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RESUMEN

En el presente trabajo se sintetizaron seis analogos de la nicardipina
con sustituyente (NO,, CHs, F, Cl, Br, 6 H) en posicion para del anillo 4-fenilo
(serie SAD). Estas DHPs, junto con otra serie de seis analogos de nicardipina
que presentaban los mismos sustituyentes en la posicion meta del anillo 4-
fenilo y con cadenas basicas en los esteres de las posiciones 3 y 5 del anillo
1,4-dihidropiridina (serie SMV), fueron evaluadas para determinar su efecto
relajante en musculo liso vascular, su efecto tripanocida y leishmanicida, asi

como su citotoxicidad.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto relajante de las
DHPs de las series SAD y SMV muestran que las DHPs de ambas series son
poco potentes o practicamente inactivas, esto en comparacion a los farmacos
de referencias nicardipina y nitrendipina. En el caso de las DHPs de la serie
SAD, los analogos con sustituyente de tamafo pequefio (H o F) fueron los
unicos que presentaron actividad relajante. Lo que pone manifiesto los
estrictos requerimientos estéricos del sitio de unién en el canal de calcio para
acomodar los sustituyentes en la posicion para del anillo 4-fenilo de las DHPs.
Para las DHPs de la serie SMV, la baja o nula potencia relajante observada
para todos los analogos podria estar mas bien relacionada con cuestiones
hidrofébicas que restringen el acceso de este tipo de DHPs a su sitio de union
en el canal de calcio.

Los resultados de la evaluacién in vitro en las cepas NINOA e INC5 de
T. cruzi, indican claramente que varias de las DHPs ensayadas presentaron
efecto tripanocida de interés. En la cepa NINOA, la nicardipina y ocho de sus
analogos evaluados tuvieron un efecto tripanocida mayor que la del farmaco
de referencia benznidazol, siendo los analogos de la serie SAD con NO,,
CHas, los mas potentes. En tanto que en la cepa INC5, los resultados fueron lo
opuesto, teniendo el benznidazol una actividad tripanocida mayor al de la
nicardipina y sus analogos ensayados. Los resultados de la evaluacion del
efecto tripanocida indican que las dos cepas de T. cruzi usadas (NINOA e
INC5) difieren entre si en cuanto a su respuesta (susceptibilidad) tanto a las
DHPs como al benznidazol.

xii
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Los resultados obtenidos en la determinacion del efecto leishmanicida
(en la cepa MNYC/BZ/62/M379 de L. mexicana) indican que ninguno de los
analogos de nicardipina ensayados fue mas potente que la nicardipina, si bien
en la mayoria de los casos tuvieron una potencia leishmanicida similar a la
nicardipina. En la comparacion con el farmaco de referencia anfotericina B,
los resultados muestran que la nicardipina y sus analogos, aunque fueron

menos potentes que la anfotericina, poseen una eficacia similar a ésta.

El uso de DHPs con bajo o nulo efecto relajante, permitié corroborar en
forma definitiva la propuesta de que el efecto anti-tripanosoma y anti-
leishmania de las DHPs no esta relacionado con su efecto bloqueador de
canales de calcio. A la vez que confirman la posibilidad de obtener DHPs que
carezcan de actividad como BECs, pero que presenten efecto importante

contra T. cruziy Leishmania.

El ensayo del efecto citotoxico en células Vero reveld que las
transformaciones estructurales de la nicardipina, presentes en las DHPs de
las series SAD y SMV, resulté en la mayoria de los casos en la obtencion de
compuestos menos citotoxicos en comparacion a la misma nicardipina y a la
anfotericina B. Lo que representa una ventaja desde el punto de vista de
seguridad farmacologica.

Los resultados de este estudio nos indican que el efecto tripanocida y
leishmanicida, asi como el potencial citotoxico de la mayoria de las DHPs
estudiadas son de interés para continuar con sus estudios posteriores en el

modelo murino in vivo.

xiil
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1.- INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas y la leishmaniosis son causadas por
parasitos protistas de la familia Trypanosomatidae, y son transmitidas a
través de vector (El-Sayed et al., 2005b; De Souza, 2002). Estas patologias
se encuentran dentro de las 17 enfermedades desatendidas, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Kemmerling et al., 2010; Rojas-
Aguirre et al., 2012). Estas enfermedades tienen gran importancia médica y
veterinaria a nivel mundial debido a la mortalidad, morbilidad e impacto
econdmico que causan (De Souza, 2002, De Souza et al., 2010; Tripodi et al.,
2011; Quijano-Hernandez y Dumonteil, 2011). En décadas pasadas, se creia
que estas enfermedades eran solo de paises pobres, sin embargo, debido a
la constante migracion de la poblacidn, actualmente también se encuentran

presentes en paises desarrollados (El-Sayed et al., 2005a).

El genoma de los agentes causales de la enfermedad de Chagas y la
tripanosomiasis ya esta secuenciado, sin embargo aun no se cuenta con
vacunas para estas enfermedades (lvens, 2005; El-Sayed et al., 20053;
Quijano-Hernandez y Dumonteil, 2011). Por ello, el tratamiento actual para
combatirlas es a través de medicamentos, varios de los cuales llevan mas de
40 anos en el mercado y son ineficaces en muchos casos debido a que varias
cepas de los parasitos han desarrollado resistencia a ellos. Ademas, el
tratamiento con base en los farmacos existentes es prolongado y es frecuente
que se presenten efectos secundarios severos (De Castro et al, 2011;
Fidalgo y Gille, 2011; Polanco-Hernandez et al., 2012).

1.1Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana fue descrita
por primera vez por el médico brasilefio Carlos Chagas en 1909, quien
descubrid la enfermedad, el agente causal y el vector que la transmite
(Chagas, 1909; Lannes-Vieira et al, 2010; Ramos et al., 2011). Esta
enfermedad es causada por un protozoo flagelado llamado Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), el cual es transmitido principalmente por un vector
hematdéfago de la subfamilia Triatominae, conocido comunmente en México

como chinche besucona (Kemmerling et al., 2010; Roca et al., 2011). La
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enfermedad de Chagas era considerada endémica de América latina. Sin
embargo, debido a la migracion poblacional actual, se convirti6 en una
enfermedad emergente en otros paises del mundo, reportandose casos en
Espana, EUA, Canada y Australia, entre otros. (Lannes-Vieira et al., 2010;
Kemmerling et al., 2010; Rassi Jr et al., 2010; Soeiro, 2011).

En la actualidad se considera que a nivel mundial 16 millones de
personas se encuentran infectadas con la enfermedad de Chagas y de 25 a
90 millones estan en riesgo de adquirirla (Hotez, 2008; OMS, 2010; Diaz-
Chiguer et al., 2011). Cada afo se reportan aproximadamente 50,000 nuevos
casos (Soares et al., 2012), con un indice de mortalidad del 20 al 40% de los
pacientes infectados (Quijano-Hernandez, 2011).

En México existen regiones endémicas como son los estados de:
Morelos, Michoacan, Oaxaca, Jalisco, Hidalgo, Nayarit, Yucatan y Chiapas.
En este ultimo, se han reportado comunidades con hasta el 30% de la
poblacién infectada (Vidal-Acosta et al., 2000; Lozano et al., 2008).

1.1.1 Formas de transmision

Las personas pueden adquirir la enfermedad de Chagas mediante

diferentes mecanismos de transmision, entre los que se tienen:

Transmisién por vector. Esta es llevada a cabo por varias especies de
triatominos hematofagos y es considerada la principal forma de transmision
en paises endémicos (90%). Se conocen mas de 100 especies de
triatominos, de las cuales 34 estan ampliamente distribuidas en el territorio
mexicano y 19 de éstas se han encontrado naturalmente infectadas con el
parasito T. cruzi (Prata, 2001; Rodriguez-Bataz et al., 2011). Considerandose
a Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, y Triatoma dimidiata como las tres
especies mas importantes en la transmision de T. cruzi (Rassi et al., 2010;
Wilkinson et al., 2008; Soeiro y De Castro, 2011).

Transmisién por transfusién sanguinea. El riesgo de adquirir esta infeccion
por esta via es del 10 al 20 %, debido a que depende de diversos factores,
como son: la concentracidn de parasitos en la sangre contaminada, la cepa
del parasito y el componente de sangre transfundido (existe un mayor riesgo
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en transfusion de plaquetas en comparacion a otros componentes
sanguineos). Esta forma de transmision es considerada la principal en paises
no endémicos. Debido al aumento en el numero de infecciones por esta forma
de transmision, a partir de 1993 se exigié el tamizaje para T. cruzi en las
unidades para transfusiones sanguineas (NOM-003-SSA2-1993; Prata, 2001;
Bern et al., 2007; Roca et al., 2011).

Transmisién congénita o vertical. En este caso la infeccion resulta de la
transmision de parasitos vivos de una mujer embarazada infectada a su
producto, persistiendo ésta después del nacimiento. La transmision se puede
dar en la fase aguda y crénica de la infeccion en la madre. En zonas
endémicas, la transmision de la enfermedad ocurre entre 1 al 21% de las
mujeres embarazadas que se encuentran en la fase cronica. Se estima que
cada ano se diagnostican de 5,000 a 18,000 casos nuevos de infecciones por
esta via (Vidal-Acosta et al., 2000; Prata, 2001; Secretaria de Salud, 2008; De
Castro et al., 2011). La definicién de infeccidn congénita debe cumplir con los
siguientes criterios: que la madre serolégicamente reactiva no debidé haber
recibido transfusiones sanguineas y que el recién nacido debe ser
serolégicamente positivo, manteniéndose asi mas alla de los seis meses de
vida (OPS, 2005).

Transmisién por trasplante de 6rganos. La infeccion se da por el trasplante de
organos entre un donante chagasico y un receptor seronegativo. Cuando
existe el conocimiento que el donante padece la enfermedad, se intenta una
prevencion (primaria) a través de la quimioprofilaxis, suministrando farmaco
por diez dias antes del acto quirurgico al donante y por los diez dias
subsecuentes al receptor (Kemmerling et al., 2010; Roca et al., 2011; Carlier
et al., 2012).

Accidentes en el laboratorio. La transmisién por esta via se da cuando
ocurren accidentes por el mal manejo del vector infectado o de muestras
sanguineas infectadas con el parasito (Vaidian et al., 2004; Wilkinson, 2008;
De Castro et al., 2011).

Ingestion de bebidas y comida contaminada. Esta via esta generalmente
asociada al consumo de bebidas y comida contaminada con heces de
chinches infectadas, resultando en una enfermedad aguda severa y de alta

3
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mortalidad (Blum et al., 2008; Rassi et al., 2010).

Otras. Por leche, coito o transmision nosocomial (Wilkinson et al., 2008).

1.1.2 Fases clinicas de la enfermedad

La infeccion con Trypanosoma cruzi tiene un periodo de incubacion de
4 a 10 dias, generalmente sin sintomas y posteriormente pueden presentar

las siguientes fases clinicas:

Fase aguda: Esta fase suele durar de 4 a 8 semanas y es generalmente
asintomatica. Sélo se presentan sintomas en el 5% de los casos, los cuales
aparecen entre la primera y la segunda semana después de que la persona
se infecta (Rassi et al., 2010). En esta fase se presenta una parasitemia
relativamente alta, fiebre prolongada, malestar, nauseas, edema en las
extremidades y cara, agrandamiento del higado, bazo y ganglios linfaticos,
adenopatia generalizada, esplenomegalia moderada y afeccidn en el sistema
nervioso, principalmente en nifos. En el caso particular de transmision
vectorial, la fase aguda se caracteriza por la aparicion del chagoma (llaga en
la piel sobre el sitio de entrada del parasito) o del signo de Romafa (edema
ocular unilateral que se produce cuando el parasito entra por la conjuntiva)
(figura 1) (Dumonteil, 1999; Rassi et al., 2010).

La mortalidad durante esta fase es del 5 al 10% de los casos
sintomaticos, como resultado de la miocarditis, la meningoencefalitis grave, o
de ambas (De Souza, 2002). La mortalidad en esta etapa parece depender
hasta cierto punto de la cepa particular del parasito. En la mayoria de los
enfermos los sintomas desaparecen y se produce una aparente recuperacion

de la miocarditis.
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b)

Figura 1. Signos presentados en la fase aguda de la enfermedad de Chagas. a) signo de
Romafa, b) chagoma. (Tomada de Rassi et al., 2010).

Fase crénica. Esta fase generalmente inicia con un periodo prolongado de
latencia clinica, llamada forma indeterminada, la cual es asintomatica.
Posteriormente los pacientes pueden pasar a un periodo sintomatico, en
donde se presentan manifestaciones que comprometen ciertos organos,
como son, el corazon, el esofago, el colon y el sistema nervioso central. Esta

ultima etapa es grave y causa muerte prematura (Prata, 2001).

Fase latente o crénica indeterminada. Esta fase persiste durante largos
periodos (10 a 30 afos, e incluso toda la vida) y la presentan del 60 al 80%
de los individuos infectados (Bern et al.,, 2007; Roca et al., 2011). En la fase
latente el parasito esta contenido en el sistema inmune del huésped o
secuestrado en el espacio intracelular, protegido de la destruccién. Esta fase
se caracteriza por la ausencia de sintomas; la respuesta inmune celular y el
electrocardiograma, asi como los examenes radiologicos del corazon, el
es6fago y el colon son normales. A pesar de ello, las pruebas serologicas
(hemoaglutinacion directa o indirecta, reaccion de fijacion de complemento,
ELISA, PCR) arrojan resultados positivos, indicando la presencia de infeccion
y ayudando al diagnostico en esta fase (Prata, 2001; Vaidian et al., 2004). En
la fase latente se presenta baja morbilidad y los pacientes infectados son

capaces de realizar cualquier tipo de actividad (Vaidian et al., 2004).
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Fase cronica sintomatica. Esta fase ocurre de 10 a 30 afios posteriores al
inicio de la infeccion y la presentan del 30 al 40% de las personas infectadas.
En esta fase el paciente presenta dafo en los tejidos, principalmente de los
organos huecos como el corazén (cardiomiopatia) y el intestino
(megaesofago, megacolon o una combinacién de ambas) dificultando el
transito de heces (Rassi et al., 2010). También se han descrito dilatacién de
eso6fago, hepatomegalia y crecimiento anormal de la vejiga, asi como afeccidn
de glandulas suprarrenales, arbol bronquial y sistema nervioso central
(Dumonteil, 1999; De Souza, 2002; OPS, 2005; Kemmerling et al., 2010).

Durante esta fase se pueden presentar las siguientes afecciones:

Miocardiopatia chagasica cronica. Es la manifestacion mas seria y frecuente
de la enfermedad de Chagas y se desarrolla en 20 al 30% de los individuos
infectados. Esta cardiopatia se caracteriza por insuficiencia del corazon
(miocardiopatia dilatada), anormalidades en el sistema de conduccion
(bradicardias y taquicardia) y frecuentemente se presenta aneurisma apical
con o sin trombos (figura 2). La sintomatologia que se presenta incluye la
disnea de esfuerzo, las palpitaciones, dolor toracico y cuadros sincopales.
Los pacientes pueden presentar paro cardiaco, tromboembolia, bloqueo
atrioventricular, arritmias complejas y graves, que pueden desencadenar en la
muerte subita (Rassi et al., 2007; Kemmerling et al., 2010; Lannes-Vieira et
al., 2010).

Figura 2. Aneurisma apical. Tomada de Rassi et al., 2010.
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Alteraciones en el aparato digestivo. Estas son causadas por la destruccion
de ganglios y se presentan en el 15 al 20% de pacientes chagasicos,
afectandose la motilidad, secrecion, forma, asi como la absorcion en el tracto
digestivo, (Prata, 2001; OPS, 2005). Los cambios en la motilidad originan
primeramente con transito lento y dificultad en el vaciado, seguido por
aumento del calibre del 6rgano y el aumento de dificultad para vaciar, dando

asi lugar a la presencia de megaesdéfago (grado | a IV) o megacolon (figura

3).
ey

.’ .'

) 4

Figura 3. Alteraciones fisiologicas en el es6fago, provocadas por la enfermedad de Chagas.
Megaesofago del | al IV. Tomada de Rassi et al., 2010.

Alteraciones a nivel del sistema nervioso. La enfermedad de Chagas produce
alteraciones a nivel de sistema nervioso autonomo en 10 al 15% de los
pacientes infectados cronicos, lo cual se demuestra por la presencia de
lesiones, denervaciéon y desordenes funcionales. Dando como resultado
sintomas inespecificos, entre ellos: disfagia, pirosis por reflujo, dispepsia por
vaciamiento gastrico retardado, constipacion, volvulo intestinal o el fecaloma
(OPS, 2005). También ocurren alteraciones en el equilibrio homeostatico,
manifestandose en desordenes metabdlicos (relacionados a desordenes en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y agua-sal) (Prata, 2001).

Reactivacion de la enfermedad. Las sustancias o condiciones que llevan a

una inmunodepresién pueden provocar una reactivacion de la enfermedad.

