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RESUMEN

La enfermedad de ChagasTdpanosomiasis Americana es una zoonosis cuyot@agen
etiolégico es un protozoario flagelado, @&rypanosoma cruzi(T. cruz) (orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae). A mésudesiglo de su descubrimiento, esta
patologia compromete la salud de un gran namerbaddtantes en Latinoamérica, no
existiendo hasta el momento farmacos completangfaettivos para su tratamiento.

De la quimioteca de agentes ahti cruzi de nuestro laboratorio se seleccionaron
compuestos pertenecientes a tres diferentes fantiéal-oxido de heterociclo-aromatico
(tres furoxanos, Fx1, Fx2 y Fx3, dos benzofuroxaBdsl y Bfx2, y dos diN-6xido de
guinoxalinas, Qdol, Qdo2), ademas de un nitrofur@iid). Estos productos, son el
resultado de optimizaciones quimicas dirigidas lpoactividad observada. Se escoge
ademas como farmaco de referencia a Nifurtimox, ccoflorma de comparar el
comportamiento bioldgico dE. cruzifrente a los compuestos objeto de este estudio.
Trabajando sobre epimastigotes @ecruzi se realizaron estudios que demostraron o
aproximaron al tipo de muerte celular que el parasxpuesto a cada uno de los
compuestos estudiados.

Primariamente fueron realizados estudios de miomadiptica-tincion con azul de tripan
0 microscopia fluorescente-tincion con ioduro dipptio. De estos estudios, se determind
gue todos los compuestos a dosis altas, exceptooslano Fx1 que por su baja actividad
y baja solubilidad no permite extraer conclusionpggmueven una pérdida de la
integridad de membrana de cruzique indicarian una muerte por necrosis. Los essudi
de muerte celular a bajas dosis, por ensayo de TUNE& evidencian muerte de cruzi
por apoptosis con ninguno de los compuestos esloslia

Particularmente, el nitrofurano Nf1, el furoxandRxel benzofuroxano Bfx1 inducen en
el parésito, previo a su muerte y manteniendo aatcumovilidad, la formacion de
estructuras citoplasmaticas vacuolares que podndicar muerte por autofagia. Para
concluir respecto a este punto se realizaron estudiorfoldgicos por microscopia
electrénica de transmision y experimentos con lebidor de autofagia 3-Metiladenina.
Estos estudios no son concluyentes, sin embargwmitasfotografias del tratamiento con
estos 3 compuestos identifican estructuras tipofagbsoma.

Se implementa el uso d¥H-RMN para determinar el tipo de muerte celular en
epimastigotes dd. cruzi de la cepa Y cuantificando las sefales correspotes a
metilenos y metilos de los lipidos moviles de lasmbranas, estudiando ademas las
modificaciones de fosfatidilcolina.

Esta es la primera vez que se utiliza dicha técpiaem estudios con parasitos y
especialmente coh. cruzi

Por otro lado, se estudié el cambio en el perfitainélico de epimastigotes de cruzi
tratados con los compuestos de este estudio. Parseeutilizé la medida, poiH-RMN,

de los metabolitos excretados por el parasito. @eralo a estos resultados se decidid
identificar un grupo de enzimas que podrian estaoliucradas en el mecanismo de
accion de los agentes. Por ello, se analiz6 ldicilbn de deshidrogenasas mitocondriales,
por ensayo con MTT a tiempos cortos. Estos estudarsiiten plantear un posible
mecanismo de accién comun para lofNdixido de quinoxalinas Qdol y Qdo2 por
inhibicion de la fumarato reductasa o la malatditgegenasa mitocondriales o ambas.



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades

La enfermedad de Chagas constituye un grave prablden salud para América Latina,
presentandose en 21 paises del continente. Estammufad se asocia a poblaciones rurales y
suburbanas mas pobres, quienes por habitar eméasgeprecarias se encuentran expuestos al
vector bioldgico.

T. cruzies un parasito heteroxeno, cuyo ciclo de vidaluora un insecto vectpta vinchuca
(orden Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilidaidminae o triatominios) y huéspedes
mamiferos, pudiendo ser este ultimo el hombre.dlanizacién de diversos huéspedes requiere
de profundos cambios metabdlicos y morfoldgicosciElo de vida del parasito involucra 3
estadios principales (Fig. 1) [1a]. En el intestow la vinchuca habitan y se multiplican los
epimastigotes, los cuales a medida que avanzael paestino se diferencian en tripomastigotes
metaciclicos. Estos ultimos pueden infectar el peésnamifero, invadir células y transformarse
en amastigotes. Los amastigotes se multiplicanl @mtezior de las células hasta que las hacen
estallar y se liberan al torrente circulatorio camgomastigotes.

Estadios en El insecto vector toma sangre (posee Estadios en humano

insecto vector tripomastigot as metaciclicos en sus heces)
ﬁ Lostripomastigotas entran por la herida o
por membranas mucosas,

e Los tripomastigotas metaciclicos
peneran en varias células en el
sitio de infeccidn. Dentro de las

ﬁ células ellos setransforman en
/" _% _— amastigotas.

Tripomastigota metaciclico .
en intestino .ﬁ. @‘

e' / posterior.

Los amastigot as se
multiplican por fisidn
binaria en células de

Multiplicacidn en

intestino medio Los tripomastigotas = _
o pueden infectar otras tejidos Jinfectados.
células y transformarse
El insecto vedt or en amastigotas intracelulares
toma sangre en nuevos sitios de infeccion.
X ; lingresa de
e Epimastigota en tripomastigot as).
intestino

=~ N[

% \_/’;@&

a Los amastigotas intracelulares se

ﬂ= Estadio mifective transf orman en tripomastigotas,
v : después estalla la céula ¥ entran
-ﬁf Estadio diagndstico en el torrente sanguingo,

Fig. 1. (extraida de la referencia [1a] y traducidbespafiol): Ciclo de vida de T. cruzi.

En el Uruguay se logré la interrupcion vectorial ldeenfermedad en 1997, sin embargo son
necesarias medidas de control y vigilancia permantmto del vector domiciliaridriatoma
infestanscomo de Triatomineos silvestres que continlUandsiereservorios del parasito y
comienzan procesos de domiciliacion.

No obstante los avances recientes en el contrdadeansmision vectorial, transfusional y
congénita, se estima que aproximadamente 8 milloleepersonas se encuentran infectadas
[1b,c]. La enfermedad comienza usualmente como uniccidon aguda seguida



de un proceso inflamatorio crénico que causa, eoxapadamente la cuarta parte de los
pacientes, dafos en el sistema nervioso autonohooi@on y del intestino.

No hay vacunas para proteger a la poblacion. Lowdéos disponibles actualmente para el
tratamiento de esta enfermedad fueron desarrolléidoe mas de 50 afios e incluyen un
nitrofurano, Nifurtimox (Nfx), y un nitroimidazoBenznidazol (Bnz) (Fig. 2) [2]. Se postula que
el efecto citotoxico de Nfx en el parasito depeddela reduccion del grupo nitro al radical
nitroanién, el cual reacciona a su vez producieesipecies reactivas del oxigeno altamente
toxicas (anidn superoéxido, peroxido de hidrogepo)ceso conocido como ciclado redox [3,4].
Actualmente la hipétesis de que la actividad trgqsamicida del Nfx depende de este ciclaje
redox, es en general aceptada, aunque han apareciéntemente algunas evidencias que lo
contradicen [5]. Lo que es claro es que, se obseneadisminucion de tioles de bajo peso
molecular por tratamiento d&. cruzi con Nfx, la misma no se puede relacionar con la
produccion de especies oxidantes. SoOlo se obsérlgecredox a altas concentraciones del
farmaco, dos ordenes de magnitud superiores aetpseridas para inhibir el crecimiento del
parasito, por lo que a nivel fisioldégico es pocaugible que el Nfx actle por dicho mecanismo.
Por otro lado, Bnz aparentemente ejerceria su cefpot un mecanismo diferente (estrés
reductivo), que involucra la modificacion covalegie macromoléculas via nitroreduccion del
farmaco y reduccion de intermedios [6].

Ambos farmacos resultan efectivos fundamentalmenteel tratamiento de pacientes agudos
(infeccion reciente) y presentan efectos lateralesidos a su toxicidad (anorexia, nauseas,
polineuropatia, etc.), asi como la generacion destencia. Cabe destacar por otra parte que
hasta el momento no se dispone de un tratamieettived para la cura de los pacientes crénicos.

/. 0
OZN/@\¢N\N N\YN\)kN
L_s0, NO, H@

Nifurtimox (Nfx) Benznidazol (Bnz)

Fig. 2. Estructura quimica de los agentes usado®rpia.
1.2. Muerte celular

Histéricamente la muerte celular ha sido clasificad un tipo de muerte que transcurre via un
mecanismo regulado, programado genéticamente (RCija via un mecanismo no regulado

genéticamente.

En la PCD las células siguen una secuencia codaplaon elementos codificados

genéticamente, hacia su propia muerte. La PCD poedsiderarse de tipo | (apoptosis) o de
tipo 1l (autofagia).

La muerte celular no regulada o necrosis es geaem un abrumador estrés que es
incompatible con la supervivencia de la célula [7].

1.2.1. Apoptosis

Los primeros estudios de genes involucrados entaegispse realizaron en el nematodo
Caenorhabditis elegans.

El analisis genético determind genes especificoa [z regulacion de la apoptosiBGL-1,
CED-3, CED-4(genes inductores de apoptosis, porque mutacicoregpérdida de funcion en
estos genes provocan la supervivencia de 131 sglula CED-9 (gen supresor

2



de apoptosis, porque mutantes carentes de estetgnminaba muerte del nematodo durante el
desarrollo por muerte masiva de células). El desumignto de estos genes fue motivo del
Premio Nobel en Fisiologia o Medicina para los tifexs Sydney Brenner, John E. Sulston y
H. Robert Horvitz, en el afio 2002.

Como se puede observar en la Fig. 3, la maquibas&a de muerte celular por apoptosis por la
via intrinseca esta altamente conservada en la@waolde los metazoos [7]:

* CED-3 es una cisteina proteasa con una funcidiiesia la caspasa-3.

* CED-4 es una proteina adaptadora (APAF1) querdaskenaria la activacion de CED-3 si no
estuviera unida a CED-9.

* CED-9 es una proteina supresora de muerte cellutandloga a las proteinas antiapoptoéticas
de la familia BCL2).

* EGL-1 es una proteina proapoptoética homologasanmmembros del grupo Il de la familia
BCL2. Desplaza a CED-9 de CED-4.

C. elegans Mamiferos
| e
™" dominio tnico
EGL-1 : P —_
RV —
_l. : _L ,,,,,,,,, Mitocondria
¥ {} N
CED-9 { : BCL2 ° N
.
3
:

Caspasa-9
g

Muerte celular

Fig. 3. (extraida de la referencia [7] y traducidhespafiol): La maquinaria basica de muerte
celular por apoptosis por la via intrinseca se @msa en la evolucién de los metazoos, pero el
sistema de apoptosis en mamiferos evidencia urepoomas complejo en el cual las 4 proteinas
de C. elegans se han expandido a familias de n#dtjgroteinas que cumplen las mismas

funciones.

El proceso apoptético juega un rol muy importamdas organismos pluricelulares durante el

desarrollo (morfogénesis, diferenciacion sexuaimfion y maduracion del sistema nervioso y
del sistema inmune), en el mantenimiento de la lostasis tisular en el adulto, eliminando

células dafiadas o andmalas en la defensa congéecimfies y en la regulacién del proceso
fisiologico de envejecimiento. Aunque este procdsanuerte fue descrito por primera vez en
1972 [8], en los ultimos afios ha recibido mas abendebido a su rol en la eliminacién de

células tumorales y por defecto en la carcinogénesi

La regulacion de la apoptosis se produce a vaiivelas que se dividen en 3 fases: fase de
decision, fase de compromiso y fase de ejecucion.



1.2.1.1. Fase de decisién

La célula toma la "decision" de entrar en apoptdiexibe sefiales pro y antiapoptéticas tanto
externas como internas. Estas sefiales internasretginas codificadas por genes, entre los que
se encuentran algunos genes que regulan el citldaicegenes de la familia BCL2 y las
citoquinas de supervivencia.

Genes que regulan el ciclo celular

Genes implicados en el proceso de proliferaciaretieun doble papel al participar también en la
PCD. Este doble papel, se interpreta como un dodiérol celular, si las células escapan al
control del ciclo celular, como ocurre con las @ducancerigenas, el organismo decide
deshacerse de ellas. Dentro de este grupo de germasede destacampa3, C-MYC, E2F, NF-
k. El gen supresor de tumorpS3es un factor de transcripcion que se activa erusstp a un
dafio del ADN o mediante estimulos de estrés celBlaractivacion da lugar a una parada del
ciclo celular (en G1 o G2 o ambos) y a un procescsehescencia o apoptosis. La accion
apoptotica de p53 se ejerce a nivel mitocondriadegouede interactuar directamente con BCL2
y BCL-XL, liberando moléculas proapoptoticas comdkBy BAX que se hayan unidas a BCL2

y BCL-XL, y por lo tanto quedarian libres para iootdos cambios mitocondriales que llevarian
a la liberacion de factores apoptogénicos de laanitdria. Un exceso de BCL2 y BCL-XL,
inhibiria la liberacién del citocromo-c de la mitmaria inducida por p53. La proteina p53 como
factor de transcripcion en la apoptosis actuariarégos niveles y en 2 rutas diferentes, una
extrinseca y otra intrinseca (Fig.4). En la rut&iegseca estdn implicados los receptores de
muerte, perteneciente a la familia TNFR, los cualegliante transduccion de sefales llevan a la
activacion de caspasas, especialmente caspasaspasa-3. La proteina p53 puede activar esta
ruta induciendo la expresion de 3 proteinas trandmana: FAS, DR5 y PERP. La ruta
intrinseca implica a la mitocondria que producébaraciéon de factores proapoptoéticos, siendo
p53 responsable de la induccion directa de losggpramapoptoéticos de la familia BCL2 (BAX,
NOXA, PUMA, BID). Ademas p53 activa la expresion ABAF1, que junto al citocromo-c,
proveniente de la liberacion de la mitocondria, $0® iniciadores para la formacion del
apoptosoma. La conexion de la ruta extrinsecaaamrinseca también la realiza p53, mediante
la regulacion transcripcional de BID. Este miemipmmapoptotico de la familia BCL2 es
activado por caspasa-8, la cual se activa portéaaxtrinseca y una vez activado BID es capaz
de traslocarse a la mitocondria y activar a BAKivando la ruta intrinseca [9].

Via FAS-L

i TRAIL

extrinseca

? i Qe
ay

. DR5 FADD Neeq Fas

PERP ; ”ambk,ng
?
' Caspase-8 @ ) Golgi

‘Apoptosome’ Apaf-1 g

Caspase-9 ¥ 7

Via intrinseca

9 Caspase-6
9 Caspase-7

Apoptosis

Caspase-3 N )!

Fig. 4. (extraida de la referencia [9] y traducidhespafiol): Via
extrinseca y Via intrinseca mediada por p53



Genes de la familia BCL2

Estos genes implican miembros antiapoptoéticos wgwptoticos. Se encuentran localizados en
la membrana externa mitocondrial, RE y membrandeaucCada miembro de la familia BCL2
contiene 4 dominios de homologia llamados BH1, BBI23 y BH4. Segun estos la familia se
divide en tres grupos (Fig. 5):

[) Compuesto por miembros antiapoptoticos, poseert ldominios de homologia (BCL2, BCL-
XL, MCL1).

II) Compuesto por miembros proapoptoéticos, tienedogninio BH1, 2 y 3, pero no el BH4
(BAX y BAK).

[1) Compuesto por miembros proapoptoticos, con itoninico BH3 (BID, BIK, BIM, BAD,
NOXA, PUMA).

BH4 BH3 BH1 BH2 ™

aruPO1[T] B [ W s
drRUPO I | . | | BAX

GRUPO 111| [ ] | BID

| . BIK

Fig. 5. (extraida de la referencia [9] y traducidhespafiol): Grupos
de la Familia BCL2 y ejemplos de proteinas de egtopos.

El dominio BH3 es esencial para la heterodimer@aaie los miembros de la familia, la
heterodimerizacion ocurre por insercion del domiBibl3 dentro del bolsillo hidrofébico
compuesto por BH1, BH2, BH3 de las proteinas aofigicas. Los miembros proapoptoticos
pueden heterodimerizar con los antiapoptéticosogumar su accién antiapoptética. La relacion
en los niveles de expresion entre antiapoptétiposapoptoticos determinan si la célula va a
sufrir apoptosis 0 no tras un estimulo apoptotiar. ejemplo, cuando BCL2 esta en exceso, la
célula esta protegida de la muerte, sin embargodm@BAX estd en exceso la célula esta
avocada a entrar en apoptosis.

Receptores de muerte celular

Los mismos se encuentran involucrados en la ruténegca. Pertenecen a la superfamilia del
TNFR tales como: FAS (CD95), TNFR1 y receptoresviesrte tales como DR4 y DR5. La
unidn de estos a sus ligandos provoca la agregaeidreceptor y el reclutamiento de proteinas
adaptadoras, que mediante la interaccion protaiteipa van a constituir complejos
intracelulares de proteinas (DISCs) capaces derriéin la sefial de muerte hasta las moléculas
efectoras, las caspasas, por ejemplo caspasa-8 QFigA su vez caspasa-8 puede activar
caspasa-3y -7.

1.2.1.2. Fase de compromiso
En esta fase la mitocondria juega un rol muy inmgug porque en ella convergen las distintas

rutas apoptoticas, aunque hay que destacar quedas fas rutas apoptoéticas pasan por la
mitocondria como es el caso de la apoptosis indusaat FAS [7, 9].
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Fig. 6. (extraida de la referencia [7]):
Receptores de muerte y DISCs.

Entre los factores mas importantes que regulanfastaestan todos los factores apoptogénicos
que se liberan desde la mitocondria:

a) Citocromo ¢ que participa en la activacion depesas a través de la formacion del
apoptosoma.

b) HSP10 y HSP60 las cuales facilitan la activadéra caspasa-3.

c) AIF, flavoproteina que al liberarse de la mitodda se transloca al nicleo donde provoca la
condensacion y ruptura del ADN en fragmentos de@dso molecular (50KB). Ademas, a nivel
de membrana activa a la flipasa e inhibe a la lwaasa, por lo que los restos de PS que en
células normales se encuentran en la cara integrla chembrana se exponen al exterior. La
actividad de AIF es inhibida por la sobreexpresi@BCL2, pero no por los inhibidores de
caspasas.

d) Smac/diablo, inhibidor de las IAPs las cualendila habilidad de inhibir a las caspasas
activas, por lo tanto, previene la inactivaciénatecaspasas.

e) HtrA2, serina proteasa inhibidor de IAPs.

f) Endonuleasa G, tras su liberacion se traslocaieleo y esta involucrada en la fragmentacion
del ADN junto con exonucleasas y la ADNasal, préagluto posiblemente el tipico patron en
“escalera del ADN”. Esta accion es caspasa indepeted

El hecho de que todos estos factores apoptétidés esnfinados en la mitocondria y que sus
sustratos estén en el citoplasma supone una gadmtjue solo van a ejercer su accion mortal si
son liberados durante el proceso apoptotico. Réatimente el citocromo ¢ juega un rol muy
importante en la activacion de caspasas via ladoidn del apoptosoma. Este se forma tras la
unién del citocromo ¢, APAF 1, caspasa-9 y dATPajiptosoma en su forma activa es capaz
de activar a caspasa-3 y a caspasa-7.

