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RESUMEN

Se ha demostrado gue los compuestos triciclicos neurolépticos como la
clomipramina y la clorpromacina tienen efectos letales sobre Leishmania
donovani y L. major. Por otra parte los derivados de la fenotiacina son
inhibidores de la tripanotién reductasa, enzima caracteristica de los
tripanosomatidos. Es decir que tanto los compuestos triciclicos neurolépticos
como los derivados de la fenotiacina, pueden ser considerados como drogas
potenciales antitripanosomales y antileishmaniales.

Tomando en cuenta lo anterior, asi como que en la Entamoeba histolytica
HK9, esta presente el tripanotion, se procedié a probar los posibles efectos
inhibitorios de los derivados de la fenotiacina y compuestos triciclicos
neurolépticos, sobre este parasito humano. Se encontrd que la clomipramina,
fué el mas potente inhibidor de la proliferacion celular, a una concentracion
25 uM durante 24 hrs. de cuiltivo. En estas condiciones se obtuvo un
decremento sustancial en el nimero de trofozoitos de Entamoeba histolytica
HK9, desde aproximadamente 14.5 X 10° en el normal hasta 5.37 X 10°
células (63% de inhibicién) y a 100 uM de 0.8 X 10° células (94.5% de
inhibicion). Ademas se enconiré un efecto inhibitorioc del 100% a las
concentraciones de 75 y 100 uM, sobre la proliferacion celular con el

metronidazol, que se emplea clinicamente contra la amibiasis.

Bajo las mismas condiciones experimentales, se estudiaron otros
compuestos triciclicos (OFKs) sintetizados especialmente para inhibir a la
tripanotién reductasa, encontrandose que tienen un efecto inhibidor sobre la
Entamoeba histolytica, desde un 16% hasta un 95%.



Los mismos resultados obtenidos con las drogas clomipramina y el
compuesto triciclico OFK006 sobre Entamoeba histolytica, se obtuvieron con

Tripanosoma cruzi y Crithidia luciliae, los cuales sirvieron como control.

Una observacion interesante fue que la cepa HK9, crece mas rapidamente
que la HM1 en anaerobiosis, pero por su parte ésta es mas resistente a las

drogas.

En conclusion hemos demostrado que los compuestos triciclicos como la
clomipramina y la clorpromazina, asi como los derivados de ia fenotiazina,

pueden ser considerados agentes potencialmente antiamibianos.

MRS T
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i. INTRODUCCION

Mundialmente, hay un gran interés en el desarrolic de drogas y vacunas
contra las enfermedades parasitarias como la amibiasis. Para esto se
requiere la identificaciéon de moléculas “blanco” propias del parasito para el
tratamiento de la enfermedad, asi como conocer la biologia del organismo y

las interacciones establecidas en la relacion huésped-parasito.

Actualmente hay dos tendencias para la investigacion de drogas
antiparasitarias, la empirica y la racional. La ruta empirica para el
descubrimiento de drogas esta tradicionalmente asociada con la
investigacién fortuita de gran nGmero de compuestos, tanto entidades
discretas o como parte de mezclas complejas (usualmente de origen natural).
En contraste a la llamada propuesta racional, estc no depende de la
existencia de un gran cuerpo de informacion relacionado a la estruciura y
funcion de "blancos” macromoleculares bien definidos, puesto que en la
actualidad fa biotecnologia apropiada, las metodologias analitica vy
computacional se han desarrollado suficientemente para proporcionar esta
informacion, ya que, la mayoria de las drogas antiparasitarias usadas hoy en
dia, se obtuvieron de programas de investigacion empirica (Hudson 1994).

Mucha de la quimioterapia antiparasitaria presente en la actualidad es
derivada de practicas y adelantos hechos en el siglo XIX. El uso empirico y
tradicional de la corteza de las especies de Cinchona para la malaria, el
rizoma y \a rafz de Cephaelis ipecacuanha para la disenteria amibiana y las
flores de Artemisa cina como vermifugo, conducen al aislamiento de
compuestos antiparasitarios como la quinina (1820), la emetina (1828) y la
santonina (1830) respectivamente. Los origenes empiricos de las drogas
arsenicas organicas y antimoniales recomendadas actualmente para la



tripanosomiasis africana humana y leishmaniasis se encuentran también en
tratamientos tradicionales contra enfermedades infecciosas (Croft 1994).

Calzado et al. (2000) mencionan que el aislamiento de compuestos activos
de productos naturales de Castela fexana que afectan ia enquistacion y/o
desenquistacion de los protozoarios Entamoeba, Trichomonas y Giardia
ayudarian en el desarrollo de nuevas drogas para el tratamiento de la

amibiasis y control de estrategias.

La estrategia racional consiste en el reconocimiento o disefio de un
compuesto que tenga actividad antiparasitaria, para la cual el “blanco”
especifico sea reconocido, esta molécula seria usada como un molde para
disefar, por métodos computacionales, una molécula similar con mejores
propiedades inhibitorias sobre la molécula “blanco”, que es por lo general

una enzima, cuya estructura tridimensional se conozca.

En la actualidad se utilizan dos técnicas para llegar al inhibidor de la proteina
“blanco” (Verlinde et al. 1994). La primera de estas, es el uso de inmensos
cocteles producidos por la tecnologia combinatoria de moléculas en solucién.
Por ensayos y protocolos de seleccién, las moléculas con alta afinidad son
retiradas del coctel y son sujetas a otras investigaciones. La segunda
propuesta estda basada en la estructura y el uso de programas
computacionales sofisticados, probados para llegar al inhibidor de |la proteina
‘blanco”. Estos programas se basan en la estructura tridimensional conocida

de una proteina "blanco”.

El disefio racional de drogas ha sido posible debido al aumento en el
conocimiento de la bioquimica de parasitos y de las interacciones entre el
parasito y las células huésped, o sea las células “blanco” y células implicadas

en la respuesta a esta interaccién. En el perfeccionamiento de las



tecnologias bioquimicas para la purificacion de proteinas, los ensayos
enzimaticos, el conocimiento de la funcion enzimatica y la determinaciéon de
las estructuras fridimensionales de las proteinas han permitido Ila
comprension detallada de moléculas “blanco” y sus probables ligandos
{Douglas 1994).

Por otro lado, la tecnologia recombinante de ADN permite la determinacion
de secuencias primarias de proteinas, su expresién y mutagénesis, las
cuales han contribuido en algunos casos a la caracterizacion funcional de
enzimas. Todos estos avances han confribuido a la aceleracion en el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra enfermedades

parasitarias (Saavedra-Lira y Pérez 1996).

En afios recientes ha aumentado el interés en el estudio de moléculas,
particularmente de enzimas que existen exclusivamente en algunos parasitos
y no en el humano u otros hueéspedes, con el proposito de desarrollar drogas

que afecten selectivamente al “blanco” sin afectar al huésped.

Para definir un “blanco” bioquimico en el parasito sobre el cual esté basado
el disefio de la droga, es indispensable conocer el metabolismo y ia
bioquimica del parasito. Por ejemplo, el metabolismo del tripanotion en los
tripanosomas y leishmanias representa un sistema molecular Gnico para el
parasito en relacion al huésped mamifero. Otro ejemplo, es ia dihidrofolato
reductasa-timidilato sintetasa, una enzima muiltifuncional que se encuentra
presente en Plasmodium, Leishmania y Toxoplasma pero en los mamiferos
se encuentra como dos enzimas separadas (Douglas 1994). Con base en
estos conocimientos, el siguiente paso en el disefio racional es el desarrolio
del inhibidor de una enzima o receptor especifico de la Entamoeba
histolytica.