[1QB-UMSNH



Susana Alejandra Damian Mosqueda

Esto conduce a un aumento de la parasitemia y replicacion intracelular del
parasito, causando lesiones necroticas en el cerebro hasta de un 75% de los
casos, asi como también puede intensificarse la miocarditis existente. La
reactivacion de la enfermedad de Chagas ocurre de manera frecuente cuando
hay coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la
presencia de otras enfermedades como leucemia, se realiza trasplante de
organos o se administran drogas inmunosupresoras (Vaidian et al., 2004;
OPS, 2005 y De Castro, 2011). Los sintomas de reactivacion incluyen fiebre,
miocarditis, meningoencefalitis, nédulos subcutaneos y debilidad (Blum et al.,
2008).

1.1.3 Agente etiolégico: Trypanosoma cruzi
1.1.3.1 Caracteristicas morfolégicas

Trypanosoma cruzi cambia de morfologia dependiendo del medio
ambiente en donde se encuentre. Este parasito posee una sola mitocondria
(cinetoplasto), que se extiende a través de todo el cuerpo celular y que esta
compuesta por esteroles principalmente (De Souza, 2002). T. cruzi presenta
tres estados morfologicos caracterizados por la posicion relativa del flagelo,
del cinetoplato y del nucleo (Kemmerling et al., 2010).

Amastigote. Esta forma se encuentra en los huéspedes mamiferos, es
redondeada u ovalada; mide entre 2 y 7 ym. El amastigote presenta un
cinetoplasto excéntrico en forma de bastoncillo y mediante analisis por
microscopia electrénica se puede observar un corto e inconspicuo flagelo.
Los amastigotes se multiplica intracelularmente en las células del mamifero
huésped y se pueden obtener in vitro en cultivos de células musculares,

fibroblastos y macrofagos (De Souza et al., 2010, Bero et al., 2011).

001mm

Figura 4. Fase de amastigote de T. cruzi. www.uta.edu
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Epimastigote. Esta forma de T. cruzi es fusiforme y mide entre 20 y
40um. El epimastigote se caracteriza porque el cinetoplasto y el receptaculo
flagelar se encuentran en una posicion anterior al nucleo y fusiforme, ademas
de presentar un flagelo y una membrana ondulante cortos. El epimastigote es
la fase multiplicativa que se halla en el intestino anterior de los triatominos y
es la forma predominante en cultivos axénicos de T. cruzi (De Souza, 2002;
Kemmerling et al., 2010).

—
010mm

Figura 5. Fase de epimastigote de T. cruzi. www.uta.edu

Tripomastigote. La forma de tripomastigote es la fase infecciosa no
multiplicativa del parasito, tiene forma de C, U 0 S, y mide entre 15y 20 um
de longitud. En el tripomastigote el cinetoplasto se localiza en el extremo
posterior de parasito después del nucleo y el flagelo emerge del receptaculo
flagelar (el cual se encuentra cerca del cinetoplasto). Esta forma también
presenta una membrana ondulante a todo lo largo de la célula. Los
tripomastigotes pueden ser de dos tipos: los tripomastigotes metaciclicos, los
cuales se establecen en la luz del recto de los triatominos y son excretados
en sus heces y orina, y los tripomastigotes sanguineos, los cuales se
encuentran en la sangre del huésped vertebrado (De Souza, 2002;
Kemmerling et al., 2010).

-
L0Tmm

Figura 6. Fase de tripomastigote de T. cruzi. www.uta.edu
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1.1.3.2 Taxonomia

La clasificacion taxondémica de T. cruzi es la siguiente (Wilkinson, et al.,
2008):

Subreino: Protozoa.

Tipo: Sarcomastigophora.
Subtipo: Mastigophora.
Clase: Zoomastigophorea.
Orden: Kinetoplastida.
Suborden: Trypanosomatina.
Familia: Trypanosomatidae.
Género: Trypanosoma.
Subgénero:Schizotrypanum.

Especie: cruzi.

1.1.3.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, presentando varios estados de
desarrollo tanto en el vector como en el huésped. El ciclo biolégico del T.
cruzi inicia cuando insectos hematofagos de la familia Reduviidae (subfamilia
Triatominae) se alimentan de un mamifero infectado succionando la sangre
contaminada con tripomastigotes. Una vez ingeridos, la mayoria de los
tripomastigotes se lisan en el estbmago del insecto. Los tripomastigotes
sobrevivientes llegan al intestino, en donde se transforman en epimastigotes y
se dividen repetidamente por medio de fision binaria. Posteriormente (3 6 4
dias de la ingestién de la sangre), los parasitos llegan al intestino medio
posterior del vector en donde se transforman de epimastigotes no infectivos a
tripomastigotes metaciclicos (fase del parasito altamente infectiva para el
humano). Estos son eliminados en sus heces y orina; la duracién de esta
parte del ciclo es de 6-15 dias, dependiendo del estado y de la temperatura
del vector. Cuando el vector se alimenta de un mamifero sano, también

deposita sobre él sus heces y orina y asi el parasito puede entrar a través de
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mucosas (oculares, nasales o bucales) o piel dafiadas. Dentro del mamifero
los parasitos son fagocitado por macrofagos y leucocitos (Bern et al., 2007;
Quijano-Hernandez 'y Dumonteil, 2011). En los macréfagos, los
tripomastigotes metaciclicos se transforman en amastigotes, los cuales
permanecen quiescentes de 24 a 35 horas y después se dividen por fision
binaria. Los amastigotes se transforman en tripomastigotes dentro del
macrofago, forma en la que abandonan la célula en pocos minutos lisando el
macréfago y liberandose a la circulacion sanguinea. Una parte de los
tripomastigotes circulante invaden tejidos (como el miocardio, el musculo
esquelético, el musculo liso visceral, las células gliales del sistema nervioso y
la placenta) donde adquieren nuevamente la forma de amastigotes, formando
en esos tejidos los llamados pseudoquistes. Por otro lado, los tripomastigotes
que quedaron en la circulacién, pueden ser absorbidos por otro triatomino,
infectado o no, para ser llevados posteriormente a su intestino, y de esa
manera completar el ciclo (figura 7) (De Souza et al., 2010; Soeiro, 2011).

En el triatomino En el hombre

Picadura del triatomino

o (pasode los tripomastigotos
metaciclicos en las heces del animal)

&

Tripomastigotos metaciclicos
en el Intestin A

Los tripomastigotos metaciclicos
penertan en las diferentes celulas
alrededor de |a plcadura. En su Interlor

N se transfroman en amastigotos

Los amastigotos
se multiplican por
fision binaria en las
células de los tejldos
Infectados

Los
tripomastigotos

pueden Infectar

otras celulas y se
transforman en
amastigotos Intracelulares
en los nuevos sitlos de Infeccion.
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\el estomago
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A- Dlagnostico posible 9

Figura 7. Fases que presenta T. cruzi durante su ciclo de vida a nivel huésped y hospedero.
Tomada de CDC, 2004.
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1.1.4 Diagnéstico

El diagnéstico etioldgico de la enfermedad de Chagas se basa en el
tripode: clinica, epidemiologia y laboratorio. El diagnéstico de la infeccion
aguda esta basado en la deteccidn microscopica de tripomastigotes de T.
cruzi en sangre periférica. Este es un método 100 % especifico, pero de baja
sensibilidad, arrojando un gran numero de falsos negativos, ya que la
observacion de los tripomastigotes depende del tamafio de la gota y la
cantidad de parasitos circulantes, ademas de que la parasitemia disminuye
dentro de los 90 dias de la infeccion, incluso sin tratamiento. Este examen es
el mas recomendado en el caso de infeccidn congénita durante el primer mes
de vida del infante (Bern et al., 2007). Otros métodos comunmente usados

para diagnosticar la enfermedad son:

El método de Strout: la sangre a examinar es sometida a
centrifugacion para concentrar los elementos parasitarios presentes en la

muestra. La especificidad es del 100% y la sensibilidad del 95%.

Microhematocrito: este método es recomendado en los recién nacidos,
de los cuales se sospecha infeccion congénita, por la escasa cantidad de
sangre utilizada. La sangre es extraida por capilaridad, mediante puncién
digital o plantar en tubos de microhematocrito, para ser centrifugado

posteriormente. Su sensibilidad es del 95 % y la especificidad del 100%.

Hemocultivo: consiste en la siembra de sangre venosa en un medio

apropiado, en busca de crecimiento parasitario.

Xenodiagndstico: consiste en alimentar triatominos (chinches) de
laboratorio (no infectadas) con sangre del paciente, para posteriormente
examinar al microscopio el contenido intestinal de los triatominos en

busqueda de parasitos. Este método tiene una sensibilidad del 92%.

Serologia: es el método mas usado para el diagnostico en la fase
cronica de la enfermedad, en donde se pone de manifiesto la presencia de
anticuerpos 1gG (generados por la respuesta inmune humoral especifica
frente a T. cruzi) a través de su interaccion con antigenos. Las técnicas mas
usadas son: ELISA (Enzymed Linked Inmuno Sorbent Assay), actualmente es
la técnica de diagnodstico mas difundida debido a su alta sensibilidad; y la
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inmunofluorescencia indirecta (IFl) que presenta una sensibilidad de 100 %
en la etapa cronica de la enfermedad y su especificidad es cercana al 100 %.

Hemaglutinacién indirecta o directa: se considera una técnica sencilla
con limitaciones operativas, pero de adecuada sensibilidad y especificidad;
PCR (polimerase chain reaction): en este procedimiento se amplifica el ADN
del parasito. A pesar de que esta técnica no es comunmente usada por su
elevado costo, presenta una mayor sensibilidad en comparacion con otros
meétodos parasitologicos, ademas de que puede ser util para el diagnéstico de
la enfermedad en cualquiera de sus etapas (OPS 2005; Carlier et al., 2012).

1.1.5 Tratamiento

A pesar de que el genoma de T. cruzi ya esta secuenciado, no existe a
la fecha una vacuna contra el agente causal de la enfermedad de Chagas y la
unica terapia utilizada para su tratamiento antiparasitario se basa en dos
farmacos nitro derivados: el nifurtimox  (Nfx, [3-metil-4-(5"-nitro-
furfurylideneamine) tetrahidro-4H-1,4-tiazine-1,1-dioxide]) y el benznidazol
(Bzn, N-benzil-2-nitroimidazol acetamida) desarrollados hace mas de cuatro
décadas por Bayer y Roche, respectivamente (Lannes-Vieira et al., 2010; De
Castro et al., 2011; Diaz-Chiguer et al., 2011). Estos dos farmacos presentan
una actividad significativa en la fase aguda de la enfermedad, con una cura
parasitologica del 60 al 85% de los pacientes tratados y en mas del 90% en
nifos infectados congénitamente, tratados durante el primer afo de vida
(Fidalgo y Gille, 2011). Esta terapia farmacologica esta lejos de ser ideal
debido a sus multiples efectos secundarios, a su eficacia limitada contra
diferentes cepas del parasito, a lo prolongado del tratamiento, y a que
presentan una actividad pobre en la fase cronica de la enfermedad (De
Castro et al., 2011).

1.1.5.1 Nifurtimox (Nfx)

El nifurtimox (Lampit, Bayer 2502), fue introducido al mercado en 1965
y es activo contra tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi. El mecanismo de
accion de este farmaco implica la reduccion de su grupo nitro, dando lugar a

radicales inestables, nitroaniones, los cuales reaccionan con oxigeno para
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producir metabolitos altamente toxicos (anion superoxido, perdxido de
hidrégeno y radicales hidroxilo). Se sabe que T. cruzi es deficiente en
mecanismos de detoxificacion para especies reactivas de oxigeno,
particularmente peroxido de hidrégeno, lo que hace que sea sensible al estrés
oxidativo inducido por el Nfx (Diaz de Toranzo et al., 1988). Este dafio
oxidativo provoca alteraciones celulares en el parasito, dafo al ADN,
peroxidaciéon de lipidos y oxidaciéon en los grupos tiol de sus proteinas
(Wilkinson et al., 2008).

El Nfx es rapidamente absorbido en el tracto gastrointestinal, pasando
al higado donde es metabolizado por el sistema de citocromo P450
(nitroreduccion) y posteriormente se excreta principalmente por via renal. La
concentracion maxima del Nfx en sangre se detecta una hora posterior a la
toma y los niveles empiezan a disminuir a las 3 horas, siendo no detectables
después de un dia. Por lo que es necesario administrarlo cada 6 horas para

mantener niveles adecuados del Nfx en sangre.
— 0
O2N © ——N——N s//
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Figura 8. Estructura quimica del nifurtimox.

El Nfx no esta disponible en la mayoria de los paises por sus graves
efectos secundarios que forzan aproximadamente a la mitad de los pacientes
a abandonar el tratamiento (Pinto-Dias, 2003). A nivel del tracto
gastrointestinal los efectos secundarios son: anorexia, pérdida de peso,
nauseas, vomito y dolor abdominal. La toxicidad en el sistema nervioso
central incluye: dafio neuroldgico, inquietud, neuropatia periférica, temblores,
insomnio, irritabilidad, mialgias, desorientacion y convulsiones. Ademas, el
Nfx también puede causar dafo testicular y ovarico, asi como anemia
hemolitica en individuos deficientes en glucosa 6P. Los efectos secundarios
del Nfx frecuentemente desaparecen cuando se suspende el tratamiento
(Bern et al., 2007).
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1.1.5.2 Benznidazol (Bnz)

El benznidazol (Radanil, Rochagan, Roche 7-1051) es un derivado
nitroimidazol, introducido en 1971. Este farmaco actua contra las formas
tripomastigote y amastigote de T. cruzi. Su mecanismo de accion es a través
de provocar estrés reductivo, el cual se lleva a cabo cuando el parasito
biotransforma el benznidazol a metabolitos reactivos, los cuales se unen

covalentemente a su ADN, proteinas y lipidos, causando su muerte.

Este farmaco es rapidamente absorbido en el tracto gastrointestinal y
metabolizado en el higado por enzimas microsomales. La vida media del Bnz
es de aproximadamente 12 horas y su eliminacion es primordialmente por via

renal y solo el 22 % de su excrecion es fecal.

O
Figura 9. Estructura quimica del benznidazol.

El Bnz provoca efectos secundarios mas leves que el Nfx. El Bnz
induce efectos dermatoldgicos (hipersensibilidad, comezén, dermatitis, etc.)
en aproximadamente el 30% de los pacientes que lo reciben. Otros efectos
colaterales que produce son: leucopenia, plaquetopenia, agranulocitosis,
fiebre, edema generalizado, infarto ganglionar, dolores musculares y en las
articulaciones. Ademas, también puede presentarse deplecion de la médula
O0sea (neutropenia y purpura trombocitopenia) y polineuropatia periférica
(OPS, 2005; Bern et al., 2007; Soeiro y De Castro 2011).

A los efectos secundarios particulares sefialados para el Nfx y el Bzn,
se suma que ambos son mutagénicos, se piensa que incrementan el riesgo
de linfomas (Diaz-Chiguer et al., 2011; Fidalgo y Gille, 2011) y el tratamiento
es prolongado y costoso (aproximadamente 1,000 ddlares por afio) (Quijano-

Hernandez y Dumonteil, 2011).
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1.2 Leishmaniosis

La leishmaniosis es la segunda enfermedad parasitaria que mas
muertes ocasiona a nivel mundial. Esta enfermedad es causada por mas de
30 especies del género Leishmania, de las cuales al menos 20 estan
implicadas en la transmisién al ser humano (Noel et al, 2011). La
leishmaniosis es transmitida por mas de 70 especies de moscas hembras de
los géneros Lutzomyia (en América) y Phlebotomous (en Europa, Asia y parte
de Africa), conocidas comunmente como moscas de arena (Osorio et al.,
2005; Piscopo, 2006; Arjona-Jiménez et al., 2011; Horta et al., 2012).

La leishmaniosis es endémica en 88 paises de areas tropicales y
subtropicales alrededor del mundo (lvens, 2005). Hoy en dia se estima que
12 millones de personas padecen esta enfermedad y 350 millones estan en
riesgo de adquirirla. Cada afo se reportan oficialmente 600,000 casos nuevos
de leismaniosis (Arjona-Jiménez et al., 2012; Bero et al., 2011; OMS, 2007);
algunos autores consideran que los datos oficiales estan subestimados, ya
que un numero considerable de casos no son registrados en algunos paises
(Garcia-Almagro, 2005; Oliveira dos Santos et al., 2011).

En México, la leishmaniosis esta ampliamente distribuida (figura 10).
Se han reportado casos de esta enfermedad en 22 estados y se considera
altamente endémica en el sureste de nuestro pais (Campeche, Chiapas,
Yucatan, Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco y Veracruz, en donde comunmente
se le denomina como “Ulcera de los chicleros”), poniendo en riesgo a una
poblacion de mas de nueve millones de habitantes de 149 municipios (Arjona-
Jiménez et al., 2012; Secretaria de Salud, 2011).