1.2.1.3. Fase de ejecucion

Es la fase en la cual todos los cambios morfol&smhacen evidentes. Los mediadores son las
caspasas.

Caspasas

Son cisteina proteasas que Unicamente cortan dedpué residuo de aspartico y tienen un sitio
activo muy conservado. En mamifero se conocenpb4 tile caspasas que se pueden dividir en
caspasas iniciadoras y efectoras. Las iniciadorason s las primeras
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en activarse y activan las efectoras. Las méas iap@s son la caspasa-9, como caspasa
iniciadora y la caspasa-3, como caspasa efecteraingetizan como zimogenos. Constan de un
pre-dominioN-terminal, una subunidad larga (p20) y otra pequef@). La activacion implica

un corte entre la subunidad larga y pequefia yihairelcion del pre-dominio. Segun el pre-
dominio se clasifican en 2 grupos; caspasas e@ttas cuales no tiene predominio o lo tienen
muy corto como caspasa-3, -6, -7 y -14. Las caspasgiadoras poseen un predominio largo
como caspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -12 y -13.

Los mecanismos de activacion de caspasas

a) Activacion por otra caspasa o transactivaci@nelenecanismo de activacion de las caspasas
efectoras e implica la activacion de una caspasafpa previamente activada. Se produce de
forma secuencial determinando la cascada de casplass caspasas efectoras amplifican la
sefal y ejecutan la muerte celular cortando pratefaguladoras y estructurales lo que conlleva
al colapso de la célula.

b) Activacion inducida por proximidad: es el case kkceptores que trimerizan, reclutan
caspasas Yy se procesan mutuamente. Es el mecatesantivacion de las caspasas iniciadoras y
es el que desencadena la via extrinseca (CD95).

c) Activacion por asociacion con una subunidad lestpra (cofactor u adaptador): no se activan
por protedlisis sino por un cambio conformacioia.el mecanismo de activacion de caspasas
iniciadoras. Es el caso del apoptosoma (caspasaf@tor: APAF1; citocromo c), involucrado
en via intrinseca o mitocondrial.

Acciones de las caspasas

Implica activacion o inactivacion de sus sustraBesdestacan:

- inactivacién de proteinas del citoesqueleto §oklaminina, actina, gelsolina, vicentina).

- proteinas asociadas al ADN como PARP, DFF, ICHRdtivacion del complejo ICAD/DFF45
mediada por caspasa-3 permite a la proteina CAEareah el ndcleo y fragmentar el ADN,
originando la caracteristica “escalera de ADN”).

- activacion por protedlisis de BID, que activadwo paspasa-8, se trasloca a la mitocondria para
cooperar con BAX y BAK provocando la liberacionrdeléculas apoptéticas mitocondriales.

- caspasa-3 es capaz de cortar a BCL2, quitandtbinio BH4, lo que la convierte en una
molécula con actividad proapoptotica, mas que popisdtica.

- inactivacion de NR{3 mediante el corte en la zona de regulacién de bibidor KB y
también por corte directo de p65.

- estabilizacion de p53 por corte de su inhibid@NR.

Inhibicién de las caspasas

a) inactivacién por interaccion con proteinas [KRs).

b) inactivacion por modificacidn proteica:

- por fosforilacion, por ejemplo AKT, la cual esauguinasa serina/treonina de supervivencia y
mediador de PI3K, que puede fosforilar el centtovaale caspasa-9 inhibiendo su funcion.

- por nitrosilacion, el 6xido nitrico forma compilejcon las caspasas quedando estas S-
nitrosiladas y reversiblemente inactivadas.

C) otros procesos:

- BCL2 y BCL-XL: evitan la liberacion del citocromo y por lo tanto la formacion del
apoptosoma.

- BCL-XL: puede unirse a APAF1 impidiendo la asca entre APAF1 y caspasa-9.



1.2.1.4. Apoptosis en protozoarios

Aunque las caracteristicas de apoptosis estan tagsen muchos organismos unicelulares, ha
surgido evidencia de PCD en cianobacterias, lewadurvarios protozoarios, incluyendo
tripanosomatideos. En nematod@s €legansla maquinaria enzimatica es mas simple que en
vertebrados, aunque mantiene la homologia funcid@adhs proteinas involucradas [10-13], por
lo que los mecanismos bioquimicos que conduceroptagis dependen del linaje celular y del
estimulo de muerte [14]. Por esta razon en mucbbBcpciones se prefiere hablar de muerte
tipo-apoptotica para diferenciarla de la muertepafiteca que sufren las células de metazoarios.
En organismos no metazoarios (protozoarios, plaptdngos) se habla de metacaspasas,
enzimas homologas a las caspasas [15] para h#&smea a procesos asociados con apoptosis.
En protozoarios se piensa que la PCD puede jugamlen la regulacion del namero de
parasitos en los tejidos del vector biologico yanhospederos definitivos, como mecanismo de
inmunomodulacion y en la diferenciacion del pacakit].

Ameisen, J.C. y colaboradores en 1995 demuestranequrespuesta a diferentes estimulos
extracelulares, epimastigotes Tecruzimueren por PCD con caracteristicas de apopto8]s [1
Asi por ejemplo, el suero humano fresco ha siddassamo inductor de apoptosis [12], en tanto
H,O, ha sido descrito como agente inductor de apopt@sipromastigotes deeishmania
donovani[16].

1.2.1.5. Métodos para estudio de apoptosis

La apoptosis se acompafa de una transformacioarerafde pelota de la célula, reduccion del
volumen celular, externalizacion de fosfatidilsar{PSacronimo deinglég, condensacién de la
cromatina, fragmentaciéon del ADN nuclear en fragimemoligonucleosomales, burbujas de
membrana plasmatica y mantenimiento de la intedrakala membrana plasmatica hasta que el
proceso haya finalizado. Por ultimo, como resultdéograndes invaginaciones que sufre la
célula, ocurre la formacién de cuerpos apoptotighs

Algunos métodos que se emplean para el estudipatgasis incluyen:

a) microscopia (6ptica, de fluorescencia, de trésién): para la deteccion de caracteristicas
morfologicas clasicas de las células apoptoticAsl[Bcomo son los nlcleos picnéticos, cuerpos
apoptaéticas,

b) ensayo de TUNEL: para la deteccidon de extrerr@i3libres del ADN,

c) extraccion de ADN vy electroforesis en gel derasg [11]: para la deteccion de “escalera de
ADN”, intervalos multiplos de 180 pb generados pantes internucleosomales,

d) citometria de flujo: medicién de la externalibacde PS en la membrana plasmatica con
anexina V marcada con fluorescencia [11],

e) reaccion colorimétrica: para la determinacionlaleéctividad de caspasa-3, empleando un
sustrato e inhibidor [11],

f) Western Blot: para evaluar la liberacion de @itono c al citosol [12],

g) 'H-RMN: para cuantificar el aumento de los ML utiido el cociente de las sefiales
metileno/metilo (CH/CHj3) proveniente de estos [17].

De todas las técnicas anteriormente mencionada@mitz que nunca se ha empleado en la
identificacién del tipo de muerte celular Bncruziha sido laH-RMN.



1.2.2. Autofagia

Es el mayor proceso empleado por células eucarp#es degradar y reciclar sus proteinas y
organelos. Porciones del citoplasma son rodeadasqgsiculas de doble membrana llamadas
autofagosomas (Fig. 7, pagina siguiente) [18] loslas subsecuentemente se fusionan con los
lisosomas permitiendo de esta manera la degraddeldnaterial por hidrolasas lisosomales.

En Saccharomyces cerevisideeron identificados 16 genes esenciales relacmsambn el
proceso de autofagiA{G9. Entre estos genes, 2 sistemas tipo-ubiquitiaggn un importante
rol en las tempranas etapas de la biogénesis deagasomas. El primero es el sistema ATG12,
donde la proteina tipo-ubiquitina ATG12 es conjugad la proteina ATG5 en un proceso
mediado por ATG7, una enzima tipoSH&nzima activante de ubiquitina) y ATG10, una erai
tipo-E2 (enzima conjugante de ubiquitina). El cgajdo ATG12-ATG5 forma un complejo con
la proteina ATG16 que se piensa conduce a la faémalte una vesicula. El segundo sistema es
el ATGS8, en este participa ATG8, una proteina tipgguitina que actia en la expansion y
conclusion de la vesicula. Esta proteina es dedeagdar la proteasa ATG4 (autofagina), que
expone entonces un residuo de Gly, el cual se onalentemente a fosfatidiletanolamina (PE,
Acrénimo inglés d€hosphatidylethanolamine) por la accion concerthdéas proteinas ATG7

y ATG3, esta Ultima es una enzima conjugante epeedipo-E2. Esto le permite a la proteina
ATG8 asociarse fuertemente con las membranas. Algtda fusién con el lisosoma, ATG8 es
desconjugada de la PE en la membrana externa p&4Ay liberada al citosol para ser
reutilizada en la formacién de una nueva vesicula.

Fig. 7. (extraido de las referencias [19] y [20aPpimastigotes de T.
cruzi tratados con PBS (izquierda) o un naftoimadderecha)
mostrando la presencia de cuerpos multivesiculgrestructuras tipo-
autofagosoma. Izquierda: autofagosoma, flecha fm@mbrana externa;
cabezas de flechas, membrana interna del mismoinitoplasto.
Derecha: AP, autofagosoma; flecha fina, reticuld@plasmico, flechas
gruesas, vesiculas dentro del AP.

El genoma dd. cruzicontiene la mayoria de los genes del sistema APG&3, ATG4, ATG7,
ATG8, mientras que le faltan la mayoria de los comptase del sistema ATG12ATG12,
ATG5, ATG1D En contraste con las levaduras, 2 homologosTdea4ATcATG4.1ly TCATG4.2

y 2 de ATG8 TcATGS8.1ly TcATGS8.2 fueron encontradas én cruzi.La actividad autofagina se
expresa en todos los estadios del parasito y smgaten el proceso de diferenciacién de un
estadio a otro [18b].



1.2.2.1. Autofagia como estrategia terapéutica

Existen dos enfoques diferentes del uso del prodesutofagia como estrategia terapéutica para
luchar contra las infecciones de este parasito.dé¢nellos dice que conviene bloquear el proceso
de autofagia, para de esa manera evitar la difex@on del parasito en sus diferentes estadios y
por este motivo es que se propone la inhibicionAd&4 como una estrategia terapéutica.
Incluso hay autores que para apoyar esta teorggersn que la cruzipaina (principal cisteina
proteasa df. cruziinvolucrada en el proceso de diferenciacion deagito en sus diferentes
estadios), puede estar participando en el procesmbfagia y como inhibidores de esta enzima
han resultado ser muy efectivos, inhibidores d&Ti&4 podrian ser igual o0 mas efectivos en el
tratamiento de esta parasitosis [19]. Un segundogee plantea que conviene exacerbar la
autofagia, dado que una autofagia aumentada maparabito. Se han descrito compuestos
naturales y semisintéticos que inducen autofagia. @euzi,sobre epimastigotes e incluso sobre
tripomastigotes [20] en donde se resalta la impoiéade esta forma de muerte promovida por
estos agentes.

1.2.2.2. Métodos para estudio de autofagia

Asi como se ha mencionado anteriormente para latenp®r apoptosis existen numerosos
métodos para el estudio de la muerte por autofagia:

a) Microscopia de fluorescencia: ya sea por inmunoéscencia indirecta, usando anticuerpos
especificos anti-ATG8.1 [18b, 19], o usando monsdeadaverina [20a] una sonda fluorescente
gue se acumula en las vacuolas autofagicas.

b) MET: permite observar las ultra-estructuras leeds caracteristicas del proceso [18-20],
como ser el incremento en el nimero de vesicuka$amicas, reticulo endoplasmatico rodeando
organelos y estructuras citosélicas, estructurasatabrana concéntrica y autofagosomas.

c) Técnicas de biologia molecular: como por ejeniplePCR para evaluar la expresion de los
ATGs[19].

Estas metodologias se pueden combinar con el usantdeidores de autofagia, como
wortmanina o 3-MA [20a)], los cuales bloquean egaiso de autofagia por inhibicién de la
PI3K, enzima involucrada en la regulacion de |atagfia.

1.2.3. Necrosis

La definicion de necrosis es negativa, ya que sesidera como tal aquel tipo de muerte sin
signos de apoptosis o autofagia. Designa cualgoneerte celular caracterizada por una
importante tumefaccion, ruptura de la membrana npéisa, dilatacion de organelos
citoplasmaticos (mitocondria, reticulo endoplasomaty aparato de Golgi), con moderada
condensacion de la cromatina. Finalmente la merabecalular se rompe liberando el contenido
celular [7, 20Db].

1.2.3.1. Métodos para estudio de necrosis

Los métodos mas utilizados para el estudio de mumt necrosis se basan en la pérdida de
integridad de la membrana plasmatica e incluyen:

a) microscopia oOptica: permite a través del ustiradgdn con AT observar cuales células tienen
dafiada su membrana celular [21a],

b) microscopia de fluorescencia o citometria dgflutilizada para revelar la tincion con IP
[21b, 22].
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1.2.3.2. Necrosis programada [7]

Se han descrito dos tipos de muerte que preseatanteristicas morfoldégicas de necrosis pero
que a diferencia de la tipica necrosis, son muegtelares programadas: la necroptosis y la
muerte necrética mediada por PARP1. La necropsssisicia con el estimulo del factor TaF
sobre su receptor y con el posterior reclutamignaativacion de un complejo de sefalizacion
intracelular que involucra el adaptador RIP1, pesel complejo TRADD-RIP1, el cual media
la activacion del NReB y la apoptosis. La activacion de la necroptoseiiere la actividad
quinasa de RIP1, la cual no es requerida por |&F&B y el proceso apoptdtico. La naturaleza
diferente de la apoptosis y la necroptosis se dstraupor el descubrimiento, en diferentes tipos
celulares, de una serie de moléculas denominadaiest&tinas capaces de inhibir especifica y
eficientemente la necroptosis pero no la apopiashscida por TNEk. RIP1 es translocado a la
mitocondria lo cual lleva a la disrupcion de la@soion ANT con ciclofilina D y esto puede
explicar la rapida disfuncion mitocondrial que s®@a con la necroptosis. Por otro lado,
PARP1 es una enzima nuclear que juega un rol emagtenimiento de la estabilidad del
genoma. PARP1 es rapidamente activado cuando lasmshelel ADN se rompen y recluta
factores que reparan el ADN por enlace de unidddegosa-ADP a las proteinas asociadas a la
cromatina. La pérdida de PARP1 lleva a un incremelel dafio del ADN. Esta enzima puede
mediar la muerte celular en distintos escenarios.uR lado, el dafio del ADN por alquilacion
promueve una rapida deplecion del NAEitosdlico mediado por PARP1, lo cual lleva a una
muerte por necrosis por “colapso energético” enlasglglicoliticas (células que dependen del
NAD" citosélico para la glicolisis y para la generacii energia). PARP1 también media la
muerte celular que es inducida por dafio secunahlioADN asociado con injuria neuronal
aguda. En este caso, la muerte de neuronas eresatonduce a la translocacién de polimeros
de poli-ribosa-ADP hacia el citosol, gatillandotianslocacion del AIF desde la mitocondria al
nacleo, donde este media la muerte celular.

1.3. Uso de RMN para estudios del tipo de muerte lagéar

Las modificaciones de las sefiales de ML pBFRMN vienen siendo utilizadas en la
identificacibn de muerte por apoptosis de célulasnthmiferos malignam vitro e in vivo
inducidas principalmente por agentes anticancei@3js

Las sefiales de ML visibles pdH-RMN han sido muy bien caracterizadas en células d
mamiferos [17]. Aunque es de destacar que no ttafasélulas dan origen a este tipo de
resonancia, asi por ejemplo, no se han detectadsl earebro normal. Estas sefiales son un
grupo de resonancias que se originan principalmanpartir de cadenas moviles de acidos
grasos de triglicéridos (TG) con contribuciones ares de &cidos grados libres y de ésteres de
colesterol (CE). En la Fig. 8 se muestra el espatetH-RMN de células de glioma de cerebro
de rata comparado con el espectro de los lipidasstis mismas células extraidos como forma
de identificar las sefiales correspondientes aifesedtes componentes que se visualipavivo.
Considerando los principios basicos de la RMN skffales de los protones de lipidos surge de
moléculas isotropicamente desordenadaoffopically tumbling”) con suficiente movilidad
molecular. Para grandes moléculas inmoéviles lgaetm transversal (R2 > 1G™) es muy
eficiente lo que da origen a picos anchos y pérdaeesolucion en RMN. De esta manera, para
que las moléculas puedan detectarséfgeRMN in vivo, su“tumbling” no debe restringirse por
ninguna orientacion espacial.

Por otro lado, el desplazamiento quimico no soélo afsctado por factores intra e
intermoleculares sino que también por los efectosudceptibilidad
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magnética. Como ejemplo de los efectos de susdejaib magnétican vivo, lipidos dentro de
estructuras cilindricas muestran una variaciondgsplazamiento quimico como funcion de la
orientacion cilindrica relativa al campo magnétiemtonces los efectos de susceptibilidad
magnética varian. Sin embargo, lipidos ubicadosrdeie vesiculas citoplasmaticas de diametro
micrométrico, rodeadas de espacios homogéneosn@sada misma frecuencia que lo hacen en
solucion.
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Fig. 8. (extraida de la referencia [24]): a) Espexte’H-RMN in vivo de ML de un glioma de

cerebro de rata BT4C. b) Espectro#&RMN in vitro de ML de un tejido de glioma de ¢ere

de rata BT4C, extraido en cloroformo deuteradatifith de protdn que da origen a cada sefal
se muestran encima de la misma.