Actuaimente las drogas disponibles para el tratamiento de la mayoria de las
enfermedades estan lejos de la perfeccion. Muchas de estas son altamente
toxicas y tienen numerosos efectos secundarios, por lo tanto drogas mas
efectivas y seguras se estdn necesitando urgentemente (Verlinde et al.
1994).

II. ANTECEDENTES

Zilberstein et al. {1990) ha sugerido a los compuestos triciclicos como drogas
potenciales anti-leishmaniales con base en los estudios realizados sobre el
efecto de las drogas triciclicas en algunas funciones celulares de
promastigotes de Leishmania donovani, en donde reportan que la
imipramina, la clomipramina y la clorpromacina disminuyen el potencial
membranal en éstos, habiendo una correlacién directa entre la inhibicién del
transporte membranal de prolina y la medida del potencial de membrana a
varias concentraciones de la droga.

Pearson et al. (1982) reportaron que las fenotiazinas, las cuales son muy
utiizadas por sus efectos antipsicético y ansiolitico, tienen efectos
protozoacidales sobre el patdégeno humano Leishmania donovani que es el

agente causal de la leishmaniasis visceral.

Por otro lado, algunos investigadores {Pearson et al. 1982, Zilberstein y
Dawyer 1984; Doyle y Weinbach 1989) mencionan que drogas triciclicas
neurolépticas como la clomipramina y la clorpromazina tienen actividad

inhibitoria contra tripanosomas y leishmanias.
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También se ha determinado que aigunos derivados de la fenotiazina actdan
especificamente contra la tripanotién reductasa de los tripanosomatidos
como Trypanosoma cruzi, 1. brucei, Critihidia fasciculata y Leishmania
donovani (Chan et al. 1998).

Walsh et al. (1991} mencionaron que las diferencias bioguimicas del humano
y los tripanosomatidos identifican al tripanotion como Gnico camino para un
posible “blanco”. Esta via incluye la enzima tripanotion reductasa del parasito

que es el analogo de la glutatién reductasa del huésped.



IILCARACTERISTICAS GENERALES DE Entamoeba
histolytica

La Entamoeba histolytica es el agente etiolégico de la amibiasis (Romero
1993). La Organizacion Mundial de la Salud estima que entre 400 y 500
mitlones de personas, en todo el planeta, estan infectadas de amibiasis
invasiva. Esta dGitima, tanto en su forma intestinal como extraintestinal es
responsable de 11,000 a 40,000 muertes por afio (Navarro y Reyes 2002).

La amibiasis es considerada la tercera causa de muerte en humanos
provocada por parasitos después de la malaria y la esquistosomiasis (Walsh
1986). Es una enfermedad cosmopolita cuya incidencia es mayor en paises
en vias de desarrollo, donde las condiciones de salubridad inadecuadas,
junto con la pobreza y la ignorancia se combinan para sostener una alta
incidencia de amibiasis invasiva en nifios y de abscesos hepaticas en
adultos. Ambas formas de amibiasis pueden ser fatales si no existe un
diagnéstico rapido y un tratamiento adecuado (Martinez-Palomo, 1982).

En las Gltimas dos décadas han surgido un gran namero de investigaciones
sobre [a amibiasis debido a la necesidad de estudiar los aspectos basicos de
la biologia del parasito y, por otro lado, los avances de la biologia molecular
ocurridos en las Ulfimas décadas ofrecen una alternativa valiosa para
estudiar diversos aspectos de la fisiologia amibiana.

lll.1 Sintomas y reconocimiento de la enfermedad

La amibiasis varia desde un malestar leve y diarrea con sangre y moco,
aiternando con periodos de estrefiimiento o remisiébn hasta una disenteria
aguda y fulminante, con fiebre, escalofrios y diarrea mucosanguinolenta
(disenteria amibiana). En |la pared del intestinc grueso de los enfermos de



disenteria intermitente 0 colitis prolongada pueden presentarse granulomas
amibianos (amebomas) que se pueden confundir con cancer en el colon.
Puede ocurrir diseminacion de los parasitos a travées del torrente sanguineo y
ocasionar ahscesos hepaticos que se manifiestan con fiebre intensa, dolor en
la espalda y abdomen, y crecimiento del higado.

El reconocimiento de la enfermedad se hace mediante la demostracion en el
examen de heces en fresco, con el microscopio de luz de los trofozoitos del
parasito. Se debe recurrir a un especialista para poder diferenciar una E.
histolytica de una E. dispar. Para el absceso hepatico se recurre a la
radiologia, la ultrasonografia y pruebas seroldgicas (Navarro y Reyes 2002).

lIl.2 Ciclo de vida

El Unico analisis detallado sobre el ciclo de vida de E. histolytica en el ser
humano fué llevado a cabo por Dobell en 1928 mediante cultivos en una
cepa amibiana de un mono en donde menciona que E. histolytica es un
organismo microaerobico. El tamafio de los trofozoitos varia de 10 a 60 pm
dependiendo de la cepa y estadio de desarrollo. El ciclo de vida de E.
histolytica comprende cuatro estadios consecutivos: metaquiste, estadio
intermedio entre el quiste y el trofozoito; prequiste, estadio intermedio entre
el trofozoito y el quiste; trofozoitos, forma mévil, metabdlicamente activa y
replicativa; quiste, forma inmovil y de resistencia.

La infeccion por E. histolytica se produce por ingestiéon de quistes maduros.
Estos descienden a través del tubo digestivo hasta el intestino, donde previo
al contacto con los jugos gastricos se inicia el proceso de desenquistamiento;
esto es, la pared quitinosa de resistencia se reblandece, los nlcleos se

duplican a ocho y, finalmente, se liberan pequenas formas del trofozoito
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CICLO DE VIDA

FIGURA 1
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llamadas amébulas metaquisticas que dan origen a trofozoiftos maduros y
gue se multiplican por fisién binaria. E! establecimiento o colonizacién de los
trofozoitos se da en el intestino grueso (colon) y ataca al epitelio intestinal
produciendo lesiones ulcerativas 0 penetran al higado (abscesos hepaticos)
u otros drganos. Cuando las condiciones de su ambiente no son favorables,
los trofozoitos pasan a la fase de prequiste, el niclec se divide en dos y
fuego en cuatro, quedando al final del ciclo un quiste maduro tetranucleado,
que es expulsado al exterior con las heces. Los quistes inmaduros tienen la
posibilidad de madurar en el ambiente externo y legar a ser infecciosos. Los
quistes sobreviven en suelo himedo durante una semana si la temperatura
fluctda entre 28 y 34°C. Mueren por ebullicidn, sequedad, exposicidn a la luz
solar y calor. El ciclo se reinicia cuandc una persona ingiere agua o
alimentos contaminados con quistes amibianos {Cohen y Sadum 1976;
Youmans et al. 1982; Romero 1993) (Fig. 1)

lI.3 Generalidades sobre la Estructura Celular y Bioquimica

La Entamoeba histolytica es un organismge eucariote atipico. La
organizacion submicroscopica del citoplasma estd caracterizada por la
ausencia de la mayoria de los organelos diferenciados y componentes
citoplasmaticos localizados en células eucariotas tipicas como son: un
citoesqueleto estructurado, un sistema membranoso equivalente al reticulo
endoplasmico (RE) y un aparato de Golgi (AG), mitocondrias y peroxisomas.