1.2.1 Formas de transmision

La principal forma de transmisién de la leishmaniosis en los paises
endémicos es a través de la picadura de la mosca de arena. Aunque se han
reportado casos por trasmision accidental (aplastamiento de moscas
infectadas contra la piel), por contacto sexual, por transfusion sanguinea y
trasplante de organos, asi como por transmision congénita y por compartir
agujas infectadas entre drogadictos (mecanismo relativamente reciente y de
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gran trascendencia en la coinfeccion Leishmania/VIH) (Garcia-Almagro,
2005). En los paises no endémicos, la principal forma de transmision es por

los perros (hasta 84 % de los casos en humanos en esos paises).

> ded 11% de loscasos

| HE

7al10%de los casas
4 al6 % delos casos

1al3 % delos casos
Sin reporte

FUENTE: Base e Datos de Eqgresos Hospitalaios 2000-2009, Dieccion General de Infoemacion en Salud, (DGIS) México.

Figura 10. Distribucién de leishmaniosis en México, del 2000 al 2009. Tomada de Secretaria
de Salud, 2011

1.2.2 Formas clinicas de la enfermedad

La leishmaniosis en el humano puede presentarse en cuatro formas
diferentes (Garcia-Almagro, 2005):

* Leishmaniosis cutanea: esta forma es el resultado de Ila
multiplicacion de los parasitos en los fagocitos de la piel. Inicialmente
comienza como una papula en el lugar de la picadura de la mosca, que
posteriormente aumenta en tamafo y eventualmente se ulcera (figura
11). Las lesiones aparecen de los 2 a los 78 dias después de la
infeccion y duran de 3 a 18 meses. Mas del 90% de los pacientes
suelen curarse de manera espontanea (Monzote et al., 2010; Bero et
al., 2011; Khademvatan et al., 2011).

17

[1QB-UMSNH




Susana Alejandra Damian Mosqueda

Figura 11. Ulceracion de leishmaniosis cutanea. Tomada de Garcia-Almagro, 2005.

Leishmaniosis mucocutanea o espundia: esta infeccion se da en las
mucosas de la nariz o la boca. La infeccion se da inicialmente en la
mucosa nasal y después puede extenderse a la orofaringe y laringe,
dando lugar a terribles desfiguraciones (Garcia-Almagro, 2005; Bero et
al., 2011; Fidalgo et al, 2011). Las lesiones en las mucosas
evolucionan lentamente y no se curan espontaneamente (Berman,
1997).

Leishmaniosis visceral, kala-azar o fiebre negra (por Ila
caracteristica pigmentacién en la piel): esta forma resulta de la
multiplicacion de los parasitos dentro de los fagocitos mononucleares.
Es la forma mas grave de la enfermedad, con una mortalidad del 75 al
100 %, si no se trata. El periodo de incubacién es de 10 dias a 34
meses Yy los signos y sintomas que a continuacion se presentan son:
fiebre, hepatoesplenomegalia y pancitopenia (Piscopo et al., 2006;
Bero et al., 2011; Khademvatan et al., 2011). Cada afio se registran
500,000 nuevos casos de esta forma de leishmaniosis, causando mas
de 50,000 muertes en el mismo periodo (Chattopadhyay y Jafurulla,
2011).

Leishmaniosis oportunista: se presenta principalmente en individuos
con VIH, reportando en 1998 la OMS 1,700 casos de esta forma de la

enfermedad en 33 paises.
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1.2.3 Agente etiologico

La Leishmania es un protozoario flagelado que contiene material
genético en dos sitios diferentes de la célula, uno nuclear y el otro en el
cinetoplasto (Garcia-Almagro, 2005).

1.2.3.1 Caracteristicas morfolégicas

La Leishmania se encuentra principalmente en dos estados
morfologicos: promastigote (en el vector) y amastigote (en el huésped

mamifero).

Promasigostes. Es la forma infectante, la cual se encuentra en el
tracto digestivo del vector. Esta forma mide de 10 a 20 ym (sin flagelo),
presenta un gran nucleo central, ribosomas, reticulo endoplasmico, aparato
de Golgi, vesiculas y una mitocondria (Figura 12) (Fidalgo et al., 2011; Horta
et al, 2012). El cinetoplasto aparece como una banda granular electrodensa
dentro de la mitocondria. A través de un proceso llamado metaciclogénesis,
los promastigotes poco infectivos (prociclicos) se transforman en
promastigotes altamente infectivos (metaciclicos). Esto ocurre en la
naturaleza dentro del vector, pero también se da en cultivos axénicos de
promastigotes cuando se pasa de la fase logaritmica a la fase estacionaria.
Este proceso de diferenciacion es llamado metaciclogénesis y es vital para la
supervivencia del parasito (Araujo et al., 2011).

Figura 12. Promastigotes de Leishmania. www.telmeds.org
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Amastigotes. Es la forma intracelular del parasito que se multiplica
dentro de los fagocitos mononucleares del huésped (figura 13) (Laskay et al.,
2003, Pereira et al., 2011). Los amastigotes no presentan flagelo y tienen un
tamafo que oscila entre los 2 y 4 ym. Con tincion de Giemsa, en los
promastigotes se observa un nucleo y un cinetoplasto (subestructura
mitocondrial) (CDC, 2009).

Figura 13. Macréfago parasitado con amastigotes de Leishmania. (Gontijo, 2003).

1.2.3.2 Taxonomia

Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Filo: Sarcomastigophora

Subfilo: Mastigophora

Clase: Zoomastigophorea

Orden: Kinetoplastida

Sub-orden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Género: Leishmania

Especies: existen mas de 30 especies.

En México se han encontrado tres especies: Leishmania mexicana,
que produce la forma cutanea y es la principal especie causal; Leishmania
donovani chagasi, que produce la forma grave o visceral, Leishmania
braziliensis, que produce las formas cutaneas y mucocutanea (Secretaria de
Salud, 2001; Garcia-Almagro, 2005; Gontijo y Ribeiro de Carvalho, 2003).
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1.2.3.3 Ciclo de vida

En el ciclo de vida se presentan las dos morfologias (amastigote
intracelular en el huésped mamifero y promastigote en el vector) (Gontijo,
2003; Wheeler, 2011). La mosca al alimentarse de un mamifero infectado
succiona al parasito en su forma de amastigote intracelular, el cual después
pasa al tracto intestinal del insecto, en donde se diferencia a promastigotes
para multiplicarse. En la trompa del vector los promastigotes no infectivos se
convierten en promastigotes metaciclicos infecciosos no replicativos (Saraiva
et al., 2005; Ivens, 2005). Los promastigotes metaciclicos entran al huésped
vertebrado cuando la mosca hembra se alimenta de un vertebrado sano,
inyectando de 10 a 200 promastigotes metaciclicos por picadura. En el
mamifero algunos de los promastigotes son destruidos por los leucocitos
polinucleares y eosinofilos del mamifero, mientras que otros se adhieren a los
receptores de superficie de los macrofagos y son fagocitados. En el
macrofago los promastigotes se diferencian en amastigotes, que viviran en
los fagolisosomas o en las vacuolas parasitoforas; en estas estructuras los
amastigotes sobreviven y se multiplican por division binaria. Cuando el
macrofago esta repleto de amastigotes, es lisado y los parasitos pasan al
espacio extracelular. El ciclo se completa cuando las moscas se alimentan de
este huésped infectado (Garcia-Almagro, 2005; Horta et al., 2012).

) O El vector durante

su alimentacion
- inocula promastigotes
1} de Leishmana spp. ——
) | /‘)
0 Los promastigotes \

migran a la prosbocis
/dg?vg{_[o, /nj Los promastigotes metaciclicos

penetran al macrofago u otras

células del sistema reticulo endotelial
®) Los promastigotes

se dividen por fisidn binaria

[ :

——— A~ ! Los promastigotes
—~» " se transforman en
. ey amastigates por fisién binaria
7' Los amastigotes se transforman en \
promastigotes en el intestino } |
i’
o o “| PO .ﬁ
. ),
b ] woe
L 0
Las u:j:ulal,_bpm..lar n:\g El macréfago estalla
mgeridas liberan y libera los amastigotes
b i El vector al alimentarse 2 :
los amastigotes toma sangre infectada al medio extracelular
con amastigotes
Figura 14. Ciclo de vida de Leishmania spp. Tomado de

http://bvs.sld.cu/revistas/mtr/v64n2_12/mtr02212.htm, 2012
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1.2.4 Diagnéstico

El diagnéstico de la leishmaniosis se puede realizar por deteccion al
microscopio de los amastigotes o por medio de frotis tefiidos con Giemsa, a
partir de muestras de tejidos o aspiraciones de biopsias (Piscopo et al., 2006;
Arjona-Jiménez et al., 2012). Sin embargo, el diagndstico generalmente se
realiza al detectar anticuerpos presentes en el suero de algunos pacientes por
medio de ensayos inmunolégicos como ELISA, aglutinacion directa,
inmunofluorescencia indirecta, Western blot o técnicas moleculares (como
PCR) (Bero et al., 2011).

1.2.5 Tratamiento

El tratamiento de leishmaniosis esta basado principalmente en el uso
de antimoniales pentavalentes, aunque en cepas resistentes a estos se utiliza

terapia alternativa empleando farmacos de distinta naturaleza quimica.
1.2.5.1 Antimoniales pentavalentes

Los antimoniales pentavalentes son usados desde 1940 y son los
farmacos de primera eleccion para tratar esta enfermedad (Berman, 1997,
Soto y Soto, 2006; Chattopadhyay et al., 2011). Estos compuestos son
considerados pro-farmacos ya que es necesaria se reduccién a su estado
trivalente, forma en la cual son altamente toxicos para los amastigotes y
promastigotes (Fernandez et al., 2011). Entre estos farmacos se tiene al
pentostam y al glucantime, los cuales inhiben enzimas glicoliticas y la
oxidacion de los acidos grasos. También inhiben la accion de la
topoisomerasa | de Leishmania, afectando asi procesos como el
superenrollamiento y desenrollamiento del ADN necesario en el proceso de
replicacion (Mesa et al., 2008; Rojas-Aguirre et al., 2012). Los antimoniales
son efectivos en mas del 90% de los casos cuando se emplean en dosis y
tiempo recomendados. La efectividad del tratamiento con base en esos
farmacos también depende de la especie y de la cepa del parasito (Oliveira
dos Santos et al., 2011).

Este tratamiento con antimoniales pentavalentes es muy costoso ya
que requiere supervision médica para su administracidén (por via parenteral).
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El tratamiento es prolongado (generalmente de 30 dias) y provoca efectos
secundarios graves (Oliveira dos Santos et al., 2011; Noel et al., 2011). Entre
el 35% al 60% de los pacientes presentan reacciones adversas
gastrointestinales y del 10% al 20% se les elevan las transaminasas y la
creatinina (Soto y Soto, 2006). Ademas, se presenta pancreatitis y dolor
musculo-esquelético en la mitad de los pacientes que reciben el tratamiento.
Los antimoniales también pueden provocar citopenia y cardiotoxicidad,
causando la muerte subita en algunos casos (Berman, 1997).

1.2.5.2 Terapia alterna

Anfotericina B. Este medicamento compite con los antimoniales
pentavalentes como terapia de primera eleccion. Actua formando poros en las
membranas celulares modificando asi su permeabilidad, lo que lleva a la
muerte de los parasitos (Chattopadhyay, 2011; Fernandez et al., 2011). El
uso de anfotericina B es limitado, debido a que causa nefrotoxicidad,
insuficiencia renal, escalofrios, dolor de huesos y paro cardiaco. A pesar de
sus efectos colaterales severos, la anfotericina B es administrada a nifios y

mujeres embarazadas (Berman, 1997).

Pentamidina. Este farmaco actua sustituyendo las poliaminas en sus
sitios de union a acidos nucleicos, lo cual produce la inhibicion de la
replicacion y la transcripcion del ADN (Fernandez et al., 2011). Este farmaco
causa mialgias, dolor en el sitio de inyeccion, nauseas, dolor de cabeza,
sensacion de ardor, entumecimiento e hipotension (Osorio et al., 2005). Las
especies de Leishmania que causan la forma cutanea de esta enfermedad

son generalmente resistentes a los antimoniales y a la pentamidina.

Paromamicina. Este farmaco generalmente es administrado en
combinacion con antimoniales u otro farmaco anti-leishmania, debido a que la
paromamicina es poco potente y cuando se usa a altas concentraciones es

toxica para el rindn y el octavo nervio craneal.

Otros. Para el tratamiento de la leishmaniosis también se utilizan el
alopurinol, (Fernandez et al., 2011), la miltefosina (Noel et al., 2011) y la
mefloquina (Osorio et al., 2005).

23

[1QB-UMSNH




Susana Alejandra Damian Mosqueda

1.3 Busqueda de nuevos compuestos anti-tripanosomatidos

En la actualidad no se cuenta con vacunas para la enfermedad de
Chagas o la leishmaniosis (Quijano-Hernandez y Dumonteil, 2011), es por
ello que el tratamiento para combatirlas es a través de medicamentos, que
llevan ya mas de 40 anos en el mercado, que no son eficientes en todos los
casos y que presentan severos efectos secundarios, (Osorio et al., 2005;
Fidalgo y Gille, 2011; De Castro et al., 2011; Polanco-Hernandez et al., 2012).
Esto lleva a la necesidad de encontrar nuevas terapias alternativas para
combatir estas enfermedades. Sin embargo, existe un bajo interés por parte
de las industrias farmacéuticas, justificado en una baja retribucién econémica.
Es por ello, que esta responsabilidad ha recaido en las universidades e
institutos de investigacion (Pinto-Dias, 2003; Fidalgo et al., 2011).

A la fecha se han evaluado diversos tipos de compuestos, tanto de
origen natural como sintéticos, con el fin de encontrar nuevos farmacos con
actividad anti-tripanosomatida. Entre estos compuestos tenemos a las 1,4-
dihidropiridinas (Soeiro et al., 2011; Rojas-Aguirre et al., 2012).

1.4 Dihidropiridinas

Los compuestos de tipo 1,4-dihidropiridina (DHP) son conocidos desde
que Arthur Hantzsch las utilizé como intermediarios en sintesis de piridinas. A
pesar de su accesibilidad quimica (y de la participacion de compuestos de
tipo 1,3-dihidropiridina como coenzimas de varias deshidrogenasas), fueron
de poco interés farmacologico hasta hace 50 afos, cuando se descubrid la
propiedad vasodilatadora de algunas de ellas. Las DHPs, forman parte de los
farmacos conocidos como bloqueadores de la entrada de calcio (BEC), los
cuales bloquean los canales de calcio tipo L dependientes de voltaje. Este
tipo de farmacos actuan principalmente sobre el musculo liso y musculo
cardiaco, inhibiendo la entrada de calcio a las células. Es por ello, que varias
DHPs son utilizadas clinicamente para el tratamiento de la hipertension, la
insuficiencia cardiaca congestiva, la angina de pecho, la isquemia y otras
enfermedades vasculares a nivel periférico o cerebral (Sica, 2005). Ademas
de su accion como BEC, se ha encontrado que las DHPs también ejercen
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otros efectos farmacologicos interesantes, entre los que tenemos su actividad

contra tripanosomatidos.

El primer reporte del efecto anti-tripanosoma de las DHPs fue el de
Nufiez-Vergara et al. en 1997, quienes evaluaron el efecto sobre
epimastigotes de Trypanosoma cruzi de una serie amplia de BECs,
encontrando que algunos BECs de tipo DHP presentaban actividad contra
este parasito, destacando la nicardipina como el de mayor potencia entre los
compuestos probados (Clsp de 70 uM). Mas tarde, Hirota et al. 2004, al
realizar un analisis del efecto de diferentes BECs sobre la tasa de infeccion
por tripanosomas en células Hela, asi como el numero de amastigotes por
célula infectada, encontraron que solo los tratamientos con nicardipina
amlodipina o nimodipina provocaban una reduccion en la tasa de infeccidon
similar a la del benzinidazol. En un trabajo mas recientemente (Reiméao et al.,
2010), se encontré que varios compuestos de tipo DHP presentan actividad

no solo contra tripanosoma, sino también contra leishmania.

A la fecha no se sabe cual es el mecanismo de accion por el que la
nicardipina y otras DHPs logran su efecto tripanosomicida, pero se ha
sugerido que éste sea independiente del bloqueo de canales de calcio, efecto
caracteristico de este esta clase de compuestos, ya que DHPs como la
nifedipina, que presenta un buen efecto como BEC, no presentan efecto anti-
tripanosoma (Ambriz-Pefia et al., 2007), lo mismo ocurre con otro tipo de
bloqueadores de canales de calcio como son el verapamil y el diltiazem
(Nuniez-Vergara et al., 1997).