Se ha planteado que existen dos fuentes diferelatesste tipo de senales. Por un lado, TG
asociados con microdominios globulares de membyamor otro, TG dentro de Cuerpos
lipidicos (CLs) [24]. El primer modelo se origina gartir de una ruptura en extremos
hidrofobicos de la membrana plasmatica, de fornealos TG pueden formar momentaneamente
estos microdominios globulares, de 22-28 nm de eliconque se intercalan en la membrana. No
se conocen con exactitud el origen y las funcianes cumplen estas estructuras. El segundo
modelo sugiere que estas sefales provienen deraselulares, adyacentes a la membrana
plasmatica o dentro del citoplasma. Estos tienerdiametro de 0,1-50 micras y almacenan
lipidos neutros tales como TG y CE, DG o PL. Secalesce el origen de estas estructuras, sin
embargo, a nivel del reticulo endoplasmatico sedracterizado el proceso de formacion de
estos CLs. Esta se inicia como un brote de membrama resultado de la ruptura de la bicapa
lipidica, proceso que es facilitado por la existemte enzimas biosintéticas, “metabolons” (Fig.
9).

La apoptosis se asocia con un aumento de la id@ohsle la sefial del agrupamiento metileno,
CH; (a un deplazamiento quimic® - a aproximadamente 1,3 ppm) mientras que la sidad

de la sefial del agrupamiento metilo, £f& aproximadamente 0,9 ppm) practicamente no
cambia [17,23c] y por ello la sefal del metilo prisdr usada como referencia interna y emplear
el cociente de la integracion @hhtegracion CH para evaluar las variaciones de la sefial del
metileno en procesos de muerte.
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Fig. 9. (extraida de la referencia [24] y traducidhespafiol): Los CLs (naranja) se producen a
partir del reticulo endoplasmatico (RE). Los miooatinios de membrana (verde) se hallan
intercalados con la membrana plasmatica. Los faatajue contribuyen a la acumulaciéon de
CLs son el estado energético celular, la activiladsomal y el recambio de membrana. Se
observa la movilizacion de los intermedios acil@pAsos microsomales para la produccion de
TG, la secrecion de TG y la captacion de acidosgsaSe desconoce la interaccion de los CLs
y los procesos metabdlicos asociados con los mixnicios de membrana.

La muerte celular por apoptosis se acompafia de icandn la membrana tales como
alteraciones en el empaqguetamiento de lipidos bitdga lipidica, disminucion de la viscosidad
de la membrana, pérdida de la asimetria de la n@ralmon exposicién de PS, disrupcién de la
arquitectura del citoesqueleto. En un principicasesiderd que todo esto podria alterar el perfil
de los ML, llevando al mencionado incremento desddial del metileno. Posteriormente
surgieron evidencias que confirmaron cambios emolaposicion de lipidos de membrana
consecuencia del incremento de la actividad lipmda produccién de &cidos grasos [17].
Asimismo, se ha encontrado que la fosfolipasa A2, enzima involucrada en perturbaciones de
membrana en procesos apoptéticos, favorece la dacid de acidos grasos poliinsaturados en
tejidos apoptoticos [25]. Esta enzima podria failel recambio de PC a lysoPC por hidrolisis
de acidos grasos poliinsaturados en la posisi®@ del fosfolipido, generandose asi acidos
grasos libres poliinsaturados que serian los regibes del aumento del cociente de las sefales
CH./CHzs en procesos apoptoéticos [17]. También se postudaeéodurante procesos apoptoéticos
se genera ceramida, un esfingolipido con una leaglena insaturada, lo cual podria también
explicar el mencionado incremento del cocienteadeséfiales GIHCH3 [17b,23c].

También se ha sefialado, en diversos trabajos, tquéragmento interesante a ser estudiado en
este tipo de espectros es el fragmento de colipa sefal se visualiza a aproximadamente 3,2
ppm. En general se ha descrito una disminuciorstiesefal durante los procesos de apoptosis.
Por lo que la disminucién o desaparicién de lalsefia@,2 ppm podria ser indicativa de muerte
por apoptosis. Por lo anteriormente mencionadosand®s de muerte por apoptosis en células
mamiferas se ha podido observar espectroSHdBMN con aumento de la relacién de las
sefiales CHICHz y disminucién de la sefial d€(€Hs) (Fig. 10) [17a,23b].

Cabe mencionar que cuando una célula sufre neaross& observa una variacion significativa
del mencionado cociente (integracion fiktegracion CH) [17,23b], o que permitiria el uso de
esta técnica para diferenciar ambos tipos de maoehidar.
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Fig. 10. (extraida de la referencia [23b]): Espextie'H-RMN donde se muestra el incremento
de la sefial del CHly la disminucion de la sefial de colina de célulaslURKAT tratadas con el
farmaco antitumoral doxorubicina a diferentes tierap

1.4. Metabolismo energético de los tripanosomatidso

Los tripanosomatideos degradan la glucosa séldgiaente hasta CLO excretando hacia el
medio una considerable cantidad del carbono deldeoga como acidos carboxilicos. Este
proceso es denominado “fermentacion aerébica’ [@éila enfatizar que aunque los productos
liberados al medio son similares a aquellos quesairganismos liberan cuando son expuestos a
condiciones anaerdbicas, su produccion ocurreesepcia de oxigeno.

Existen diversas descripciones en la literaturaugel RMN como una de principales técnicas
gue se emplean para el estudio de los productos cailbolismo de la glucosa en
tripanosomatideos, ya sea usando glucosa marcad&@m directamentéH-RMN [27-30].
Estos estudios en general se combinan con ensayi®aticos especificos como forma de
corroborar la excrecion de estos metabolitos [29].

Con excepcién de los tripomastigotes sanguineos. deucej que presentan un metabolismo
energético muy simple basado en la glicdlisis dgllacosa de la sangre del hospedero, el
succinato es el producto universal del cataboligieda glucosa por tripanosomatideos [26,31].
Los demas estadios parasitarios de los diferenfeEmbsomatideos presentan un metabolismo
mas complejo el cual se esquematiza en la Figed¢1lde destacar que los datos mas recientes
conciernen a los tripomastigotes prociclicod dbruceiconvirtiéndose en el modelo favorito de
estudio del metabolismo de tripanosomatideos. Dehcheel ARNi ha sido extensamente
desarrollado ef. brucei.Como se muestra en la Fig. 11, la glicdlisis egaip@a en todos los
tripanosomatideos y no muestra grandes diferecoiada via estandar, sin embargo, se pueden
destacar dos importantes discrepancias con lasasétle mamiferos: 1) la mayoria de las
enzimas se ubican en un organelo, el glicosomda 2)exoquinasa y la fosfofructoquinasa,
enzimas regulatorias claves en la mayoria de Iegersas glicoliticos, desde bacterias a
mamiferos, son poco o0 no son afectadas en absptutéos efectores mas comunes. La casi
completa falta de controles inhibitorios determiteausencia del “efecto Pasteur”; si bien en la
mayoria de los organismos la transicion de

14



anaerobiosis a aerobiosis se acompafia por unaragiohsiderable disminucion en el consumo
de glucosa, es decir, el proceso de glicolisimbiido por oxigeno, los tripanosomatideos no
muestran dicho efecto o incluso presentan el efgotesto [26]. La glicélisis se organiza de tal
forma que las siete enzimas que convierten gluasa3-fosfoglicerato estan dentro del
glicosoma, mientras que las ultimas tres se uleoagl citosol.

Como se puede observar en la Fig. 11, el é5th localizado en un punto metabdlico de
ramificacion llevando a la excrecion de varios pieids finales, tales como Ace, Ala y Lac. El
Ace es el producto final que se forma en mayoridadten la mitocondria y es excretado por
difusion simple a través de la membrana citoplasat

Los estadios del parasito que habitan en los ioseasan aminoacidos presentes en sus
hospederos para la produccion de energia. Por Ejelop estadios de insectos Tebrucej T.
cruzi, Leishmaniaspp y Crithidia spp viven en un ambiente rico erprolina. De hecho, los
tripomastigotes prociclicos de bruceiconviertenL-prolina en Succ y en menor extension en
Ace cuando son incubados en un medio rico en glu@asrprendentemente, los tripomastigotes
prociclicos deT. brucej asi como las formas amastigotas THecruziy C. fasciculata
preferencialmente consumen glucosa cuando amhegsgl y aminoacidos, estan disponibles.
La L-prolina juega un rol importante en el metabolismergético porque, por ejemplo, se ha
demostrado que los tripomastigotes prociclico§ deruceipueden crecer en presencia de este
aminodacido y en ausencia de glucosa sin que se altecrecimiento. También se ha demostrado
que los tripomastigotes prociclicos Tebruceiconvierten importantes cantidadesLeeeonina

en Gly y Ace, pero su rol metabdlico no se conareaxactitud [31].

Como se mencion0d anteriormente, en la mayoria slérilmanosomatideos el Succ es el mayor
producto de excrecion de la glucosa. Enbrucei se han identificado dos isoformas de la
fumarato reductasa dependiente de NADH, una glinasy otra mitocondrial. La produccion
de Succ cae drasticamente en una cepa mutantarples actividades enziméticas [32,33]. De
acuerdo a este modelo, el Succ se produce a pattiPEP citosdlico. La fosfoenolpiruvato
carboquinasa (paso 14) y la malato deshidrogemas® (16) convierten PEP en malato, el cual
es convertido en fumarato por dos isoformas deufaafasa, una citosolica (paso 17) y otra
mitocondrial (paso 19). La posible existencia de¢ivatad fumarasa glicosomal es muy
cuestionable [31,32,34]. El fumarato es finalmemsglucido a Succ por las isoformas
mitocondrial y glicosomal de la fumarato reductgeeso 18 y 20).

Para mantener funcionando el sistema glicoliticbedexistir un sistema eficiente para la
reoxidacion del NADH generado en la reaccion deglieeraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(paso 8). En condiciones aeroObicas este sistemas@dmente la cadena respiratoria y en
condiciones anaerébicas existen varias vias featiea$ posibles, las mas conocidas, en otros
sistemas, son la produccion de Lac por el musczgoedético y la produccion de EtOH por las
levaduras.

El principal rol de la produccion de Succ (fermeria de succinico) se realiza probablemente
para mantener el balance redox glicosomal, propoacio por dos enzimas Oxidoreductasas
(pasos 16 y 18) permitiendo la reoxidacion del NAG¢herado por la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa en la via glicolitica (paso 8).

Comparado con la tipica fermentacion del acidoidéctla cual involucra sélo una enzima
oxidoreductasa (lactato deshidrogenasa), la femwemt succinica ofrece la ventaja que requiere
so6lo la mitad del PEP producido para mantener lahba NAD/ NADH. El PEP remanente es
convertido en Ace, Lac, Ala y/o EtOH dependienddalespecie. Esta ramificacion de la via
catabdlica de la glucosa puede proporcionar unaritapte flexibilidad de adaptacion a rapidos
cambios del medio [31].
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Fig. 11. (extraida de la referencia [31]): Metabsiio de las fuentes de carbono en tripanosomatideos eredio rico
en glucosa. Flechas oscuras, grises y grises clegpsesentan los pasos enzimaticos del metabolisnmegliecosa,L-
treonina yL-prolina/L-glutamina, respectivamente. Los productos finalesetados (Ace, Ala, glicerol, Gly, Lac, Succy
CO,) deD-glucosa,-treonina yL-prolina/L-glutamina estan escritos con letras blancas enamgtilos negros, grises o
grises claros, respectivamente. Las flechas cometife grosor representan el flujo metabdlico de cpdao enzimético.
Las flechas punteadas indican pasos que posiblenoenteen en un bajo nivel o no ocurren. Se muedtra e
compartimento glicosomal, el compartimento mitocondehgiclo de los TCA, el vinculo con la via de pa@atosas
fosfato (PPP) y la biosintesis de lipidos. La memanaitocondrial externa, que es permeable a metaboktls se
muestra en la vecindad de la cadena de transpor@etgrones. Las vias de producciontdiactato y EtOH
(rectangulos punteados) s6lo han sido observaddss&hmania spp. y Phytomonas/Crithidia, respectivaemédras
enzimas involucradas en este proceso catabdlico kdmexoquinasa; 2, glucosa-6-fosfato isomerasa; 3,
fosfofructoquinasa; 4, aldolasa; 5, triosafosfasomerasa; 6, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa;licegol quinasa; 8,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; 9, fostmyhto quinasa glicosomal;10, fosfoglicerato quiaa#tosdlica; 11,
fosfoglicerato mutasa; 12, enolasa; 13, piruvatongsia; 14, fosfoenolpiruvato carboquinasa, 15, pitovfosfato
diquinasa; 16, malato deshidrogenasa glicosomal;fifarasa glicosomal y mitocondrial; 18, fumarato rediset
glicosomal dependiente de NADH; 19; fumarasa mitocohd2® fumarato reductasa mitocondrial dependiente de
NADH; 21, adenilato quinasa glicosomal;22, enzima mal&3 enzima desconocida; 24, alanina aminotranstras,
complejo piruvato deshidrogenasa; 26, acetato:swtorCoA-transferasa; 27, enzima desconocida; 28;iai€CoA
sintasa; 29, citrato sintasa; 30, aconitasa; 3hyddrato deshidrogenasa; 32, complejo 2-cetoglutardéshidrogenasa;
33, succinato deshidrogenasa (complejo 1l de la nadespiratoria); 34, malato deshidrogenasa mitocaéaldi35, L-
prolina deshidrogenasa; 36, pirrolina 5-carboxilatieshidrogenasa, 3T:glutamina deaminasa; 38; glutamato
aminotransferasa; 39, glutamato deshidrogenasaj 4@eonina deshidrogenasa; 41, acetil-CoA: glicina C
acetiltransferasa; 42, citrato liasa; 43 y 44, atetcarnitina transferasa; 45, glicerol-3-fosfato dédfogenasa
dependiente de FAD; 46, NADH deshidrogenasa inseraitdéenona; 47, oxidasa alternativa; 4&H-ATP sintasa, 49,
reaccion espontanea; 50, glioxalasa I; 51, glioxsadl; 52, piruvato descarboxilasa; 53, alcohol Hekogenasa ligada
a NAD; complejos I, II, 1l y IV de la cadena respda.
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Otro nivel de flexibilidad importante del metabatis de este parasito se manifiesta en el hecho
que puede optar entre la fermentacidn succinicausela respiracion. De hechia brucei
presenta una lanzadera glicerol 3-fosfd@ocual puede ser empleada para mantener el balance
redox, alimentando la cadena de transporte derehss. Incluso se ha demostrado que la
deplecidn de la actividad de la fumarato reductdisasomal en los tripomastigotes prociclicos
deT. brucej no afecta su velocidad de crecimiento, sugiriequa® una ruta alternativa es usada
en lugar de dicho paso [32].

La fermentacién succinica también ocurre en la ¢oitdria, aunque su rol manteniendo el
balance redox es discutible debido a la presereigadNADH deshidrogenasa asociada a la
cadena de transporte de electrones (complejo $¢ £8).

La acetil-CoA es un metabolito intermedio en ekerde las rutas catabolicas y anabdlicas. En la
mayoria de los tripanosomatideos el catabolismlasienayores fuentes de carbono (glucasa,
prolina, L-treonina) conduce a la formacion de acetil-CoAPE producido a partir de glucosa
por glicolisis es descarboxilado a acetil-CoA plocamplejo piruvato deshidrogenasa (paso 25).
A su vez la acetil-CoA no sélo proviene del metenod de la glucosa sino que también puede
provenir del metabolismo de aminoacidos comprolina y L-treonina. La acetil-CoA no
alimenta el ciclo de los TCA sino que la mayoria mésmo se convierte en Ace el cual es
excretado. El Ace es producido por un ciclo de dogimas: la acetato: succinato CoA-
transferasa (paso 26) que transfiere el agrupam{@oA de la acetil-CoA al Succ, dando Ace y
succinil-CoA que es subsecuentemente reconvertidBuec por la succinil-CoA sintasa (paso
28) con la concomitante produccion de ATP. La &GxiA puede ser usada para la biosintesis
de lipidos, como es el caso de los tripomastigatesiclicos deT. brucej donde la glucosa y la
L-treonina resultaron ser sustratos para la bicgghe lipidos, a través de la produccion de
acetil-CoA. Como este proceso ocurre dentro deitacondria, mientras que la biosintesis de
acidos grasos ocurre en el citosol, la acetil-CeAd que ser transferida desde la mitocondria al
citoplasma. Se propone que la acetil-CoA pasa deammpartimiento a otro por la via que
involucra el paso 29 y 42 o por otra via que ingddos pasos 43 y 44 [31].

La mayoria de los tripanosomatideos producen Lpartr de glucosa aunque a menudo como
un producto final minoritario [26,31]. Los estadtesT. bruceiy Leishmaniaspp que habitan en
insectos pueden excretar grandes cantidades desibaembargo ellos utilizan diferentes vias
para producit-lactato yD-lactato, respectivamente. Promastigoted. dBrasiliensiscontienen

el sistema glioxalasa (paso 51 y 52) como una &idedoxificacion que protege del dafio celular
provocado por el metilglioxal, un compuesto citatdx mutagénico, que se forma como
subproducto de la glicélisis. En el casoTldéruceise asume quelactato proviene del Pyr por
la accion de la-lactato deshidrogenasa, sin embargo el genonia bdruceino contiene su gen

y no se ha detectado actividathctato deshidrogenasa.

Por otro lado la maquinaria enzimatica para el bwitsmo oxidativo esta completa en la
mayoria de los estadios parasitarios. Esto incluy@ cadena respiratoria funcional capaz de
generar un gradiente de protones, asi como tandogroxidasas terminales independientes (la
citocromo oxidasa cianuro sensible-complejo IV yolddasa alternativa salicilhidroxamico
sensible, paso 47). En un medio rico en glucosamdgoria del ATP es producido por
fosforilacion a nivel de sustrato (pasos 10, 18) hientras que en medios pobres en glucosa,
pero ricos en aminoacidos, la fosforilacidn oxidatse convierte en la principal fuente de
energia. No se conoce con exactitud como es quegsda la produccion de energia en los
tripanosomatideos.

La fermentacion aerobica puede ser una consecudireicta de la alta capacidad del flujo
glicolitico, como puede ejemplificarse con los dripastigotes sanguineos de brucei la
elevada concentracion de glucosa en sangre es tiblagan la produccion de ATP
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a partir de la glicolisis. Bajo estas condicionkesietabolismo oxidativo no seria necesario y por
ello se expresan en baja proporcion las enzimasidel de los TCA y los componentes de la
cadena respiratoria, a pesar de la presencia deraxi(el cual jugaria de todas formas un rol
importante removiendo el exceso de los equivaledgegeduccion a través de la oxidasa
alternativa).

