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| Resumen

Leishmaniosis es € término genérico de las enfermedades infecciosas causadas
por protozoarios intracelulares del género Leishmania; este padecimiento se cuenta
dentro de las seis enfermedades tropicales de mayor importancia para la
Organizacion Mundial de la Salud. Se estima que afecta a méas de doce millones de
personas en méas de 88 paises’, de los que el 82 % son paises en via de desarrollo.
La gravedad de la enfermedad es variable y depende de la especie de Leishmania
causante, asi como del estado inmunitario del hospedero. En este sentido, la
infeccién puede no manifestarse 0 no ser evidente, o bien, manifestarse con
variaciones que van desde Ulceras cutaneas hasta compromiso extenso de la piel y
mucosas, 0 presentar las caracteristicas de una enfermedad sistémica, con
afectacion generalizada del sistema reticuloendotelial.

Leishmania es un género relacionado con los tripanosomatidos, son
microorganismos con ciclos bioldgicos complicados en dos diferentes hospederos,
donde sufren cambios morfol égicos.

En la lucha contra estos protozoarios, iniciada hace ya mas de 100 afios por
David Bruce, se han puntudizado tres obstéculos a vencer’ : @) los
tripanosomatidos han evolucionado para poder evadir o manipular los sistemas de
defensa del hospedero, por lo que las vacunas efectivas estdn alin por ser
desarrolladas. b) No se ha comprobado que los parasitos sean sensibles al ataque
guimioterapéutico. c¢) Por dltimo, la leishmaniosis crece en zonas que poco

permiten las medidas de control, siempre y cuando estas se encuentren disponibles.



La quimioterapia de las leishmaniosis ha dependido de los compuestos de
antimonio por varias décadas, y estos permanecen como medicamentos de primera
linea en el tratamiento de la enfermedad. Actuamente la investigacion en proceso
para encontrar tratamientos eficaces con otros medicamentos incluye compuestos
quimicos de diversos origenes, entre ellos las naftoquinonas han mostrado

actividad contra las diferentes especies de Leishmania.

A. Objetivo

General:
Hacer una revision bibliogréfica de los compuestos quimicos que en su estructura
contengan el nucleo 1,4-naftoquinonay de los que se ha cuantificado su actividad
frente a alguna especie del género Leishmania.



[l Introduccidon

B. Definicion del Problemay Alcance

Este trabajo presenta las estructuras de diversos compuestos que contienen en su
estructura el nucleo 1,4-naftoquinona, también las actividades que se registran a
ensayar tales compuestos con alguna especie de Leishmania. Los datos recabados
comprenden trabajos originales de 1985 a 2005. Los resultados no se homologan
debido a que la metodologia empleada en cada caso, asi como la cepa de cada
especie son diferentes. Se exponen |os resultados mas prominentesy las estructuras

de esos compuestos.

C. Antecedentes

Leishmaniosis es el término genérico de las enfermedades infecciosas causadas
por protozoarios intracelulares del género Leishmania que atacan a piel y visceras
del hombre y de algunos animales. La transmision del parasito se realiza por
medio de la picadura de la mosca hembra del género Lutzomyia en Américay por

Phlebotomus en el vigjo mundo. Lataxonomia del protozoario es:



Figura 1. Taxonomiade Leishmania

Reino: Protista

Subreino: Protozoo

Phyllum: Sarcomastigophora
Subphyllum: Mastigophora

Clase: Zoomastigophora
Familia Trypanosomatidae
Genero: Leishmania

Las especies de importancia médica en América son: L. mexicana, L.
brazliensis, L. chagasi, y L. peruviana. En € llamado vigjo mundo L. major, L.

aethiopica, L. donovani y L. tropica.

1. Historia dela Enfermedad

Esta enfermedad esta descrita desde € 1500 por El-Razi. En 1903 Leishman
describe a los parasitos causantes de una enfermedad conocida como Kala-azar
(enfermedad negra) en la India. En México® la enfermedad se conoce desde la
época precolombina, puesto que se han encontrado piezas arqueol 0gicas de la zona
maya con €l pabellon del oido mutilado y ademas por los relatos que los primeros

franciscanos hacen cuando intentan convertir alos indigenas del Petén.

El término Ulcera de los chicleros fue acufiado por Seidelin en 1912 cuando
describe la leishmaniosis tegumentaria en Y ucatan, por encontrar frecuentemente

lesiones ulcerosas en el pabellén del oido de ese tipo de trabajadores.



2. Clasificacion delas Leishmaniosis

El tipo de leishmaniosis depende de varios factores; de la especie del parésito que
causa la infeccion, la distribucién de macrofagos infectados y de la respuesta
inmune del hospedero. Las formas clinicas de la enfermedad son: L eishmaniosis
cutanea localizada, Leishmaniosis cutanea diseminada, Leishmaniosis

mucocutaneay L eishmaniosis visceral.