Considerando que el efecto sobre canales de calcio parece no estar
relacionado con el efecto tripanosomicida de las DHPs y que el efecto
cardiovascular de éstas puede ser considerado como un efecto colateral si se
pretende utilizarlas para tratar este tipo de enfermedades, en la presente tesis
se realiz6 el disefio, la sintesis y la evaluacion del efecto tripanocida vy
leishmanicida, asi como la actividad citotoxica de nuevas DHPs que
presentan baja o nula actividad bloqueadora de canales de calcio.
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2. JUSTIFICACION

El arsenal terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de Chagas
y la leishmaniosis es muy limitado. Por una parte, los farmacos autorizados
para uso clinico son pocos y presentan severos efectos colaterales, y por
otra, existen cepas de T. cruzi y Leishmania que son resistentes a estos
farmacos. Por ello es imprescindible buscar nuevas alternativas
farmacoldgicas para su tratamiento, siendo los analogos de la nicardipina,
carentes de efecto bloqueador de canales de calcio, una buena opcién para

encontrar farmacos con este proposito.

3. HIPOTESIS

Analogos de nicardipina carentes de efecto bloqueador de canales de

calcio tienen efecto antitripanosoma y antileishmania

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar nuevas 1,4-dihidropiridinas analogas de la nicardipina,
carentes de efecto bloqueador de canales de calcio, con actividad

antitripanosoma y antileishmania.

4.2 Objetivos particulares
1. Disefar y sintetizar DHPs analogas de la nicardipina carentes
de efecto bloqueador de canales de calcio.

2. Evaluar la carencia del efecto bloqueador de canales de calcio
de los analogos de nicardipina obtenidos.

3. Ensayar el efecto antitripanosoma y antileishmania in vitro de

las DHPs carentes de efecto bloqueador de canales de calcio.

4. Determinar la toxicidad de las DHPs sintetizadas.
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5. MATERIALES
5.1 Materiales para la sintesis de DHPs

Todos los reactivos y solventes utilizados en este trabajo fueron grado
analitco o HPLC obtenidos de Aldrich (Milwaukee, WI, USA), Baker
(Xalostoc, Edo. De México, México) o Sigma (St. Louis, MO, USA).

El reactivo acetato de N-bencil-N-metil-2-aminoetilo, no disponible
comercialmente, fue sintetizado en el laboratorio y su caracterizacion quimica

fue realizada a través de sus espectros de RMN 'H y de masas.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN
'H) y de carbono (RMN "C), asi como los espectros de los analisis HETCOR,
Cosy y DEPT fueron realizados en el laboratorio de resonancia magnética
nuclear del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, utilizando un espectrometro Varian
Mercuri plus de 200 y/o 400 MHz, usando como estandar interno TMS y como
disolvente cloroformo deuterado.

Los espectros de masas se determinaron en un equipo Hewlett
Packard modelo 5989B, acoplado a un cromatografo de gases Hewlett
Packard modelo 5809-serie plus, utilizando acetona para disolver la muestra.

5.2 Materiales para determinar el efecto bloqueador de canales de calcio
5.2.1 Ratas

Se utilizaron ratas macho Wistar de aproximadamente 300 g de peso,
obtenidas del bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Los animales de

experimentacion fueron tratados de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999

5.2.2 Solucién de Krebs (normal)

La composicidén (milimolar) de la solucidén de Krebs fue la siguiente:
NaCl, 118; NaHCOs3, 25; glucosa, 11.6; KCI, 4.7; MgS04, 1.17; KH2POQ4, 1.17;
EDTA, 0.026; CaCl, 2.5.
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5.2.3 Solucién de Krebs alto en potasio sin calcio

Esta solucion tuvo la misma composicion (milimolar) que la
solucién de Krebs normal, excepto: NaCl, 42.7; KCI; 80; CaCly, 0.

5.2.4 Compuestos

Las 12 DHPs evaluadas (6 de la serie SAD y 6 de la serie SMV) fueron
sintetizadas en nuestro laboratorio. La nicardipina y la nitrendipina
(empleados como controles) fueron obtenida de Aldrich (Milwaukee, WI, USA)
y de Bayer (México, D.F.), respectivamente. Todos los compuestos fueron
disueltos para su uso en DMSO-agua, a una concentracion final de DMSO en
la camara de 6rgano aislado que nunca excedio del 0.5%.

5.2.5 Equipo para 6rgano aislado

Este equipo constdé de transductores de tension (Grass FT03 force
displacement transducer; Astro-Med, Inc. West Warwick, RI, USA),
acoplados a un sistema de adquisicion de datos MP100 (Biopac Systems
Inc. Santa Barbara, CA, USA), controlado por el programa de computo
AcgKnowledge v. 3.9.0 (Biopac Systems Inc. Santa Barbara, CA, USA).

5.3 Materiales para los ensayos del efecto tripanocida
5.3.1 Cepas de Trypanosoma cruzi

El efecto tripanocida de las DHPs fue determinado en las cepas NINOA
e INC-5 de T. cruzi. Estas cepas fueron proporcionadas por el Dr. en C.
Benjamin Nogueda Torres del Laboratorio de Helmintologia de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional.

Cepa NINOA: aislada por xenodiagndstico en el aflo de 1986 a partir de una
paciente de 8 afios de edad en etapa aguda de la enfermedad de Chagas. La
paciente adquirié la infeccion en el Estado de Oaxaca, México.

Cepa INCS5: aislada en el aiio de 1997 a partir de una paciente de 58 afos de
edad, con cuadro cronico de la enfermedad. La paciente era procedente de la

localidad de Congregacion del estado de Guanajuato, México. Aislada por
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concentracion en capilar y posterior siembra en medio de cultivo celular
(Diaz-Chiguer et al., 2011).

Ambas cepas se mantienen por pase raton-Triatoma logipennis-ratén en el
laboratorio con el fin de preservar o mas posible sus caracteristicas
bioldgicas.

5.3.2 Ratones

Se utilizaron ratones hembras BALB/c entre 18 y 20 g de peso
proporcionados por el bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas
del Instituto Politécnico Nacional.

5.3.3 Compuestos

Las 12 DHPs probadas en este ensayo fueron las mismas que en el
ensayo anterior y fueron disueltas para su uso en DMSO-agua, a una
concentracion final de DMSO que nunca excedio del 2.5% (concentracion no
toxica para T.cruzi). En este ensayo se utilizd benznidazol (Rochagan®,
Roche, lote 110878) como farmaco de referencia, mismo que fue disuelto

para su uso en forma similar que las DHPs probadas.

5.4 Materiales para los ensayos del efecto leishmanicida
5.4.1 Cepa de Leishmania mexicana

El efecto leishmanicida fue determinado en promastigotes de L.
mexicana (cepa MNYC/BZ/62/M379), los cuales fueron aislados de un ratén
BALB/c infectado. Esta cepa fue proporcionada por la DC. Luvia Enid
Sanchez Torres del Laboratorio de Inmunologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional.

Los parasitos fueron mantenidos en cultivo en la fase log a 25°C en
medio RPMI suplementado con 10% SFB, 100 U o pg/mL de penicilina-

estreptomicina.
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5.4.2 Medio RPMI

Este medio de cultivo tuvo la siguiente composicion (por cada 500 mL):
RPMI (Sigma-Aldrich) con L-glutamina, 5.2 g; NaHCO; (7.5%), 9.2 mL;
vitaminas (Sigma), 5 mL; piruvato (Gibco), 5 mL; antibidtico-antimicético
(Gibco), 5 mL; aminoacidos no esenciales (Gibco) 5 mL; L-glutamina 200mM
(si es que se requiere), 5 mL. El medio se aforé con agua destilada a 500 mL,
se ajustd el pH a 7.2 y a continuacion se agregaron 50 mL de suero fetal
bovino descomplementado (a 56°C por 45 minutos).

El medio se esterilizd mediante filtracion (MCE 0.22 ym 1/pkg) y se
realiz6 una prueba de esterilidad, dejandola en incubacion a 37°C al menos

un dia.

5.4.3 Amortiguador de fosfatos salina (PBS)

Esta solucion tuvo la siguiente composicion (por cada 1000 mL): NaCl,
9.5 g; KoHPOy4, 3.7 g; KH2PO4, 1.1 g.

5.4.4 Compuestos

Las 12 DHPs probadas en este ensayo fueron las mismas que en los
ensayos anteriores, las cuales fueron disueltas en DMSO-agua. La
concentracion final del DMSO nunca excedié de 1%, una concentracién no
toxica para parasitos. Como compuesto de referencia se utilizé la anfotericina

B que se diluyo igual que las DHPs probadas.

El colorante azul de alamar fue obtenido de Sigma (St. Louis, MO,
USA). El azul de tripano fue disuelto para su el uso con PBS (en una relacion
1:9).
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5.5 Materiales para los ensayos de citotoxicidad
5.5.1 Linea celular

El ensayo de la citotoxicidad de las DHPs fue realizado en la linea
celular Vero. Esta linea fue proporcionada por el Laboratorio de Virologia de
la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional.

La linea celular Vero fue establecida a partir de rindén de mono verde
africano (Cercopithecus aethiops) en 1962 por Yasumura y Kawakita, de la
Universidad de Chiba, Japon (Wilkinson S.R, et al., 2008). La linea celular se
mantiene en un medio de cultivo MEM suplementado con 10% suero bovino

fetal y antibidtico-antimicotico.

5.5.2 Medio minimo esencial Eagle (MEM)

El medio MEM tuvo la siguiente composicion (por cada 500 mL): MEM
(Sigma-Aldrich) con sales de Earle y L-glutamina, 4.75 g; NaHCO3 (7.5%), 10
mL; vitaminas (Sigma), 5 mL; piruvato (Gibco), 5 mL; antibiético—antimicotico
(Gibco), 5 mL; aminoacidos no esenciales (Gibco), 5 mL. El medio se aford
con agua destilada a 500 mL y a continuacion se agrega 50 mL de suero fetal
bovino descomplementado (a 56°C por 45 minutos).

El medio se esterilizd mediante filtracion (MCE 0.22 ym 1/pkg) y se
realiz6 una prueba de esterilidad, dejandola en incubacion a 37°C al menos

un dia.

5.5.3 Solucién de tripsina al 0.25%

La solucion de tripsina tuvo la siguiente composicion (por cada 100
mL): Dextrosa, 100 mg; Rojo de fenol al 0.5%, 20 pL; Solucion EDTA al 0.25
M, 410 pL; tripsina, 0.25 g. La solucion se lleva a un volumen final de 100 mL
con PBS 1X.
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5.5.4 Medio de MTT

Este medio fue obtenido de Sigma (St. Louis, MO, USA). Para su uso
el medio de MTT se preparo a una concentracion de 1Tmg/mL en PBS.

5.5.5 Solucion SDS-acido clorhidrico

El SDS fue obtenido de HYCEL-Reactivos Quin lote 245619 y se peso
de manera que lo tuvieramos al 10% en una solucién con acido clorhidrico
0.01N.

5.5.6 Amortiguador de fosfatos salina (PBS)

Esta solucién fue preparada como se describe en la seccion 5.4.3.

5.5.7 Compuestos

Las 12 DHPs evaluadas, asi como los farmacos de referencia (Bnz, y Anf)
fueron los mismas que se usaron en los ensayos anteriores. Todos los

compuestos probados fueron disueltos para su uso en DMSO-agua.
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6. METODOLOGIA
6.1 Diseio y sintesis de las DHPs

Las DHPs de la serie SAD fueron disefiadas tomando como base la
molécula de nicardipina, ya que como se mostré en los antecedentes, la
nicardipina fue la mejor (o una de las mejores) DHP con actividad tanto contra
T. cruzi como contra Leishmania. La modificacion estructural a la molécula de
la nicardipina fue propuesta con base en varios estudios de relacion
estructura-actividad que se han publicado para este tipo de compuestos
(Coburn et al., 1988; Janis et al., 1987; Meguro et al., 1985; Suzuki et al.,
1989), asi como en trabajos en los cuales ya se han sintetizado y evaluado
DHPs con alguna las caracteristicas estructurales que se propone sean
importantes para modular el efecto bloqueador de canales de calcio de las
DHPs (Coburn el al., 1988; lwanami et al., 1979). Los estudios de relacion
estructura-actividad indican que las siguientes caracteristicas estructurales
afectan en forma negativa la actividad como BEC de las DHPs: la oxidacién
del anillo dihidropiridina a piridina, la sustitucion del nitrogeno del anillo
dihidropiridina, la presencia de un sustituyente en la posicion para del anillo
aromatico. En particular, en el presente estudio se optd por sintetizar DHPs
con esta ultima caracteristica estructural, ya que su preparacion implica

menor numero de reacciones.

El procedimiento utilizado para la sintesis de los compuestos se realiz6
de acuerdo a la metodologia descrita por lwanami et al., 1979 y Noyola et al.,
2003b, que es semejante a la utilizada en nuestro laboratorio para sintesis de
otras DHPs (Contreras-Paredes, 2008, Manriquez-Villalobos, 2012). Para
sintetizar las DHPs fue necesario preparar en el laboratorio el acetoacetato de
N-benzil-N-metil-2-aminoetilo, ya que no esta disponible comercialmente. A

continuacion se describe el procedimiento correspondiente.
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6.1.1 Sintesis del acetoacetato de N-bencil-N-metil-2-aminoetilo (3)

En un matraz bola de tres bocas de 100 ml se adicion6 el N-metil-N-
benzil-2-aminoetanol (27.5 ml, 0.17 moles) (1) y tetrahidrofurano (20 mL)
como disolvente. La reaccion se calenté a 70°C con agitacion constante y a
continuacion se adiciono la dicetena (16.3 ml, 0.19 moles) (2) gota a gota,
manteniendo una temperatura de reaccion de 70 a 80°C. Una vez agregada
toda la dicetena se mantuvo la agitacion y la temperatura por tres horas mas.
Terminada la reaccion el solvente fue evaporado con ayuda de un rotavapor
para obtener el producto deseado, mismo que fue utilizado en reacciones

posteriores sin previa purificacién.

Figura 15. Preparacion de acetoacetato de N-benzil-N-metil-2-aminoetilo (3).

6.1.2 Sintesis general de las dihidropiridinas

En un matraz bola de 50 ml, se mezcl6 una solucién del acetoacetato
(0.1 mol) (3), 3-aminocrotonato de metilo (0.1 mol) (4), y del benzaldehido
sustituido (0.1 mol) (5), utilizando isopropanol (10 mL) como disolvente para
obtener la DHP correspondiente (6). La reaccion se mantuvo a reflujo y con
agitacion magnética por 12 a 15 horas. El avance de la reaccion se siguio por
cromatografia en capa fina (CCF), utilizando como eluyente una mezcla de
cloroformo/acetona (1:1). Al término de la reaccion se evaporo el disolvente
con ayuda del rotavapor y el producto obtenido fue purificado por
cromatografia en columna con gel de silice (20-400 malla) usando como
eluente inicial hexano y posteriormente varias mezclas de acetato de
etilo/hexano, en orden creciente de polaridad. Cada fraccién obtenida se
checo por CCF y se juntaron aquellas que contenian el producto deseado y
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se evaporo el solvente. La purificacion por cromatografia en columna se

realizo varias veces hasta lograr obtener los compuestos totalmente puros.

3
WO\

NH, o

[sopropanol
; >
4 Reflujo 12-15h
6

(o] H

X
5

Figura 16. Procedimiento general para la preparacion de las 1,4-dihidropiridinas (6). Al
mezclar. Acetoacetato de N-benzil-N-metil-2-aminoetilo (3), 3-aminocrotonato de metilo (4) y
Benzaldehido para-sustituido (5).

D,L-2,6-dimetil-3-(N-bencil-N-metil-2-aminoethoxicarbonil)-4-(4-
nitrofenil)-5-metoxicarbonil-1,4-dihidropiridina. (SAD1)

Una solucion de 4-nitrobenzaldehido (1.5 g, 9.92 mmol), 3-
aminocrotonato de metilo (1.14 g, 9.92 mmol) y acetoacetato de N-benzil-N-
metil-2-aminoetilo (2.72 mL, 9.92 mmol) en isopropanol (10 mL) fue calentada
con reflujo y agitacion magnética por 13 horas. Al terminar la reaccién el
producto obtenido fue purificado por cromatografia en columna de gel de
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silice usando como eluente inicial hexano y posteriormente las siguientes
proporciones de acetato de etilo/hexano: 20:80 (60 mL), 50:50 (50 mL), 60:40
(120 mL) y 70:30 (300 mL), cada fraccidén se analizé por CCF bajo luz UV. En
total se obtuvieron 0.71 g de producto puro.

D,L-2,6-dimetil-3-(N-bencil-N-metil-2-aminoethoxicarbonil)-4-(4-tolual)-5-
metoxicarbonil-1,4-dihidropiridina. (SAD2)

Una solucion de 4-tolualdehido (1.5 mL, 12.7 mmol), 3 aminocrotonato
de metilo (1.46 gr, 12.7 mmol) y acetoacetato de N-benzil-N-metil-2-
aminoetilo (3.48 mL, 12.7 mmol) en isopropanol (10 mL) fue sometida a
reflujo por 12 horas. El producto de la reaccion se purificé en cromatografia
en columna de gel de silice usando como eluente inicial hexano y
posteriormente las siguientes proporciones de acetato de etilo/hexano: 20:80
(20 mL), 50:50 (30 mL), 60:40 (50 mL), 70:30 (50 mL), 80:20 (180 mL). La
purificacion en columna se realizé dos veces mas. En total se obtuvieron 0.29

g de producto puro.