Como se mencion0 anteriormente, los estadios pl@nmsomatideos que habitan en los insectos
crecen en medios ricos en aminoacidos, prefirienldoglucosa frente a los aminoacidos, cuando
crecen en medios ricos en ambos alimentos. Mediosuna alta concentracion de glucosa,
combinado con la falta del "efecto Pasteur”, deiteam un elevado flujo glicolitico para la
generacion de ATP por fosforilacion a nivel de maist Consecuentemente se disminuye la
funcionalidad del metabolismo oxidativo.
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

2.1. 1+D de nuevos farmacos antichagasicos

Se ha planteado que aquellos compuestos que prodatrés oxidativo por ciclado redox

pueden constituir potenciales farmacos antichagssidado que seran selectivamente
reducidos por Oxidoreductasas Unicas del pardbgoacuerdo a este razonamiento en
nuestro laboratorio se ha investigado la busquedaothpuestos menos toxicos y mas
selectivos, utilizando como grupo bioreducible,aade afectar el metabolismo redox del
parasito, al grupo funciondl-oxido (Fig. 12).

@) @)
4 A
‘15-4,\]\:‘1‘ O//N\r‘JJ
N-6xido nitro

Fig. 12. Funcionalidad N-6xido y su similitud estiwral con
el grupo nitro presente en los agentes de usorepite

Es asi que en nuestro laboratorio se han sintetizackvaluadoin vitro, frente a
epimastigotes d&. cruzi, un gran nimero de estos compuestos, perteneciamistintas
familias estructurales, a saberMldxido de quinoxalinas, benzofuroxand&bxido de
benzimidazolesN-0xido de indazoles, furoxanos, entre otras, ptaselo un amplio
rango de actividades [35-45] (algunos ejemplos sestnan en la Tabla 1). Asimismo,
también se han realizado ensayovivo de algunos de estos compuestos, en un modelo
murino agudo de la enfermedad de Chagas, obterséndsultados equivalentes a los
obtenidos con los farmacos de referencia [44].

Tabla 1. Ejemplos de compuestos mas caracteristisarrollados por nuestro grupo

ICso(uM) T. cruzi | Actividad antiT. cruzi, | Actividad antiT.

Compuesto epimastigote®” tripomastigotes cruziin vive'

(o)

Ph N/
MG 7,5 ND? S

Benzofuroxano

HOHN /D
= 12,5 Sl Sl

o]
Di-N-6xido de
benzimidazol

©:é < > 16,5 Sl ND

N-6xido de indazol

cl f SPh
T X
cl $/ CHy 5,0 ND ND
Di—N—éxi(cj)o de
quinoxalina

2|Cso BNz = 8,5UM, ICso Nfx = 7,7uM [37]. P Tulahuen 2°ND, no existen estudios.
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De este estudio Quimico-Médico se han identificadotipos moleculares y candidatos
a farmacos que han planteado la necesidad defidantl mecanismo de accion de los
mismos. Asi se ha estudiado si el mecanismo dérade algunos de estos derivados es el
estrés oxidativo/nitrosativo [5] y se ha concluglee éste no pareceria ser el mecanismo
principal para la mayoria de ellos. Por otro lad® | estudiado, a través de
quimioinformatica, una poblacién de 20B6xido de diferentes familias de heterociclos
obteniéndose ciertas conclusiones sobre los reqigetios estructurales para la actividad
anti-T. cruzi[5c].

En base a estas consideraciones se seleccionareskeanquimioteca para evaluar en este
trabajo de tesis compuestos pertenecientes a tfeierdes familias deN-Oxido de
heterociclo-aromatico (tres furoxanos, Fx1, Fx2x@,Fdos benzofuroxanos, Bfx1 y Bfx2
y dos diN-6xido de quinoxalinas, Qdol, Qdo2) y un nitrofurdNfl) (Tabla 2) [46,47].

Tabla 2. Estructura de los compuestos en estudio.
S
/O\&N /@\/\/ /©
/g ON" o = /N\NJ\N
so2 H H
Nfx
N
7\
Me :N\ — —
N/ \N i o}
OA’ \O/
Fx1 Fx2
Me \N\ N\
:N\ N _
. HN
N\ /N\
o O
Fx3
O CHO ;f— ‘éi)
I \N / \ N
\o/ \o O
Bfx1 Bfx2
° g ? 3
F N F N
N Me N
10 O
F I}l CF; F |}1 CF4
¢}
Qdol Qdo2

De todos los compuestos seleccionados para estadiaste proyecto de tesis cabe
mencionar que todos fueron muy activos frente magiligotes dé&. cruzia excepcion del
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furoxano Fx1 que no es activo. Este fue seleccimnezmmo control negativo de la
poblaciébn de estudio. Los restantes furoxanos asleldn resultado activos en
amastigotes dé&. cruziy los dos diN-Oxido de quinoxalinas han demostrado ser activos
en ensayo vivo. Por otro lado, se incorpora un nitrofurano, Nétque ciertos estudios
preliminares indicaban la posibilidad que fueseagente que promoviera muerte por
apoptosis.

2.2. Objetivos generales

Determinar el tipo de muerte celular y comprendemecanismo de accion de los
compuestos seleccionados.

El conocimiento del mecanismo de accién y el tigo rduerte que provocan estos
compuestos permitira reconocer familia de molécutas mejor eficacia terapéutica, lo
que llevara al descubrimiento de nuevos farmacsgsta enfermedad.

2.3. Objetivos especificos

1. Corroboracion de la actividad antiproliferatida los compuestos sobre epimastigotes
deT. cruzi.

2. Caracterizacion del tipo de muerte celular:

2.1. determinacion por microscopia oOptica de lalidad del parasito después de
someterse al tratamiento con los agentes en estudio

2.2. determinaciéon de parametros que den cuenia geoceso de muerte por necrosis
2.3. determinaciéon de parametros que den cuenia geoceso de muerte por apoptosis
2.4. determinacion de parametros indicativos derrayr autofagia

2.5. puesta a punto e implementacién de técnica$idRMN para estudiar el tipo de
muerte celular en epimastigotesTdecruzi

3. Caracterizacion biologida vitro del modo de accion:
3.1. determinacién el cambio metabélicoTercruzipor *H-RMN

3.2. determinacién de la actividad inhibitoria deienas deshidrogenasas mitocondriales
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Consideraciones generales

Para todos los ensayos, en el dia que se realmameXperimentos, se preparan las
diluciones del compuesto en estudio en DMSO arpdetuna solucion madre de 200 mM
preparada en el momento y se agregan inmediatangerée suspension de células
correspondiente, de forma que la concentraciéon ieaDMSO sea menor al 1 %. En
todos los ensayos se incluyen, un control negatoso DMSO y Nfx como compuesto
tripanosomicida de referencia.

Se emplean reactivos comerciales: ALDRICH, JANSSHNJKA, SIGMA, entre otros.

Los espectros déH-RMN se realizan en un equipo Bruker AVANCE DPXd4fue
trabaja con el programa Topspin 1.3. Este oper@0al32 MHz, a 22,16 °C, usando un
pulso de 90 °, con un tiempo de adquision de 1,3#indos, abarcando un ancho
espectral de 14,983 ppm. El nimero de acumulacidedes espectros depende del tipo
de ensayo a realizar. La sefal del proton delksdé (agua) se suprime por la técnica de
“Watergate” implementada en el programa Topspir].[R@s espectros son procesados
usando el programa MestRe-C NMR [48].

Cultivos deT. cruzi Para el ensayo de actividad antiproliferativa, ogcopia Optica,
MET, MTT y *H-RMN, epimastigotes d&. cruzi(cepa Tulahuen 2 o Y) se cultivan a 28
°C en medio axénico constituido por una infusiorelee-corazon (33 g/L), triptosa (3
g/L), hemina (0,02 g/L)b-(+)-glucosa (0,3 g/L), estreptomicina (0,2 g/L) gnmilina
(200000 U/L) complementado con 10 % de suero bofetad [49]. Para los estudios por
la técnica de TUNEL vy la tincién con IP, epimastagdeT. cruzi(cepa Y o clon CL
Brener) se cultivan a 28 °C en medio liquido ax@im@amond, NaCl (0,106 M), KO,

(29 mM), KeHPOy, (23 mM), triptosa (12,5 g/L), triptona (12,5 g pxtracto de levadura
12,5 (g/L), a pH 7,2, suplementado con 10 % decstetal bovino, hemina (7,5 mM) y
antibiéticos (penicilina, 75 U/mL—estreptomicin® mg/mL) [11]. Todos los cultivos, asi
como todos los ensayos se realizan en condiciomeibiosis. En todos los ensayos se
trabaja con parésitos en fase exponencial de destion(se utilizan cultivos de 5-7 dias
de crecimiento, partiendo al dia O de un repiqu® dellones de parasitos/mL). Todos los
resultados obtenidos son la media de por lo mersskperimentos independientes.
Medicion de actividad antiproliferativeb0]. Se prepara una suspension de parasitos (cepa
Tulahuen 2 o0 Y) con una concentracion de 4 millodescélulas/mL y se inoculan 0,6
mL/pocillo en una placa de 24 pocillos. Se prepdeandiluciones del compuesto en
estudio en DMSO a partir de una solucion madreQfer@M preparada en el momento y
se agregan inmediatamente a cada pocilloL{pocillo). Los parasitos son incubados con
los compuestos a 28 °C por 5 dias. El crecimienttns parasitos se sigue midiendo el
incremento de absorbancia a 610 nm, la cual epromal al nUmero de células [49]. El
porcentaje de inhibicion se calcula segtn= {1-[(Ap - Aop)/ (Ac - Agd]} x 100, donde
Ap es A del cultivo conteniendo el compuesto al dia %, As Asip del cultivo
conteniendo el compuesto inmediatamente luego deiaon del compuesto (dia 0); A
es As10 del cultivo en ausencia de compuesto (control themaal dia 5; Ac €S Asio en
ausencia del compuesto al dia 0. Lggl€orresponde a la concentracion de compuesto
capaz de provocar un 50 % de inhibicién de crecitnieEsta se determina al graficar %
Inhibiciéon de crecimiento versus Log (concentragi@ustando los puntos a una curva
Sigmoidea de Boltzmann. Cada experimento se rapiseveces interdias y se calcula asi
la 1Cs0 con su DE empleando @).;.
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3.2. Estudio del tipo de muerte celular
3.2.1. Ensayo de microscopia Optica [21a]

Se prepara una suspension de parasitos (cepa €al&ha Y) con una concentracion de
10 millones de células/mL y se inoculan 0,6 mL/pocen una placa de 24 pocillos. Se
evallan por duplicado cada una de las concentresigie interés. Los parasitos son
incubados con los compuestos a 28 °C por 48 hbSenm y registra en la planilla de
resultados los cambios en: movilidad, morfologtagion con AT, cada 30 min durante 3
h, cada 3 h hasta completar 9 h y ademas se obadasm24 h y 48 h. Si los parasitos
adquieren morfologia redonda, entonces se tifieAdorSe cuentan, por duplicado, 100
células en tres experimentos independientes y@eattia el resultado, expresandolo de
forma semicuantitativa: 0 - 25 %, 25 - 50 %, 5694y 75 - 100 %.

Se utiliza un Microscopio Invertido COIC, modelo ¥HB y las fotografias son
capturadas con una camara digital RICH T90 9,0 MP.

3.2.2. Ensayo de TUNEL y tincién con IP [21b,11]

Se trabaja en tubos cénicos de 1,5 mL donde séamc600 pL de una suspension de 10
millones de células (cepa Y o clon CL Brener)/mh ebcompuesto problema disuelto en
la cantidad necesaria de DMSO, a las concentraxideeinterés. Todos los ensayos se
realizan por duplicado. Los parasitos tratadosnsehban en estufa de 28 °C durante
tiempos variables. Cada uno de los compuestos fumuado en condiciones
(concentraciones y tiempos) en que se observa daérdé movilidad o cambio de
morfologia de los parasitos, como parametros itigms de pérdida de vitalidad. Los
parasitos en sus medios se centrifugan a 1200ami@ub min, se descarta el sobrenadante
y se resuspenden:

1) para la técnica de TUNEL, en 100 uL de PBS, pH$&e2pman 30 puL y se realiza un
frotis. Se fijan las células con metanol (70 %)las& con PBS, pH 7,2. Se permeabilizan
las células con Triton X — 100, se lava con PBS,7p Se preincuba con el buffer de
incubacion, se marca el ADN mediante el agregadivsl@ucledtidos fluorescentes mas
la enzima TdT. Se detiene la reaccién con el b&ferSSC y se lava con PBS, pH 7,2. Se
tine con DAPI (1 ug/mL), se lava con PBS, pH 7,8.r8onta y se observa en aumento
1000x. Como control positivo se utiliza;B,. En un rango de 200 a 500 uM, incubando
30 min, el indice apoptotico es 100 % [16].

2) para la tincién con IP, en 100 pL de una soluc®r(l ug/mL), se toman 30 uL, se
realiza un fresco y se observa al microscopio derdlscencia en aumento 480 Se
cuentan, por duplicado, 100 células y se promediaselltado, expresandolo de forma
semicuantitativa: 0 - 25 %, 25 - 50 %, 50 - 75 %bo 100 % células tefiidas con IP [11].
Se utiliza un Microscopio de fluorescencia Nikonlifige E400 y las fotografias son
capturadas con una camara digital Nikon Coolpix04®API se observa a 380 — 420 nm,
TUNEL a 450 — 490 nm e IP a 528 — 553 nm. Los tadok fueron cuantificados
contando 200 células en duplicado, en tres expatoseindependientes. El indice
apoptotico es el porcentaje de las células tefidase el total de las células contadas.

3.2.3. Ensayo de hemolisis [51,52]
Se trabaja con sangre anticoagulada con una sola®ocitrato de sodio (3,8 %). Se
centrifuga a 200 g, 10 min a 4°C. Se descartalekesadante y se lava 2 veces con PBS,

pH 7,2, enfriado en hielo. Se resuspenden lasazkeh PBS, pH 7,2, para obtener una
suspension 1,5 % peso/volumen de eritrocitos. &mja con 10 tubos conicos de 1,5 mL,
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para cada una de las concentraciones, de cada estapa evaluar. En cada tubo de
reaccion se colocan 4QQ de la suspension de eritrocitos. Como controltpasde 100

% hemolisis se utiliza 40AL de agua milli Q. Como control negativo de lisesgiliza
400 L de PBS. Como control de agente hemolitico sezatdnfotericina B, que produce
un 50 % hemdlisis a 18M en las condiciones del ensayo. Los estudios aezaa por
quintuplicado. Para cada compuesto a evaluar sgagd0QIL de PBS. Se determina la
absorbancia de los sobrenadantes en un lectorise EL 301 MICROWELL STRIP
READER a 405 nm inmediatamente iniciado el expeniméA,). Los tubos de reaccién
se incuban a 37 °C durante 24 h. Transcurridag4ds, se centrifugan a 4 °C y se lee la
absorbancia de los sobrenadantes en el lecta). (8 ajusta el blanco del
espectrofotometro con el control negativo. Los ltados son expresados como
porcentaje, y se calcula: % = [A Ao)/ A1 agua mii ¢ X 100, donde A Aasps del
sobrenadante al dia 1¢:AA405 del sobrenadante al dia O Y fua mili g A4os del agua milli

Q al dia 1.

3.2.4. |dentificacion del tipo de muerte celular®rcruzi por'H-RMN
3.2.4.1. Induciendo apoptosis cop(dd

Se incuba 1 mL de 150 millones de parasito, cen¥Ynedio de cultivo, a 28 °C, durante
el tiempo correspondiente con el compuesto deéstese centrifuga a 3000 g, 10 min y
se descarta el sobrenadantepéletse lava 3 veces con PBS y resuspende en 500 pL del
mismo disolvente. Estos 500 pL se colocan en un tigoRMN de 5 mm y se le agrega 90
uL de BO. Se homogeneiza la suspension de células prewvitraucir el tubo en el
espectrometro de RMN.

Los espectros se adquieren realizando un totalédesBanes y son procesados segun:
sobre el FID se aplica "Full FT", se ajusta la faseforma manual (aplicando “zero
order”), se corrige la linea de base aplicandol“Buto” y se realiza el referenciado del
espectro. La sefial del EtOHYdA 70 ppm) se utiliza como estandar interno.

Los espectros déH-RMN obtenidos a partir depellet de los parasitos tratados se
comparan contra un “Control parasitos ML" que lléivanL de una suspension de 10
millones de epimastigotes/mL de medio de cultiv@asnel disolvente en el que se
disuelven los compuestos a evaluar, en la mismaetdracion que se le agrega a los
tratados.

La molécula empleada para el estudio de procesms@jos es kD, [16], el tiempo de
incubacion 2,5 h y el disolvente agua milli Q. Idisiciones se preparan en el momento a
partir de una solucion de,8, (100 vol), conservado a 4 ° C en botella coloramb

3.2.4.2. Induciendo apoptosis en la fase estaciarge crecimiento

Se ha descrito que las caracteristicas apoptdalieapimastigotes, en medios de cultivo
axénicos se acentuan en la fase estacionaria denaeto [11]. Como forma de evaluar
los ML de los cultivos celulares en el tiempo swdl a cabo el siguiente ensayo. Se hace
un repique de 20 mL de medio con 5 millones de g (cepa Y)/mL. Se toman
muestras a los dias 4, 7 y 14. Cada dia se tomanuestra, se cuenta el nimero de
parasitos y se evallan las caracteristicas dedéthie igual forma que se realiza con la
microscopia oOptica. Sabiendo el nimero de paré&toada uno de estos dias, se coloca
en un tubo coénico de 15 mL un volumen de medio guetenga 150 millones. Se
centrifuga a 3000 g, 10 min y se descarta el sadearte. El lavado, procesamiento de la
muestra y procesamiento de los espectros es idaitrnencionado en el apartagl@.4.1.

24



3.2.4.3. Induciendo necrosis por Nfx y Qdo2

Se prepara una suspension de parasitos, cepa Yineoconcentracion de 10 millones de
células/mL y se inoculan 0,6 mL/pocillo, en placde 24 pocillos. Para cada
concentracion de compuesto evaluada se incluyeplata (cantidad total de parasitos/
placa es de aproximadamente 150 millones). Losspasason incubados con los
compuestos a 300M, 28 °C por 48 h para Nfx y a 2@/, 28 °C por 2 h para Qdo2. Se
incluye una placa control que se inocula en cadallpacon el disolvente en que se
disuelven los compuestos. A final del experimemtoesogen los parasitos de cada uno de
los pocillos de una placa en un tubo conico de L5 centrifuga a 3000 g, 10 min y se
descarta el sobrenadante. El lavado, procesamilenta muestra y la adquisicion de los
espectros d&H RMN es idéntico al mencionado en los aparatadteviares.

3.2.5. Andlisis ultraestructural (MET)

Para analizar la anatomia subcelular de los pasa@iepa Y o Tulahuen), se requiere una
cantidad importante de los mismos, en fase expdaleate crecimiento, lo 6ptimo son 400
millones. Como control de parasitos en estado noffGantrol parasitos MET") se toma
un repique en fase exponencial de crecimiento, prgpara un repique de 40 mL de 10
millones/mL, el cual se fracciona a la mitad en tld®s cénicos de 50 mL. Se adiciona
gradualmente el disolvente en que se disuelveodoguestos al 0,9 %. Se incuban estos
dos tubos coénicos a 28 ° C, durante 24 h. Trarnidoueste tiempo se reune el contenido
de ambos tubos conicos en uno sélo y se procesa.

