formas intracelular (amastigote) de T. cruzi®.

4.9. Determinacién de la actividad tripanocida sobre la forma intracelular
(amastigote) de T. cruzi del compuesto 8, complejo de inclusion en B—CDs vy la

combinacion con BZN

Para la determinacion de la actividad tripanocida sobre la forma intracelular (amastigote), se
sembraron 5 x 10* células VERO® en placa de 24 pocillos que luego fueron infectados con
tripomastigotes de T. cruzi a relacion célula:parasito de 1:3. Luego, de 24 hrs post-infeccion,
las células fueron lavadas e incubadas en presencia y ausencia del compuesto 8, su complejo
de inclusion y BZN a la concentracion del 1Cso. Asimismo, se evalud la mejor combinacion
del BZN. Posterior a las 24 hrs post-tratamiento, se realiz6 el ensayo de tincion DAPI, que

permite diferenciar los nucleos de los amastigotes intracelulares de los nucleos de las células
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VERO®), para determinar la cantidad de células infectadas y el niUmero de amastigotes por
células. La figura 21, muestra las imégenes de las actividades tripanocidas sobre la forma
intracelular de T. cruzi, generadas por el compuesto libre 8, incluido en la B—CDs (8-p—CDs)

y en combinacién con BZN, obtenidas por microscopia epifluorescente.

@ (D)
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Figura 21. Efecto tripanocida intracelular sobre la forma amastigote de T. cruzi. Las
células vero se expusieron a una proporcion de 1:3 durante 24 hrs, después de lo cual se

elimind el sobrenadante y las células se expusieron a los compuestos a concentracion 1Csyo,
y la concentracion de la mejor combinacion, durante 24 hrs. Cada imagen es representativa
de A) células Vero infectadas (control), B) BZN, C) compuesto 8, D) 8-3—CDs, E) 8-BZN
y F) 8-B—CDs-BZN. Se analizaron 300 células por condicion, con una barra de aumento de

10 um

En latabla 15, se presenta los porcentajes de células infectadas y amastigotes por célula luego

de ser tratados con el compuesto 8 y BZN solos, combinados y en complejo de inclusion con

—CDs.

Tabla 15. Determinacion del efecto tripanocida y citotoxico del compuesto 8, BZN,

complejo de inclusion y combinacion con BZN sobre la forma intracelular amastigote de T.

cruzi
Compuesto conc. %6 celulas no %o celulas Parasito/Célula
(LM) infectadas infectadas

Control - 63+7 40+7 8+2
Benznidazol 20 73+5 30+9 4+1
Compuesto 8 34 54 +7 51+6 31
8-B—CDs 34 62+5 40+ 4 61
8-BZN 10:10 77+9 23+6 512
8-p—CDs-BZN 10:10 80£5 26+ 8 4+1
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Los resultados determinaron que la combinacion del compuesto 8 con BZN conduce a un
mayor efecto sobre la infeccidn de células VERO, con respecto al compuesto 8 y BZN solos,
ya que se observa una disminucion en el porcentaje de células infectadas, pero un leve
aumento en el nimero de parasitos por célula. Asimismo, se observo que el complejo de
inclusion del compuesto 8 en B—CDs, disminuyé el porcentaje de células infectadas en
comparacion con el compuesto libre, lo cual puede atribuirse al aumento de la disponibilidad

del compuesto.

Para la combinaciéon de BZN con el complejo de inclusion del compuesto 8 en B—CDs, se
observd una disminucion del porcentaje de las células infectadas similar a la determinada
para la combinacion de 8 sin incluir, evidenciando que no hay diferencia relevante entre
ambas combinaciones, atribuible al aumento de la biodisponibilidad del compuesto 8, ya que
no hay un aumento de la biodisponibilidad del BZN, lo que parece ejercer un efecto mayor

sobre la infeccion de las células VERO, ya que presenta valores similares a la droga per se.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la prueba considera el nimero de células infectadas
y el numero de parasitos por célula, y no la actividad de los compuestos sobre la forma
intracelular amastigote. Por lo tanto, esta prueba solo involucra la tasa de infectividad en

celulas de mamifero después del tratamiento con el compuesto.

En conclusidn, todos los compuestos muestran un efecto tripanocida a las concentraciones
ICs0. Ademas, la combinacion presenta actividad tripanocida a una concentracion inferior a
los compuestos libres. Po lo que, la terapia combinada se vuelve muy importante para reducir

la dosis de farmacos tradicionales para el tratamiento de la enfermedad®.