D,L-2,6-dimetil-3-(N-bencil-N-metil-2-aminoethoxicarbonil)-4-(4-
fluorofenil) -5-metoxicarbonil-1,4-dihidropiridina. (SAD3)

Una solucion de 4-fluorobenzaldehido (1.5 mL, 14.2 mmol), 3-
aminocrotonato de metilo (1.63 gr, 14.2 mmol) y acetoacetato de N-benzil-N-
metil-2-aminoetilo (3.88 mL, 14.2 mmol) en isopropanol (10 mL) fue calentada
a reflujo por 14 horas. El producto de reaccion fue purificado por
cromatografia en columna de gel de silice usando como eluente inicial
hexano y posteriormente las siguientes proporciones de acetato de
etilo/hexano: 20:80 (20 mL), 50:50 (30 mL), 60:40 (50 mL), 70:30 (170 mL). El
proceso de purificacion en columna se realizé dos veces mas usando las
mismas concentraciones de fase maovil anteriormente mencionadas, excepto
que al final se agregd acetato de etilo/hexano en una proporcion de 85:15
(140 mL). En total se obtuvieron 0.52 g de producto puro.
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D,L-2,6-dimetil-3-(N-bencil-N-metil-2-aminoethoxicarbonil)-4-(4-
clorofenil)-5-metoxicarbonil-1,4-dihidropiridina. (SAD4)

Una solucion de 4-clorobenzaldehido (1.5 g, 10.67 mmol), 3-
aminocrotonato de metilo (1.23 gr, 10.67 mmol) y acetoacetato de N-benzil-N-
metil-2-aminoetilo (2.92 mL, 10.67 mmol) en isopropanol (10 mL) fue
sometida a reflujo por 15 horas. El producto de la reaccion fue purificado por
cromatografia en columna de gel de silice usando como eluente inicial
hexano y posteriormente las siguientes proporciones de acetato de
etilo/hexano: 20:80 (30 mL), 50:50 (50 mL), 60:40 (40 mL), 70:30 (80 mL),
80:20 (130 mL). El proceso de purificacion en columna se realizdé dos veces
mas, pero utilizando las siguientes proporciones de acetato de etilo/hexano:
20:80 (10 mL), 50:50 (30 mL), 60:40 (20 mL), 70:30 (50 mL), 85:15 (130 mL).

En total se obtuvieron 0.77 g de producto puro.

D,L-2,6-dimetil-3-(N-bencil-N-metil-2-aminoethoxicarbonil)-4-(4-
bromofenil) -5-metoxicarbonil-1,4-dihidropiridina. (SADS5)

Una solucion de 4-bromobenzaldehido (1.5 g, 8.1 mmol), 3-
aminocrotonato de metilo (0.933 gr, 8.1 mmol) y acetoacetato de N-benzil-N-
metil-2-aminoetilo (2.22 mL, 8.1 mmol) en isopropanol (10 mL) fue mantenida
en reflujo por 12 horas. El producto obtenido de la reaccion fue purificado por
cromatografia en columna de gel de silice usando como eluente inicial
hexano y posteriormente las siguientes proporciones de acetato de
etilo/hexano: 30:80 (20 mL), 50:50 (20 mL), 60:40 (30 mL), 70:30 (120 mL). El
proceso de purificacion se realizd dos veces mas usando las mismas
concentraciones de fase mévil anteriormente mencionadas, excepto que al
final de cada proceso se agreg6 acetato de etilo-hexano: 85:20 (50 mL) y
90:10 (90 mL). En total se obtuvieron 0.35 g de producto puro.

D,L-2,6-dimetil-3-(N-bencil-N-metil-2-aminoethoxicarbonil)-4-fenil-5-
metoxicarbonil-1,4-dihidropiridina. (SAD6)

Una solucion de benzaldehido (1.5 mL, 14.8 mmol), 3-aminocrotonato
de metilo (1.7 gr, 14.8 mmol) y acetoacetato de N-benzil-N-metil-2-aminoetilo
(4.0 mL, 14.8 mmol) en isopropanol (10 mL) fue mantenida en reflujo por 13
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hrs. El producto de la reaccion se purifico en cromatografia en columna de gel
de silice usando como eluente inicial hexano y posteriormente las siguientes
proporciones de acetato de etilo/hexano: 20:80 (20 mL), 50:50 (30 mL) ,60:40
(50 mL), 70:30 (50mL), 80:20 (180 mL). En total se obtuvieron 1.3 g de

producto puro.
6.1.3 Caracterizaciéon quimica

Los compuestos sintetizados puros fueron caracterizados por sus
espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y de '*C, asi como
HECTOR, Cosy, DEPT y espectrometria de masas acoplada a gases.

6.2 Evaluacién biolégica de las dihidropiridinas

6.2.1 Determinacion del efecto relajante muscular

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion e inmediatamente la
aorta toracica fue extirpada, limpiada de tejido graso y retirado el endotelio
(para que no influyera en el ensayo). A continuacién la aorta fue cortada en
anillos de aproximadamente 5 mm, los cuales fueron montados por medio de
ganchos de Nichrom en camaras de o¢rgano aislado de 10 mL, que
contenian solucion de Krebs aereada constantemente con una mezcla de O-
CO, (95:5). Uno de los ganchos se fijé al fondo de la camara y el otro se

até a un transductor de tension, acoplado a un poligrafo.

Los anillos se sometieron a una tension inicial de 4 gramos.
Después de un periodo de estabilizacion de 30 minutos se probd la
funcionalidad e integridad del musculo por su respuesta contractil a
noradrenalina (107 M, concentracién final). Para esto, los anillos se
expusieron a la noradrenalina hasta que desarrollaron la tension maxima,
lavandose a continuacion con solucién de Krebs. Este procedimiento se
repiti6 por 2 veces mas, cada 30 minutos. Después de contraer por
tercera vez los anillos, y antes del lavado, éstos fueron expuestos a la
carbacol (10® M, concentracién final) para asegurarnos que no tienen
endotelio. Al término de un nuevo periodo de estabilizaciéon de 30
minutos, la preparacion se lavo con Krebs alto en potasio sin calcio por

cuatro veces dejando un periodo de estabilizacién de 10 minutos entre
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cada lavado. Después del ultimo lavado se le agrego cloruro de calcio
(2.5 mM, concentraciéon final), lo que inicido la contraccion muscular.
Cuando el anillo desarrollé su tension maxima, se adicionaron 100 L
de la solucion de concentracion adecuada de alguna de las DHPs o de
los compuestos de referencia (NIC y NIT) para lograr concentraciones
finales en la camara de érgano aislado en un rango de 1 x 10° a 3.16
x 107°° M. También se evalué un control del solvente utilizado (agua-
DMSO).

El porcentaje de relajacion muscular provocado por cada concentracion de
DHP fue determinado de los registros obtenidos, tomando como 100 % de
relajacion los gramos equivalentes a la contraccion obtenida al adicionar el
cloruro de calcio. Para cada compuesto se realiz6 un total de 6
experimentos independientes y los resultados obtenidos en ellos fueron
promediados y graficados (con la ayuda del Sigma Plot 11.0). El efecto
relajante de cada DHP fue calculado a partir de su correspondiente grafica
concentracion vs. % de relajacion (ajustando los datos a una funcidn
sigmoidea), y fue expresado en términos de la concentracion molar requerida

para inhibir la contraccion un 50% (Clsp).

6.2.2 Evaluacion de la actividad in vitro de las dihidropiridinas sobre

Trypanosoma cruzi.

El efecto de las DHPs sobre T. cruzi se realiz6 de acuerdo a la
metodologia descrita por Oliveira et al., 2003. Esta técnica consiste en la
deteccion de lisis de parasitos (en fase de tripomastigote sanguineo,
obtenidos a partir de sangre infectada de raton) que provocan los
compuestos. El procedimiento fue el siguiente:

Se parasitaron ratones con 0.2 mL de sangre que contenian 1 x 10°
tripomastigotes/mL de las cepas NINOA e INC5. El grado de parasitemia
provocado en los ratones se evaluo diariamente y cuando este se encontro en
el pico maximo (mas de 4 x 10° parasitos/mL), se obtuvo sangre infectada de
los ratones por medio de puncién cardiaca, utilizando heparina como

anticoagulante. La sangre obtenida fue diluida con solucion salina fisiologica
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(NaCl, 0.85%) estéril hasta obtener una concentracién final de 1 x 10°
tripomastigotes sanguineos/mL.

En placas de 96 pozos se colocaron 90 pyL de la sangre con una
concentracion 1 x 10° tripomastigotes/mL y 10 pL de la solucién del
compuesto de prueba capaz de lograr concentraciones finales en pozo de: 5,
10, 50 y 100 mg/mL). Ademas de las DHPs y del compuesto de referencia
Bnz, también se evaluaron los siguientes controles: un control del solvente
(DMSO al 2.5% en agua), un control positivo de la lisis de los tripomastigotes
(cristal violeta, 1Tmg/mL) y un testigo (100 yL de sangre sin recibir tratamiento
alguno). Cada concentracion se probo por triplicado en la misma placa.

Una vez adicionados los compuestos a evaluar, se homogenizé el
contenido de los pozos y las placas se incubaran a 4°C durante 24
hr. Transcurrido el tiempo de incubacidn se contaron los tripomastigotes
viables a 40x utilizando el método de Brener complementado con el de Pizzi
(Filardi y Brener et al., 1984, Pizzi et al., 1957); la técnica de conteo consistid
en colectar 5 pL del contenido del pozo, mismos que fueron puestos sobre un
portaobjetos y distribuidos uniformemente en el area con un cubreobjetos,
para contar los parasitos viables en 25 campos microscopicos utilizando el
objetivo de 40x, sacando un promedio del experimento realizado por

triplicado.

El calculo del efecto sobre el porcentaje de sobrevivencia de cada
compuesto probado se realizd, tomando como referencia (100 %) el numero
de tripomastigotes viables que se tuvo en el control con DMSO. El porcentaje

de lisis fue calculado de acuerdo a la formula:
% de lisis = 100 % - % de sobreviviencia

Los resultados obtenidos de los experimentos (3 para la cepa
NINOA y 6 para la cepa INCS5) fueron promediados y graficados (con el
programa Sigma Plot 11.0). El efecto tripanocida de cada DHP fue calculado
a partir de su correspondiente grafica concentracion vs. % lisis (ajustando los
datos a una funcidn sigmoidea), y fue expresado en términos de la
concentracion molar requerida para causar la lisis del 50% de los parasitos
(Clsp).
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6.2.3 Evaluacion de la actividad in vitro de las dihidropiridinas sobre
Leishmania mexicana (MNYC/BZ2/62/M379)

El efecto leishmanicida de las DHPs fue determinado mediante el
micrométodo de Azul Alamar (Shimony y Jaffe, 2008), y se uso como farmaco
de referencia a la anfotericina B.

Los parasitos fueron obtenidos de la pata inflamada de un ratén
previamente infectado con Leishmania mexicana (que se le inoculd en la
misma pata de la cual se tomo la muestra) y pasados a medio de cultivo. Una
vez que esta el parasito adaptado al medio de cultivo adquirié su forma de
promastigote, se puso un inéculo de 1 x 10° Leishmanias en 5 mL de medio
RPMI suplementado. El nuevo cultivo se monitorizé diariamente contando los
parasitos en camara de Neubauer (utilizando azul de tripano como colorante
de exclusion), hasta que el cultivo se encontro en la fase estacionaria donde
los parasitos estan en estado metaciclico. Posteriormente, se procedio a

montar el experimento de la siguiente manera:

Un in6culo obtenido del cultivo de parasitos se lavo centrifugandolo a
2500 rpm/15 min. Se decantd el medio y el precipitado se lavd con PBS 1X
tres veces, centrifugando a 2500 rpm/15 min cada lavado. Se ajusta el
numero de parasitos a una concentracion final de 5 x10° Leishmanias/mL. En
placas de 96 pozos se colocaron 90 uL del medio con la concentracion
adecuada de parasitos y se adicionan 10 pL de la solucion del compuesto de
prueba capaz de lograr concentraciones finales en pozo de: 5, 10, 50 y 100
ug/mL. En este ensayo se tuvieron los siguientes controles: un control con
parasitos (sin ningun tratamiento) y un control de solvente (parasitos y DMSO
al 1 % en agua).

El contenido de los pozos se homogeneizo y se incubd la placa por 24
hrs a temperatura ambiente. Después de la incubacion se agregaron 10 yL de
azul de alamar a cada uno de los pozos y se vuelve a incubar por 21 horas
mas. La placa se ley6é en un fluorometro a 544 nm excitacién y 590 nm
emisiéon. Cada concentracion de compuesto fue ensayada 3 veces (3
experimentos independientes), por triplicado. Los resultados de cada
experimento fueron promediados y se determind el porcentaje de inhibicidn

metabdlica de acuerdo a la siguiente férmula:
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% Inhibicidon metabdlica = [1 — (D.O. tratamiento/D.O. control DMSO] x 100

donde D.O. tratamiento y D.O control DMSO es la densidad optica del
tratamiento (en el que se adicion6 la DHP o la ANF) y la del control del

solvente, respectivamente.

El efecto leishmanicida de cada DHP y de la ANF fue calculado a partir
de su correspondiente grafica: concentracion vs. % inhibicion metabdlica
(ajustando los datos a una funcién sigmoidea y fue expresado en términos de
la concentracién molar requerida para inhibir el metabolismo en el 50% de
los parasitos (Clsp).

6.2.4 Determinacion de la citotoxicidad en células Vero

La citotoxicidad de las DHPs y de los compuestos de referencia (Bnz y
ANF) fue determinada en células Vero de acuerdo a una modificacion de la
metodologia propuesta por Denizot, 1986, que utiliza el colorante MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio). Este es un método
colorimétrico que midio la reduccion del MTT en cristales de formazan por la
accion de enzimas mitocondriales (Khademvatan et al, 2011). El

procedimiento fue el siguiente:

Una suspension de células Vero es obtenida a partir de un frasco (t-25)
con 100 % de confluencia celular. Para lograr esto el contenido del frasco fue
lavado con PBS 1Xy tripsinizado (tripsina al 25 %), adicionando al final medio
de cultivo MEM con 10% SBF (Diaz-Chiguer et al., 2011). En una microplaca
de 96 pozos se colocaron 100 pL de la suspension celular y la microplaca se
incubd a 37°C con una atmoésfera humeda con 5% de CO, durante 48 horas.
Después de la incubacion se quité el medio viejo de los pozos y se les agrego
90 yL de medio nuevo y 10 uL de la solucion del compuesto de prueba capaz
de lograr concentraciones finales en pozo de: 5, 10, 50 y 100 pg/ml. La placa
se incubo por 24 horas mas. En este ensayo se tuvieron los siguientes
controles: un control con células (sin ningun tratamiento) y un control de

solvente (parasitos y DMSO al 2.5 % en agua).

Al concluir la incubacion se coloco en cada pozo 50 uL de la solucion
de MTT vy las placas se incubaron nuevamente 4 horas mas. Posteriormente,
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se adicion6 a cada pozo 100 uL de la solucion SDS-HCI, se homogeniz6 el
contenido de los pozos y la placa se incub6 a temperatura ambiente toda la
noche. La microplaca fue leida en un lector de ELISA a una longitud de onda
de 540 nm.

Cada concentracion de compuesto fue ensayada 4 veces por
triplicado. Los resultados de cada experimento fueron promediados y se

determino el porcentaje de muerte celular de acuerdo a la siguiente férmula:
% Muerte celular = [1 — (D.O. tratamiento/D.O. control DMSO] x 100

donde D.O. tratamiento y D.O control DMSO son la densidad optica del
tratamiento (en el que se adicioné la DHP o la Anf) y la del control del

solvente, respectivamente.

El efecto citotoxico de cada DHP y de los compuestos de referencia fue
calculado a partir de su correspondiente grafica: concentracién vs. % de
muerte (ajustando los datos a una funcion sigmoidea, y fue expresado en
términos de la concentracion molar que fue citotdxica para el 50% de los
parasitos (CCsp).

6.2.5. Analisis estadistico

Los resultados de las determinaciones biologicas fueron analizados
estadisticamente mediante un ANOVA, seguido de la prueba de comparacién

multiple de Tukey, utilizando un nivel de significancia (p) de 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Diseino y sintesis de DHPs

Las DHPs disefiadas (serie SAD) fueron analogos de nicardipina que
tuvieron como caracteristica estructural el poseer un sustituyente en la
posicion para del anillo aromatico. Estudios de relacion estructura-actividad
indican que esta caracteristica resultara en la disminucion o pérdida del
efecto BEC de las DHPs, lo que es apoyado solidamente por estudios en los
que se ha evaluado DHPs con esta caracteristica estructural y que reportan
que las DHPs sustituidas en la posicion para del anillo aromatico del centro
quiral, presentan un efecto bloqueador de canales de calcio muy bajo

(practicamente nulo).