Ademés estudios ultraestructurales realizados en Entamoeba sp. revelaron la
ausencia de ribosomas libres o unidos a membranas; mas bien parecen estar
organizados en arreglos helicocidales, frecuentemente asociados a vacuolas
digestivas y cisternas membranosas.
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Por lo tanto, el citopiaéma de E. histolytica carece de los componentes
caracteristicos del sistema de trafico y exportacion de proteinas en células
eucariotas o, en el mejor de los casos, estos componentes estan pobremente
desarrollados.

Sin embargo, esta bien documentado que ciertos productos amibianos son
liberados hacia el ambiente extracelular. Por ejemplo: la fosfatasa acida
(Agrawal et al. 1989), la cisteina-proteasa (McKerrow et al. 1993), las
proteinas formadoras de poros (Lynch et al. 1985), la Beta-D-
glucosaminidasa (Warries et. al. 1983) y la colagenasa (Muioz et al. 1991).
Algunas de las caracteristicas metabdlicas de E. histolytica son: ausencia de
citocromos y ciclo de los acidos tricarboxilicos, ausencia de una via
biosintética del glutation, falta de regulacion alostérica de la glicolisis,
glicogeno como fuente de energia, enzimas digestivas asociadas a
membrana y piruvato citoplasmico: ferredoxina oxidorreductasa/ ferredoxina.
Algunas enzimas involucradas en la degradacion de la glucosa dependen del
pirofosfato (Saavedra y Pérez 1996).

lll.4 Organizacion Genética

Existen estudios moleculares que indican que la cromatina de Entamoeba
histolytica esta organizada en particulas parecidas a nucleosomas (Torres-
Guerrero et al. 1991). El DNA esta organizado en 31-35 cromosomas de
tamanos entre 0.3 y 2.2 Mb con una haploidia de < 20 megabases (Wilihoeft
y Tannich 1999). Los RNAs ribosomales estan codificados en secuencias
extracromosomales circulares de 245 Kb, de las cuales existen
aproximadamente 200 copias por célula y las evidencias sugieren gue estas
moléculas se replican de manera auténoma (Bhattacharya et al. 1989;
Hubber et al. 1989).
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1.5 Mecanismos de invasividad

La adhesion de microorganismos patogenos a las células “blanco” es un
evento importante para el establecimiento, colonizacién e invasion del tejido
huésped (Rodriguez et al. 1994). En E. histolytica la adhesiéon de los
trofozoftos a la célula blanco es un paso precedente a la fagocitosis y lisis
celular {Ravdin 1986). La adhesion del parasito a la célula blanco se lieva a
cabo por glicoproteinas especificas (adhesinas) como la lectina afin a
galactosa (Gal) y N-acetilgalactosamina (Gal-Nac) presenies exclusivamente
en la superficie del trofozoito (Ravdin 1986; Rodriguez 1994). La secrecion
de mediadores liticos incluyendo proteasas (Luaces y Barret 1988;
McKerrow et al. 1993; Tannich et al. 1991) fosfolipasas (Ravdin 1986) y
amibaporo (Leippe 1992; Leippe et al. 1992), enire oftros, lesionan
directamente a los tejidos, permitiendo el acceso de los pardsitos a la
circulacion mesentérica y con ello su diseminacion en el organismo {Garrero
and Laclette 1996).

IV. TERAPIA ACTUAL PARA LA AMIBIASIS

La eleccidn de una droga para el tratamiento de la amibiasis depende de la
localizacion de la infeccidn, por ejemplo, intestinal y extraintestinal. Asi las
drogas usadas para su tratamiento estan divididas en aquellas con accién
luminal, sistémica y mixta. Se puede notar que su mecanismo de accidn es

conocido en pocos casos. (Saavedra-Lira y Pérez 1996)
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IV.1 Agentes luminales

Una propiedad comin de estos compuestos es su baja absorcién por el
intestino. Son usados para infecciones intestinales en las cuales no ha
habido danoc tisular. Estas drogas incluyen al furoato de diloxamide
(Furamida), el grupo de halogenados 8-hidroxiquinolinas como
diiodohydroxiquin  {lodoquinol} y iodochlorohydroxyquin (Cliogquinol o
Enterovioformo). Las Gltimas dos drogas tienen un importante efecto téxico
subagudo conocido como neuropatia por mielitis optica. (Saavedra-Lira y
Pérez 1996)

La paramomicina (Humatin) es un antibidtico aislado de Streptomyces
rizomus. Su efecto amebicida es local. Se administra por via oral y su
absorcion es casi nula. Se concentra principalmente en la luz del intestino es
efectiva en la amibiasis intestinal, tanto en su forma aguda como crénica,
pero no en la extraintestinal. (Perches et al.1973)

La dosis recomendada es de 25 a 35 mg/Kg por dia por via oral en tres
tomas divididas en las comidas durante 5 a 10 dias. Después de la
administracion oral poca droga se absorbe dentro de la circulacion sistémica.
l.os efectos secundarios se limitan principalmente a molestias
gastrointestinales y diarreas durante el curso del tratamiento. También es
gtil en el tratamiento de infecciones por diversas tenias o lombrices.
(Goodman et al. 1982)

En investigaciones recientes se propone el uso de la paramomicina en la
terapia de leishmaniasis viceral (Thakur et al. 200), ia tuberculosis (Donald et
al. 2000) y giardiasis (Gardner y Hill 2001).
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E! estereato de eritromicina tiene accién local sobre las formas vegetativas
de Entamosba histolytica. Se administra por via oral y su absorcion es
minima, por lo que alcanza altas concentraciones en la juz intestinal. Es
efectiva contra la amibiasis intestinal y no tiene efecto alguno en las formas
extraintestinales. La eritromicina inhibe la sintesis de las proteinas sin la
modificacion de la sintesis de los acidos nucleicos. Es producida por el
Stroptomyces erythraeus. La eritromicina oral se absorbe faciimente, rapida
y de manera confiable, se difunde a la mayoria de los liquidos del organismo,
se excreta por la bilis, el 5 % de la dosis administrada. Cruza la barrera
placentaria pero la concentracion fetal es baja. Se contraindica cuando hay
insuficiencia hepética o hipersensibilidad a la eritromicina. Los efectos
secundarios reportados pueden ser: nauseas, vomito, malestar epigastrico,
diarrea y se han reportado casos de pancreatitis aguda leve reversible.
(Diccionario de Especialidades Farmacéuticas 1999)

IV.2 Agentes sistémicos

Esta categoria incluye la emetina, la cual fue usada en medicina natural
como la raiz de la planta lpecacuana. La emetina tiene accion letal directa
sobre la Entamoeba histolytica, es mucho més efectiva contra las formas
méviles que conira los quistes. Bloquea la sintesis de proteinas en el
trofozoito inhibiendo la translocacion del peptidil {RNA transferasa en el
ribosoma, del sitio aminoacil (donador) al sitio peptidil {aceptor) (Samuelson
et al. 1992). La administracion oral produce considerable irritacién del tracto
gastrointestinal, por lo tanto, la droga no debe administrarse por esta via.
Esta droga se distribuye en varios érganos pero se concentra mayormente
en el higado y tiene severos efectos adversos sobre el sistema
cardiovascular (Saavedra-Lira y Pérez 1996). La prolongada persistencia del

alcaloide en el organismo es la base de su toxicidad acumulativa. Los efectos
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gastrointestinales incluyen diarrea, nauseas y vomito. Los efectos
muscuiares consisten en debilidad, dolores, hipersensibilidad y rigidez de los
masculos esqueléticos. Los efectos téxicos mas importantes de la emetina se
relacionan con el sistema cardiovascular e incluyen hipotensién, dolor

precordial, taquicardia y disnea. (Goodman et al. 1982)