Como control del proceso de autofagia ("Controbfagia") se toma un repique en fase
exponencial de crecimiento y se prepara un repigu€0 mL de 10 millones/mL. Se lava
este repique tres veces con PBS (3000 g, 10 nse)rnesuspende en 40 mL de PBS, los
cuales se fraccionan a la mitad en dos tubos ce®miedc0 mL. Se adiciona gradualmente
el disolvente en que se disuelven los compuest@9al. Se incuban estos dos tubos
conicos a 28 ° C, durante 24 h. Transcurrido éstepb se reune el contenido de ambos
tubos conicos en uno solo y se procesa.

En el caso de los parasitos tratados con los costymiee trabaja de la siguiente forma: la
suspension de parasitos con una concentracion dellbdes de células/mL se distribuye
en placas de 24 pocillos, 0,6 mL/pocillo. Se inactbn el compuesto de interés disuelto
en DMSO a la concentracion deseada. Se incubarpliesas a 28 °C por 24 h.
Transcurrido este tiempo se recogen los parasi#osada uno de los pocillos de cada
placa en un tubo conico de 50 mL y se procesa.

Previo al procesamiento, la muestra se lava tressveon PBS, centrifugandola cada vez a
3000 g durante 10 min. Ipellet resultante de cada fraccion, se fija en glutatatite al

2,5 % en PBS, durante 40 min a temperatura ambiente

A continuacion se elimina el glutaraldehido realda cinco lavados en PBS (3000 g, 5
min) y se realiza una postfijacion con una solu@ae contiene Os(Q1 %), KsFe(CN)
(0,8 %) y Cadl (2,5 mM) durante 30 min a temperatura ambient@][2Be hacen cinco
lavados en agua milli Q filtrada (3000 g, 5 min).

A continuacién, las muestras se deshidratan ensena de alcoholes de graduacién
creciente seguidos de acetona y se embeben en dafios mezcla de acetona con resina
epoxica (Araldita Durcupan, FLUKA) de concentrac@iaciente. La inclusion en bloque
se realiza con Araldita pura dentro de capsulasnBéses cuales se colocan en estufa a 60
°C durante 48hs. Los cortes semifinos (0,5 pm deeses) se realizan en un
ultramicrétomo RMC-MTX, se tifien con azul de metdeboraxico (1 %) y se estudian
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con un microscopio Nikon Eclipse E200, aumento #0para seleccionar la region de la
muestra a ser analizada mediante microscopia@bhécdr Con el mismo ultramicrétomo y
empleando una cuchilla de diamante (DIATOME) séizaa las secciones ultrafinas (40 a
60 nm) las que se colectan sobre rejillas de cdbr@00 mesh y de ranura (2x1 mm).
Estas ultimas se colocan, luego de recoger loggosbbre un film de formvar, donde se
dejan secar. El contraste de los cortes se repbrdlotacion en una solucidon acuosa
saturada en acetato de uranilo gJCH;COO), x 2H,0) a 60 °C durante 1 h, y luego en
citrato de plomo (3 %) durante 10 min en atmosfdganitrogeno (para aumentar la
densidad electronica de la muestra). Los anaksrealizan en un microscopio electronico
de transmision marca Jeol JEM 1010 operado a 8Gg\Mipado con una camara digital
HAMAMATSU C-4742-95. Las imagenes digitales obtersd fueron transferidas a la
computadora y luego procesadas mediante el proghalvlae Photoshop 5.0.

3.2.6. Estudios con inhibidor del proceso de ag@a3-MA [20a]

Se prepara un repique de una suspension de 1Onesllade células (cepa Y o
Tulahuen)/mL. Se fracciona en dos tubos conicodxell, en volumenes iguales. Uno
de ellos se incuba con 3-MA (20 mM), tubo tratagle) otro con el mismo volumen del
disolvente (PBS) que se agreg6 al primero, tubdrabrse incuban ambos tubos 2 h a 28
°C. Transcurridas las 2 h se lavan tres veces B&(BO0OO g, 10 min) y se resuspenden
los parasitos en medio de cultivo en el mismo verimicial de forma de mantener la
concentracion de parasitos en 10 millones/ mL. @stas dos tipos de muestras se
desarrollan en paralelo dos ensayos de microsdgyiea con el compuesto de interés a
una concentracion tal que a las 24 h de incubaei®8 °C, se observe la morfologia de
interés, estructuras vesiculares citoplasmaticas quelven redondo al parasito.
Transcurrido este tiempo, se "cuantifica” el nimem parasitos que presentan las
siguientes caracteristicas: integridad de membramarfologia celular y movilidad,
prestando especial atencion a la morfologia. Sepacarel tratado con 3-MA contra el no
tratado. El recuento en camara de Neubauer, seaeahluyendo con PBS (1 en 100) y
contando 100 parasitos en tres experimentos indep@ns. Si existiese una reversion del
proceso de autofagia, se esperaria una reduccidnldeero de parasitos con dichas
estructuras vesiculares citoplasmaticas, es dseiresperaria una normalizacion de su
morfologia.

3.3. Estudios del mecanismo de accién

3.3.1. Determinacién del cambio metabélico en Tizcutilizanda'H-RMN [27-30]

Para evaluar el cambio del perfil metabdlico quiuaen los compuestos en estudio, se
incuba 1 mL de 10 millones de epimastigotes, cep&rY medio de cultivo, a 28 °C,
durante 48 h con el compuesto de interés. A lagl@l lexperimento, previo a preparar el
repique de 10 millones/mL, se hace un lavado pasttsir el medio de cultivo por medio
de cultivo fresco, para ello se centrifuga a 300A@ min, se descarta el medio y se
sustituye por medio fresco. Se incluye en cadayensa “Control medio de cultivo” que
contiene 1 mL de medio de cultivo mas el disolveate el que se disuelven los
compuestos a evaluar, en la misma concentraciose|le agrega a los tratados. A las 48
h se centrifuga a 3000 g, 10 min y se toman 50@¢ilsobrenadante que se agrega a un
tubo de RMN de 5 mm. Se le adicionan ademas 10euDMF (estandar interno) y 90 pL
de D,O. Los espectros se adquieren realizando un tet8l éscanes y se procesan segun:
sobre el FID se aplica “Full FT” y se realiza derenciado del espectro respecto al EtOH
a 1,17 ppm. Los resultados se expresan como pajeastativo a la DMF y respecto a un
“Control parasitos metabolitos” que contiene 1 neLuwha suspension de 10 millones de
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parasitos/mL de medio de cultivo, mas el disolveme| que se disuelven los compuestos
a evaluar, en la misma concentracion que se lgagréos tratados.

Un porcentaje positivo (+) significa un incremegrtola excrecion del metabolito respecto
al “Control parasitos metabolitos” y un porcentaggativo () implica una disminucién
en la excrecion del metabolito respecto al “Corparfsitos metabolitos”.

3.3.2. Determinacion de la actividad inhibitoria denzimas deshidrogenasas
mitocondriales

Este estudio es un ensayo colorimétrico que empda, el cual es reducido
enzimaticamente a formazan de color azul. En tiemmpenores a 4 h se puede evidenciar
la actividad de deshidrogenasas mitocondrialesi@éstal microorganismo estudiado aun
viable [27]. Se prepara un repique de 20 millonesegimastigotes (cepa Y)/mL, se
centrifugan y se lavan dos veces con PBS-glucogan®). Se resuspenden en PBS-
glucosa (5,5 mM). Se distribuyen en placas de 2llps y se incuban con el compuesto
de interés, a la concentracion deseada, a 28 %hsdurrido el tiempo de interés, se
transfieren 10QuL a placa de 96 pocillos, se agreganu25de MTT (concentracion de 4
mg/mL) y se incuban 2 h a 28 °C. Se utiliza comotrod 100 % de crecimiento la
suspension de parasitos sin tratar. Se detierea&xion y lisan las células con 100 de

la solucion SDS—isopropanol (10 % SDS, 50 % isogmop agua). Se incuba 2 h a 28 °C
y se determina absorbancia a 570 nm en un lect&LtfeA para placas de 96 pocillos
Microplate Reader mrc.
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4. ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

Se reevalla la actividad antiproliferativa de loempuestos en estudio, sobre
epimastigotes d&. cruziempleando las cepas Tulahuen 2 y Y. Este ensage ttomo
objetivo el contar con datos en idénticas condesoexperimentales para ambas cepas de

T. cruzi

En la Fig. 13 se muestra a modo de ejemplo la cdiogss-respuesta correspondiente a la
guinoxalina Qdo2. El la Tabla 3 se expresan lag 2 DE de todos los compuestos
estudiados en este proyecto de tesis.

1204

Data: Datal_B
100 - [ L Model: Boltzmann
Equation:
80 4 y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Weighting:
£ 6o y Instrumental
)
g 20 Chi*2/DoF =2.58118
£ ) R"2 = 0.99918
L
207 Al 0.2859 +1.62345
1 A2 103.78933 +2.66143
0+ [ x0 0.28168 +0.01311
1 dx 0.22415 +0.01374
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Fig. 13. Curva sigmoidea utilizada para el calcde la IGy de Qdo2 empleando el

programa OriginPro7.

Tabla 3. IG;, de los compuesto en estudio determinadas para égmes Tulahuen 2 y Y
de T. cruzi.
Compuesto ICs50x 2 DE (UM), cepa Tulahuen 2 | IC50 £ 2 DE (UM), cepa Y
Nfx 7,7+ 0,3 6,5+ 0,2
Nfl 1,6+0,2 1,3+0,5
Fx1 > 300,0 > 300,0
Fx2 10,8+1,4 7,95 + 0,06
Fx3 50+0,9 14,8+2,2
Bfx1 6,3+0,2 4,8+ 0,6
Bfx2 32,0+£2,6 13,3+0,1
Qdol 1,4+0,2 16+04
Qdo2 25+0,1 1,8+0,1
Anfotericina B 0,15+ 0,01 0,12 + 0,02
#Maxima concentracion ensayada por problema de iidkadh

Como se menciond anteriormente en el apartadoldslepimastigotes habitan en el
intestino del vector, son no infectivos y faciles mhantener en medios de cultivo. La
literatura indica que segun la cepa y la regionggdeca de origen, el parasito puede

mostrar diferencias en la susceptibilidad a loswéos de uso clinico, Nfx y Bnz. Por este
motivo es que se decide incluir dos cepas difesesteeste estudio. Es de destacar que la
cepa Y deT. cruzi ha sido descrita como parcialmente resistente afdoeacos de
referencia en estudias vivo[53,54].
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Todos los compuestos estudiados muestran valoréSsglelel orden o menores que el
farmaco de referencia Nfx, excepto el derivado Fxtya IGoes mayor a 300,AM, no
pudiéndose determinar por problemas de solubildildcompuesto al trabajar a dosis
mayores. Particularmente, dentro de los compuest@studios en esta tesis, Bfx1, Qdol
y Qdo2 muestran l§g menores a la correspondiente a Nfx para ambas egpestudio. El
furoxano Fx3 sobre la cepa Tulahuen 2 presentd@gganenor al farmaco de referencia,
pero no ocurre lo mismo sobre la cepa Y.

La cepa Y se muestra ligeramente mas sensibleagoeph Tulahuen 2 frente al farmaco
de referencia. Esto también ocurre para la maydeidos compuestos estudiados en la
presente tesis, a destacar Bfx2 cuya relacion ge(Kulahuen 2/Y) es 2,4. La notable
excepcion a esta tendencia es Fx3 cuya relacié@sdes 0,34.

Dentro del grupo d&l-6xido de heterociclo-aromatico los representantés activos son
los pertenecientes al grupo de las quinoxalinasdsi Qdol 5,5 y 4,1 veces mas activa
gue Nfx frente a Tulahuen 2 y Y, respectivamente.
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5. ESTUDIOS DEL TIPO DE MUERTE

5.1. Estudios de microscopia Optica como aproximaii al analisis del tipo de muerte
del parasito tratado con los compuestos en estudio

Los estudios de microscopia Optica se realizan eloobjetivo de obtener informacion

sobre el potencial tipo de muerte parasitaria prodao por cada tipo de compuesto.
Excepto para el derivado Fx1, las dosis utilizadaseste estudio fueron multiplos

aproximados de las correspondientes 8@ cada una de las cepas (Tulahuen 2 yY).

Por medio de la microscopia Optica se podrian ebsda formacion de potenciales

cuerpos apoptéticos o determinar las condicionegierocurre pérdida de la integridad de
la membrana de las células y posterior necrosipleamdo una coloracion sencilla como
lo es el AT. AT es un colorante de exclusién vitgje por sus caracteristicas
fisicogquimicas no tifie las células cuya membrana sana, pero tifie de color azul las
células cuya membrana se encuentra alterada yigaknénte mueren. Por ello, este
colorante permite conocer, en estos experiment@s,es la evolucion de la vitalidad de
los parasitos con el tiempo y con las concentrasiopara los diferentes compuestos
estudiados.

Ademas, este estudio permite determinar las camis, concentraciones y tiempos, en
gue efectivamente se produce muerte del parasito, gle sera utilizado en las técnicas
estandares para estudios de muerte celular (TUNIE). €en la Tabla 4, se muestran los
resultados de estos estudios.

Tabla 4. Resultados de microscopia Optica paradompuestos estudiados cepas
Tulahuen 2y Y° de T. cruzi.

G

SO,
Nfx

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafo)

Parasitos con
movilidad normal

Parasitos no
teflidos con AT

Concentracion
(uM)/tiempo (h)

7,7

23,7

38,5

77,0

1155

200,0

6,5

19,5

32,58

65,0

97,58

200,08

Leyenda

75-100 % 50-75% 25-50%
I |

\ |0-25% |
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Tabla 4. continuacioén

Nfl

Parasitos no tenidos
con AT

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafio)

Parasitos con
movilidad normal

Concentracion
(uM)/tiempo (h)

1,7

5,1%

8,5

17,¢°

25,52

200,0

0,65

1,32

3,9

6,5

13,0

19,5

200,08

Me
/N

N. _N
OA’ \O/

HN

Fx1

Parasitos no
tefiidos con AT

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafio)

Parasitos con
movilidad normal

Concentracion
(LM)/tiempo (h)

100,0

200,G

300,06

100,0

200,0

300,0
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Tabla 4. continuacién

Z
/s T~
—

\

/Z

—N
HN

Fx2

Parasitos no
tefiidos con AT

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafio)

Parasitos con
movilidad normal

Concentracion
(LM)/tiempo (h)

10,0

30,0°

50,0

100,G

150,G

200,G

8,0

24,0

40,0

80,0
120,0
200,0

Me NS N\

—N N

/N

N\ /N\O

O

\

HN
@]

Fx3

Parasitos no tefiidos
con AT

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafio)

Parasitos con
movilidad normal

Concentracion
(uM)/tiempos(h)

50

15,0

25,0

50,0

75,0

200,G

Concentracion
(uM)/tiempos(h)

15

45

75

150

200
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Tabla 4. continuacién

:—O CHO
1\
N

N
(e} (0]
Bfx1

Parasitos no
teflidos con AT:

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafio):

Parasitos con
movilidad normal:

Concentracién
(LM)/tiempo (h)
6,5
19,5
32,5
65,0
97,5

200,06

Concentracion
(LM)/tiempo
(h)

4.8

14,4

24,0

48,0

72,0

200,0

N
7\
=N —
HN
O
N/ \N
\O/ \O

Bfx2

Parasitos no
tefidos con AT:

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafio):

Parasitos con
movilidad normal:

Concentracion
(uM)/tiempo (h)
30,0°
90,0
150,60
200,0

Concentracioén
(LM)/tiempo (h)
13,0
39,0
65,0
130,0
200,0
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? o)
F N

~ Me
ij
F N" TCFs

o)

Qdol

Parasitos no
tefidos con AT:

Parasitos con
morfologia normal
(forma y tamafio):

Parasitos con
movilidad normal:

Concentracion
(uLM)/tiempo (h)
0,89
2,67

Concentracion
(MM)/tiempo

Qdo2

Parasitos no tefiidos con
AT:

Parasitos con morfologia
normal (forma y tamafio):

Parasitos con movilidad
normal:

Concentracion
(LM)/tiempos(h)

1,325

2,65

53

15,9

26,5

39,78

79,5

200,¢

Concentracion
(LM)/tiempos(h)

1,8

54

9,0

18,0

27,0

200,0
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Excepto para Fx1, para todos los compuestos sevabsrierte, dependiente de la dosis y
el tiempo de exposicion, la cual se evidencia panidn con AT (Fig. 14). Los cambios
mas notorios de los parasitos siguen un patroniasirpara todos los compuestos (ver
excepciones mas adelante) y estos ocurren enwgesig orden: pérdida de movilidad,
redondeo celular, coloracion positiva con AT, péadide flagelo y disminucion del
volumen celular. Para los compuestos que causamten efecto antiproliferativo se
podria explicar por muerte del parasito y por ifdidm de la proliferacion, dado que,
independiente del tiempo, a concentraciones reladnte bajas, ocurre disminucion de la
proliferacion, pero no muerte.

Las quinoxalinas, especialmente Qdo2, producen clag y rapida muerte en las
condiciones en las que se realizd el ensayo deostiopia Optica (ver entradas Qdo2,
Tabla 4).

Fig. 14. Células no viables tefiidas con AT. Auméax.
Qdo2, cepa Y, 3 h, 18 uM.

El compuesto Bfx2 no muestra para ninguna de las aipas el proceso indicado
anteriormente relacionado con la muerte celulacepto a concentraciones y tiempos
elevados (200,uM, a partir de las 24 h, Tabla 4 inserto Bfx2), porque a bajas
concentraciones el efecto antiproliferativo se fmdexplicar por inhibicion de la
proliferacion parasitaria.

Fx3 presenta la peculiaridad de no mostrar una ckdacion dosis-respuesta por encima
de 50,0 uM. Asi por ejemplo, a 200,0 uM en ambasas,eel compuesto no causa dafio
sobre el parasito sino que comienza a observasmmbio en la vitalidad del mismo a
concentraciones menores (ver Tablas 4, entrada. BSp podria explicarse por un
problema de solubilidad, o de agregacion, en eliondel cultivo del compuesto.