En base a lo anterior, se realizé un estudio de la actividad tripanocida a las 96 hrs de
tratamiento, para evaluar el efecto sobre la replicacién de la forma intracelular (amastigote)
y su diferenciacion a la forma tripomastigote, en presencia de los compuestos y la

combinacion de 8 y BZN, con o sin inclusion en B—CDs.
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4.10. Determinacion del efecto tripanocida posterior a las 96 hrs de tratamiento con

los compuestos 8, BZN, complejo de inclusién en ciclodextrina y combinaciones

Para la determinacion de la actividad tripanocida posterior a las 96 hrs de tratamiento con los
compuestos, complejo de inclusién y combinaciones sobre la forma intracelular amastigote
de T. cruzi, se registro la carga de ADN del parasito mediante la técnica de PCR en tiempo
real (QPCR). EIl protocolo fue el mismo utilizado para el estudio del efecto tripanocida
intracelular, con la diferencia de que a las 96 hrs se retird el sobrenadante y se centrifugé a
la velocidad de precipitacion de la forma tripomastigote de T. cruzi, para extraccion del ADN
parasitario y posterior cuantificacion por qPCR%’, ya que se espera que a este tiempo toda la

forma intracelular amastigote se diferencio a la forma tripomastigote!®®.

En la tabla 16, se muestra el nimero de parasitos que lograron replicar, diferenciar y lisar las
células, posterior a las 96 hrs de tratamiento, con los compuestos 8, BZN, complejo de
inclusion y combinaciones. Asimismo, en la figura 22 se muestra las concentraciones

relativas de tripomastigotes que lograron lisar la célula y estar en el medio de cultivo.

Tabla 16. Determinacion de la actividad tripanocida posterior a las 96 hrs de tratamiento
N° parasitos del
Compuesto Conc. (uM) sobrenadante posterior a

las 96 hrs de tratamiento

Control - 157960 + 1378
BZN 20 750 £ 45
8 34 50593 + 2144
8-B-CDs 34 150458 + 1501
8-BZN 10:10 28999 + 9700
8-B-CDs-BZN 10:10 14559 + 635
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Efecto tripanocida
post 96 hrs de tratamiento

1.0

0.5

*kk*k

IIIIiII L

Concentracion relativa
de parésitos

0.04

0.02

*kk*k

0.00

T
C BZN 8 8-p-CD 8-BZN 8-3-CD-BZN

Figura 22. Determinacion de la concentracion relativa de parasitos posterior a las 96 hrs de
tratamiento con: BZN, compuesto 8, 8-B-CDs, 8-BZN y 8-B-CDs-BZN. Diferencia
significativa en comparacion con el control (ANOVA una sola via con post-prueba de
Dunnett; (***: p < 0,01)

Los resultados obtenidos muestran que el BZN es el compuesto que presentd menor nimero
de parasitos (750 + 45), corroborando el resultado obtenido en el estudio de la actividad
tripanocida intracelular. Esto podria explicarse por el dafio de BZN a los amastigotes, lo que

impide la replicacion y posterior diferenciacion a tripomastigote.

Para la combinacion del compuesto 8 y el complejo de inclusion en B—CDs con BZN se
observo que el numero de parasitos que lograron diferenciarse es menor con respecto a los
compuesto 8 y BZN solos, corroborando los datos anteriores, ya que se mantiene el mismo
patrén identificado en el estudio del efecto tripanocida intracelular.

Como se informd anteriormente, un posible mecanismo de accién del compuesto 8 es la
generacion del estrés oxidativo en el parasito. Lo cual, podria estar relacionado con la
inhibicion de la enzima GAPDH, una proteina esencial de la via glucolitica de los
tripanosomatidos (enzimatico). También, produciria un déficit en el mecanismo antioxidante
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(no enzimético)?*1%, En base a lo anterior, es interesante conocer como afecta la generacion
de especies radicalarias en el parasito cuando se tiene el complejo de inclusion del compuesto
8 en B—CD, la combinacion de 8 y el complejo de inclusién con BZN sobre la forma

tripomastigote de T. cruzi.

Paraello, se utilizé el procedimiento planteado anteriormente en la determinacion de especies
radicalarias en medio parasitario mediante la resonancia de espin electronico (REE),

utilizando DMPO como atrapador de espin.

En la figura 23, se observa los patrones de acoplamiento hiperfino. En donde, el compuesto
8, el complejo de inclusion (8-f—CD) y en combinacion con BZN, mostré el mismo patron

hiperfino, mientras que BZN no mostrd ningun patron.