La sintesis de las DHPs inicié con la preparacién del acetato de de N-
benzil-N-metil-2-aminoetilo (3), reactivo necesario para la sintesis de las
DHPs propuestas y que no puede ser adquirido comercialmente. Este fue
sintetizado de acuerdo al procedimiento propuesto, obteniéndose la cantidad
suficiente para preparar las 6 DHPs de la serie SAD que estan incluidas en
este estudio. La estructura de este reactivo fue plenamente confirmada por su
espectro de RMN 'H (figura 17), asi como por su espectro de masas (figura
18). En el caso del espectro de resonancia pueden ser observadas las
sefales correspondientes a los protones presentes en la estructura del
acetato de N-benzil-N-metil-2-aminoetilo (3); tanto el desplazamiento como la
multiplicidad de las sefales concuerdan con el tipo de hidrégenos del
producto esperado. Con respecto al analisis por masas, el valor del i6on
molecular obtenido (249 m/z) corresponde al peso molecular del acetato de
de N-benzil-N-metil-2-aminoetilo (3), lo que corrobora la identidad del
producto obtenido.

En este trabajo se sintetizaron en total 6 DHPs (serie SAD), cuyas
estructuras son mostradas en la tabla 1. Las DHPs obtenidas son analogos
de nicardipina que presentan sustitucion en la posicion para del anillo
aromatico; la nicardipina tiene la misma estructura que SADG6, excepto que
posee un grupo nitro en lugar del hidrogeno en la posicidn meta. Las DHPs
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sintetizadas son moléculas asimétricas (quirales) y fueron obtenidas (y

evaluadas) como racematos.

La DHPs sintetizadas se diferencian entre si por el sustituyente que
presentan en el fenilo del centro quiral. Como se puede observar en la tabla
1, se tienen sustituyentes de diferente naturaleza. Por ejemplo, se tienen
sustituyentes de tamafo pequefio como el hidrégeno (presente en SADG6) y
de tamafio grande como el bromo (presente en SADS). Asimismo, se tienen
sustituyentes electroatractores como son los halégenos y grupo nitro
(presentes en SAD1, SAD3-SADS), y uno electrodonador como es el metilo
(presente en SAD2). También se tienen un sustituyentes de caracter
hidrofilico (como es el grupo nitro) y de caracter hidrofébico (como son los

halégenos y el metilo).

Los rendimientos obtenidos en la sintesis de las DHPs fueron del 5 al
27% aproximadamente, lograndose obtener entre 0.3 a 1.3 g de cada
compuesto. El bajo rendimiento obtenido para varias de las DHPs puede
deberse en parte a la exhaustiva purificacion que se realizé de los productos,
como se menciond en el apartado de métodos. Cabe sehRalar que los
rendimientos fueron calculados con base en el compuesto ya purificado.

Las DHPs sintetizadas fueron obtenidas en su forma de base libre; se
intento obtener sus clorhidratos, pero esto no fue posible. Las DHPs ya
purificadas tuvieron una consistencia semisélida (“miel”), razon por la cual no

se pudo determinar (y reportar) su punto de fusion.

La caracterizacion quimica de cada una de las DHPs sintetizadas fue
realizada por medio de sus correspondientes espectros de RMN "H, RMN '*C
y de masas, asi como por los experimentos tipo HETCOR, DEPT y COSY, en
algunos casos, obteniendo resultados positivos para todas las DHPs (figuras
19-51).

Los espectros de RMN 'H, RMN "C y masas indican que los productos
obtenidos y analizados corresponden en estructura a las DHPs que se
deseaba sintetizar. Para todas las DHPs, el analisis de sus espectros de RMN
'Hy RMN 'C indican que tanto el desplazamiento quimico, la multiplicidad y
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la integracion de las sefiales (tablas 2 y 3) concuerdan con el tipo de

hidrogenos y carbonos del producto esperado.

En los espectros de masas de las DHPs (figuras 24, 28, 34, 40, 46 y
51) se puede observar sefiales que corresponden a la abundancia relativa de
los diversos fragmentos moleculares, que resultaron al someter a los
compuestos a este tipo de analisis. Dentro de estos espectros estan
indicadas las sefiales del pico base (que corresponde al i6n mas abundante)
y el ibn molecular (cuya masa debe corresponder al peso molecular del
compuesto analizado). En cuatro de las DHPs (SAD1, SAD2, SAD3 y SAD6)
la masa del idn molecular fue equivalente a su peso molecular, mientras que
en los otros dos (SAD4 y SADS5) hubo una diferencia de una unidad entre

ellos.

7.2 Eleccion de otras dihidropiridinas

Con el fin de ampliar la serie de estudio, se incluyeron otros seis
analogos de nicardipina previamente sintetizados por nuestro grupo de
investigacion (Manriquez-Villalobos, 2012). Estas DHPs adicionales (serie
SMV, tabla 4) tienen un sustituyente en la posicion meta del anillo aromatico
y poseen cadenas basicas en los esteres de las posiciones 3 y 5 del anillo
1,4-dihidropiridinico. Las DHPs de la serie SMV también fueron disefiadas
con el propodsito de que tuvieran bajo efecto bloqueador de canales de calcio,
basados en el trabajo de lwanami et al., 1979, en donde sintetizaron también
el analogo SMV1 y encontraron que su potencia vasodilatadora es 20 veces

menor a la de la nicardipina.

Las DHPs de la serie SMV, a diferencia de las de la serie SAD, son
simétricas (no quirales). En cuanto a la sustitucion en el anillo aromatico del
centro simétrico, ambas series presentan el mismo conjunto de sustituyentes,
solo que en diferente posicion (en la serie SAD la sustitucion es en para, en
tanto que en la serie SMV la sustitucion es en meta).
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Tabla 1. Estructura y rendimientos de las DHPs de la serie SAD.

Rendimiento®

DHP X Formula molecular PM? (%)
SAD1 NO; C26H29N306 479 26.9
SAD2 CHs C27H32N204 448 5.1
SAD3 F Ca6H29FN2O4 452 5.5
SAD4 Cl C26H29CIN2O4 469 10.5
SADS Br C26H20BrN2O4 513 18.4
SAD6 H C26H30N204 434 20.2

?Calculado mediante masas. "Obtenido después de purificacion en columna.

[1QB-UMSNH
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Sefiales de RMN "H de las DHPs sintetizadas.

DHP

MHz

RMN "H (5, ppm)?

SAD1

200

8.04 (2H, d, J = 8.9 Hz, H10,14), 7.44 (2H,d, J = 8.9 Hz, H11,
H13), 7.28 (5H, m, J = 8.8 Hz, H21-25), 5.71 (1H, s, H1), 5.12
(1H, s, H4), 4.17 (2H, t, J = 5.9 Hz, H16), 3.64 (3H, s, H8),
3.51 (2H, s, H19), 2.62 (2H, t, J = 6.0 Hz, H17), 2.36 (6H, d, J
= 5.5 Hz, H2", H6"), 2.20 (3H, s, H18).

SAD2

400

7.30 — 7.27 (4H, m, J = 4.5 Hz, H21,H22,H24,H25), 7.26 (1H,
s, 23H), 7.16 (2H, d, J = 8.1 Hz, H10,H14), 6.99 (2H, d, J = 7.8
Hz, H11,H13), 5.66 (1H, s, H1), 4.98 (1H, s, H4), 4.20 (2H, t, J
= 6.0 Hz, H16), 3.63 (3H, s, H18), 3.53 (2H, s, H19), 2.69 (2H,
t, J = 7.0 Hz, H17), 2.33 (6H, s, H2",H6"), 2.25 (3H,s, H26),
2.22 (3H, s, H18).

SAD3

200

5.67 (1H, s, H1), 4.99 (1H, s, H4), 4.18 (2H, t, J = 6.0 Hz,
H16), 3.63 (3H, s, J = 2.3 Hz, H8), 3.51 (2H, s, H19), 2.64 (2H,
t, J = 6.0 Hz, H17), 2.33 (6H, s, J = 6.2 Hz, H2’, H6"), 2.21
(3H, s, J = 4.0 Hz, H18).

SAD4

200

7.39-7.02 (9H, m, H10, H11, H11, H13, H21-25), 5.64 (1H, s,
H1), 4.99 (1H, s, H4), 4.17 (2H, t, J = 6.0 Hz, H16), 3.63 (3H,
s, J = 9.6 Hz, H8), 3.51 (2H, s, H19), 2.63 (2H, t, J = 6.1 Hz,
H17), 2.33 (6H, s, H2", H6"), 2.21 (3H, s, H18).

SAD5S

200

7.34 — 7.22 (7H, m, H10, H14, H21-25), 7.15 (2H, d, J = 8.5
Hz, H11, H13), 5.66 (1H, s, H1), 4.97 (1H, s, H4), 4.17 (2H, t,
J = 6.0 Hz, H16), 3.63 (3H, s, H8), 3.51 (2H, s, H19), 2.63 (2H,
t, J = 6.0 Hz, H17), 2.33 (6H, s, J = 1.6 Hz, H2", 6), 2.21 (3H,
s, H18).

SADG6

200

7.44 —7.02 (9H, m, H10, 11, 13, 14, 21-25), 5.70 (1H, s, H1),
5.02 (1H, s, H4), 4.18 (2H, t, J = 6.0 Hz, H16), 3.63 (3H, s,
H8), 3.51 (2H, s, H19), 2.65 (2H, t, J = 5.3 Hz, H17), 2.33 (6H,
s, H2", H6"), 2.20 (3H, s, H18).

®Desplazamiento quimico (8) de las sefiales en ppm, con respecto al TMS, s =
singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete.
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Sefiales de RMN "3C de las DHPs sintetizadas.

DHP

MHz

RMN "°C (5, ppm)®

SAD1

50

167.42 (s, C15), 166.91 (s, C7), 154.71 (s, C9), 146.29 (s,
C12), 144.91 (d, J = 5.0 Hz, C2, C6), 138.58 (s, C20), 128.88
(s, C21, 25), 128.68 (s, C11, 13), 128.22 (s, C22, 24), 127.07
(s, C23), 123.36 (s, C10, 14), 102.96 (s, C3, C5), 77.63 (s,
CDCls), 76.99 (s, CDCl3), 76.35 (s, CDCls), 62.47 (s, C19),
61.71 (s, C16), 55.42 (s, C17), 51.13 (s, C8), 42.25 (s, C18),
39.80 (s, C4), 19.66 (d, J = 2.2 Hz, C2’, C6").

SAD2

100

167.99 (s, C15), 167.46 (s, C7), 147.38 (s, C9), 144.17 (d, J =
4.1 Hz, C2, CB), 138.90 (s, C20), 130.45 — 122.03 (m, C10,
11, 13, 14, 21-25), 116.87 (s, C12), 103.92 (s, C3, 5), 77.62
(s, CDCl3), 76.99 (s, CDCls), 76.35 (s, CDCl3), 62.48 (s, C19),
61.65 (s, C16), 55.55 (s, C17), 50.94 (s, C8), 42.26 (s, C18),
39.26 (s, C4), 19.60 (d, J = 3.4 Hz, C2’, C6").

SAD3

50

167.88 (s, C15), 167.35 (s, C7), 158.91 (s, C12), 144.09 (d, J
= 7.3 Hz, C2, C6), 143.29 (s, C9), 138.78 (s, C20), 129.22 (d,
J=7.9Hz C11, 13), 128.91 (s, C21, 25), 128.20 (s, C22, 24),
127.00 (s, C23), 114.61 (d, J = 21.0 Hz, C10, 14), 103.95 (s,
C3, C5), 62.49 (s, C19), 61.63 (s, C16), 55.53 (s, C17), 50.98
(s, C8), 42.26 (s, C18), 38.71 (s, C4), 19.63 (d, J = 2.8 Hz,
C2’, C6").

SAD4

50

167.77 (s, C15), 167.25 (s, C7), 145.95 (s, C9), 144.21 (d, J
4.8 Hz, C2, CB), 138.86 (s, C20), 131.72 (s, C12), 129.19 (s,
C21, 25), 128.89 (s, C11, 13), 128.20 (s, C22, 24), 128.03 (s,
C10, 14), 126.97 (s, C23), 103.68 (s, C3, C5), 77.62 (s,
CDCls), 76.99 (s, CDCl3), 76.35 (s, CDCls), 62.50 (s, C19),
61.68 (s, C16), 55.53 (s, C17), 51.01 (s, C8), 42.29 (s, C18),
38.93 (s, C4), 19.65 (d, J = 2.7 Hz, C2’, 6).

SAD5S

50

167.75 (s, C15), 167.23 (s, C7), 146.46 (s, C9), 144.25 (d, J =
4.9 Hz, C2, C6), 138.85 (s, C20), 131.65 — 127.61 (m, C11,
13, 21, 22, 24, 25), 126.98 (s, C10, 14), 119.92 (s, C 23),
116.88 (s, C12), 103.59 (s, C3, C5), 62.51 (s, C19), 61.68 (s,
C16), 55.52 (s, C17), 51.02 (s, C8), 42.29 (s, C18), 39.01 (s,
C4), 19.65 (d, J = 2.7 Hz, C2", CB").

SADG6

50

167.99 (s, C15), 167.46 (s, C7), 147.38 (s, C9), 14417 (d, J =
4.1 Hz, C2, 6), 138.90 (s, C20), 130.45 — 122.03 (m, C10, 11,
13, 14, 21-25), 116.87 (s, C12), 103.92 (s, C3,5), 77.62 (s,
CDCls), 76.99 (s, CDCl3), 76.35 (s, CDCls), 62.48 (s, C19),
61.65 (s, C16), 55.55 (s, C17), 50.94 (s, C8), 42.26 (s, C18),
39.26 (s, C4), 19.60 (d, J = 3.4 Hz, C2’, C6").

®Desplazamiento quimico (8) de las sefiales en ppm, con respecto al TMS, s =
singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete.
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Tabla 4. Estructura y pesos moleculares de las DHPs de la serie SMV.
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Figura 51. Espectro de masﬂésﬂldel compuesto SAD6

DHP X Formula molecular PM
SMV1 NO; Cs5H40N304 612
SMV2 CHs C36H43N304 582
SMv3 F C3sH40FN304 585
SMV4 Cl C35H40CIN3O4 602
SMV5 Br Cs5H40BrN3O4 645
SMV6 H C35H41N304 568
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7.3 Actividad biolégica

7.3.1 Efecto relajante de las DHPs analogas a la nicardipina

Los resultados de la determinacion del efecto relajante de las DHPs de
las series SAD y SMV, asi como de la nicardipina (NIC) y la nitrendipina (NIT)
son presentados en las figuras 52 y 53 y en la tabla 5. En este estudio se
utilizé la NIC y la NIT como referencias, ya que estas DHPs son conocidas y
se sabe que presentan un buen efecto relajante (lwanami et al., 1979; Meyer
et al., 1981; Hernandez-Gallegos et al., 1995). Ademas de que la molécula de
NIC fue la base para el disefio de las DHPs de nuestra serie de estudio.

En la figuras 52 y 53 se presentan las graficas (log concentracion vs.
% de relajacion) y se puede observar que tanto las DHPs de la serie SAD,
como de la serie SMV tienen una respuesta dependiente de la concentracion.
Asimismo, las curvas presentaron la forma sigmoidea usual que se obtiene
cuando los datos se grafican de manera semilogaritmica. El rango de
concentraciones probadas fue de 1 x 10° a 3.16 x 10°, la concentracién
menor corresponde a aquella en la que la NIT empezo6 a presentar efecto, en
tanto que la concentracion mas alta corresponde a la maxima concentracién a
la que se pudieron preparar las soluciones de las DHPs, sin tener problemas
de solubilidad; las soluciones stock de las DHPs fueron preparadas a una
concentracion de 3.16 x 10 en agua-DMSO (50:50).

Los resultados del efecto relajante muestran que de las DHPs
probadas la NIT fue la mas potente, seguida de la NIC, mientras que de las
DHPs de las series SAD y SMV, solo SAD3 y SAD6 tuvieron algun efecto,
mientras que las otras diez DHPs practicamente no presentaron efecto
relajante. Esto es evidente tanto si comparamos las curvas en las graficas de
las figuras 52 y 53, como al comparar los valores de Clsp mostrados en la
tabla 5. En el primer caso podemos ver que a la concentracion de 3.16 x 10”7
M, la NIT ya alcanzo el efecto maximo (100 %), la NIC ya presenta un efecto
por encima del 50%, mientras que las DHPs SAD3 y SAD6 apenas
comienzan a presentan efecto. En cuanto a la Clsy, ésta no pudo ser
determinada para los diez analogos restantes (SAD1, SAD2, SAD4, SAD5 y
SMV1-SMV6) debido a que no alcanzaron el 50 % de efecto, aun a la maxima

concentracion probada.
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Figura 52. Efecto de la serie SAD sobre anillos de aorta de rata. Cada valor representa la

media * error estandar de seis anillos.
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Figura 53. Efecto de la serie SMV sobre anillos de aorta de rata. Cada valor representa la

media * error estandar de seis anillos.
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Tabla 5. Potencia relajante de las DHPs.