Clorhidrato de emetina. Su accién amebicida es general sobre la amibiasis
vegetativa de las amibas. En el parasito provoca degeneracién del nicleo y
variadas alteraciones en el citoplasma (Trevifio-Garcifa et al. 1971). Al
parecer parie de su efecto se debe a que interfiere sobre la sintesis
proteinica de la amiba. Las manifestaciones sistémicas pueden aparecer en
los aparatos digestivo, misculo-esquelético y cardiovascular, siendo éste el
gue mayor peligro representa por lo que ia droga se debe suspender si se
llega a desarrollar hipotensidn arterial o taquicardia {Perches et al. 1973)
Dehidroemetina. Esta forma es idéntica a la emetina, con excepcion de que
no contiene atomos de hidrégeno en las posiciones 2 y 3. Permanece menos
tiempo en los tejidos que la emetina y desaparece mas répido del corazén
gue del higado, de ahi su menor toxicidad. También esta contraindicada en
cardidpatas y en sujétos con enfermedad renal. (Perches et al. 1973)

La cloroquina (Aralene) es otro compuesto cuya mayor accién esta en el
higado porque se concentra en este 6rgano. Pertenece a una serie de
compuestos llamados 4-aminoquinoleinas, estudiadas con relacién al
tratamiento del paludismo. Su accién es general sobre las formas vegetativas
de la amiba. Se administra por via oral y se absorbe casi por completo del
tracto gastrointestinal. Se deposita en los tejidos en cantidades
considerables. En los animales se ha encontrado que se deposita en el

TESIS CON
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higado, bazo, rifiones, pulmones, cerebro y médula espinal, asi como en los
leucocitos. (Thompson 1970)

Los efectos secundarios producidos por la cloroquina son: cefalea leve y
transitoria, perturbaciones visuales, molestias gastrointestinales y prurito, y
desaparecen cuando la droga deja de ser administrada. Debido a la elevada
concentracidon que se produce en el higado, la cloroquina debe usarse con
cuidado en presencia de enfermedades hepéaticas y/o en presencia de
severas alteraciones gastrointestinales, neuroldgicos © sanguineos
(Goodman et al. 1982).

V.3 Agentes mixtos

Los derivados del nitroimidazol usados mas frecuentemente en la terapia de
la amibiasis son el tinidazol, ornidazol y metronidazol. El metronidazol es
usado muy a menudo ya que es considerado como luminal y sistémico. Estos
compuestos tienen actividad citotdxica cuando su grupo nitro esta reducido a
radicales nitro o a aniones superoxido. La activacién intermedia del
metronidazol aparentemente tiene su efecto por alteracién de la estructura
helicoidal del ADN cuando interactia con guaninas y citocinas. (Saavedra-
Lira y Pérez1996)

El metronidazol es un derivado del 2-nitroimidazol. Su accién es a nivel de la
luz intestinal en las células intestinales y sobre las formas de la amibiasis
extraintestinal. Los estudios in vitro han demostrado que el metronidazoi a la
concentracion de un migrogramo por mililitro durante 20 hrs, provoca en los
trofozoitos disminucion en su numero, tamano y movilidad. Por otra parte,
cuando la dosis in vitro ha sido de 10 microgramos por mililitro es altamente
amebicida. Se administra por via oral, se absorbe por el tracto
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gastrointestinal y se excreta por la orina. Se han l[legado a encontrar
pequefas cantidades en la saliva y en la leche materna. (Perches et al.
1973)

La vida media del metronidazol en el plasma es de 8 horas
aproximadamente, los efectos secundarios son rara vez lo bastante severos
como para requerir la suspension de la droga. Los mas comunes se
experimentan en el tracto gastrointestinal, en particular nauseas, anorexia,
diarrea, molestias epigastricas, colicos abdominales y ocasionalmente
cefalea y vomitos, ademas de un sabor metalico y desagradable; se han
observado efectos neurotéxicos producidos por el metronidazol como
mareos, vértigo y muy rara vez incoordinacién y ataxia; ocasionalmente se
presenta hipoestesia o parestesia de una extremidad. La reversion de
neuropatias serias puede ser lenta o incompleta. Urticaria, rubor, prurito,
disuria, cistitis, sensacion de presion pelviana y sequedad bocal, vaginal o
vulvar también se han detectado. Aunque el metronidazol se ha administrado
sin efectos adversos aparentes durante todas las etapas del embarazo, su
uso en el primer semestre de ésie se considera contraindicado (Goodman et
al. 1982).La dosis propuesta para el tratamiento de la amibiasis es de 500 a
750 mg cada 8 horas de 5 a 10 dias (Diccionario de Especialidades
Farmacelticas 1999).

En protistas anaerobios, |a ferredoxina reducida por la accion del piruvato,
puede actuar como donador de electrones al grupo de los nitroimidazoles,
diversificandolos por la via de la produccion de energia (Muller 1988). El
oxigeno es un competidor fuerte del metronidazol como un aceptor de
electrones. No hay reduccion de la droga en su presencia, por lo tanto, el
compuesto es mas efectivo contra los protistas anaerdbicos y bacterias tales

como Trichomonas y Giardia. {Miiller 1986)
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V. JUSTIFICACION

Todos los organismos requieren defensas contra el estrés oxidativo causado
por las reacciones del oxigeno aumentadas por el metabolismo cefular en un
medio aerdbico. Entre esas defensas importantes estan los ticles de bajo
peso molecular como el glutation y asociado a enzimas ciclicas como la
glutatién reductasa y la glutatién peroxidasa (Meister y Anderson 1983). En
contraste a los protozoarios aer6bicos mitocondriales como los
tripanosomatidos o Plasmodium (Faiflamb 1989), ios protozoarios
amitocondriales como Entamoeba histolytica, Giardia y Tricomonas
aparentemente carecen del metabolismo del giutation (Fahey et al. 1984,
Brown et al. 1998) y en su lugar contienen cisteina como su principal tiol de
bajo peso molecular (McLaughlin y Aley 1985; Brown et al. 1993). Sin
embargo, Ondarza et al. en 1997 declaran haber detectado tripanotién en
trofozoitos de E. histolytica, un metabolito oxidoreductor encontrado
unicamente en tripanosomatidos (Fairlamb et al. 1985; Failamb y Cerami
1992). Por lo tanto, la presencia de fripanoction en E. hisfolytica se hace
interesante en términos de la posible funcion de este compuesto como un
sistema antioxidante, porque este parasito es microaerofilico ya que tolera

hasta un 5 % de oxigeno.

En 1999a, Ondarza et al. detectaron la presencia de la enzima tripanotion
sintetasa en ftrofozoitos de E. Hisfolytica HK9, la cual a partir de los
precursores glutation y espermidina con ATP como donador de energia,

puede sintetizar in vitro al tripanotion.

Por otro lado, Ondarza et al. (1999b) también demostraron que los
trofozoitos de E. histolytica no pueden sintetizar tripanotion cuando se le

suprime del medio de cultivo el glutation por medio de la gamma glutamil
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transpeptidasa, notandose que los trofozoitos pueden sobrevivir por algunas
generaciones pero se dividen a una tasa 25% mas baja que en condiciones

normales.

La presencia de glutation espermidina y tripanotion, asi como la tripanotién
sintetasa y una tripanotidn reductasa putativa, que ha sido detectada por
PCR (Ondarza et al. 1999b), abre la posibilidad de una relacidn enfre E.
histolytica y los tripanosomatidos.

En esta investigacion se trata de demostrar si las drogas derivadas de la
fenotiacina, las cuales inhiben a la ftripanotion reductasa de los
tripanosomatidos, también podrian tener un efecto in vivo sobre el

crecimiento de los trofozoitos de E. histolyfica.