) e\ S N i Generacion de estrés oxidativo

* * * 2.0-

*hH Fkk

1.5+ T

1.0~ L

0.5

Razon de areas

0.0~ T T T
V1) Blanco  BZN 8 Cl-8  8:BZN CI8:BZN

3440 3460 3480 3500
Campo magnético [G]
A) B)

Figura 23. A) Espectros REE de los espin aductos generados a temperatura ambiente sobre
la forma tripomastigote de T. cruzi. I) Espectro registrado del control, 11) Espectro
registrado para el compuesto 8, I11) Espectro registrado para BZN, 1V) Espectro registrado
para 8-BZN, V) Espectro registrado del compuesto 8-p—CDs y V1) Espectro registrado para
la combinacion de 8-p—CDs-BZN. El patron hiperfino del DMPOX esta representado por
(*). B) Determinacion de la relacion de areas de los compuestos comparados con el blanco.
Diferencia significativa en comparacion con el control (ANOVA una sola via con post-
prueba de Dunnett; (***: p < 0,01)
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Los patrones hiperfinos representan la generacion de una sefal triplete fuerte con constantes
de acoplamiento hiperfinas (aN ~ 14,62 G), correspondiente al compuesto paramagnético
DMPOX, generado por la oxidacion del aducto DMPO-OH (Figura 15). El calculo de
relacion de éreas, en comparacion con el blanco, permite determinar que los compuestos 8 y
8-B—CDs tienen relaciones de area, como las respectivas combinaciones; lo cual, indica que
hay la generacion de radicales en el parasito. Por otro lado, BZN por si solo no mostré
ninguna variacion, lo que puede indicar que actia mediante un mecanismo de accion

diferente.

Por otra parte, se conoce que las mitocondrias del parasito de T. cruzi utilizan sustratos
oxidables para producir un gradiente de protones electroquimico a través de la membrana
mitocondrial para producir ATP (Adenosin trifosfato). Por tanto, seria muy interesante

evaluar si los compuestos pueden afectar el potencial de membrana mitocondrial (Aym).

El paréasito tiene una sola mitocondria, que es esencial para la supervivencia del parésito, y
regula el balance energético y la apoptosis®. EI metabolismo mitocondrial se ha evaluado
variando el potencial de membrana mitocondrial. Para ello, se utilizd la sonda fluorescente
de éster metilico de tetrametilrodamina (TMRE) como indicador de la variacion del
potencial. En la figura 24, se observa los resultados obtenidos sobre el potencial de membrana
mitocondrial del parésito generado por el compuesto 8, complejo de inclusién y sus
respectivas combinaciones con BZN.
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Variacion del potencial de membrana mitocondrial (A'Y'm)

-
—
100 = - -
—L
8
o
c
[}
Q
w
@
S
3 50
=
SE' L
0 I 1 1 ] 1 1 I

< < O M M N M » M N M M oA EN)

C,o C? Q\? Q‘? @? Q‘? 7,}? \? Q\? "\-P‘\;‘ Q\? \;l \;

C Y OIS

q’"\' ﬁ'&’ (‘9 £ C)\J CJV c}& QQ- \Q.
&
%. :5.
oy

Figura 24. Porcentaje de incorporacion de la sonda fluorescente TMRE por la variacion del
potencial de membrana mitocondrial sobre tripomastigote de T. cruzi. Diferencia
significativa en comparacion con el control (ANOVA una sola via con post-prueba de
Dunnett; (***: p < 0,01)

Los resultados muestran que el compuesto 8, 8-f—CDs y sus combinaciones respectivas con
BZN, no presentan variaciones sobre el potencial de membrana mitocondrial. De manera
similar, el BZN no tuvo efecto sobre el potencial de membrana, corroborando datos previos*.
El agente de desacoplamiento carbonilcianuro-3-clrofenilhidrazona (CCCP) se utiliz6 como
control positivo. En base a los resultados anteriores, se postula que el mecanismo de accién
del compuesto 8 no afecta el potencial de membrana mitocondrial del parasito, por lo que

puede asociarse con la generacion de estrés oxidativo en T. cruzi, como se demostro

previamente.
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4.11. Discusion general

Se determind que la presencia del grupo catecol en la serie 3-aril cumarinas, modulan la
actividad tripanocida, ya que no presentaron capacidad antioxidante medido mediante el
indice ORAC-FL vy el estudio de los indices de Fukui radicalario.

En cuanto a la actividad tripanocida, se observo que la presencia del grupo catecol en el
esqueleto base de la cumarina aumenta la actividad tripanocida. Asimismo, la presencia de
un halégeno en posicion meta del sustituyente arilo en posicion 3 incrementa ain mas dicha
actividad. Por lo que el mecanismo de accion podria ser la generacion de estrés oxidativo en
T. cruzi. Por ende, una estrategia para el disefio de cumarinas nuevas con mayor actividad
tripanocida seria interesante mantener el grupo catecol en diferentes posiciones del andamio
cumarinico, ya que pueden modular la actividad tripanocida al generar el estrés oxidativo.
Ademas, modificar la posicién y el tipo de halégeno (cloro o flior) puede disminuir la
citotoxicidad y aumentar la actividad tripanocida. También, los sustituyentes que presenten

caracteristicas de captacion de electrones pueden ser una alternativa a estudiar.