2.1 Leishmaniosis Cutanea L ocalizada.

También denominada ulcera de los chicleros en México, uta en Pert, o botén de
oriente en e vigo mundo. El periodo de incubaciéon oscila entre una y ocho
semanas, se caracteriza por una ulceracion pequefia y Unica aunque puede ser
grande y multiple. Esta lesiéon es una papula eritematosa, que aparece en €l sitio de
la picadura, que evoluciona a una vesicula central que exuda liquido seroso,
generalmente redondeada, y que casi no provoca dolor. La lesiéon, si no esta
sobreinfectada, tiende a la cicatrizacion entre varios meses y hasta dos afos. Si se
localiza en las orgjas, la infeccion se vuelve crénica y mutilante si se trata de L.
braziliensis. En México esta enfermedad se distribuye desde la frontera con
Estados Unidos hasta la peninsula de Yucatan por e golfo y desde Chiapas a
Nayarit por el Pacifico.

L as Ulceras pueden curar sin tratamiento; sin embargo el tratamiento se recomienda
cuando las lesiones se localizan en zonas donde pueden tener consecuencias
estéticas 0 cuando se sospecha de L. brazliensis como agente etioldgico, €l
tratamiento incluye antibioticos destinados a combatir las infecciones oportunistas
y los compuestos de antimonio estibogluconato sodico (pentostam®) y antimoniato
de meglumina (glucantima®).



2.2 Leishmaniosis Cutanea Diseminada.

El cuadro se caracteriza por una Ulcera inicial y multiples lesiones nodulares o
placas en varias partes del cuerpo como mejillas, labios, barba, oidos, hombros,
espalda y manos que semejan la lepra lepromatosa; se asocia principalmente a L.
m. mexicanay L. aethiopica.

El tratamiento que se recomienda para tratar la leishmaniosis cutdnea diseminada
son compuestos de antimonio y paromomicina; la remocion de las placas por
cirugia o calor es recomendable, pero puede ser dificil y dolorosa.

2.3 Leishmaniosis M ucocutanea.

También conocida como espundia, esta forma de la enfermedad es una
complicacion tardia de la leishmaniosis cutdnea; es una diseminacion metastasica
del parasito a sitios mucosos, habitualmente al tejido nasofaringeo. El cuadro
clinico se desarrolla en un tiempo que va desde un mes hasta muchos afios después
de la afeccién cutdnea y se asocia principalmente a L. brazliensis, hay sintomas
nasales como congestion nasal persistente, hemorragia recurrente y cuando se dafia
el tabigque, se produce la nariz achatada o de tapir.

El tratamiento puede ser inefectivo; iniciamente se trata con antimonio
pentavalente, s no hay éxito, se emplea amfotericina B o pentamidina. El
tratamiento con corticoesteroides puede ser requerido para las inflamaciones

severas.



2.4 Leishmaniosis Visceral o Kala-azar.

Este padecimiento constituye la forma de afectacion sistémica. La especie causal
son miembros del complgjo de L. donovani (inclusive L. chagas que algunos
consideran subespecie de L. donovani). El periodo de incubacion suele ser de uno a
tres meses; e inicio es insidioso, con sintomas inespecificos como: fiebre,
sudacion, inapetencia, molestias abdominalesy pérdida de peso.

Se constata inflamacion de higado y bazo, adenopatia generalizada y datos de
desnutricion. El agrandamiento del bazo puede ser extremo, sin embargo es
caracteristico que no sea doloroso y de consistencia firme. No es raro encontrar
aumento en la pigmentacion de la piel, (de ahi e término de Kalaazar o
enfermedad negra). El tratamiento de primera linea son los antimoniales
pentavalentes. e antimoniato de meglumina y estibogluconato de sodio.
Alternativamente se emplea amfotericina B, pentamidina, ketoconazol,
paromomicina Yy paromomicina combinada con antimoniales pentavalentes,

cuando se observaresistencia



D. Leishmania
1. Vectores

Los vectores de las leishmaniosis son insectos hematofagos de la subfamilia
Phlebotominae, que incluye a los géneros Lutzomyia en Américay a Phlebotomus
en el viggo mundo. En México estos insectos se distribuyen por todo el pais, pero
son importantes en las zonas de endemia de la leishmaniosis’. Estos vectores
abundan en los bosgues, sobre todo en los meses calurosos y |1uviosos, son moscas
de 3 a5 milimetros de longitud, con cuerpo y alas pilosos, las alas son mantenidas
erectas en reposo y cuando se alimentan, las hembras son las hematéfagas. En
Meéxico se les llama papalotillas del ndhuatl, papalotl, que significa mariposay en

lazona Maya, huetl, que significalo mismo.