Por otro lado, los compuestos Bfx1, Nfl y Fx3 mgusn especificamente con el proceso
de muerte mencionado. Curiosamente en las sigsientaliciones:

*Nfl a 5,1uM, 24 h sobre la cepa Tulahuen 2y a 6,5 pl¥3 24 h sobre la cepa Y,

* Bfx1 a 65,0uM, 24 - 48 h sobre cepa Tulahuen 2,

*Fx3 a 50,0uM 9 - 48 h, sobre la cepa Tulahuen 2y a 48/09 - 24 h sobre cepa Y,

se aprecia una morfologia muy particular, obsereé@adomo caracteristica mas relevante
la formacion de una estructura vacuolar citoplaangige conduce a redondeo parasitario
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pero conserva su movilidad (Fig. 15). Posteriormelais parasitos pierden movilidad, las
vesiculas disminuyen de tamafio y se tifien con ATgeeir, estos parasitos mueren.

a b)

Fig. 15. Cepa Tulahuen 2, a) Bfx1, 65,0 uM, 24)iNfi, 5,1 uM, 24 h, c) Fx3, 50 uM, 24
h. Aumento 64&. Las flechas muestran las estructuras vacuolabsgvadas en el
citoplasma parasitario.

5.2. Confirmacion del tipo de muerte celular por Ia técnicas de TUNEL y tincidén con
P

Estas técnicas, TUNEL y tincién con IP, son téaniestandares para confirmar apoptosis
y necrosis celular, respectivamente.

Durante el proceso de apoptosis el ADN es degragedoendonucleasas generando
extremos 3'-OH libres. La técnica de TUNEL mideA®N fragmentado de células
apoptoéticas por incorporacion catalitica de fluoe@sa-12-dUTP a los extremos 3'-OH
del ADN usando la enzima TdT, formando una colanp&lica. Paralelamente, en el
experimento de TUNEL se utiliza la tincién de DAJ®mo sonda fluorescente especifica
de ADN, nuclear y cinetoplastico, luego de permleailas células [11, 22].

IP es un colorante de exclusién vital, es deciyregsolorante que por sus caracteristicas
fisicoquimicas penetra en las células cuya integride membrana se encuentra alterada.
Se une al ADN y de esta manera tifie células neasdfiL1, 22].

Para este estudio, se tom6 como guia los resultdelanicroscopia Optica. Las dosis
utilizadas en este estudio fueron multiplos dectasespondientes Kgen la cepa Y. Dado
que el compuesto Fx1 no produce muerte de losifAmcluso a una concentracion de
300,0uM, no se realizaron estos estudios para el mismo.
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Los resultados se resumen en la Tabla 5, en doedenwgestran los tiempos y
concentraciones utilizados para cada uno de lopgestos en estudio.

Tabla 5. Resultados de TUNEL y de tincion con IP.

3h 6 h 9h 24 h 48 h 72 h
Conc P2 IP IP IP IP IP
Comp. (M) TUNEL (%) TUNEL (%) TUNEL (%) TUNEL (%) TUNEL (%) TUNEL (%)
b 50- 50-
100,0p - - - - - - Ned 25 - e - -
Nfx 0 0.
001 - ] ] ] ] | Neg s | - 25| ]
0- 0- 0-
19,5 - - Neg. o5 - - Neg. o5 Neg. o5 - -
Nfl 0 5 0.
13,0 - - Neg. | ;¢ - - Neg. | 5| Neg. | ¢ - -
50- 50-
80,0 - - - - - - Neg. 75 Neg. 75 - -
0- 0-
Fx2 | 40,0 - - - - - - - o5 - o5 - -
0- 0-
240 ) ] ) ) ) ) ~ |25 25| ]
45,0 - - - - Neg. - Neg. - Neg. 1 -
Fx3® | 75,0 - - - - Neg. - Neg. - Neg. -
150,0f - - - - Neg. - Neg. - Neg. - - -
25- 25-
72,0 - - - - - - Neg. 50 Neg. 50 - -
0- 0-
Bfx1 | 48,0 - - - - - - - o5 Neg. o5 - -
0- 0-
240 ) ] ) ) ) ) ~ |25 25| ]
25- 25-
200,0 - - - - - - - - Neg. 50 Neg. 50
0- 0-
Bfx2 |130,0 - - - - - - - - Neg. o5 Neg. o5
0- 0-
020 - ) ) ] ] ) ] ) T ol2s| 7 |25
75- 75-
16,0 ) ) - |100] ° ] " |100] ° ] ) )
0- 75-
Qdol | 8,0 - - Neg. | ¢ - - Neg. | 199 - - - -
0- 0-
4.8 ) i ) 25 ) ) i 25 ) ) i )
180| Neg. | /2| Neg. |72 - | - - |- - | -] - |-
100 100
Qdo2
90| Neg | & | - & || o | o o] -
’ "1 25 50

2 Porcentaje de células tefiidas con TP-” indica que no se aplicé el ensayo correspondi&para esas
condiciones (concentracion-tiempbRepresenta un resultado de TUNEL negativo, es,decindice

apoptatico igual o menor al del control negativG/c(XZd Para este compuesto se trabaja con la cepa C
Brener.
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En todas las condiciones evaluadas, y para todosdmpuestos, la técnica TUNEL es
negativa (Fig. 16, Tabla 5), por lo que se puedeloar que el mecanismo de muerte de
los paréasitos no seria por apoptosis. En este sasosa KO, como compuesto de
referencia para muerte por apoptosisTderuzi Este no ha sido descrito en la literatura
como promotor de apoptosis €ncruziaungue existian estudios previos del grupo del Dr.
Galanti que lo postulaban. En este caso se confsmd@ositividad. Se evidencio la
completa superposicion de las células marcadasDodiRl y la fluorescencia de la
microscopia TUNEL que indica que todas las célulasviables presentan TUNEL
positivo (Fig. 16g-i). Esto permitié6 confirmar lahustez de los resultados negativos
observados para todos los compuestos evaluaddpessente trabajo de tesis.
Observando la Figura 16 se puede notar que existswperposicion casi del 100 % entre
la tincion con DAPI y con TUNEL, tifiéndose todo ADN tanto ndcleo como
cinetoplasto. Sin embargo, en los otros casos {big.y e) cuando el TUNEL es negativo,
se puede ver algun cinetoplasto, pero no se obselw@eos tefidos.

a)

-3 . | .g
N
—— T
- . £ ‘.
. “‘:‘.-{ B
-).'J?;;\,v'ff" s i % | J
R "““\‘ : ¥
ey e

Fig. 16. Superior: Nf1, 48 h, 19/4. Aumento 1006. a) DAPI positivo, b) TUNEL
negativo y c) contraste de Fase. Medio: Bfx1, Za2yM. Aumento 1000 d), e) y f)
igual que en el caso anterior. Inferior: Controlgitivo para TUNEL (HO,: 500 uM, 30
min de incubacion a 28 °C). Aumento 100@) DAPI positivo, h) TUNEL positivo, i)
Contraste de Fase.
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Por otro lado, cabe destacar que en el caso dpiilasxalinas (Qdol y Qdo2) se observan
en ciertas condiciones, de concentraciones y tismpotre 75 a 100 % de parasitos
tefiidos con IP, lo cual confirma muerte por nesr@Big. 17).

a) b) )

h)

Fig. 17. SuperiorQdol, 24 h, 8,@M. a) DAPI positivo, b) TUNEL negativo y c) contes
de fase correspondiente (aumento 18Q0d) IP positivo (75-100 %) y e) contraste de
fase correspondiente (aumento 490Inferior: Qdo2, 3 h, 18,0 uM. f) DAPI positivg)
TUNEL negativo y h) contraste de fase correspondi@@umento 1008). d) IP positivo
(75-100 %) y e) contraste de fase correspondientménto 400v).

39



Esta diferencia de comportamiento observado patzasmuinoxalinas, con respecto al
resto de los compuestos evaluados, estaria indicgud los restantes productos (Nf1,
Fx2, Fx3, Bfx1l y Bfx2) podrian estar promoviendeootipo de muerte celular, como
podria ser autofagia. Este hecho por lo tanto $tiedéado con otras técnicas como MET y
uso de un inhibidor de autofagia.

5.3. Estudio de la interaccion de los compuestosrcta membrana del eritrocito

A través de este estudio se pretende indagar cdexiaa los compuestos a las
membranas celulares, si son capaces de generan &jgu de dafio, evaluando la
integridad del eritrocito.

Para este estudio se utiliza el ensayo de hemoksite modelo es una medida de la
citotoxicidad de los compuestos sobre glébulossiogs decir cuanto mas toxico el
compuesto, mayor hemadlisis.

También sirve para estudiar la interaccion de losyguestos con la membrana del
eritrocito, a mayor interaccion, mas se altera éemiorana del eritrocito, mas hemoglobina
se libera, mayor es la necrosis. Los eritrocitas wo muy buen modelo celular para este
estudio dada su accesibilidad, facil manipulacidégue al lisarlos se libera hemoglobina
facilmente cuantificable [51,52].

Se determina la concentraciéon de hemoglobina lilzera las 24 h de tratamiento,
determinando la absorbancia a 405 nm, sin necesidaginguna reaccion previa [51].
Como control positivo de 100 % de hemodlisis, ludgoensayar distintas alternativas, se
decide emplear agua milli Q.

Se incluye adicionalmente en este ensayo anfatariBi [52] como control positivo de
lisis a una concentracion de apenaspVb Este compuesto es un polieno macrélido que
por sus caracteristicas fisicoquimicas se inserti enembrana del eritrocito generando
un aumento de la permeabilidad de la misma.

Los resultados de porcentaje de hemdlisis se pgeasen la Tabla 6.

Se han ensayado concentraciones muy superiores #Japara cada uno de los
compuestos objeto de este estudio. Las concentexci@valuadas corresponden a
concentraciones que no causan dafio mecanico debc#ao como resultado de la
precipitacion del producto en las condiciones de e®delo.

Tabla 6. Resultados de hemdlisis de los compuesstisdiados
Compuesto Concentracion (UM)| Porcentaje de Lisis
Nfx 200,0 0,0+£8,1
Nfl 100,0 0,0+55
Fx1 300,0 0,0+0,8
Fx2 200,0 0,0+6,0
Fx3 150,0 00+1,7
Bfx1 200,0 0,0+£1,0
Bfx2 200,0 0,0+4,3
Qdol 100,0 0,0+£4,0
Qdo2 150,0 0,0+1,6
Anfotericina B 1,5 50,0 + 2,6

Para todos los compuestos en estudio no se obgaevacion de hemoglobina, es decir,
por este modelo, no se observa pérdida de intehddda membrana.
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5.4. Identificacién del tipo de muerte celular eff. cruzi por *H-RMN

La aplicacion de esta técnica se basa en el prinmencionado en el apartado 1.3 de la
presente tesis.

Esta técnica no ha sido previamente utilizada pei@rminar el tipo de muerte en
parasitos, por lo que primeramente en este trafb@jtesis se tratdé de implementarla,
basandose en los procedimientos descritos paras@hamiferas [17].

Asi, los parasitos se tratan con los productosntirés a concentraciones definidas y se
incuban durante diferentes tiempos de acuerdaadliiesde muerte realizado por técnicas
convencionales, para asegurarse que se encuentanditiones de muerte apoptoética o
necrotica. Después de la incubacion se separaglialas der. cruzidel medio de cultivo
con las que se llevara a cabo el estudio de lopdtEH-RMN. Como forma de asegurase
gue en la suspension en PBS de los parasitosagar,tdenominado “Control parasitos
ML”, no se detectan sefales de metabolitos solyii@senientes del medio de cultivo es
gue se realizan tres lavados de los mismos coradiolucion tampén. Cabe mencionar
gue aun en estas condiciones se detectan, en algyperimentos, sefiales que pueden ser
asignadas a los metabolitos Ala y EtOH. El origenedtas sefiales se confirma por
comparacion con espectros realizados en PBS alseud# agregan los metabolitos de
interés y por comparacion con un espectro obteaidmartir de medio de cultivo de
parasitos no tratados denominado, “Control pargsitetabolitos” (Fig. 18a). En la Fig.
18b se muestran las sefiales detectadas, picos fijnespueden corresponder a estos
metabolitos solubles que aparecen en el “Contndgias ML".

En el espectro que se muestra en la Fig. 18b séfidan las sefiales provenientes de los
ML las cuales son anchas, y que se han identificamlmo correspondientes a los
agrupamientos Ckl CH; de las cadenas alquilicas de los lipidos. Ademagosible
identificar el sistema NCHs)z proveniente de la colina, posiblemente constitteyele la
fosfatidilcolina de membrana [17,23]. Estas mismaSales son las que se consideran en
el caso de células mamiferas para el estudio dedtgpmuerte por RMN lo que implica
gue también las mismas pueden ser utilizadas pasdiuglio en parasitos. Particularmente
en este trabajo de tesis para identificar el tpondierte celular en. cruzi.

Como forma de cuantificar estos protones se ti@meouenta en el procesamiento de los
espectros los rangos de integracion con la pre@aut® evitar integrar sefiales adyacentes
gue no correspondan. Los rangos de integraciondsean en la Tabla 7 y en la Fig. 19,
donde se muestra un espectro’deRMN de una suspensién en PBS de parasitos no
tratados, “Control parasitos ML”. La sefial corraggiente a los protond$-metilicos de

la colina, segun la literatura, resuenan en ladregroxima a 3,2 ppm. En esta region se
observa una sefial ancha, pero por encima de éstéetase detectan picos angostos los
cuales podrian corresponder a metabolitos. Pomasti®o no se integra esta region, pero
se observa la variacion de su perfil respecto ahtfl| parasitos ML”

Tabla 7. Parametros utilizados en el estudio de lthr "H-RMN.

Seiial Rango de integracion (ppm) o
CH» 1,20-1,35 1,27
CHs 0,80 - 0,90 0,87

% Los valores d@ presentan un error de +0,02
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Fig. 18. Espectros dé#i-RMN (D,O, 22,16°C) de a) “Control parasitos metabolitos”
(sobrenadante del medio de cultivo donde se cultivdyuzi) y b) “Control parésitos ML”

(parasito entero y sano suspendido e®©p
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Fig. 19. Espectro d&H-RMN “Control parasitos ML” (3O, 22,16°C). En los recuadros
rojos se muestran las zonas tenidas en cuentaestwdio de ML.

5.4.1. Induciendo apoptosis con®

Dado que para ninguno de los compuestos estudiadolss condiciones ensayadas de
tiempo y dosis, fue posible observar muerte poptgsis y como forma de estandarizar la
técnica de'H-RMN se utilizd un reactivo econémico,,®. En la presente tesis se
confirmd que el mismo promueve apoptosisiercruzien ciertas condiciones de trabajo
(TUNEL positivo, apartado 5.2., Fig. 16).

Como primera consideracion y a modo de conocectlagidad antiproliferativa de 3D,
sobre la cepa Y dE. cruzise determina la Kgsiendo esta de 2895 + 2GM.

Los experimentos de induccién de apoptosis sezegalh aumentando paulatinamente la
concentracion de #, de 400 a 8000QM y los tiempos de 0,5 a 2,5 h. La selecciéon de
los mismos se realizé considerando los antecedftfiéa?a] asi como la morfologia del
parasito controlada al microscopio optico. Adentes concentraciones estan relacionadas
con las correspondientes al estudio de muerteacehdr técnica de TUNEL (apartado
5.2), afectadas por un factor de 25 que resultdadsormalizacion por el numero de
parasitos en cada ensayo. En la técnica TUNEL s&igue con KO, un indice apoptotico
de 100 % entre 200 a 5Q®1 usando 6 millones de parasitos mientras que eeshoslios
del presente apartado se trabaja sobre 150 milldeegarasitos, para obtener una
adecuada relacion sefal/ruido en los espectro$leRMN. Entonces las concentraciones
de 400 a 8000@M de este ensayo se corresponden con dosis de 260au8! en el
ensayo TUNEL. Por lo que el trabajar a la conceitirade 8000uM de HO, permite
asegurar que se esta en condiciones de inducciapageosis.

El tiempo mas apropiado resulté ser de 2,5 h. ¥erésultados de microscopia oOptica, a
la concentracion del ensayo (150 millones/ mL)laghabla 8.
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Se puede mencionar que a las 2,5 h posteriortahtranto, con 400 a 80QM de HO,
los T. cruzino se tifien con AT, lo que indica la falta de peabilizacion de la membrana,

mientras que al tratarlos con 8000 surgen células con ruptura de membrana lo que
podria estar indicando comienzo de necrosis.

Tabla 8. Resultados de microscopia Optica parg04 cepa Y de T. cruzi.

L Parasitos con Parasitos con
Parasitos no . .
~ morfologia normal movilidad
tefiidos con AT ~
(forma y tamafio) normal
Concentracion
. 2,5 2,5 2,5

(uM)/tiempo (h) ' ' ’

400
800
8000
80000
Leyendas:
75-100 %
50-75%
25-50%
0-25%

Asi, después del tratamiento, a diferentes cormentres de kD, y por 2,5 h, dd. cruzi

se adquirieron los correspondientes espectros'HMRMN de las células enteras
suspendidas en PBS (Fig. 20). Del procesamienttosleespectros se obtuvieron las
integraciones de los metilos y metilenos de los Mis datos que se muestran en la Tabla
9 son el resultado del cociente de la relacion mtegraciones CHMCH; en cada
experimento con tratamiento y sin tratamiento. €éxdiza en cada caso el cociente con la
respectiva relacion de “Control parasitos ML” pam@malizar respecto a la situacion
inicial de los ML de la poblacién parasitaria dabtjo (ver apartado siguiente4.2).

Tabla 9. Cuantificacién de ML pofH-RMN al tratar los parasitos coh
concentraciones variables de,B,
Concentracion de #, (UM) - 2,5 h Cociente CH/CH3
400 0,99 + 0,04
800 1,01+ 0,05
8000 1,33 + 0,04**
80000 1,0G: 0,06
| Control parasitos ML | 1,00+ 0,04 |

** p< 0,0002 o= 3, comparado con “Control parasitos ML”, testuent)

A la concentracion de 8000M se observa un significativo incremento de la rélac
CH,/CH3 mientras que a concentraciones menores, condgiooaecroticas, 400 y 800
UM, o a la concentracidbn mayor, condiciéon necréticag)0® uM, no se obtiene una
diferencia estadisticamente significativa con re&pal “Control parasitos ML”.
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En la figura 20 se muestran ejemplos de los perfileb/CH; obtenidos en algunos de los
experimentos realizados. Observar como varian dédaciones de las integraciones
CH./CHgz respecto al "Control parasitos ML", este cocies¢ehace maximo para los
parasitos tratados con®, a 8000uM y se normaliza para los parasitos tratados a@B000
MUM. Estos resultados concuerdan con los obtenidos qeéduéas mamiferas en donde la
apoptosis se correlaciona con un aumento de leidal&H/CH; de los ML y que en el
caso de necrosis dicha relacion se mantiene caegtéfa,23].
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Fig. 20. Regién del espectro 44-RMN (D20, 22,16 °C) donde se muestran los ML de
a) “Control parasitos ML", b) Tratado con H202 a 8@M , c) Tratado con H202 a
8000uM, d) Tratado con H202 a 800QM.