Figura 25. Disefio de nuevas cumarinas con potencial actividad tripanocida, basados en los
resultados obtenidos

Por otro lado, la formacién de complejos disminuy6 la actividad tripanocida del compuesto
8, ya que podria estar incluida la parte activa de la molécula en el interior de la ciclodextrina.
A su vez, aumento el porcentaje de compuesto retenido en la membrana artificial, debido a

un aumento de la biodisponibilidad del compuesto.
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En la combinacion de farmacos, se observo que el compuesto 8 y el complejo de inclusion
con ciclodextrina combinados con BZN, aumento la actividad tripanocida con respecto a los
compuestos solos, lo cual demostraria ser una estrategia interesante para la reduccion de la

dosis de los farmacos convencionales para tratar la enfermedad de Chagas.
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S. CONCLUSIONES

o Se determind que la serie 3-aril cumarinas poseen actividad tripanocida moderada
sobre la forma tripomastigote de T. cruzi, modulada por el grupo catecol, postuldndose que
el mecanismo de accion tripanocida para el compuesto mas activo es a traves de la generacion
de estrés oxidativo. En donde, participarian de enzimas esenciales para la supervivencia del

parasito.

o Se determind la capacidad antioxidante de la serie 3-aril cumarinas. En donde, el
grupo catecol no es determinante en la capacidad antioxidante, lo cual se evidencié mediante
la determinacion del indice ORAC-FL y se confirmé a través del indice de Fukui radicalario.

o La formacion de los complejos de inclusion del compuesto 8 aumento la solubilidad
de los compuestos, mejorando su biodisponibilidad con respecto al compuesto sin incluir.
Siendo, una alternativa prometedora para la inclusion de compuestos tripanocidas potenciales

limitados por la solubilidad y para la administracion de farmacos anti-chagasicos.

o Se determind que el compuesto mas activo de la serie present6 actividad tripanocida
cuando esta libre y en combinacion con BZN sobre la forma intracelular del parasito y
posterior a 96 hrs de tratamiento, impidiendo la diferenciacion de la forma amastigote a
tripomastigote y posterior lisis celular. Lo cual, se evidencidé mediante microscopia

fluorescente y PCR en tiempo real.
o La combinacion del compuesto 8 con BZN resultd ser una estrategia adecuada para

mejorar la efectividad del tratamiento y reducir la dosis de BZN que presentan efectos

secundarios graves para el paciente.
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6. ANEXO

6.1.  Anadlisis de docking molecular de la nueva serie de cumarinas

Otro posible mecanismo de accion anti-T. cruzi que se ha postulado tanto de los compuestos
polifendlicos como de la cumarina es la inhibicién de las enzimas Arginina Quinasa (AK) y
Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (QGAPDH) de T. cruzi. Ambas enzimas participan
en el almacenamiento de energia mediante la transformacién de ADP (adenosin difosfato) a
ATP (adenosin trifosfato), ademas su expresion podria participar en la velocidad de
replicacion y disponibilidad de nutrientes en el parasito, por lo que serian interesantes blancos

de estudio®011°,

Con la finalidad de determinar una posible estructura que genere una actividad inhibitoria
enzimatica, se ha propuesto estudios de estructura — actividad, dentro de las cuales se
encuentra el Docking Molecular, que se basa en la prediccion de la conformacion preferida
de un compuesto para interactuar con: enzimas, proteinas, entre otros; logrando asi establecer
una estructura como potencial candidato para ser evaluado experimentalmente. Es asi como,
Wu. Q, et al?®, determinaron que el polifenol glicosilado rutina, tiene la caracteristica de ser
un inhibidor no competitivo de la AK, manteniendo interacciones hidréfobas con el sitio
activo de la enzima. Asimismo, Valera. A, et al?’, evaluaron un grupo de compuestos
polifendlicos como inhibidores potenciales de la AK, encontrando que el resveratrol fue el
que presentd una baja energia de enlace con el sitio activo de la enzima -6,96 kcal.mol™*; asi
también, una alta constante de inhibicion 7,93 uM. Ademas, determinaron que las
interacciones del resveratrol con el sitio activo estaban mediadas por interacciones
hidrofobas. Por otra parte, Freitas. R, et al?®, determinaron que el flavonoide glicosilado
tirosile presento actividad inhibitoria de la enzima gGAPDH con un ICsg 46 uM. Asimismo,
Pavao. F, et al®®, evaluaron la inhibicion de la enzima gGAPDH de T. cruzi por un derivado
de cumarina llamado chalepina, compuesto extraido de Policarpus spicatus; en donde,

determinaron una actividad inhibitoria enzimética de 1Cso 64uM.