Lo anterior sugiere la posibilidad de extender el uso de las drogas derivadas
de la fenotiacina contra la amibiasis.

Vi. OBJETIVOS

- Determinar la inhibicion en la proliferacién de trofozoitos de
Entamoeba histolytica HK9 y HM1 por drogas derivadas de la fenotiacina

sintetizadas selectivamente contra la tripanotion reductasa.

- Medir el efecto de la inhibicibn sobre fa proliferacion celular de

Entamoeba histolytica HK9 y HM1 por drogas triciciclicas neurolépticas.

- Comparar el efecto de inhibicién en la proliferacién celular de los
trofozoitos de Entamoeba histolytica con el metronidazol, droga usada

clinicamente contra la amibiasis.
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VII. MATERIAL Y METODOS

ViL.1 Cultivos Celulares

Los trofozoitos de las cepas de Enfamoeba histolytica HK9 y HM1:IMSS
(donadas por el Dr. Alejandro Alagén del instituto de Biotecnologia, UNAM.)
se cultivaron en medio axénico BI-S-33 de acuerdo con Diamond et al.
(1978) a una temperatura de 37°C en matraces de 250 ml. con un volumen
de 100 ml. de medio; o en tubos de 15 ml. con un volumen de 10 ml. de
medio o en cajas Costar de 96 pozos con 200 ul de medio, dependiendo del

tipo de experimento.
Vil.2 Medio de cultivo de Enfamoeba histolytica

El medio de cultivo para Entamoeba histolytica HKG y HM1 se preparé de
acuerdo con Diamond et al. (1978) BI-S-33 con los siguientes reactivos:
Peptona de Biotriptasa 3.65%, Dextrosa 1.21%, Na Cl 1.243%, KH;PO,
0.073%, KoHPO4 0.121%, L-Cisteina hidroclorada 0.121%, Acido ascorbico
0.024%, Citrato de amonio férrico 0.0057% con un pH 6.8. Después de
esterilizar se adiciona 15% de suero de ternera (inactivado), 3% de vitaminas

Tween 80 y 0.02% de antibiotico penicilina/estreptomicina.
VIi.3 Medio de cultivo de Crithidia luciliae

Para la elaboracidon de este cultivo se prepararon dos fases; la fase acuosa
con Na Cl 0.85% pH 7.2-7.4 y la fase sdélida con infusion cerebro corazén
3.7%, dextrosa 1.0%, y agar 2.3%. Estas dos fases se esterilizaron por

separado, para posteriormente unirlas y preparar el medio con 3% de suero
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fetal bovino inactivado. Tanto los organismos como el método de preparacion
del medio fueron proporcionados por el Dr. Victor Montedn Padilla del
Instituto Nacional de Cancerologia, Méx. D.F.

Vil.4 Medio de cultivo de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Fue preparado en el laboratorio de la Dra. Ramsey en el Centro de
Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas INSP con los siguientes
reactivos: Glucosa 0.2%, Bacto triptasa 1.5%, Extracto de higado 0.5%,
Hemina 0.002% y complementado con Suero Fetal de Bovino (inactivado)
10.0%. (Lambrecht 1966)

VIl. 5 Prueba de viabhilidad celular por Exclusion con azul de tripano

Para evaluar &l efecto de las drogas sobre la viabilidad de los trofozoitos de
Entamoeba histolytica HK9, se ulilizd la técnica de azul de tripano al 5 %
(Usubel 1989) disueito en buffer PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO,
4.3 mM, KH;PO4 1.4 mM). El azul de tripano tiene gran afinidad por proteinas

séricas y ceiulares.

Las células se centrifugaron a 1000 rpm. durante 10 min., el concentrado
celular se resuspendié en 1 ml. de buffer PBS, de esta muestra se tomaron
100 pl y se afiadieron 100 ul de azul de tripano al 5%, dejandose reaccionar
de 5-15 min. Para posteriormente observar las células al microscopio. La
cantidad de células viables y no viables (tenidas de azul) se contaron con un

hematocitometro usando un microscopio binocular.

Para este ensayo se utilizaron tubos de 15 ml. con 10 ml. de medio de cultivo

con trofozoitos tratados con los diferentes derivados de la fenotiacina y
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compuestos friciclicos a concentraciones de 5, 10 y 20 pM. Las drogas
fueron afiadidas al medio desde el inicio de la incubacién, dejandolas actuar
por 24 y 48 hrs.

VIL.6 Analisis Fluorométrico para la cuantificacion de trofozoitos de

amibas

Para medir la proliferacion de trofozoitos por medio del ensayo fluorométrico,
se incubaron células de Entamoeba histolytica de cepas HK9 y HM1 en fase
logaritmica. Para cosechar los trofozoitos, los tubos se enfriaron durante 10
min. en hielo, las amibas se suspendiercon y se centrifugaron durante 5 min. a
1500 rpm., se retird el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en
1ml. de medio BI-S-33.

lLos trofozoitos fueron contados en un hematocitometro y se incubaron 500
trofozoitos por pozo en un volumen de 200 ul. de medio Bi-S-33 en una placa
de cultivo de 96 pozos. Se agregaron las drogas metronidazol, clomipramina,
OFK008 y KD0O5 a las concentraciones de 100, 75, 50, 25, 20, 15, 10y 5
pM, (a partir de una solucién stock 2 mM) por cuadruplicado, fas placas se
incubaron a 37°C en una camara anaerébica. Las cuantificaciones se
realizaron a las 24, 48 y 72 hrs.,, una placa cada 24 hrs.. El medio se
reemplazé cuando las placas no eran cuantificadas, aspirando con un capilar

cada 24 hrs., manteniendo la concentracién de |las drogas.

Al terminar el tiempo de cada experimento se aspiré el medio de los pozos
con un capilar, afiadiéndose 200 ul de amortiguador permeabilizante (de lisis)
con 1.5 uM del reactivo Sytox Green dejandolo reaccionar durante 15 min.

Posteriormente se midi6 la cantidad de DNA que se encontraba en el fondo

del pozo.
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El reactivo se intercala con los deoxyrribonucledtidos de DNA después de
que las células se han lisado. El reactivo es excitado a 485 nm y la emisidn
se midid a 523 nm usando un citofluorometro 2300. Aproximadamente 1500

unidades de fluorescencia corresponden a 3 X 10* células.

Los controles fueron 200 ut de medio de cultivo BI-S-33 (Diamond et al.) a
37°C, medidos a las 24, 48 y 72 hrs., conteniendo 500 trofozoitos al inicio del
ensayo. Los experimentos con las drogas fueron bajo las mismas

condiciones que los controles.

Por medio de este ensayo se midio la cantidad de ADN en placas de 96
pozos, con el reactivo Sytox Green, el cual tiene las propiedades de no
atravesar las membranas de células vivas; se intercala solo con acidos
nucleicos. La fluorescencia se midié en un citofluorémetro a una excitacion
de 485 nm y con una emision de 523 nm. Debido a que el medio de amiba
BI-S-33 tiene una altisima fluorescencia intrinseca, es necesario tavar las
amibas con buffer PBS con un capilar para posteriormente afiadir el buffer de
lisis (tris HCI 100 mM pH 7.4, NaCl 154 mM, CaCl; 1mM, MgCl; 0.5 mM,
NP40 0.1%) suplementado con 0.5 1M de Sytox Green, para cuantificar sélo
las amibas pegadas a los pozos. Normalmente se pueden cuantificar desde
1,000 hasta aproximadamente entre 12,000 y 16,000 células (lo que supone
amibas a una concentracion entre 60,000 y 90,000 células por mililitro, es
decir, en fase logaritmica de crecimiento). La técnica, los reactivos y el
citofluorémetro fueron proporcionades en el laboratorio del Dr. Alejandro
Alagdn, bajo la direccion del MC. Alejandro Oivera del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.
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Vill. DROGAS

En este proyecto se utitizaron 5 drogas triciclico neurolépticas derivadas de
la fenotiacina: Clorpromacina HCI (KD001), Clomipramina HCI {KD002),
Doxiciclina  succinato  (KDOQ3), Triflupromacina HClI (KDOO4),
Diphenydramina HCI (KDOOS5) y el Metronidazol, que se emplea contra la

amibiasis.