DHPs Clso® (M)

SAD 1 > 3.16 E-06
SAD 2 > 3.16 E-06
SAD 3 0.99 (+ 0.08) E-06**
SAD 4 > 3.16 E-06
SAD 5 > 3.16 E-06
SAD 6 1.48 (+ 0.13) E-06**
SMV 1 > 3.16 E-06
SMV 2 > 3.16 E-06
SMV 3 > 3.16 E-06
SMV 4 > 3.16 E-06
SMV 5 > 3.16 E-06
SMV 6 > 3.16 E-06
NIC® 2.65 (+ 0.07) E-07
NIT® 7.89 (+ 0.14) E-09

& Concentracion molar requerida para inhibir la contraccion
un 50 % (+ error estandar). ® Nicardipina, ° Nitrendipina. * y
% Diferencia significativa (p < 0.05, prueba de Tukey) con
respecto a nicardipina y nitrendipina, respectivamente.
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7.3.2 Efecto tripanocida in vitro

El efecto tripanocida en las cepas de Trypanosoma cruzi (NINOA e
INCS) fue determinado para las DHPs de las series SAD y SMV, asi como
para la nicardipina y el farmaco de referencia benznidazol. Los resultados de
la evaluacion de este efecto son presentados en las figuras 54-57 y en la
tabla 6.

En las figuras 54 y 55 podemos observar el porcentaje de lisis que
causo en la cepa NINOA cada una de las DHPs de las series SAD y SMV, a
las diferentes concentraciones empleadas (5, 10, 50 y 100 ug/mL). Con
respecto a las DHPs de la serie SAD, se puede ver que los compuestos
SAD1 y SAD2 son lo que presentan el mayor efecto. Incluso su efecto esta
por arriba del que presentan la NIC y el Bnz. Esto mismo se puede ver al
comparar los valores de Clsg tripanocida (expresados en términos molares)
reportados en la tabla 6. Los resultados de esta tabla asimismo muestran
que, ademas de SAD1 y SAD2, también SAD5, SAD6 y la NIC son mas
potentes que el Bnz. Por otra parte, las DHPs SAD3 y SAD4 fueron poco
potentes en los ensayos con la cepa NINOA y su efecto a la mayor
concentracion probada fue menor al 50 %, razén por la que no se pudo
calcular el valor de sus Clso. Con respecto a los resultados de las DHPs de la
serie SMV, éstos muestran que SMV6 presento un efecto apreciable desde la
primera concentraciéon (5 mg/mL). Aunque a la concentracién de 100 mg/mL
ya todas las DHPs de esta serie, excepto SMV4 y SMV5, presentan un efecto
similar. La comparacion de los valores de Clsg para NINOA indica que SMV1-
SMV3, SMV6 y NIC son mas potentes que el Bnz.

Los resultados del efecto tripanocida en la cepa INC5 (figuras 56 y 57)
muestran que de las DHPs ensayadas, SAD2 y SMV5 fueron las que
finalmente presentaron un mayor porcentaje de lisis, aun cuando a bajas
concentraciones fue SADS5 la que presento el mejor efecto. La informacion de
estas figuras también muestran que cuatro de las DHPs ensayadas (SAD1,
SAD6, SMV1 y SMV2) no lograron alcanzar el 50 % de efecto, aun a la
maxima concentracién probada. Los valores de Clsy para esta cepa (tabla 6)
indican que si bien la nicardipina y la mayoria de las DHPs de las series SAD
y SMV presentaron un efecto tripanocida apreciable, todas ellas fueron
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menos potentes que Bnz en la cepa INC5.
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Figura 54. Actividad tripanosomicida de la serie SAD sobre la cepa NINOA. Cada valor
representa el promedio + error estandar de tres experimentos independientes.
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Figura 55. Actividad tripanosomicida de la serie SMV sobre la cepa NINOA. Cada valor
representa el promedio = error estandar de tres experimentos independientes.
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Figura 56. Actividad tripanosomicida de la serie SAD sobre la cepa INC5. Cada valor
representa el promedio = error estandar de tres experimentos independientes.
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Figura 57. Actividad tripanosomicida de la serie SMV sobre la cepa INC5. Cada valor
representa el promedio = error estandar de tres experimentos independiente
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Tabla 6. Actividad tripanocida in vitro de los derivados de nicardipina y
farmacos de referencia contra dos cepas de T.cruzi (NINOA e INCS5).

Compuestos NINOA INC5
Clso°(uM) Clso ® (uM)

SAD1 60.8 + 4.7% > 208.8
SAD2 497 £3.7% 183.3 £ 4.4%
SAD3 >221.28% 205.8 + 4.4%
SAD4 >213.2% 152.3 + 4.45%*
SAD5 113.9 + 3.6%* 145.48 + 4.3%
SAD6 228.1 + 2.9%* > 230.4
SMV1 122.5 + 5.3%* > 163.4
SMV2 167.6 + 4.4%* >171.8
SMV3 162.7 + 4.8% 140.5 + 2.6%*
SMV4 > 166.1 136.9 + 3.4%*
SMV5 > 155.0 122.8 + 1.5%*
SMV6 176.1 + 3.8%* 154.4 + 3.0%*
NIC® 156.0 + 4.5 182.2+2.6
Bnz° 302.6 + 3.1 101.4 +2.8

® Concentracién que produce la lisis del 50% de tripomastigotes
sanguineos. Nicardipina, °© Benznidazol. 4 valor de Cls
reportado para el Bnz es de 106 uM (Nieto, 2012) * y % Diferencia
significativa (p < 0.05, prueba de Tukey) con respecto a Nic y
Bnz, respectivamente.
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7.3.3 Efecto leishmanicida in vitro

La actividad leishmanicida (sobre cultivos de promastigotes de L.
mexicana) de la nicardipina y sus analogos de las series SAD y SMV, asi
como del farmaco de referencia anfotericina B, son mostrados en las figuras
58y 59, yenlatabla?7.

En las graficas (concentracion vs. % de inhibicion metabdlica) de las
figuras 58 y 59 podemos observar que la nicardipina y sus 12 analogos
tienen una respuesta dependiente de la concentracién. Asimismo, se puede
observar que todos las DHPs probadas alcanzaron una respuesta de entre el
80 y 90 % del efecto maximo, que fue similar al alcanzado por el farmaco de
referencia, aunque la ANF lo presenta desde la primera concentracion
probada (5 mg/mL), mientras que las DHPs, a excepcién de SMV1, lo
alcanzan hasta la concentracion de 50 mg/mL.

Los valores de Clsy de la tabla 7, expresados en términos molares,
nos permiten realizar la comparacion entre los diferentes compuestos,
encontrando que las DHPs de las series SAD y SMV, a excepcion de SAD2,
SMV2 y SMV3, tienen una potencia leishmanicida similar a la de la
nicardipina. Asimismo, los resultados de la tabla 7 muestran que todas las
DHPs ensayadas son menos potentes que el farmaco de referencia
anfotericina B.
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Figura 58. Actividad leishmanicida in vitro de la serie SAD contra promastigotes de L.

mexicana. Cada valor representa el promedio + error estandar de tres experimentos
independientes (cada uno realizado por triplicado).
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Figura 59. Actividad leishmanicida in vitro de la serie SMV contra promastigotes de L.

mexicana. Cada valor representa el promedio + error estandar de tres experimentos
independientes (cada uno realizado por triplicado).
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Tabla 7. Efecto leishmanicida que presentan los analogos de la nicardipina
contra Leishmania mexicana (MNYC/BZ/62/M379).

Compuestos L. mexicana
Clso®(uM)

SAD1 15.5+1.5
SAD2 23.0+1.1*
SAD3 13.7+04
SAD4 16.6 £ 0.5
SAD5 18.3 £ 3.1
SADG6 18.6 £ 0.5
SMV1 172+ 3.6
SMV2 201 £ 1.4*
SMV3 229+1.8*
SMV4 13.2+27
SMV5 154 +3.2
SMV6 185 1.4
NIC® 10.5+ 1.0
ANF° < 5.41

@ Concentracién que produce la muerte
del 50% en promastigotes de L. mexicana.
° Nicardipina, © Anfotericina B. * Diferencia
significativa (p < 0.05, prueba de Tukey)
con respecto a NIC.
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7.3.4 Efecto citotoxico en células de mamifero

El efecto citotoxico sobre células Vero fue evaluado para la nicardipina
y sus analogos de las series SAD y SMV, asi como para el benznidazol y la
anfotericina B, que fueron los farmacos de referencia en las determinaciones
de los efectos tripanocida y leishmanicida de las DHPs. Los resultados
obtenidos de la evaluacion del efecto citotoxico son mostrados en las figuras

60 y 61, asi como en la tabla 8.

En la figura 60 se puede apreciar que para el caso de las DHPs de la
serie SAD, los compuestos SAD4, SADS5 presentaron cierto grado de
toxicidad a partir de la concentracion de 50 uyg/mL. En el caso de las DHPs de
la serie SMV, unicamente el compuesto SMV2 presento cierta toxicidad, pero
solo a la concentracion mas alta ensayada (100 pg/mL). Estas figuras
también muestran que el efecto citotdéxico de la nicardipina, al igual que el de
la anfotericina, fue evidente a partir de la concentracion de 50 ug/mL. En el
caso del compuesto Bnz, éste presento muy poco efecto citotoxico en células

Vero.

A partir de las curvas (concentracion vs. % de muerte) de las figuras
60 y 61 se pudo calcular las CCsp, solo para los compuestos que presentaron
una actividad citotoxica arriba del 50 %. Los valores de CCs (expresados en
términos molares) son reportados en la tabla 8. Estos valores muestran que
la nicardipina y sus analogos poseen una potencia citotoxica

significativamente menor a la de la anfotericina B.

78

[1QB-UMSNH




Susana Alejandra Damian Mosqueda

80 -
=
60 -
o —e— SAD1
= —O— SAD2
g v— SAD3
£ 40 - A SAD4
0 —8— SAD5
o —0— SAD6
IS 4 NIC
O~ ANF
20 - —A— BNZ
0 -
0 20 40 60 80 100

Concentracioén (pg/mL)

Figura 60. Determinacion de la citoxicidad de la serie SAD. Cada valor representa el
promedio =+ error estandar de cuatro experimentos independientes (cada uno realizado por
triplicado).
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Figura 61. Determinacion de la citoxicidad de la serie SMV. Cada valor representa el
promedio =+ error estandar de cuatro experimentos independientes (cada uno realizado por
triplicado).
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Tabla 8. Efecto citotdxico de los analogos de la nicardipina y los compuestos
de referencia.

Compuestos CCso® (UM)
SAD1 > 208.70
SAD2 > 223.20
SAD3 203.0 +0.1*
SAD4 117.9+ 0.5*
SAD5 121.7+ 0.3*
SAD6 > 230.40
SMV1 > 163.40
SMV2 > 171.82
SMV3 > 170.94
SMV4 > 166.11
SMV5 > 155.04
SMV6 > 176.06
NIC® > 208.77
ANF°© 81.87+0.8*
Bnz* > 384.25

@ Concentracion que produce el 50% de la
citotoxicidad en células Vero. ° Nicardipina, °©
Anfotericina B. ¢ Benznidazol. * Diferencia
significativa (p < 0.05, prueba de Tukey) con
respecto anfotericina.
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8. DISCUSION

8.1 Diseio y sintesis de las DHPs

La modificaciéon de la molécula de nicardipina con la caracteristica
estructural propuesta (sustitucion en la posicion para del anillo 4-fenilo),
resulté en DHPs con baja o nula actividad como BEC.

La baja o nula actividad relajante de las DHPs que poseen un
sustituyente en la posicion para del anillo aromatico del centro quiral es una
constante en todos los reportes en los que se ha sintetizado y evaluado DHPs
con esta caracteristica. Se ha propuesto que esta disminucién en el efecto
esta asociada a una disminucion en la fuerza de interaccién de las DHPs con
su sitio de unién en los canales de calcio, debida a un impedimento de tipo
estérico provocado por el sustituyente de este anillo aromatico (Coburn et al.,
1988).

En total se sintetizaron seis DHPs con estructuras acorde al disefio
propuesto, es decir, analogos de nicardipina sustituidos en la posicion para
del anillo aromatico. Cinco de las DHPs sintetizadas (SAD2-SADG6) son
compuestos nuevos (no reportados en la literatura, Chemical Abstracs vy
bases de datos). Con respecto a la DHP SAD1, ésta ya ha sido reportada
anteriormente por Iwanami et al. (1979), quienes la obtuvieron en su forma de

sal (clorhidrato).

Los rendimientos obtenidos en la sintesis de las DHPs, calculados con
base en el compuesto puro, fueron relativamente bajos (del 5 al 27 %),
aunque similares a los reportados por otros trabajos en donde se sintetizaron
DHPs semejantes. Por ejemplo, Noyola et al. (2003a) reportaron rendimientos
del 16 al 32 % para analogos de nicardipina meta sustituidos. En el caso
particular de SAD1, Iwanami et al., (1979) reportaron un rendimiento del 50%,
que es casi el doble del que se obtuvo en este trabajo (27 %), lo que puede
atribuirse a que ellos partieron de reactivos diferentes. Como se menciond
anteriormente, el bajo rendimiento en la sintesis de las DHPs puede deberse
en parte a la exhaustiva purificacién que se hizo de los compuestos (varias
pasadas por columna). Pese a lo anterior, se logr6 obtener cantidades
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suficientes de cada DHP para su caracterizacién quimica y evaluacion en las
diferentes pruebas bioldgicas.

La pureza de las DHPs obtenidas, estimada por cromatografia en capa
fina (probando varios sistemas de eluentes con diferente polaridad), fue
satisfactoria, ya que en todos los casos se observd una sola mancha en la
cromatoplaca. Esto también es apoyado por el analisis de los espectros de
resonancia, en las que no se aprecian sefiales que pudieran corresponder a

algun subproducto o contaminacion.

La estructura de todas las DHPs fue plenamente confirmada por sus
espectros de RMN "H y RMN "C. En los espectros de RMN 'H se obtuvieron
solo las sefales correspondientes a los hidrogenos presentes en la estructura
de la DHP; en algunos espectros se observd una sefial a 1.6 ppm
aproximadamente (no mostrada en las figuras) que corresponde a agua
(debida a la humedad adsorbida por el cloroformo deuterado). De igual forma,
en los espectros de RMN ™C solo se observaron las sefales
correspondientes a cada uno de los carbonos presentes en la molécula, sin
sefales extras excepto la que aparece a 76-78 ppm que corresponde al
cloroformo deuterado que fue utilizado para disolver las muestra (Gottlieb et
al., 1997).

Como puede observarse en los espectros de RMN 'H, la mayoria de
las sefiales son comunes en todos los compuestos, a excepcion de las
correspondientes a los protones del anillo aromatico. Lo que era de esperarse
en razén de que es en esta parte de la molécula en donde radica la diferencia
estructural entre las DHPs, ya que poseen diferentes sustituyentes. De forma
similar, en los espectros de RMN 'C se puede observar que las Unicas
sefales que difieren de una DHP a otra son las correspondientes a los

carbonos del anillo aromatico.

Con el fin de determinar de forma mas precisa la correspondencia
entre las sefiales de los hidrégenos (en los espectros de RMN 'H) con su
respectivo carbono (en los espectros de RMN 13C) se realizé experimento tipo
HETCOR para los espectros de las DHPs. En este tipo de analisis se
determina la correlacion entre los nicleos de 'H'y '*C, con lo que es posible
atribuir inequivocamente que sefales (hidrogenos) corresponden a cada
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carbono. En el caso de los hidrogenos de los carbonos aromaticos se tuvo
que emplear de herramientas del programa MestReNova 8.1 (MestreLab
Research) para ampliar los espectros y realizar una asignacion mas
adecuada, aunque para algunos espectros esta herramienta no fue de gran
utilidad debido a que estas sefales aparecen demasiado juntas o
superpuestas impidiendo la asignacidbn exacta. Estos experimentos
confirmaron la asignacion dada a las sefiales en los espectros de RMN 'H y
RMN "°C.

También se utilizo el experimento DEPT el cual ayudd a asignar mejor
las sefales de los carbonos de la molécula, ya que nos permite diferenciar los
desplazamientos de los carbonos que tienen hidrégenos, asignandolos por el
grado de sustitucién (CHs, CH2 y CH). Como podemos ver en las figuras 22,
32, 38 y 44, todos los DEPT presentan senales y desplazamientos similares,
excepto por el compuesto SAD2 el cual presenta un carbono extra debido al
sustituyente que presenta (CHs) adicional. Cabe mencionar que los carbonos
que estaban muy juntos y de los cuales se tenian dudas fueron asignados
con ayuda de herramientas de prediccion y de moléculas ya reportadas que
presentaban los mismos atomos (Manriquez-Villalobos, 2012). Por otra parte,
con ayuda del experimento COSY se pudo asignar los hidrogenos vecinos,

observandose que existe una conectividad entre el H16 y el H17.