Con la finalidad de racionalizar los compuestos en estudio se realiz6 un analisis de

acoplamiento molecular (Tabla 17). Se utilizaron las enzimas AK T. cruzi (PDB ID: 2J1Q)*!
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y gGAPDH T. cruzi (PDB ID: 1K3T)%* como objetivos de estudio. El software AutoDock
4.0 se utilizo para calcular las posibles conformaciones de los sustratos que se unen a AK 'y
gGAPDH T. cruzi. El acoplamiento molecular se realiz6 utilizando puntos de cuadricula 60
X 60 x 60 con un espacio predeterminado de 0,375 A. La cuadricula se posicion6 para incluir
en el sitio de union al ligando completo en la parte central de la subunidad para permitir un
muestreo alrededor de los residuos importantes de cada enzima!!?. En la tabla 17, se observa
los valores de energia de enlace calculados entre cada compuesto con la enzima AK y
gGAPDH.

Tabla 17. Energias de union de los compuestos con las enzimas AK y gGAPDH

Compuesto AK kcal.mol* GAPDH kcal.mol*!
1 -6,98 -6,97
2 -7,19 -7,05
3 -6,84 -7,04
4 -6,93 -7,32
5 -7,68 -6,36
6 -7,95 -6,81
7 -7,93 -7,24
8 -8,09 -7,15
9 -8,07 -6,64
10 -7,08 -6,12
11 -7,18 -6,21

En base a los resultados obtenidos en la tabla 17, se determind que las energias de enlace de
los 11 compuestos sobre las dos enzimas no tienen gran variacion, ya que las estructuras de
los compuestos son bastantes similares. Por lo que, es dificil poder realizar una primera
discriminacion de los compuestos que mejor interacttan con el sitio activo de las enzimas.
Por otra parte, trabajar unicamente con las energias de enlace podrian conllevar a cometer
errores, ya que no se estaria tomando en cuenta las interacciones y distancias respectivas
entre el compuesto y los principales residuos del sitio activo de la enzima. Por lo que, para

corroborar el resultado de la energia de enlace es necesario realizar el anélisis de las
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principales interacciones que tienen los compuestos con el sitio activo de la enzima. Estas
interacciones pueden ser: puente de hidrogeno, Van der Waals, hidréfobas, interacciones

haldgenas, etc.

6.1.1. Acoplamiento molecular e identificacion de las principales interacciones de la

serie 3-aril cumarinas sustituidas con AK de T. cruzi

Estudios realizados por Zhou. G, et al''?, indicaron la estructura de la enzima AK y las
interacciones con el cofactor ADP vy el sustrato arginina en el estado de transicion. Asi se
determind que el cofactor ADP interactia mediante puente de hidrégeno con los residuos
Arg 124, Arg 126, Arg 280, Arg 309, Glu 314. Para el sustrato de arginina existen dos
interacciones que se encuentran localizadas en los grupos externos del compuesto: guanidino
y carboxilato. Para el extremo guanidino hay interacciones de tipo puente de hidrégeno con
los residuos Cys 271, Glu 225, Glu 314 y los residuos Arg 229 y Arg 309 que estan mediadas
por el cofactor ADP. Mientras, que para el extremo carboxilico son: Ser 63, Gly 64, Val 65,
Gly 66, lle 67, Tyr 68. A partir de estos resultados, se decidio evaluar las interacciones de
cada uno de los compuestos con los residuos principales del sitio activo de la AK. En la tabla
18, se presenta el numero de interacciones de cada compuesto con los principales residuos

del sitio activo.
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Tabla 18. Interacciones de la serie de cumarinas sustituidas con los residuos de

amonodcidos principales de la AK

SA
SA Guanidino Arginina SA Carboxilico Arginina
ADP N©
Compuesto _ )
Arg Cys Glu Glu Arg Arg Ser Gly Val Gly Ile Tyr interacciones