También se utilizaron 5 drogas sintetizadas como inhibidores selectivos de la
tripanotion reductasa (OFK001, OFK006, OFK008, OFK027 y OFK043) por el
Dr. Omar Faruk Khan en el laboratorio del Dr. Douglas en la Universidad de

Manchester.

Todas estas drogas fueron obsequiadas por el Dr. K. T. Douglas.
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VIIl.1 Drogas derivadas de la fenotiacina

La fenotiacina es la estructura basica de una serie dé neurolépticos y
antihistaminicos. Estos compuestos también inhiben la colinesterasa sérica.
(http:/fourworld.compuserve.com/homepages/JDebordphenot.htm. 1999)

H
!

Las fenofiacinas han sido usadas como tranquilizantes, antiespasmédicos,
antihistaminicos, antipsicéticos, sedativos, antitusivos, antieméticos,
antipruriticos, ataracticos, anticolinérgicos, antisépticos urinarios, insecticidas
y hasta como antihelminticos. Las fenctiacinas pueden producir reacciones
t6xicas en el higado, reacciones fotodinamicas anemia hemolitica, calambres
abdominales, taquicardia y otros problemas de salud hasta ahora no

confirmados,

Los derivados de la fenotiacina usados en terapia son:

- Las fenotiacinas N-sustituidas
- Las fenotiacinas en las cuales el nitrogeno de la fenotiacina es

reemplazado por un carbén etilénico.

Todas estas moléculas tienen una cadena lateral unida a un grupo alifatico o
aliciclico, el cual es protonado a pH fisiologico. (http:/fourworld.

compuserve.com / homepages JDebordphenot.htm.1899)
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VIIl.2 Drogas disefiadas contra la tripanotion reductasa

l.as drogas ufilizadas fueron sintetizadas como inhibidores selectivos de la
tripanotion reductasa por el Dr. Omar Faruk Khan en el laboratorio del Dr.
Douglas, en Ila Universidad de Manchester. Las formulas de las drogas
fueron elaboradas y enviadas por el Dr. Faruk.

OFKO001 : :

_l_ /Br” O

@ED

@[

OFKO006
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OFK027
Y ,)
C1 Q NL ~
- v/%
OFK043 A \>




29

VHI.3 Drogas Triciclico Neurolépticas
A. CLORPROMACINA HCI

«/
CH,CH,CH,NH
\

Cl N X CHJ
D
5 =

La clorpromacina fué el primer antipsicotico puesto a la venta y es el
prototipo de las fenotiacinas alifaticas. Este agente es usado principalmente
para tratar esquizofrenia y otras psicosis o manias; es menos empleado en
deso6rdenes esquizoafectivos o de mayor depresion con caracteristicas
psicéticas, paranoia, alteraciones de comportamiento asociados con retraso
mental, nduseas y vomito. Es una de las drogas anti-psicticas mas

sedativas. (Drug Evaluation Annual 1991).

Las fenotiacinas alifaticas como la clorpromacina tienen fuerte actividad
bloqueadora adrenérgica alfa y puede causar hipertension. Ademas tienen
actividad anticolinérgica moderada manifestada ocasionalmente como boca
seca, vision borrosa, retencién urinaria y constipacion. (http:/fwww.
mentalhealth. Com/drug/ p30_c01.html)

También incrementa la secrecion de la prolactina debido a su accion

bloqueadora del receptor de la dopamina en la pituitaria y el hipotalamo.

Originalmente la ciorpromacina es un compuesto empleado para el

tratamiento de la psicosis, pero recientemente se ha encontrado que tiene
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una amplia actividad antibacterial e inhibe el crecimiento de Salmonella
typhimurium (Amaral et al. 2000), ademas presenta propiedades anti-
tuberculosis in vifro {(Amaral et al. 2001) y ha sido probado con relativa
frecuencia en el control de ataques epilépticos o producidos por dafio
cerebral (Pisani et al. 2002)

B. CLOMIPRAMINA HCI

——

\
i Ci
CHCH,CH NICH, ),

La clomipramina es un antidepresivo triciclico relacionado con la imipramina;
ha sido muy usado como antidepresivo en Europa por muchos afios. Aigunos
estudios demuestran que la imipramina tiene una accién antiobsesional. Es
efectiva en el tratamiento de desordenes depresivos, panico, fobia y
desorden compulsivo obsesivo. Las reacciones adversas que se podrian
presentar son: Sedacion, hipotensién y anormalidades cardiacas. (Drug
Evaluation Annual 1991)

Es un eficiente inhibidor de la serotonina en células de mamiferos, actua
como desacoplador de la fosforilacion oxidativa y a altas concentraciones
como inhibidor de la H+adenosintrifosfatasa en mitocondrias de mamiferos,
también inhibe el transporte de la L-prolina en promastigotes de Leishmania

donovaniy L. mayor (Zilberstein y Dwyer 1984),



Se ha comprobado que también inhibe la motilidad de los epimastigotes y
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi dependiendo de la dosis {Baricglio et
al. 1987).

Recientemente se ha demostrado que la clomipramina afecta el ciclo celular
de Candida albicans a través de la sintesis de ADN (fase S) y las fases de la
division celular las cuales estdn gobernadas por caimodulin y
Catfcalmodulin. (Sharma et al. 2001). También ejerce efectos tripanocidas

en epimastigotes in vitro con actividad anti-calmodulin. (Rivarola 2001)

C. DIFENIDRAMINA HCI

CH
7\ o
4 COCHzCHINH C|-
— | \
H CH,

La difenidramina es efectiva en la prevencion y tratamientc de vértigo,
nauseas y vomito durante el embarazo. Mas comiunmente usada como anti-
histamina en tratamientos anafilacticos. Aplicada topicamente (contacto con
la piel) puede causar sensibilidad. Esta droga no debe usarse en prematuros

ni en recién nacidos {Drug Evaluation Annual 1991)
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D. TRIFLUOPROMACINA

CH
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?HgCHrCHaNH
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La trifluopromacina tiene la misma acciéon que la clorpromacina y es

iguaimente efectiva. (Drug Evaluation Annual 1991)

IX. METRONIDAZOL

CH,CH,OH
N
0,N TGHJ
ﬁ‘i;— [
N

El metronidazol es una droga usada ampliamente para el tratamiento de
infecciones causadas por organismos anaerébicos; tanto para protozoarios,
tales como Trichomonas vaginalis, la cual provoca fiujo vaginal y Entamoeba
histolytica que causa disenteria amibiana; asi como para bacterias, por
ejemplo abscesos o necrosis de tejidos causados por Bacteroides fragilis y
colitis pseudomembranosa inducida por antibidticos (Molecular Mechanisms
of Drug Action 1988).