El analisis de los espectros de masas de las DHPs sintetizadas,
confirmd que se tenian los productos esperados, ya que la masa de los iones
moleculares obtenidos corresponde al peso molecular calculado para las
DHPs, excepto en los compuestos SAD4 y SADS, en los que la masa del ion
molecular es unidad mayor y una menor al peso molecular, respectivamente.
En el caso del compuesto SAD4 la diferencia puede ser el resultado de la
pérdida de un hidrégeno, proponiéndose que el hidrégeno perdido es el que
estd unido al nitrégeno del anillo piridinico y que generaria un i6n
relativamente estable, proceso que pudo ocurrir por las condiciones del
analisis. Para el compuesto SAD5 que tiene un peso molecular de 513 g/mol,
en su espectro de masas se observan sefales correspondientes a iones de
512 y 514 m/z, que son debidas al "°Br y ®'Br presentes en las moléculas de
SADS, los cuales tienen una abundancia isotopica aproximada de 1:1. El
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analisis del patron de fragmentacién de las DHPs mostr6 que todas presentan
un pico base de 91 m/z, que corresponde al ion bencilo, fragmento que

resulta del rompimiento del enlace N-C19.

Todas las DHPs de la serie SAD son compuestos quirales y fueron
sintetizados (y evaluados) como mezcla racémica. Esto es lo usual en
estudios propios de un primer cernimiento, correspondiendo a trabajos futuros

el desdoblamiento y la evaluacion biolégica de los enantiomeros.

8.2 Actividad biolégica
8.2.1 Efecto relajante de las dihidropiridinas analogas a la nicardipina

La accion directa de las DHPs sobre el musculo liso vascular se
traduce en la relajacion del mismo. Este efecto resulta del bloqueo de los
canales de calcio operados por voltaje, lo que impide el influjo de calcio; la
apertura de los canales es provocada por la despolarizacién de la
membrana, causada en este modelo por la concentracion elevada de potasio.
De esta manera la mayor o menor potencia relajante de los compuestos

probados reflejara su capacidad para bloquear los canales de calcio.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto relajante de las
DHPs de las series SAD y SMV muestran que éstas son poco potentes o
practicamente inactivas. Estos resultados estan de acuerdo con un gran
numero de trabajos en los que se han sintetizado y evaluado DHPs
sustituidas en la posicién para del anillo aromatico y que han reportado que
éstas poseen poco o nulo efecto BEC. Esta baja actividad relajante de las
DHPs que presentan esta sustitucion pone de manifiesto los estrictos
requerimientos estéricos del sitio de union en el canal de calcio para
acomodar los sustituyentes en la posicion para del anillo aromatico de las
DHPs. Estudios cuantitativos de la relacion estructura-actividad (QSAR, por
sus siglas en inglés) han permitido obtener ecuaciones que modelan la
influencia de los sustituyentes en el anillo 4-fenilo sobre la actividad relajante
de las DHPs. Tal es el caso del formulado por Coburn et al., 1988, con base
en 46 DHPs (analogas de nifedipina con diferentes sustituyentes en el anillo

aromatico), en el que se resalta la influencia estérica negativa de los
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sustituyentes, cuando éstos se encuentran en la posicion para del anillo

aromatico.

En la tabla 5 y en las figuras 52 y 53 podemos ver que solo SAD3 y
SADG6 presentaron efecto relajante, aunque fueron poco potentes. Estas
DHPs presentan como sustiuyente en el anillo aromatico un flior y un
hidrogeno, respectivamente. Estos sustituyentes son de tamano relativamente
pequefio en comparacion a los sustituyentes que poseen las otras DHPs de la
serie SAD; por ejemplo, esto se puede ver si se compara el parametro L
Sterimol (longitud) de los sustituyentes: H (2.06), F (2.65); CH; (3.00); ClI
(3.52); NO, (3.44); Br (3.83). Por ello se puede suponer que el efecto
relajante que presentan SAD3 y SAD6 se debe a que éstas todavia pueden
tener acomodo en el sitio receptor a DHPs, aun cuando la fuerza interaccién
con él esté disminuida, a causa de la contribucion negativa (por razones
estéricas) que tienen el hidrogeno y el fluor. Un comportamiento similar se
puede observar entre los analogos de nifedipina sustituidos en la posicion
para del anillo aromatico, en los que las DHPs con hidrogeno y fluor
presentan una potencia relajante regular (7.55 y 6.89, respectivamente, en
términos de pClsp), en tanto que las DHPs con cloro, bromo o grupo nitro son
poco potentes (valores pClsp de de 5.09, 5.40 y 5.50, respectivamente)
(Coburn et al., 1988).

En el caso de las DHPs de la serie SMV, su falta de actividad relajante
no puede ser atribuida al sustituyente en el anillo aromatico, ya que éstas no
lo presentan en la posicion para sino en la posicidbn meta, que es la misma
posicion en la que la NIT y la NIC presentan un grupo nitro como sustituyente;
los estudios de relacion estructura-actividad proponen que la mayoria de los
sustituyentes en la posicion meta contribuiran positivamente a la actividad
relajante, en razén de sus propiedades hidrofébicas y electronicas. Existen
reportes que indican que las DHPs simétricas son menos potentes que las
asimétricas (Kojda et al., 1991; Meyer et al., 1981), sin embargo, esta
aseveracion no es correcta, ya que se ha visto que esto va a depender de la
serie de DHPs estudiada (Hernandez-Gallegos et al., 1995). Por otra parte, se
ha propuesto que el sitio de unidén de las DHPs en el canal de calcio no esta

sobre la superficie de la membrana, si no inmerso en ella. Por lo que las
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DHPs para poder acceder a él deben entrar (disolverse) al interior de la
membrana, que como sabemos es de naturaleza hidrofébica. Es por ello que
si una DHP posee una cadena basica (ionizable a pH fisioldgico) estara algo
impedida para llegar e interactuar con su sitio de unién (Peri et al., 2000); lo
que explicaria en parte porque la NIC (que posee la cadena basica: N-metil-
N-bencil-etiloamino en uno de sus ésteres) es menos potente que la NIT. En
nuestro caso, las DHPs de la serie SMV poseen dos cadenas basicas, por lo
que estaran aun mas impedidas para acceder a su sitio de unidn en el canal
de calcio, dando como resultado una muy baja (practicamente nula) actividad

relajante.

En resumen, estos resultados indican que los analogos de nicardipina
con las modificaciones estructurales propuestas (sustitucion en la posicidon
para del anillo aromatico o presencia de cadenas basicas en los esteres)

presentan baja o nula actividad relajante en musculo liso vascular.

8.2.2 Efecto tripanocida in vitro

Reportes en la literatura muestran claramente que farmacos de la
familia de las DHPs poseen efecto anti-tripanosoma. Pese a ello, aun no esta
elucidado el mecanismo de accion por el que las DHPs logran este efecto.
Aun cuando el proposito de este estudio no esta enfocado a indagar dicho
mecanismo, el uso de DHPs con bajo o nulo efecto relajante, nos permite
confirman en forma definitiva la propuesta de que el efecto anti-tripanosoma
(y anti-leishmania) de las DHPs no esta relacionado con su efecto bloqueador
de canales de calcio; los estudios anteriores en este tema fueron realizados

solo con DHPs que poseen alta potencia como BECs.

A la fecha tampoco es claro que caracteristicas moleculares son
importantes para que las DHPs presenten efecto contra tripanosidos, pero es
interesante notar que, en los estudios reportados en la literatura, varias de las
DHPs que presentan un buen efecto poseen en su estructura quimica una
cadena de caracter basico (nicardipina, amlodipina, azelnidipina,
lercanidipina) (Nufiez-Vergara et al., 1997; Hirota et al., 2004; Reimao et al.,
2010). Esto podria suponer que en la interaccion de la molécula de DHP con

su blanco biologico en el parasito, cualquiera que éste sea, es importante
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(entre otras cosas) la presencia de sustituyentes (tipo cadenas basicas) que
puedan establecer interacciones por puente de hidrogeno y/o i6n-ion (o ion-

dipolo).

Los resultados de la evaluacion del efecto tripanocida in vitro indican
claramente que varias de las DHPs ensayadas presentan un buen efecto. En
razon de que la mayoria de las DHPs estudiadas en este trabajo son nuevas,
no fue posible comparar los resultados obtenidos con datos de la literatura.
Esto solo fue posible para el compuesto de referencia Bnz, cuyo efecto
tripanocida en la cepa INC5 (expresada en términos de Clsp) fue comparable
a los reportados en otro trabajo (ver tabla 6) (Nieto, 2012). En el caso de la
cepa NINOA no se encontraron valores reportados para comparar con los

obtenidos en el presente estudio.

El analisis de los valores de Clso obtenidos (tabla 6) indican que las
dos cepas de T. cruzi usadas (NINOA e INC5) difieren entre si en cuanto a su
respuesta (susceptibilidad) tanto a las DHPs como al Bnz. En el caso de la
cepa NINOA, ésta fue al menos tres veces mas susceptible que la cepa INC5
a las DHPs SAD1 y SAD2; en relacién a las otras DHPs la diferencia en
susceptibilidad fue menor (menos del doble en los casos en los que se puede
determinar) y no siempre en el mismo sentido (NINOA fue un poco mas
susceptible que INC5 a SAD1, SAD2, SAD5, SAD6, SMV1, SMV2 y Nic,
mientras que INC 5 fue un poco mas susceptible que NINOA a las restantes
DHPs). Con respecto al Bnz, la cepa INC5 fue tres veces mas susceptible a él
que la cepa NINOA. La diferencia de susceptibilidad entre cepas de T. cruzi
estd bien documentada, existiendo, por ejemplo, cepas con resistencia
natural al Nfx y al Bnz (Filardi y Brener, 1987). Asimismo, se ha propuesto
que existe una correlacion entre divergencia filogenética entre cepas de T.
cruzi y sus susceptibilidades a agentes quimioterapéuticos (Toledo et al.,
2003).

El examen de los resultados obtenidos para la cepa NINOA indica que
la nicardipina y ocho de sus analogos evaluados tuvieron un efecto
tripanocida mayor que la del farmaco de referencia Bnz, siendo el analogo
SAD2 el que presento el efecto mas alto (6 veces mas potente que Bnz). En
el caso de la cepa INC 5, los resultados fueron lo opuesto, teniendo el Bnz
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una actividad tripanocida mayor al de la nicardipina y sus analogos
ensayados; este cambio en el sentido de los resultados se debe, como se
discutié anteriormente, al cambio en la susceptibilidad de las cepas hacia las
DHPs, pero sobre todo al cambio de susceptibilidad con respecto al Bnz. Sin
embargo, es interesante observar que si bien el Bnz presenta un efecto
tripanocida mas potente que las DHPs en la cepa INC5, algunas de éstas
(como SAD2 y SMV5) podrian tener una mayor eficacia (ver figuras 56 y 57;
las graficas muestran que las curvas de SAD2 y SMV5 estan en plena fase

de subida en tanto que el Bnz aparentemente ya alcanzo su efecto maximo).

El analisis de los resultados obtenidos con la cepa NINOA (valores de
Clso, tabla 6) indican que la transformacion estructural a la nicardipina de
poner un sustituyente en la posicion para del anillo aromatico (serie SAD),
genero (en tres de los seis casos) analogos con mayor potencia tripanocida
(SAD1, SAD2, SADS5). En tanto que la introduccion de una cadena basica
adicional (y cambio del sustituyente del anillo aromatico; serie SMV), resulto
en DHPs que, si bien tuvieron un efecto tripanocida importante (mayor al del
Bnz), fueron menos potentes que la nicardipina. En el caso de la cepa INC5
los resultados obtenidos con las transformaciones estructurales fueron
diferentes: solo dos analogos de la serie SAD (SAD4 y SADS) fueron mas
potentes que nicardipina, mientras que de la serie SMV fueron cuatro
analogos (SMV3-SMV6) los que tuvieron mayor potencia que la nicardipina.
Estos resultados nos indican que se deben seguir explorando ambas
caracteristicas estructurales en la busqueda de nuevas DHPs con efecto anti-

tripanosoma.

Los resultados obtenidos en la evaluacién del efecto tripanocida
confirman la posibilidad de obtener DHPs que carezcan de actividad como
BECs, pero que presenten efecto importante contra T. cruzi.
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8.2.3 Efecto leishmanicida in vitro

Los estudios acerca del efecto de DHPs sobre algunos parasitos de la
familia Trypanosomatidae (a la cual pertenecen T. cruzi y Leishmania)
comenzaron en 1997, cuando Nufez-Vergara et al. reportd el efecto
tripanocida de varias las DHPs, pero no fue sino hasta una década después
que se publicd el primer trabajo del efecto leishmanicida de este tipo de
compuestos (Palit y Ali, 2008). A la fecha son pocos los reportes del efecto
leishmanicida de las DHPs y aun no se conoce cual es el mecanismo de
accion por el que las DHPs ejercen su efecto sobre Leishmania.

Los resultados obtenidos en la determinacion del efecto leishmanicida
indican que ninguno de los analogos de nicardipina ensayados fue mas
potente que la nicardipina, presentando en la mayoria de los casos valores de
Clso similares a la nicardipina. El valor de Clso determinado para la nicardipina
en la cepa MNYC/BZ/62/M379 de L. mexicana fue de 10.5 uM, valor que es
aproximadamente la mitad del reportado en otras especies de Leishmania
(Reimao et al., 2010), lo que indica que la susceptibilidad de la cepa
MNYC/BZ/62/M379 a las DHPs es alta; cabe mencionar que la cepa
MNYC/BZ/62/M379 es la que causa mas dafo en México.

Los valores de Clsg de la nicardipina y sus analogos en L. mexicana
estan en un intervalo de 10.5 a 23 pM, que son valores significativamente
menores a los determinados en T. cruzi (tanto en la cepa NINOA como en la
INC5), lo que sugiere que los parasitos de la cepa MNYC/BZ/62/M379 de L.
mexicana son mas susceptibles al grupo de DHPs incluidas en este estudio,

que los parasitos de las cepas NINOA e INC5 de T. cruzi.

En la comparacion con anfotericina B (que fue el farmaco de referencia
en este ensayo), los resultados muestran que aunque la nicardipina y sus
analogos fueron menos potentes, poseen la misma eficacia que este

compuesto de referencia.
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8.2.4 Efecto citotoxico en células de mamifero

La evaluacion del dafo a la linea celular Vero nos permite contar con
la informacion del potencial citotdéxico que pudiesen presentar los compuestos

sobre una célula eucariota distinta a la de los parasitos T. cruziy Leishmania.

Los resultados de la determinacion del efecto citotdxico reveld que las
transformaciones estructurales de la nicardipina, presentes en las DHPs de
las series SAD y SMV, resulté en la mayoria de los casos en la obtencion de
compuestos menos citotoxicos. Lo que representaria una mayor ventaja

desde el punto de vista de seguridad farmacologica.

Aunque para varias de las DHPs no pudo ser determinado el valor de
su CCsp, es posible afirmar que la potencia citotéxica de todas las DHPs
ensayadas es significativamente menor a la de la anfotericina B. También es
posible inferir que el efecto de las DHPs no se debe al bloqueo de canales de
calcio, ya que la nicardipina (que posee un efecto como BEC relativamente
alto, a juzgar por su efecto relajante) y SAD3 (que presentd un modesto
efecto BEC) son menos citotoxicas que SAD4 y SADS5, que presentaron
efecto BEC practicamente nulo.

Los resultados mostraron que el Bnz presenta muy baja citotoxicidad
en células Vero. Aun a la concentracion mas alta probada (100 mg/mL) sélo
causé un 5% de muerte celular, estimandose un CCso mayor a 384 pM.
Resultados similares han sido reportados en la linea celular LLC-MK2 (células
de rifidn de mono Rhesus) en los que se encontré una CCsp mayor a 1366 yM
(Reimao et al., 2010). Una posible explicacion de la baja citotoxicidad que
presenta el benznidazol en células Vero es lo sefalado por Buschini et al.,
2009, quienes reportaron que el efecto citotoxico del Bnz (en linfocitos
humanos) solo es evidente cuando éstos han sido expuestos al farmaco por
al menos 72 h; tratamientos mas cortos (de 24 h, el mismo tiempo al que se
expusieron las células Vero) no indujeron dafio evidente en los linfocitos. Otra
explicacion alternativa de la baja toxicidad del Bnz es que las células Vero no
posean la capacidad metabdlica adecuada (como ocurre in vivo en el higado)
para biotransformar al Bnz en sus metabolitos reactivos que son los
responsables de afectar el DNA, las proteinas y los lipidos, que dan como

resultado final el dafo celular (Diaz de Toranzo et al., 1988; Byler et al.,
90

[1QB-UMSNH




Susana Alejandra Damian Mosqueda

2012).

Estos resultados nos indican que el potencial citotdoxico de la mayoria
de las DHPs estudiadas es aceptable para continuar con estudios posteriores

in vivo.
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9. CONCLUSIONES

Analogos de nicardipina con bajo o nulo efecto bloqueador de canales
de calcio tienen efecto tripanocida y leishmanicida.

El efecto tripanocida y leishmanicida de las DHPs no depende de su
efecto bloqueador de canales de calcio.
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