Como ya se mencion0 anteriormente (apartado 1r@dimccion) otro dato que podria ser
relevante en condiciones de apoptosis estd mapzadsl cambio de PC a lisoPC (Fig.
21a). Este hecho podria evidenciarse’ppRMN teniendo en consideracién las sefiales
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N-metilicas préximas a 3,2 ppm [23]. En este sentilg. 21b-d) se aprecia como varia el
perfil de la region de la colina con el aumentdedeoncentracion deJ@, con la cual se
tratan los parasitos. Al aumentar la concentrad®hbO,, la sefial ancha se transforma en
tres picos bien definidos, cuyas intensidades waauenento.
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Fig. 21. Regién del espectro 8¢-RMN (D,O, 22,16°C) donde se observa la variacion
del perfil de la colina, a) Conversion de PC a IR€) b) "Control parasitos ML",
c) Tratado con HO, a 8000uM, d) Tratado con HO, a 80000uM.

5.4.2. Induciendo apoptosis por envejecimientacditivo de parasitos en medio axénico

Como se mencionara anteriormente ha sido descuto gb grupo de Galanti y
colaboradores que las caracteristicas apoptoétieaspanastigotes en medios de cultivo
axénico se acentlan a medida que transcurren &5 \diprincipalmente en la fase
estacionaria de crecimiento [11]. Por lo que sedéeevaluar si utilizando la metodologia
desarrollada para el estudio de apoptosis'HeRMN es posible estudiar el efecto del
transcurso del tiempo en cultivos axénicos de egtig@es dd. cruzide la cepa Y.

Como forma de evaluar las condiciones en que seeat@n los parasitos en los dias de
estudio se observa al microscopio 6ptico en cadaicidn de trabajo. Asi, al dia 4 de
cultivo, los parasitos estan en plena fase pralifgat 6 de crecimiento exponencial y
muestran caracteristicas de vitalidad total. Al'tJiastan ingresando en fase estacionaria y
comienzan a perder movilidad. En el dia 14, se amtcan en fase estacionaria siendo la
pérdida de las caracteristicas de vitalidad maseetes (Tabla 10, observar como varia el
namero de parasitos).
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Tabla 10. Resultados de microscopia Optica pararggstigotes de la cepa Y de T. cruzi
creciendo en medio axénico.

L Parasitos con Parasitos con Numero de
.| Parasitos no . . P
Dia|, .. morfologia normal movilidad parasitos
tefiidos con AT ~ )
(forma y tamafo) normal (millones/mL)
4 28+3
7 50+4
14 55+ 6

Leyendas
75 - 100 % H 25 -50 %
50-75% 0-25%
Interesantemente, al igual que lo que sucede easel del uso de @, a concentraciones
gue producen apoptosis, en la region (CiHi; se aprecia un significativo aumento del
cociente de las integraciones £€H; (Fig. 22). Este hecho es dependiente del tientpo, |
que estaria indicando que los parasitos al digaehért un mayor indice apoptotico. En la
Tabla de 11 se muestra el estudio cuantitativo ake relaciones de las sefiales

correspondientes a los @8@Hs de los MLque se expresan respecto al cocientg/CHg
del dia 4.

a) ) b c)

—40

—1.170
—1.170|

[ 40
F40 [

—30

—30

L —20
20 [

r ~10
r10

[ [ S I3 P
w I @ o o
~ o ® © ©
a =3

|y
o
o

ppm(@B0 120 110 100 090 080 ppm(@B0 120 110 100 090  0.80 ppm(@PB0 120 110 100 090  0.80

Fig. 22. Region del espectro 8¢-RMN (DO, 22,16°C) donde se observan los ML de
interés para estudios de muerte por apoptosis dagias mantenidos en medio de
cultivo axénico a) Dia 4, b) Dia 7, c) Dia 14 dédtivo.

Tabla 11. Cuantificacién de ML potH-RMN con el transcurso del tiempo de cultivos
de T. cruzi, cepa V.
Dia de crecimiento Cociente CH/CH3 respecto al dia 4
4 1,00 £ 0,05
7 1,29 £ 0,07**
14 1,47 £ 0,05***

** p< 0.005 (= 3, con respecto al dia 4, test t-Student)
*** n< 0.0005 (h= 3, con respecto al dia 4, test t-Student)
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Como es de esperar, al ingresar en fase esta@a@rcrecimiento (dia 7) se aprecia un
incremento estadisticamente significativo del cuteieCH/CH; respecto al dia 4 de
crecimiento, que aumenta de forma significativawahentar los dias de cultivo, que esta
en estrecha relacion con que el hecho que el ouliiv14 dias ya se encuentra en su fase
estacionaria, con un alto nimero de células em@stpoptético. Por lo que de nuevo se
corrobora la importancia de esta técnitaitro rapida y sencilla para evidenciar el tipo de
muerte celular por apoptosis.

En el caso de la region de colina, la disminuciétadmisma no es tan notoria, sino que al
contrario parece aumentar (Fig. 23, comparar cgnZi).
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Fig. 23. Region del espectro 44-RMN (DO, 22,16°C) donde se muestra la sefial de los
N*"CHjs con el transcurso del tiempo de cultivo de T. icralgDia 4, b) Dia 7, ¢) Dia 14.

5.4.3. Induciendo necrosis por Nfx y Qdo2

Como ya se demostro, a partir de los estudiospdediz muerte celular por TUNEL e IP,
ninguno de los compuestos objeto de esta tesisapazcde promover apoptosis en
epimastigotes dd. cruzi en las condiciones de tiempo y dosis estudiadaemas,
claramente Nfx (farmaco de referencia) y la quitiogaQdo2 causan muerte por necrosis
a partir de cierto tiempo y a ciertas dosis.

Por ello, se decide utilizar estos compuestos, cagemtes necréticos, para visualizar la
apariencia de los ML eff. cruzi por *H-RMN. Asi se trabaja siguiendo el protocolo
previamente optimizado teniendo en cuenta los taang de microscopia Optica sobre la
cepa Y (Tabla 12) y los estudios por técnicas ésta(rabla 5) se deciden evaluar las
siguientes concentraciones: incubacion por 48 hifana 300uM e incubacion por 2 h
con Qdo2 a 20QM.

El resultado cuantitativo de la evaluacion de Nfxno farmaco que genera necrosis en
parasitos dd. cruzimuestra que existe una relacionLFH; proxima a la unidad (Tabla
13) entre “Control parasitos ML” y parésitos traiadFig. 24a y b). Interesantemente si se
observa la region proxima a 3,2 ppm donde apageoelina se puede observar en este
caso la desapariciéon de la sefial de la misma cussndomparan los espectros obtenidos a
partir de la suspension de los parasitos tratadoset “Control parasitos ML". Este
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desaparicion podria deberse a la transformaci@h det la PC en el proceso de necrosis
(Fig. 24c y d).

Tabla 12. Resultados de microscopia optica para NfQdo2, cepa Y de T. cruzi.

Parasitos no Parasitos con Parasitos con
tefiidos con morfologia normal movilidad
AT (forma y tamafo) normal
Concentracion de NfX
48 48 48

(uM)/tiempo (h)
300 L
Concentracion de
Qdo2 (uMjtiempo (h) 2,0 2,0 2,0
200

Leyendas

75 - 100 % 25 -50 %
50 -75 % 0-25%

Tabla 13. Cuantificacién de ML potH-RMN epimastigotes de T. cruzi, cepa Y, trataglos
con Nfx
Concentracion de Nf¢uM) - 48 h Cociente CH/CH3;
300 0,98 + 0,05

a) b) c) d)

1.170)

F70

——3.208

F70
40 L L
:*60 }60

F30 ;50 F50

F40 a
[0 r F40
- :

L30 L
L 30
10 F20 [

L 20

F10 r
r F10

[ [
~
>
g

—
IS
o
@
I O

AR EEEE SRS E RS R RS R R
pom@B0 120 110 100 090 080 pm@F0 120 110 100 0% 080

[ [
ppm3®y 3.30 3.20 3.10 ppm3@A9 3.30 3.20 3.10

Fig. 24. Region del espectro 8¢-RMN (DO, 22,16°C) a) “Control parasitos ML”
region CH/CHg, b) tratado con Nfx region GHCHjs, ¢) “Control parasitos ML” region
colina, d) tratado con Nfx region colina.

En el caso que se emplea la quinoxalina Qdo2 shipeouna significativa disminucion de
la sefal correspondiente a los protones metiléraoosrelacion a los metilicos lo que se
muestra en la Fig. 25 a y b. Esta disminucion serchéna cuantitativamente obteniéndose
una relacion de C}#CH3; de 0,70 + 0,02 lo que esta mostrando en términastitativos la
pérdida de ML en la membrana celular. Con respeetacsefial de colina, el otro marcador
estudiado, al igual que lo que sucede con Nfx servh una disminucion de la sefial en
3,2 ppm (Fig. 25).
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region CH/CHg, b) tratado con Qdo2 region GHCHjs, ¢) “Control parasitos ML” regién
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5.5. Analisis ultraestructural (MET)

La microscopia de transmision electrénica ha sidplamente utilizada como forma de
caracterizar estructuras intracelulares que damtauepor ejemplo, de procesos
autofagicos, como por ejemplo la aparicion de wdasccitosolicas [18a,19,20a].

Como ya se menciond anteriormente, por técnicasermionales de determinacién de
tipo de muerte celular, ninguno de los compuessasdeados en este proyecto de tesis de
maestria mostrd induccion de apoptosisTeruzi Por otro lado, se ha demostrado por
técnicas convencionales que ambas quinoxalinas @d@tlo2 (y por RMN para esta
ultima), en las condiciones estudiadas en esteeptoyinducen necrosis @n cruzi Sin
embargo, para el resto de los compuestos Nfl, Fx3, Bfx1l, en las condiciones
ensayadas, no fue posible identificar el tipo demeucelular. Curiosamente en el estudio
de microscopia Optica se observé que en el tratamige T. cruzi con tres de estos
productos, Nfl, Fx3 y Bfx1l, se generaban vacuoltsplasmasticas de importancia,
mientras los parasitos conservaban una normal idagil Este hecho, lleva a estudiar si
se puede estar ante un proceso de autofagia.

Por lo que, se propuso como objetivo observar &alldda ultraestructura de los parasitos
tratados con los compuestos que producen vacuodlaplasmaticas visibles en el
microscoépio Optico. Para ello se trabajé a coneeitines en que por microscopia optica
se observaban vacuolas, siendo para Nfl 18,@n cepa Y, para Fx3 45,M en cepa Y

y para Bfx1 65,uM en cepa Tulahuen 2, incubando en todos los chsaste 24 h.

Como forma de reconocer en las condiciones delyersaultraestructura de Ik cruzi
normales a los cuales se denomina “Control pasAMiieT”, se realiza la MET de estos.
Por otra parte para evaluar la ultraestructura da situaciébn de reconocido perfil
autofagico enT. cruzi se utiliza un tratamiento sdlo con PBS [19] coreoirgdica el
apartada3.2.5 A esta preparacion de parasitos tratados congeB& denomina “Control
autofagia”. La comparaciéon macroscopica de ambos@es muestra upelletde menor
tamafio para el “Control autofagia” respecto al “tCalnparasitos MET”, lo que estaria
indicando que ha existido pérdida de masa par@sif@on respecto a la observacion por
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microscopia 6ptica se aprecia claramente que latasélel “Control autofagia” son mas
delgadas, luego de 24 h su movilidad decrece ény&5 % Yy no tiien con AT. Es de
destacar que por microscopia Optica no se obsemsiculas de tamafio importante en el
citoplasma del parasito, como ocurre en el cadéftieFx3 y Bfx1.

En cuanto al estudio MET de ambos tipos de corgreke pueden hacer una serie de
consideraciones que se muestran en comparaci@s &gl 26 y 27.

Fig. 26. MET del “Control parasitos MET”, a) 10009 b) y c) aumento de a): 30000
d) 40000x. En b), c¢) y d) se indican las estructuras inglatares. En c) se destaca con
flecha punteada un posible CP (cuerpo lipidico)ximio al RE (reticulo endoplasmatico).
AG: aparato de Golgi, BF: bosillo flagelar, Ci: atoplastoF: flagelo, G: glicosoma, N:
nucleo, R: reservosoma.

En la Fig. 26 se muestra la ultraestructuraTderuzi en el “Control parasitos MET”,
donde ademas de las estructuras celulares tipécastd tipo de tripanosomatideos, como
ser flagelo, cinetoplasto, glicosoma, reservos@resenta las estructuras comunes a todas
las células eucariotas. Por otro lado, se puedenadrscomo caracteristica destacable una
vesicula lipidica citosélica. Este puede ser umpmépidico, originado quizas a partir del
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reticulo endoplasmatico ubicado préximo al mismé].[Aunque por otro lado, este tipo
de vesiculas suelen estar presentes en epimastiget®é. cruzi por la inclusién de
colesterol del medio de cultivo del parasito [18$tos tipo de estructuras puede dar
origen a las sefales de ML mencionadas en el ajpatt8.

En la Fig. 27 se muestran las microfotografias plenastigotes dd. cruzi sometidos a
tratamiento con PBS, inductor de autofagia. Lo m@stacado en este estudio, control
positivo de autofagia, es la presencia de una gasiedad de vesiculas, de las cuales se
pueden destacar autofagosomas, estructuras indisatie autofagia. Estas estructuras
presentan como caracteristicas principales y comoolserva claramente en la
microfotografia, una doble membrana con un contenie matriz citosélica mas bien
heterogéneo, tal como se describe en la litert@®a 20a].

Fig. 27. MET det Control autofagid, a) 15000x, b) aumento de a): 400 c) 60000,
d) 100000x. AF: autofagosomas (en c) y d))
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Como ya se menciond, al comienzo de este apasad®alizé el mismo estudio con los
tres compuestos que presentan la capacidad degoredouolas el. cruzi.En las Fig.
28-30 respectivamente se muestran las microfotiagrde los productos Nfl, Fx3 y Bfx1.

e .‘\‘ ¢ %
W" sl
L

g
4 500 nm

Fig. 28. MET de Nf1: a) 25008 b) aumento de a): 10000€ c) aumento de b): 150000
x, d) aumento de c): 200000 En d) se observa la pared de la vesicula (indiceoh dos
flechas cortas y angostas) y se la compara condabnana plasmatica de la célula
(indicada con una flecha més larga y ancha). Lagolde la vesicula muestra una doble
membrana.

Como se observa los parasitos cambian importantemen forma, se redondean vy el
contenido citosolico es hace poco visible en praasede las vacuolas (Fig. 28a, 29a y
30a). Se aprecia que estas vacuolas en el cass ttes tratamientos evaluados tienen una
morfologia similar, su forma es irregular y puedadquirir un diametro de
aproximadamente 6 micras desplazando todas lagestis celulares hacia la membrana
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plasmatica. Su contenido es electron-lucido, finameranular y homogéneo. Ademas,
presentan la peculiaridad de poseer una doble naalfFig. 28d, 29d y 30d). En el caso
de algunas microfotografias del tratamiento con 1Bbe pudo observar, ademas,
estructuras que corresponderian a reticulo endopta en las proximidades de la
vesicula (Fig. 30b). Estas caracteristicas sonlaiesi a las de otras vesiculas tipo-
autofagosoma descritas en la literatura para tg@matideos (apartadd?.2).

a) | b)

Fig. 29. MET de Fx3: a) 12004 b) aumento de a): 2000€¢) c) aumento de b): 6000€)

d) aumento de c): 200000 En d) se observa la pared de la vesicula (indicemh dos

flechas cortas y angostas) y se la compara condmbnana plasmatica de la célula
(indicada con una flecha mas larga y ancha)
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Fig. 30. MET de Bfx1: a) 15004 b) aumento de a): 30006 c) aumento de b) 100000
d) aumento de c): 150000 En d) se observa la pared de la vesicula sefatatiedos
flechas. RE: reticulo endoplasmatico ((en b))
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5.6. Estudios con inhibidor del proceso de autofaai 3-MA.

Como otra forma de estudiar si los tres productes groducen las vacuolas (Nf1, Fx3,
Bfx1) producen autofagia en epimastigotesTderuzi sometido a los mismos, se tratan
los paréasitos con un inhibidor de la enzima PI3Xclial es esencial para el correcto
desarrollo del proceso de autofagia (18b).

Los tres compuestos de interés se evallian en Emanicondiciones que en el apartado
anterior como forma de asegurar que las condicisnasidénticas a aquellas donde se
identificaron posibles vesiculas autofagicas.

La evaluacion del proceso de inhibicion de autefagle acuerdo a los resultados
obtenidos (Tabla 14), no muestran cambios sigiifica en los parametros evaluados que
se tomaron como referencia (integridad de membrnawoafologia celular y movilidad),
entre los parasitos tratados con el compuesto yradsdos previamente con el inhibidor
mas el compuesto. Por lo que segun este ensayexisiiria un proceso autofagico en
estas condiciones para ninguno de los tres proslestaluados.

Tabla 14. Resultados de microscopia Optica pararmegstigotes de T. cruzi, cepa 'y,
tratados durante 24 h con Nfl, Fx3 y Bfx1 en pres@ény ausencia de 3-MA.

CompuestiConcentracion Parasitos no Parasitos con Parasitos con
P M tefiidos con morfologia normal movilidad
(M) AT: (forma y tamafio): normal:

Nf1\13

Nf1\13 + 3-MA

Fx3\45 91:8 [ 27+ 6 B 65:7

Fx3\45 + 3-MA %4 | 31+ 6 B so:7

Bix1\65 89+7 195 427

Bfx1\65 + 3-MA 92+5 15+ 6 38+7
Leyendas

75 - 100 % 25 -50 %
50 -75 % 0-25%
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6. ESTUDIOS DEL MECANISMO DE ACCION

6.1. Determinacién del cambio metabolico ef. cruzipor *H-RMN

Como forma de evaluar la capacidad de los prodestingliados en esta tesis, de afectar el
metabolismo dé. cruzise utiliza la técnica de cuantificacion de metab®lexcretados al
medio de cultivo pofH-RMN. Esta técnica, implementada reciente en noggupo de
investigacion [27], es sencilla ya que a diferer®alas técnicas bioquimicas estandares
en un solo experimento se pueden identificar téa®metabolitos excretados.

Como se mencion0 anteriormente (apartado 1.4.) metasito es incapaz de oxidar
completamente los carbohidratos produciendo unaclmede CQ, acidos mono y
dicarboxilicos [26,31].