GEN
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tales como Trichomonas vaginalis, la cual provoca fiujo vaginal y Entamoeba
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ejemplo abscesos o necrosis de tejidos causados por Bacteroides fragilis y
colitis pseudomembranosa inducida por antibidticos (Molecular Mechanisms
of Drug Action 1988).

GEN
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Es uno de los medicamentos mas usados contra Trichomoniasis, Giardiasis y
Amibiasis. Sin embargo, debido a sus efectos sobre el ADN es considerado
un quimico carcinégeno potencial por la Agencia internacional de
Enfermedades de Cancer. (Cruz-Vega et.al. 1997).

También es usado para tratar una variedad de enfermedades producidas por
protozoarios, asi como para infecciones causadas por bacterias anaerdbicas.
Es una pro-droga que es activada en parasitos trichomonales por un
organelo especializado REDOX conocido como hidrogenosoma (Kirkwood
1999)

Nequiz et al. (2000) basado en estudios previos, propone que la asociacion

del metronidazol con el zinc podria potenciar la actividad antiamebica.

Ademas de los usos mencionados, actualmente el metronidazol se usa
terapeuticamente en el tratamiento de colitis pseudomembranosa, infeccidon

producida por Clostridium difficite. (Portillo-Lopez et al. 2002)
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X. RESULTADOS

X.1 Inhibiciéon en la proliferacién celular de Entamoeba histolytica,
Trypanosoma cruzi y Crithidia luciliae

Se realizaron dos tipos de ensayos preliminares, el primero fue probando dos
drogas sobre tres parasitos: una droga derivada de la fenotiazina (OFK006) y
la otra la clomipramina (KD002) sobre trofozoitos de Enfamoeba histolytica
HK9, epimastigotes de Trypanosoma cruzi y epimastigotes de Crithidia
lucifiae, a una concentracion de 100 uM. Se determiné esta concentracion
debido a que no se tenia conocimiento previo del efecto de estas drogas
sobre amibas y Crithidia ya que solo se habian utilizado como antipsicoticos
y antitripanosomales, este experimento ayudé a observar con claridad el

efecto sobre estos microorganismos.

En i cuitivo de Cifaimoeba histolytica y de Crithidia lucifiae ias drogas fueron
anadidas a las 48 hrs de incubacion dejandolas reaccionar por un periodo de
12 hrs. En el caso del cultivo de Trypanosoma cruzi, ias drogas se anadieron

a los 7 dias de incubacion, dejandolas actuar durante 48 hrs,

Se obtuvo como resultado una clara inhibicién en la proliferaciéon celular de

Entamoeba histolytica, Trypanosoma cruziy Crithidia luciliae. {Tabla 1)

X.2 Inhibicion en la proliferacion celular de los trofozoitos Entamoeba
histolytica HK9 producida por 5§ drogas derivadas de la fenotiacinay 5
drogas triciclico neurolépticas.

Como segundo experimento se incubaron trofozoitocs de Enfamoeba
histolytica HK9 (100 ml.) y se afadieron las 5 drogas, por separado,
derivadas de la fenotiacina (OFK001, OFK008, OFK008, OFK027, OFK043) y
las 5 drogas ftriciclico neurolépticas: Clorpromacina HCI, Clomipramina HCI,
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Doxiciclina succinato Trnfluopromacina HCI, Difenidramina HCI, a una
concentracién de 100 uM para determinar el grado de inhibicion en la

proliferacion celular de los trofozoitos de cada una de las drogas.

Ya que de acuerdo a estudios previos (Ondarza et al. 1999) se ha
demostrado que la obtencién optima de compuestos tioles en Enfamoeba
histolytica HK9 es a las 60 hrs. de incubacidn, durante la fase logaritmica
tardia, la droga se anadié a las 48 hrs. de incubacion dejandola actuar sobre
los trofozoitos durante 12 hrs. Cada uno de los experimentos tuvo un cultivo
control al cual no se le afiadio ninguna droga. Se obtuvo como resultado que
las drogas OFK008, OFK027, OFK043 y la clomipramina produjeron lisis
celular y las drogas que tuvieron el mayor efecto sobre la proliferacion celular
fueron la OFK008 y {a clomipramina .(Tabla 2)

X.3 Efecio de tres tipos de inhibidores sobre trofozoitos de E.
histolytica

Con base en los resultados anteriores se probaron las siguientes drogas:
OFKO008, la cual fue disefada como un inhibider de la tripanction reductasa;
la clomipramina la cual es usada como un antidepresivo y el metronidazol
que es utilizado cominmente para el tratamiento de la amibiasis; en cultivos
de 100 mi de trofozoitos de Entamoeba histolytica HKS a las
conceniraciones de 25 60, 75 y 100 uM para determinar el efecto

dependiente de la dosis.

En este experimento las drogas fueron afadidas a las 36 hrs de incubacién y
se dejaron actuar por 24 hrs. Los resultados muestran que las tres drogas
tienen un efecto inhibitorioc dependiente de la dosis. La droga OFK008 a ia
concentracion de 25 pM disminuye el nimero de trofozoitos en un 65% con

respecto al control, la clomipramina a 25 uM disminuye los trofozoitos en un
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61% y el metronidazol a {a misma concentracion los disminuye en un 84%.
Con respecto a la dosis mas alta (100 uM) la droga OFK008 produce una
inhibicion en la proliferacion del 95%, la clomipramina del 95% vy el
metronidazol a ias concentraciones de 75 y 100 uM proeduce una inhibicidn
total de los trofozoitos, siendo el metronidazol la droga mas potente. (Graf.
7).

X.4 Viabilidad de los trofozoitos de Entamoeba histolytica HK9

Para la determinacion de la viabilidad de los trofozoitos de Enfamoeba
histolytica HK9, se utilizé |a técnica de tincidn de azul de tripano, en cultivos
de 10 ml de medio BI-S-33. En este experimento se probaron dos drogas
derivadas de la fenotiacina (OFK001 y OFK043) y las cinco drogas triciclico
neurolépticas: Clorpromacina HCI, Clomipramina HCI, Doxiciclina succinato,
Triffuopromacina HCi, Difenidramina HCIi a ias conceniraciones de 5, 10y 20
pM. Estas drogas fueron afadidas al inicio de la incubacion del cultivo

dejandolas actuar durante 24 y 48 hrs.

Se obtuve como resultado que la clomipramina considerada como el mas
potente inhibidor in vitro de la tripanotion reductasa, produjo una disminucion
sustancial en el nimero de trofozoitos de Entamoeba histolytica HK9, tanto a
las 24 como a las 48 hrs. de incubacion. En este caso también se pudo
observar que a las 24 hrs. las drogas doxiciclica succinato, trifluopromacina y
la difenidramina produjeron lisis celular a todas concentraciones. A las 48
hrs., la lisis celular se observé en los cultivos tratados con las drogas
OFKO001, OFK043, doxiciclica succinato, triflupromacina y la difenidramina
también a las concentraciones 5, 10 y 20 uM (Graf. 2 y 3).
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X.5 Cuantificacion del efecto inhibitorio sobre trofozoitos de Enfamoeba
histolytica HK9 y HM1 por medio del Analisis Fluorométrico SYTOX
GREEN

Para observar los efectos de las drogas sobre la proliferacion celular en los
trofozoitos de Entamoeba histolytica HKS y HM1, por medio del ensayo
fluorométrico con el intercalante Sytox Green, se probaron las drogas
metronidazol, clomipramina, difenidramina y el derivado de ia fenotiacina
QFKO008, a cuatro concentraciones 25, 50, 756 y 100 uM y a tres periodos de
tiempo 24, 48 y 72 hrs. en donde las drogas se afadieron al inicio del
experimento. Los resultados indican que ambas cepas fueron inhibidas por
las cuatro drogas, especialmente por el metronidazol y la clomipramina y en
menor grado por la difenidramina y la OFK008. Los experimentos con
metronidazol y  clomipramina tuvieron que ser repetidos a las
concentraciones de 5, 10, 15 y 20 uM, durante 24, 48 y 72 hrs. de
incubacién, para obtener una mejor relacién de la dependencia de 1a dosis.
(Graf. 4A-D y 5A-D)

Una observacion importante fue que los trofozoitos de la cepa HKS crecieron
a mayor velocidad que los de la cepa HM1 ya que se obtuvieron 4,200
unidades fluorescentes para HK9 a las 72 hrs de incubacion y 3,400 para
HM1 al mismo periodo de tiempo. También se observd que los trofozoitos de
la cepa HKS fueron mas susceptibles a los efectos inhibitorios del
metronidazol y la clomipramina que los de la cepa HM1, siendo esta mas
resistente, pero no se determind si esto esta relacionado con el grado de

virulencia.