Las diferentes especies de Leishmania se encuentran como promastigotes en el
tubo digestivo del vector (y en medios de cultivo acelulares), midiendo en este caso
de 10 a 20 um de longitud y 1.5 a 3.5 um de ancho. L os amastigotes dentro de los
macréfagos infectados, son ingeridos por € insecto a alimentarse este de un
reservorio; los amastigotes sufren diferenciacion en el tubo digestivo del mosca 'y
ya como promastigotes emigran hacia la porcién anterior del tubo digestivo del

insecto, en un tiempo minimo de tres dias.
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2. Proceso I nfectivo

La infeccion en e humano se da cuando la mosca se alimenta de su sangre, los
promastigotes que se encuentran en el tracto gastrointestinal de la mosca, se
depositan en la piel, lo gque genera un flujo de polimorfonucleares a la zona, que
posteriormente son sustituidos por células macrofégicas y linfocitos. Se ha
comprobado que los amastigotes y promastigotes varian su resistencia al efecto de
lisis por el suero®, muy posiblemente debido a la variacién antigénica que
presentan®, posteriormente se enfrentan con las células fagociticas cuya union se
produce a través de los receptores de los macréfagos como € CR3 ’, que es un
estimulador pobre de la respuesta oxidativa del macrofago. Después de la union,
los promastigotes son fagocitados y en algunas células se diferencian en
amastigotes; terminando de esta manera una parte del ciclo biolégico de

Leishmania e iniciando lainfeccién en e humano.
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3. Ciclo Biolégico

Respecto de su ciclo bioldgico, |os especimenes de

Leishmania pasan por dos estadios: €l promastigote  *
y el amastigote. El promastigote es elongado de | - o
forma fusiforme, de ubicacion extracelular, mide
10 - 20 um (sin contar lalongitud de un Unico
flagelo, cuyo tamafio varia entre 15 - 25 um);
presenta un gran nucleo central, ribosomas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, vesiculasy una
mitocondria. El cinetoplasto es una subestructura
de lagran mitocondria, con DNA Unicoy se
encuentra asociado estrechamente a bolsillo
flagelar y a cuerpo basal del flagelo, su presencia
da el nombre a grupo de protozoos de los
Kinetoplastida. El axonema que se originaen el
cuerpo basal esta contenido dentro del bolsillo
flagelar

Fig. 2. Promastigotes

El amastigote, redondo u oval, intracelular,
reside y se multiplica en vacuolas parasitoforas
dentro de fagocitos mononucleares de los
hospederos. Mide 2 - 5 um. Con la tincién de
Giemsa se aprecia un gran nucleo y un
cinetoplasto pequefio, ambos de color parpura, y
un filamento delgado que une cinetoplasto y
cuerpo basal, el cual se convierte en flagelo en el
promastigote, éste Ultimo apenas un punto
visible.

Fig. 3. Amastigotes en un macréfago

12



Vector: Lutzomyia sp

Promastigotes de
vida extracelular
en € intestino del

Transformacion flebotomo

a promastigote e

Lahembrapicae

inyectalos
!_a he_zmbra 2 promastigotes
ingerir sangre toma
amastigotes

V Ingestion por el

Amastigotes resétago

creciendo en €

Transformacion
aamastigote

Fig.4. Ciclo bioldgico de Leishmania.
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4. Distribucion Geogr afica

Las leishmaniosis son zoonosis de amplia distribucién, con presencia en cuatro
continentes, a excepcion de Australia, siendo endémica en 88 paises. Con una
prevalencia mundial de 12 millones de casos. El nimero de muertes en el mundo a
afio 2001 se estimé en 59 000 8. El 90 % de los casos de leishmaniosis visceral
ocurren en Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan; 90 % de los casos
mucocutaneos ocurren en Bolivia, Brasil y Pert, y € 80 % de los casos de laforma
cuténea ocurre en Afganistan, Brasil, Irén, Pert, Arabia Sauditay Siria’.

En México la enfermedad se distribuye en a menos 18 estados: desde Coahuila,
Nuevo Ledn, Sinaloay Tamaulipas en € norte, Y ucatan, Quintana Roo, Oaxacay
Chigpas a sur, Guerrero, Michoacan, Jalisco, Nayarit, Veracruz, Tabasco Yy
Campeche, y los centrales San L uis Potosi, Morelosy Puebla.

Los registros entre 2002 y hasta marzo del 2004°, indican un nimero de 2097
casos de leishmaniosis, la mayor parte de los cuales se verificaron en los estados
del sureste del pais, Quintana Roo, Tabasco y Chiapasy €l occidental Nayarit.