Es sabido de estudios previos que los principaktsiolitos identificados en cultivos de
T. cruzien condiciones normales son carboxilatos (Ace, Pyt, Succ) y aminoacidos
(Ala'y Gly) [27]. Por lo que en una primera instanpara reconocer el perfil metabdlico
se comparan los espectros’#eRMN del medio de cultivo, denominado “Control rieed
de cultivo”, y el medio con los metabolitos excdets por parasitos normales,
denominado “Control parasitos metabolitos”. La ttfemacion inequivoca de los
diferentes metabolitos anteriormente mencionaddéegé a cabo mediante el agregado
individual del correspondiente metabolito al “Cohtmedio de cultivo” y al “Control
parasitos metabolitos”. En la Fig. 31a y 31b (pagiguiente) se muestran los espectros
completos de ambos controles donde ademas de ladbaolitos identificados se pueden
observar las sefiales correspondientes a los peotoatlicos (a aproximadamente 2,84 y
3,00 ppm) y el protdn amidico (a aproximadamen® ppm) de la DMF que se utiliza
como estandar interno (la sefial de este ultimodpree integra y se asigna como 100,
para realizar el posterior procesamiento de losasps), los protones del DMSO,
disolvente de los compuestos (a aproximadamente i) y los protones del agua (a
aproximadamente 4,8 ppm).

En la Fig. 31c y Fig. 31d se muestran las regialgeambos espectros donde resuenan los
metabolitos identificados. Las sefales asignadlss yintervalos de integracion que se
toman para cada uno de los metabolitos princips¢esnuestran en la Tabla 15. Cabe
destacar particularmente que para la Ala, Lac yHgt@lgunas sefiales, las que por su
acoplamiento son cuartetos, no se aprecian debide sefales del ruido del medio de
cultivo, pero igualmente la identificacion de esmostabolitos se puede llevar a cabo sin
problemas observando los demas sefiales. Para keAlbserva la sefial correspondiente
a los protones del metilo (doblete) pero no asieli@dal correspondiente al proton en el
carbonoa (cuartet). Para Lac se observa la sefial correspondients @r@mones del
metilo (doblete) pero no asi la sefial corresponéiah proton en el carbormal grupo
carboxilo (cuartetd. Para EtOH se observa la sefial correspondiente prétenes del
metilo (triplete) pero no asi la sefial correspoméie los protones del metile(muartetd.

Tabla 15. Asignacion de las sefiales de metabolidestificados en el medio de cultivo para
epimastigotes de T. cruzi, cepa Y.

Gly Succ Pyr Ace Ala Lac EtOH

J° (ppm) 3,547 2,391 2,358 1,904 1,465 1,31 1,17

Multiplicidad S S S S d° d f
Rango de 3,552a| 2,402a| 2,367a| 1912a| 1,488a| 1,338a| 1,198 a
integracion 3,542 2,376 2,347 1,897 1,436 1,296 1,136

J(Hz)" £ - - 7,24 6,85 7,08

# Los valoresie d presentarun error de

+ 0,002’ Singulete

°Doblete." Triplete.®Los

valores de J (constante de acoplamiento) presemtagrror de +0,03'No acopla.
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Fig. 31. Espectros d#4-RMN (DO, 22,16°C) de los controles utilizados en el estudio de
metabolémica a) “Control medio de cultivo” de 0,@#® ppm; b) “Control parasitos
metabolitos” de 0,0 a 9,0 ppm. Con flechas se muias sefiales de los protones de la
DMF, agua y DMSO. c) y d) son ampliaciones corresjientes de la region 1,0 a 3,6
ppm de a y b), respectivamente. Con flechas searnds metabolitos identificados.

También fueron analizados en este estudio los adidnarico y maleico con la hipotesis

de que compuestos que actien como inhibidores desutzinato o la malato
deshidrogenasa podrian afectar la concentracid@icties metabolitos (ver apartado 6.2.).
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En estas condiciones el maleato y el fumarato rmfudetectados. Esto es concordante
con lo que indica la literatura [26,31].

Como se puede observar en los espectros de |8Fgy 31d, de todos los metabolitos
excretados por los epimastigotesTdecruzi cepa Y, se puede inferir de acuerdo a este
estudio que el Succ es el metabolito mas abundantenexcretado al medio de cultivo e
interesantemente, la sefial de Pyr es la Unica amirdiye en el "Control parasitos
metabolitos” con respecto al "Control medio deieolf por lo que es posible inducir que
los parasitos lo consumen. Este concuerda con ke igdica la literatura para
epimastigotes de este tripanosomatideo [26,31].0fftar parte, cabe mencionar que las
concentraciones de EtOH no varian significativamelat cual coincide con lo que
describe la mayor parte de la literatura donde esgeciona que la mayoria de la cepad de
cruzi no expresan las enzimas que le permiten prodwté eompuesto [26,31]. Sin
embargo se han descrito ciertos clones de la cefp@d@de T. cruzique producen EtOH
[30]. Otro hecho destacado es que existe una stdfal del aminoacido Gly el cual nunca
habia sido descrito como metabolito d@e cruzj existiendo descripciones sobre la
capacidad de tripomastigotes prociclicod dbruceide producir Gly [31].

La variacion en la excrecion de metabolitos de aptigotes dd. cruzi cepa Y, tratados
con los diferentes compuestos a una concentragidel a las correspondientessiGe
muestra en la Tabla 16. Como se menciona en elaapaB.3.1., los resultados se
expresan como porcentaje de metabolito con respdctmntrol no tratado, “Control
parasitos metabolitos”.

Tabla 16. Variacion, respecto al "Control parasit@setabolitos”, en el perfil de metabolitos de

T. cruzi, cepa Y, tratados con los productos objeéoeste proyecto de tesis a lad§ "Control

medio de cultivo”

%’Qgg&iﬁj\ Gly Succ Pyr Ace Ala Lac
Nfx -9,6%2,0 -20,2+3,0 -3,5¢1,1 -125+2(8  -11,4+2,1 8,1+0,9
Nfl +21,843,0 | -10,4%1,3 -3,9+1,0 -0,3+x1p -0,5+0,2 ,7#0,6
Fx1° -13,7+2,6 -8,1+1,3 -1,4+0,8 -75+16 5318 93,3
Fx2 -1,2+0,7 -2,9+1,2 +7,3+2,2 -23+10 +3,8+£1,3 +#8F
Fx3 -5,7+0,9 -14,2+21 +3,2+2,2| -102+2]1 -7,2#12 5#D,7
Bfx1 -11,3x2,2 | -11,2+2,6 +49+17| -11,7+2,8 -15,9+3,0+0,3+0,3
Bfx2 -8,3+2,1 +5,042,5 -2,0+1,1 -6,8 + 2, -6,9+1,7 £,2
Qdol -0,8+0,9 -33,4+2,2 +6,3x1,2| -116+03 -86+1)7 ,A1L0
Qdo2 -10,5+¢2,2 | -35,0£3,1] -114#14 -196+30 -16,5+1,812,8+2,0

Medi® | -1502,0 | -70,34,0 | +10,83,2 | -39,5¢#39| -388/,1 | -12,427

Nota: Todos los compuestos fueron evaluados a sulEx1 fue evaluado a 300 uM, dado que
por problemas de solubilidad no se pudo determgalG,.
®"Control medio de cultivo"

Todos los productos evaluados presentan un perixdrecion metabdlico diferente al de
los pardsitos sin tratar. Cabe destacar que lobioammas importantes vienen promovidos
por las quinoxalinas (Qdol, Qdo2) y Nfx en la meewcrecion de Succ (Fig. 32). Por
otro lado, Qdo2 y Nfx presentan ademas una coincidegeneralizada en el perfil de
metabolitos excretados, hecho que podria estarando que ambos productos actuan de
forma similar. Qdol a diferencia de los anterigyessenta menor consumo de Pyr. Esto
estaria indicando diferencias en el modo de aat@deste didéxido de quinoxalina respecto
al otro. Con respecto al nitrofurano incluido en edtudio para comparar su
comportamiento con el de los N-Oxidos, Nf1,
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presenta un significativo aumento en la excrecién Gly y disminucién en Succ
poseyendo un perfil de metabolitos diferente alodeN-oxidos y al nitrofurano farmaco
de referencia, Nfx.
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Fig. 32. Espectros d#i-RMN (DO, 22,16°C) donde se muestra el perfil de los
metabolitos excretados a-b) Parasitos tratados a k3o con Qdol y su correspondiente
"Control parasitos metabolitos”, respectivamen&nsarca en rojo el pico
correspondiente al Succ, observar como disminuyaxstecién. Se marca en verde el
pico correspondiente Pyr, observar como disminuwyeamsumo.
c-d) Parésitos tratados a una 4gcon Qdo2 y su correspondiente "Control parasitos
metabolitos”, respectivamente: se marca en rojue@ correspondiente al Succ, observar
como disminuye su excrecién, al igual que ocurna pados los metabolitos excretados.
e-f) Parasitos tratados a una 4gde Nfx y su correspondiente "Control parasitos
metabolitos”, respectivamente: se marca en rojaa correspondiente al Succ, observar
como disminuye su excrecion, al igual que ocurma pados los metabolitos
excretados.

Los tres furoxanos, Fx1, Fx2 y Fx3, presentan lgsrfinetabdlicos muy similares y de
escasa significacion respecto al parasito sinrfréanbién disminuyen la excrecion de
Succ y Fx1 de forma significativa Gly (Fig. 33).rPotro lado, Fx2 curiosamente

disminuye el consumo del Pyr y parece tener urt@fegportante en las rutas metabdlicas
gue involucran a Pyr, ya que productos metabdlicéeneelacionados con él, Ala y Lac,

aparecen incrementados en el medio de cultivo 83p.
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Fig. 33. Espectros d#i-RMN (DO, 22,16°C) donde se muestra el perfil de los
metabolitos excretados a) "Control parasitos melias', b) parasitos tratados con una
ICs0 de Fx1, c) parasitos tratados a unasy@e Fx2, d) parasitos tratados con unadGe

Fx3. Se indican para los furoxanos las principalagaciones metabdlicas respecto al
"Control parasitos metabolitos". En color azul selica el pico correspondiente a la Gly,
observar como disminuye su excrecion para los pssratados con Fx1.

En color verde se indica el indica el pico corresgiente al Pyr, observar como

disminuye su consumo para los parasitos tratadosFo@.
En color rojo se indica el pico correspondienteSaicc, observar como disminuye su
excrecion para los parasitos tratados con Fx3.
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Teniendo en cuenta las consideraciones anterioenmeahcionadas se decide profundizar
el estudio con los productos que muestran difeasnmietabolicas mas significativas, Nf1,
Qdol y Qdo 2, respecto al "Control parasitos mditaist. Para ello Nfl, Qdol y Qdo2
fueron estudiados por esta técnica en un experavargis—respuesta incluyendo a Nfx,
como farmaco de referencia. Los resultados se namesh las Fig. 34-37.
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Fig. 34. Dosis-respuesta del estudio de metabolisana Nfx.
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Fig. 35. Dosis-respuesta del estudio de metabolisana Nf1.

Si se analiza el comportamiento metabdlico paradtms nitrofuranos, Nfx y Nfl, en el
estudio dosis-respuesta se puede concluir quepexg®r la Gly, ambos compuestos
poseen un perfil muy similar (importante disminucide la excrecién de Succ, leve
disminucién en el consumo de Pyr con la dosis yeraath disminucién en la excrecion
de Alay Lac).
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Fig. 37. Dosis-respuesta del estudio de metaboligara Qdo2.

Del estudio con Qdol, Qdo2 y Nfl se puede infetie gxiste dependencia dosis-

respuesta para casi todos lo metabolitos evaluddssires muestran una disminucion

importante de Succ, que en el caso de Qdo2 y Nfécpamostrar una dependencia
directa.

Por otra parte para Qdo2 la disminucion de la exanede Gly es relevante al aumentar la
dosis del ensayo, a diferencia de lo que suced®dwmi en donde los cambios para este
metabolito no importantes. Sin embargo, en el clesdNfl se observa una importante
excrecion de Gly a concentraciones de una y@gs |

En estos experimentos de dosis-respuesta puedevaisse que al aumentar la

concentracion de los compuestos hasta llegar aictonds de muerte, los perfiles se

vuelven mas parecidos al “Control medio de cultjws decir, aumenta la concentracion
de Pyr en el medio y disminuye la concentraciotodemetabolitos excretados (Tabla 16,
medio).
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6.2. Determinacibn de la actividad inhibitoria de azimas deshidrogenasas

mitocondriales

Del estudio descrito en el apartado anterior undodemetabolitos que se excreta en
menor medida respecto al parasito sin tratamiesit8uec. Por otro lado, recientemente
nuestro grupo ha identificado que cieté®xido de aminas heterociclicas aromaticas que
son capaces de afectar el metabolismo redoxTderuzi afectando por ejemplo
mitocondrias, inhibiendo deshidrogenasas mitocaieki[5b,27]. Por lo que, basados en
estos aspectos se estudian los compuestos deregeetp de tesis como inhibidores de
dichas enzimas. En las condiciones del ensayoeraptis cortos usando MTT para
detectar actividad deshidrogenasa se evalla enaspezificas como succinato y malato
deshidrogenasas. Los ensayos inicialmente fuerizados a concentracion fija, 20/

y tiempos variables cortos de entre 30 y 120 mima:ee muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Porcentajéde actividad de enzimas deshidrogenasas mitocahesi

Compuestltiempo (min) 30 60 90 120
Nfx 91,2+1,2| 1000+0,7985+2,1| 100,0+0,9
Nfl 100,0+ 2, 822+25| 554+7,2| 50,0+25
Fx1 90,3+0,7] 89,1+0,4 100,0+1,000,0+0,9
Fx2 87,4+06| 696+16 100,0+Q,®89,1+1,1
Fx3 84,0+17, 885+20 92,7+10 946+14
Bfx1 775+12| 90,0+0,7 879+25 779+30
Bfx2 86,8+0,3| 89,9+0,7 100,0+1,600,0+0,6
Qdol 91,1+23| 629+45| 395+4,1| 403+7,4
Qdo2 69,7+26| 696+24| 70,3+1,8| 46,1+8/4

® Referido a la actividad deshidrogenasa de par&sito tratados.

De todos los compuestos estudiados, Nfl, Qdol yY2@da las moléculas que provocan
mayor inhibicion de las enzimas en estudio y enang@noporcion lo hace Bfx1l. Cabe
mencionar que Nfx no inhibe las deshidrogenasasconitdriales. Para los tres productos,
Nfl, Qdol y Qdo2, se observa que a los 90 min $&niiucion de la actividad es
significativamente importante por lo que se eligeediempo para los ensayos de dosis-
respuesta (Fig. 38, pagina siguiente) a concentraside 5, 10, 20 y 40M.

Los parasitos tratados con Nfl y Qdo2 muestranadlera relacion dosis-respuesta, sin
embargo esto no ocurre para el caso de Qdol, denu#sno compuesto existe una
importante disminucion de la actividad para todadas concentraciones evaluadas. Los
tres compuestos por tanto actuarian por inhibigi@n las enzimas deshidrogenasas
mitocondriales.

Como ya se mencion0 en el apartado 1.4., la engimainato deshidrogenasa (paso 33,
complejo Il de la cadena respiratoria, Fig. 11,version de Succ en fumarato), es un
complejo enzimatico homologo a la fumarato reductastocondrial (paso 20, Fig. 11)

gue cataliza la reaccion inversa. Se ha postulag® ighibidores de la succinato

deshidrogenasa actuarian sobre la fumarato redugtageversa [27,55]. Considerando
esto ultimo y habiendo evidenciado una clara disgion de la excrecion de Succ e
inhibicion de las enzimas deshidrogenasas mitoc¢aledr se podria decir que la enzima
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blanco de estos compuestos seria la fumarato esductambién se puede considerar la
inhibicion especifica o simultanea de la malatohisgenasa (paso 34, Fig. 11), su

inhibicion podria perfectamente explicar la disncidbn de la concentracion del Succ

excretado. Aunque Nfl podria estar modificandosomantos metabdlicos, paralelamente,
gue explique la alta liberacién de Gly al medio.
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Fig. 38. Curvas dosis-respuesta de actividad de
deshidrogenasas mitocondriales a los 90 min: ea €@glo1, en
verde Qdo2 y en negro Nfl.
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7. CONCLUSIONES

Se determinaron las condiciones preliminares dataper microscopia Optica de todos
los productos objeto de esta tesis, para luegaromanfel tipo de muerte celular por
técnicas estdndar. En todas las condiciones eadugghara todos los compuestos, la
técnica TUNEL da resultados negativos, por lo gupuede concluir que el mecanismo
de muerte de los parasitos no seria apoptosisasrceadiciones.

Es de destacar que para Qdol y Qdo2, por tinciariRse confirma muerte por necrosis
en tiempos menores a 6 h y concentraciones mea@@egM.

El tratamiento deT. cruzi con Nfl, Fx3 y Bfxl generan estructuras citoplasraa
vacuolares que se aprecian aun en microscopiaaopacultraestructura de los parasitos
tratados con estos productos corrobora la formatsitsicion de éstas en los mismos. Se
observa que estas estructuras ocupan casi ladtatalel parasito, que se encuentran cerca
del reticulo endoplasmético, que poseen doble memaby que pierden electrondensidad,
lo que podria estar indicando que se trata de agaebmas. El inhibidor de autofagia
evaluado, 3-MA, no fue capaz de bloquear la fordrade vesiculas y detener el proceso
de muerte. No se pueden sacar conclusiones respegte la autofagia es el tipo de
muerte celular para los parasitos tratados con 3,y Bfx1.

Se implementa por primera vez la técnicatddRMN para el estudio del tipo de muerte
celular en epimastigotes de cruzi Para ello se trabaja con,® como inductor de
apoptosis determinando que, al igual que en célndamiferas apoptéticas, se observa un
significativo aumento de la relacion @BH; de los lipidos mdviles. Este mismo
fendmeno se observa con el paso del tiempo y paihnente en la fase estacionaria de
crecimiento para epimastigotes, cepa Y creciendoestio axénico.

Para los procesos necroticos obtenidos con pasésitiados con Nfx y Qdo2 se confirma
gue la relacion de GI#HCH; no aumenta, hecho que concuerda con lo observado p
células mamiferas necréticas.

Por otro lado, se estudio el cambio en el perfilaiélico de epimastigotes de cruzj

cepa Y, tratados con los compuestos de este esRatia ello se utilizo la medida, por
'H-RMN, de la variacion de los metabolitos en el et cultivo de estos parasitos. Los
productos que mas cambian este perfil metabdlindasoquinoxalinas, Qdol y Qdo2, y
los nitrofuranos, Nfl y Nfx, los cuales determinama importante disminucién de la
excrecion del succinato. Particularmente Nfl ardifeia del resto de los productos
aumenta la excrecion de glicina.

Adicionalmente, Qdol, Qdo2 y Nfl mostraron actididanhibitoria de enzimas
deshidrogenasas mitocondriales. Esto junto cordaglios del perfil metabdlico permite
hipotetizar que la enzima blanco de estos dos cestps es la fumarato reductasa,
aunque no puede descartarse la inhibicion de latmdeshidrogenasa
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