126 271 225 314 229 309 63 64 65 66 67 68

1 3,723 igji 2,006 3,549 2,779 3,025 3,478 7
2 3,009 1,994 2,168 2,33 2,129 4,309 6
3 3,067 2,068 2,089 2,472 2,447 2,569 3,891 7
4 4,09 2177 2,042 3,607 4,34 3,31 4,524 7
5 3,67 2,186 2,167 3,25 2,244 3,637 6
6 3,076 2,178 1,933 2,017 4,276 5
7 3,651 2,172 1,961 3,464 2,27 4,401 6
8 3,401 2,185 2,191 3,414 2,878 2,342 3,021 7
9 3,184 2,167 2,03 3,037 2,807 2,761 3,146 7
10 3,191 2,171 2,041 2,21 4,24 5
11 3,766 2,171 2,174 2,857 4,023 5

*Los valores en rojo indican las interacciones mediante puente de hidrogeno entre el compuesto y el residuo de aminoacido

Se determind que el nimero mayor de interacciones entre los compuestos y los residuos de
la enzima es 7, y el mas bajo es 5. Ademas, se observa que todas las moléculas estudiadas
interacttan con los residuos de aminoacidos requeridos por el sustrato natural de la enzima,
por lo que estos compuestos podrian ser inhibidores de la interaccion de la arginina con la
enzima AK. En la figura 26, se presenta al compuesto 8 con 7 interacciones y el compuesto

6 con 5 interacciones.
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A) Aumenta la lipofilia B)
del compuesto

Presencia de OH
permite mayor nimero
de interacciones

Figura 26. Analisis estructural de los compuestos A) 8y B) 6

El andlisis estructural indico que para la molécula 8 con 7 interacciones, la presencia de un
grupo catecol como sustituyente en el esqueleto base de la cumarina le permite generar
interacciones de puente de hidrégeno. Ademas, la presencia de sustituyentes cromo en el
arilo, le otorga mayor lipofilia en comparacion con el compuesto 6, de tal manera que logra
interactuar hidrofébicamente y mediante puentes de halégeno con otros residuos importantes
de la enzima. Contrario a lo determinado para el compuesto 6, que presenta un grupo
hidroxilo como sustituyente en posicion meta en el arilo, disminuyendo la lipofilia, y por lo
tanto el numero de interacciones. En la tabla 19, se presenta la lipofilia y los angulos de

torsion tanto al vacio como al interactuar con la enzima para los dos compuestos.

Tabla 19. Andlisis de los compuestos 8 y 6

N° Angulo de torsion
Compuesto ) ) Log P )
interacciones Vacio Interaccién
8 7 3,4 145.9° 142.9°
6 5 2,2 145.4° 102.4°

72



En base a los valores anteriores, se corrobora el andlisis estructural, ya que la presencia del
bromo aumenta la lipofilia en el compuesto 8, mientras que en el compuesto 6 el grupo
hidroxilo en el arilo disminuye la misma. Asimismo, el angulo de torsion del compuesto 8
no varia en la interaccién con respecto al vacio. En cambio, en el compuesto 6, el sustituyente
arilo se coloca en forma perpendicular a la base de la cumarina, variando su angulo de torsion.
Lo cual, podria deberse por el sustituyente hidroxilo en posicién meta, ya que interactua
mediante puentes de hidrégeno con otros residuos no importantes del sitio activo de la enzima
(Figura 28). En la figura 27, se indica los &tomos seleccionados para determinar el angulo de

torsion.

Figura 27. Angulo de torsion analizado en las estructuras de las cumarina sustituidas

La figura 28, presenta las interacciones de los dos compuestos con la enzima AK.

A)

Figura 28. Interaccion con el sitio activo de la enzima AK: A) compuesto 8 y B)
compuesto 6
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Culminado el andlisis estructural, y con el fin de determinar los compuestos candidatos a
inhibidores enzimaticos, se realiz6 un primer filtro, en donde aquellas moléculas que tengan
mas de 5 interacciones cumplian con el requisito. En la tabla 20, se presenta los compuestos

que pasaron el primer filtro.

Tabla 20. Andlisis de las distancias de interaccion de los compuestos con la enzima AK

SA Guanidino ) o
o SA Carboxilico Arginina Distancia
Arginina
Compuesto de la
Cys Glu Arg Ser Gly Gly Tyr y
interaccion
271 225 229 63 64 66 68
2,201
1 3,723 2,006 3,549 2,779 3,025 3,478 4
1,941
2 3,009 1,994 2168 2,33 2,129 4,309 4
3 3,067 2,068 2,089 2,472 2,447 2,569 3,891 6
4 4,09 2,177 2,042 3,067 4,34 3,31 4,524 2
5 3,67 2,186 2,167 3,25 2,244 3,637 3
7 3,651 2,172 1,961 3,464 2,27 4,401 3
8 3,401 2,185 2,191 3,414 2,878 2,342 3,021 4
9 3,184 2,167 2,03 3,037 2,807 2,761 3,146 5

*Los valores en rojo indican las interacciones mediante puente de hidrégeno entre el compuesto y el residuo de aminoacido

Posterior al primer filtro, se realizd un segundo filtro en el que se consideraron las distancias
de interaccidn entre los residuos de la enzima y los compuestos en estudio, en donde, los
compuestos que presenten numero de interacciones menos a 5, no cumplian con el requisito.