Sin embargo, el metronidazol es un inhibidor mas efectivo que la
clomipramina sobre los trofozoitos de HK9 y HM1 a las concentraciones de 5,

10, 15 y 20 uM durante un pericdo de tiempo de 72 hrs. de incubacion.
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XI. DISCUSION

Los resultados de los estudios preliminares llevados a cabo con las drogas
OFKD06 y la clomipramina sobre los trofozoites de Entamoeba histolytica
HK9 y tos organismos Trypanosoma cruzi y Crithidia luciliae a una
concentracion de 100 uM, indican gue tanto la primera droga, disefiada como
inhibidor de la tripanotion reductasa, como la clomipramina, usada como
antidepresivo, produce un efecto inhibitorio del 100% en T. cruzi, del 41.67%
con la OFKO06 y del 8.34% con ia clomipramina en C. luciliae; de 36.9%con
OFKO006 y 57.7% con la clomipramina sobre E. histolytica, en relacién con
sus normales. Demostrando asi que las drogas que tienen un efecto
inhibitorio sobre los tripanosomatidos (Chan et al. 1998 y Pearson et al

1984) tambien lo tuvieron sobre los trofozoitos de E. hisfolytica.

En la serie de experimentos en donde se probaron tanto las drogas
denvadas de la fenotiacina disefiadas para inhibir a la tripanotién reductasa
como las cinco drogas triciclico neurolépticas, sobre los trofozoitos de
Enfamoeba histolytica HK9, se demuestra que tcdas tuvieron un efecto
inhibitorio, siendo éste desde el 28.56% producido por la OFK001 hasta el
96.87% producido por la OFK008 en el primer caso. Con respecto al efecto
producido por la drogas triciclico neurolépticas se observdé un efecto
inhibitorio desde el 87.59% producido por la clorpromacina hasta un 94.42%

producido por la clomipramina. Observandose un claro efecto inhibitorio.

Con las drogas OFK0O08, clomipramina y metronidazol a diferentes

concentraciones se comprobé el efecto inhibitorio dependiente de la dosis.
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La viabilidad de los trofozoitos medida con azul de tripano indicd que tres de
las cinco drogas triciclico neurolépticas y las dos derivadas de la fenotiacina

produjeron lisis celular a las tres concentraciones fratadas.

Por dltimo en el caso del analisis fluorométrico con el intercalante Sytox
Green, muestra que ambas cepas fueron inhibidas por las cuatro drogas
utilizadas: el metronidazol, la clomipramina, ia difenidramina y el derivado de
la fenotiazina OFK008. En donde el metronidazol y la clomipramina fueron

las drogas que mayor grado de inhibicion tuvieron.

Los trofozoitos de la cepa HK9 son mas suceptibles a los efectos inhibitorios
del metronidazol y la clomipramina que los de la cepa HM1 siendo ésta mas

resistente pero no se determiné la relacion con el grado de virulencia.

Es muy probable que los efectos inhibitorio y litico de los derivados de la
fenotiacina y los compuestos triciclicos neurolépticos sobre los trofozoitos de
Entamoeba histolytica HK9 y HM1 no se deban a un efecto directo sobre
aigunas enzimas y proteinas membranaies, ya que se ha reportado que ia
imipramina y la clomipramina son eficientes inhibidores del transporte de la
serotonina (Hamberg and Truck 1973); son letales para promastigotes y
amastigotes intracelulares de especies de Leishmania (Pearson et al. 1982,
Zilberistein y Dwyer 1984) lisan los fripomastigotes y amastigotes de
Tripanosoma cruzi (Barioglio et al. 1987) y ademas son desacopladores de la

fosforilacion oxidativa en células de mamiferos.

Estos resultados, indican que estas drogas triciclicas no son especificas, sin
embargo, actualmente se estan efectuando algunas investigaciones dirigidas

al disefio racional de drogas para descubrir estructuras molecutares triciclicas
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neurolépticas como inhibidores selectivos de la tripanotion reductasa (Chan
et al. 1998).

Ha sido claramente comprobado que la Enfamoeba histolytica carece de
actividad de glutation reductasa y no tiene capacidad de sintetizar glutation.
Sin embargo, Ondarza et al. (1999) reporta que Enfamoeba histolytica
presenta un metabolismo de tripanotién similar al de los tfripanosomatidos
abriendo la posibilidad de establecer un disefio racional de drogas contra el

parasito Enfamoeba histolytica parecido al de tos tripanosomatidos.

XIl. CONCLUSIONES

Se puede concluir que tanto las drogas triciclicas neurolépticas, las cuales
fueron originalmente utilizadas por tener actividad antipsicética, y los
compuestos derivados de la fenotiacina disefiados para inhibir
especificamente a la tripanotion reductasa de los ftripanosomatidos y
leishmanias, tuvieron un efecto inhibitorio en la proliferacion de los trofozeitos
de Entamoeba histolytica HKS y HM1.

Las drogas mas potentes fueron: fa OFK008, la clomipramina y el
metronidazol, observandose gque los trofozoitos de la cepa HM1 fueron mas
resistentes a la clomipramina y a la OFK008. Esto podria estar relacionado

con la alta virulencia de la cepa.

El metronidazol produjo un efecto inhibitorio casi total en la proliferaciéon de
los trofozoitos de Entamoeba histolytica.

La actividad inhibitoria sobre la proliferacion celular y el efecto litico scbre los

trofozoitos de Entamoeba histolytica por los compuestos ftriciclicos
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neurolépticos clomipramina y clorpromazina, asi como, por los derivados de
la fenotiazina disefiados contra la tripanotién reductasa, indican que pueden
ser considerados agentes potenciales antiamibianos.
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Tabla 1. Efecto de un derivado de la fenctiacina (OKKO008) y el triciclico
antidepresivo clomipramina (KD002) bajo condiciones microaerébicas sobre
el niimero de células de Entamoeba histolytica HK9, Tripanosoma cruzi y

Crithidia luciliae .

MUESTRA CONTROL  OFKO006 KDO02

Entamoeba histolytica HK9
Numero de células X 10° 13 8.2 55

Trypanosoma cruzi
NGmero de células X 10° 247 R R

Crithidia luciliae
Dgoo 1.2 0.7 1.1

R. La mayoria de los epimastigotes fueron completamente inmovilizados

TESE COR
FALLA DE ORICEN
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Grafica 2. Efecto de dos drogas derivadas de la fenotiacina (disefiadas para inhibir a la tripanotién reductasa)

sobre la proliferacién de trofozoitos de Entamoeba histolytica HKS. Las barras muestran la desv
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