En la tabla 21, se presenta los compuestos que superaron el filtro.
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Tabla 21. Compuestos derivados de cumarina con las mejores interacciones con la AK
SA Guanidino Arginina SA Carboxilico Arginina
Compuesto  Cys Glu Arg Ser Gly Gly Tyr
271 225 229 63 64 66 68
3 3.067 2.068 2089 2472 2447 2569 3.891
9 3.184 2167 2.03 3.037 2.807 2.761 3.146

Los compuestos que pasaron el ultimo filtro presentan interacciones tipo puente de
hidrogeno, con el residuo guanidinico del sustrato arginina, mientras que el residuo
carboxilico tiene interacciones hidréfobas. Debido a que, la enzima presenta dos
caracteristicas: su parte interna es hidrofilica y su parte externa hidrofébica; lo que explica el
numero de interacciones por puente de hidrégeno. Por lo tanto, los compuestos descritos en

la tabla 21 podrian ser candidatos potenciales para inhibir la enzima AK.

6.1.2. Acoplamiento molecular e identificacion de las interacciones con la gGAPDH T.

cruzi

Estudios realizados por Souza. D, et al', indicaron la estructura de la enzima gGAPDH T.
cruzi y como interactda con el cofactor NAD®. Los resultados mostraron que la enzima tiene
un sitio activo compuesto por los residuos Cys 166, His 194, Asn 335, Val 255. Ademas,
tiene un bolsillo hidrofébico de aproximadamente 9 A caracterizado por los residuos Met 38,
Val 205 y Asp 39. Asimismo, encontraron que el residuo Arg 249 forma un puente salino
con el residuo Asp 210, lo cual le permite tomar una conformacion y activar la reaccion del
sustrato GsP. en cuanto, a la interaccién con el NAD™ observaron que principalmente
interacta con los residuos cataliticos Cys 166 e His 194. A su vez, para que exista la
interaccion del cofactor con la enzima el residuo Cys 166 tiene una interaccion de tipo Van
der Waals con Asn 335, esta interaccion le permite interactuar mediante puente de hidrogeno
con el residuo Val 255, de tal manera que la Asn 335 toma una disposicién en la cual el grupo
amino terminal del residuo puede interactuar mediante puente de hidrogeno con el cofactor
NAD™ y permitir la reaccion. En base a lo anterior, se decidié evaluar el nimero de

interacciones de cada compuesto con los residuos principales del sitio activo de la gGAPDH.
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En la tabla 22 se presenta, el nimero de interacciones de cada compuesto con los principales

residuos del sitio activo.

Tabla 22. Interacciones de la serie de cumarinas sustituidas con los residuos de

aminoéacidos principales de la gGAPDH

SA NAD SA G3P l_BOI?i"O
Compuesto hidréfobo N° |
Cys His Asn Val Arg Asp Met Val Asp Interacciones
166 194 335 255 249 210 38 205 39
1 3,158 1,852 2,026 3
2 3,068 1,667 2
3 3,026 1,691 1,753 3
4 3,462 1,926 2
5 3,297 1,968 2
6 3,369 1,954 2
7 3,236 1,961 2
8 3,426 2,073 2
9 3,401 2,233 2
10 3,329 1,881 2
11 3,474 1,763 2

Se observa, que el nimero mayor de interacciones entre los compuestos y los residuos de la

enzima es 3, y el mas bajo es 2. Ademas, todas las moléculas interactian con los residuos de

aminoacidos requeridos por el cofactor NAD*. Estas interacciones podrian indicar una

posible inhibicion de la enzima impidiendo la reaccion. En la figura 29, se presenta al

compuesto 3y 6 con 3y 2 interacciones, respectivamente.
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A) : B)
Interaccion con la parte

externa de la enzima

$e)
\

Interaccion con la parte
interna de la enzima

Figura 29. Analisis estructural de los compuestos A) 1y B) 6

Para el compuesto 1 con 3 interacciones, la presencia de un grupo catecol como sustituyente
en el grupo arilo de la cumarina le permite generar interacciones de puente de hidrégeno con
la parte externa del sitio activo de la enzima, mientras que el esqueleto base de la cumarina
le permiten interactuar con la parte interna hidrofoba del sitio activo. EI compuesto 6 con 2
interacciones, tiene un grupo catecol en el esqueleto base de la cumarina que interacttia con
la parte externa del sitio activo de la enzima. A su vez, la presencia de un fenol en posicion
3 de lacumarina no le otorga lipofilia al compuesto, por lo que le resulta dificultoso internarse
en el bolsillo de la enzima. Asimismo, se determind que los grupos hidroxilo se anclan en la
zona externa del sitio activo de la enzima, permitiendo que el resto de la molécula se oriente
hacia el interior del sitio activo. Por lo que, la presencia de grupos que aumentan la lipofilia
permitirian mayor interaccion con el bolsillo hidrofébico de la enzima. Cabe mencionar que
las caracteristicas de la enzima son una alta hidrofobicidad en la parte interior y una alta

hidrofilicidad en la parte externa del sitio activo.

En la tabla 23, se observa la lipofilia y los angulos de torsion tanto en el vacio como al

interactuar con la enzima de los dos compuestos mencionados anteriormente.
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Tabla 23. Analisis de los compuestos 1y 6

N° Angulo de torsion
Compuesto ] ) Log P i y
interacciones Vacio Interaccion
1 3 2,6 145.1° 108.9°
6 2 2,2 145.1 102.4°

En funcion a los valores de lipofilia, se determina que es un parametro indispensable en la
interaccion con la parte interna de la enzima, ya que el compuesto con mayor interaccion
tiene un LogP de 2,6 mientras que el compuesto 6 con 2 interacciones tiene un LogP 2,2,
debido a la presencia de un grupo catecol y grupo fenol como sustituyentes del esqueleto

base de la cumarina, lo cual impide el ingreso a la parte interna del sitio activo de la enzima.

Los angulos de torsién indicaron que la molécula 1 ancla mediante puente de hidrogeno en
la parte externa y a continuacion, se orienta hacia el interior del sitio activo de la enzima,
tomando una orientacion casi perpendicular al sustituyente en posicién 3 respecto al
esqueleto base de la cumarina. Mientras, que el compuesto 6 ancla en el exterior de la enzima
desde el esqueleto base de la cumarina y el sustituyente arilo se orienta casi perpendicular
hacia el interior, con la diferencia que interactla con otros aminoécidos que no pertenecen al

sitio activo. En la figura 30, se presentan las interacciones con la enzima gGAPDH T. cruzi.

\ THR17 Vm
A “‘W"j =B {
i N N « I
//‘_( ( ) i . _/2
/ {” )"‘” /Z\
,,._\\&“} = 4
stﬁG \ r
: rcm,i_/»~

Figura 30. Interaccion con el sitio activo de la enzima gGAPDH A) 1y B) 6
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Posterior al andlisis estructural, se decidi6 realizar un primer filtro en el cual se considerara
a los compuestos que presenten 3 interacciones con los residuos del sitio activo de la enzima.

En latabla 24, se observa los compuestos que podrian ser candidatos para inhibir a la enzima.

Tabla 24. Compuestos que cumplieron con el primer filtro
SA NAD SA G3P Bolsillo hidréfobo
Compuesto  Cys His Asn Val Arg Asp Met Val Asp
166 194 335 255 249 210 38 205 39

1 3.158 1852 2.026
3 3.026 1.691 1.753

Los compuestos que cumplieron con el requisito presentan en su estructura grupos hidroxilo,
que le permiten anclar con la parte externa de la enzima y a su vez contienen sustituyentes
gue aumentan la lipofilia. Siendo, el compuesto 1y 3 candidatos potenciales para inhibir la
enzima gGAPDH.

En base a los resultados obtenidos para las enzimas AK 'y gGAPDH de T. cruzi, se concluye
que la presencia del grupo catecol como sustituyente en el esqueleto basico de la cumarina o
en el arilo es fundamental, le permite al compuesto interactuar mediante puentes de
hidrdgeno con el sitio activo de las dos enzimas, ya sea desde su parte externa o interna del
sitio activo. A su vez, la lipofilia es una caracteristica importante en los compuestos, ya que
les orienta hacia la parte hidrofébica del sitio activo de las enzimas, generando el mayor

ndmero de interacciones con los residuos de interés.

Cabe mencionar que la actividad de los compuestos obtenidos experimentalmente no puede
ser relacionado con la inhibicidn enzimatica, pero podria ser uno de los caminos que lleven
a explicar el porque de la actividad tripanocida, ya que los estudios de Docking Molecular,
son modelos teoricos, en donde, el compuesto interactla directamente con la enzima sin
tomar en cuenta todo el proceso anterior que tiene que realizar el compuesto hasta llegar al
blanco de estudio. Por lo que, para corroborar estos resultados seria indispensable el estudio

experimental de la constante de inhibicion enzimatica.
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