La importancia de esta enfermedad radica en |la trascendencia que tiene en las
personas que la padecen en cualquiera de sus variantes, por las consecuencias
socioecondmicas y sicolégicas gque le caracterizan y por ser con cierta frecuencia

debilitante e incapacitante.
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[1l Tratamiento delasLeshmaniosis

Quimioterapia de las L eishmaniosis Humanas

Los arsenicales y antimoniales trivalentes, fueron de las primeras sustancias
sintéticas empleadas para € tratamiento de la leishmaniosis y la tripanosomiasis
humana africana (enfermedad del suefio o Human African Trypanosomiasis ), es
importante recalcar que, derivados organicos de esos compuestos de metales
pesados empleados en las primeras dos décadas del siglo veinte, siguen siendo
recomendados para €l tratamiento de esas enfermedades infecciosas. A pesar de
los grandes progresos en la comprension de la biologia molecular de Leishmania 'y
las posibilidades clinicas presentadas por algunos agentes quimioterapéuticos
experimental es, la quimioterapia de estas enfermedades sigue siendo precaria.

En la década de los ochentas |os avances fueron limitados, solo se introdujeron
nuevos regimenes de dosificacion o nuevas formulaciones de compuestos
conocidos.
lwu, Jackson y Schuster™ reconocen el uso com(in de la terapia herbal en regiones
endémicas de Leishmania, 1o que renueva € interés en la evauacion de los
constituyentes de los remedios naturales empleados en la medicina tradicional,
como fuentes de sustancias con potencial actividad contra Leishmania. Como
muchas enfermedades debidas a protozoarios, las leishmaniosis son un problema
en genera de paises en desarrollo y por tanto, ofrecen poco incentivo comercia a
las compafiias farmacéuticas para desarrollar farmacos efectivosy econémicos.

Se ha encontrado que mas de 20 especies de plantas de muchas familias
taxondmicas, contienen compuestos con actividad significativa contra varias

especies de Leishmania (tabla 1).
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Tabla 1. Plantas medicinales con actividad contra Leishmania spp.

Planta Familia Congtityentes
Berberis aristat Berberidaceae Berberina
Dracaena manii Agavaceae Saponinas
Diospyros montana Ebenaceae Diospirina
Herdera helix Araliaceae Saponinas
Jacaranda copaia Bignoniaceae Jacarota, quinol
Pera benensis Euphorbiaceae Naftogquinonas
Picralima nitida Apocynaceae Alcaloides de indol
Plumbago zeylanica Plumabaginaceae Plumbagina
Tabebuia rosea Bignoniaceae Lapachol y quinonas
relacionadas
Desmodium gangeticum Fabaceae Alquilaminas

En esa lista de compuestos que se han identificado encontramos las sustancias
activas: diospirina, plumbagina, lapachol, adquilaminas, saponina, jacarona,

berberina, acaloides deindol, etc.
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E. Tratamientos Actualmente Establecidos
E.1. Antimoniales Pentavalentes

L os f&rmacos de antimonio pentavalente: estibogluconato de sodio [Pentostam®]
((2), Figura5) y antimoniato de meglumina [Glucantima®] ((2), Figura5) han sido
los farmacos de primera linea para el tratamiento de la leishmaniosis por 50 afios.
Hay cambios importantes en las formulaciones de esos vigjos farmacos, y los
tratamientos para las formas visceral y cutédnea de la enfermedad se han
diferenciado. Sin embargo, hay necesidad de nuevos compuestos para €l
tratamiento de las leishmaniosis, debido a que se ha incrementado la resistencia a
los compuestos de antimonio pentavalente y la aparicion de leishmaniosis visceral
(LV) como una infeccién asociada a VIH. La leishmaniosis en las personas

inmunodeprimidas es més dificil de tratar y tienen mas propension arecaer.

CH,OH

CH,OH HOH,C
CHOH CHOH CHO\ (-D/COH
o o | [ =
CHO CHO T~

A 4 __ocH COH
CHo—Sb——0—sb
| OCH CHOH CHOH
CHOH CHOH CHOH CHOH
COO'Na* .
COONa* CH,0H CH,NHCH;
Estibogluconato de sodio Antimoniato de meglumina
(1) Pentostam (2) Glucantima

Figura5
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Se ha reportado™ incremento en la resistencia de la leishmaniosis visceral (LV) y
de laleishmaniosis cuténea (L C) alos antimoniales pentavalentes (Sh") y latasade
cura ha disminuido a pesar de incremento en las dosificaciones. Se ha sugerido
que bajas dosisde Sb" en e tratamiento de la patologia, ha generado, en parte, la
seleccion de cepas resistentes en leishmaniosis visceral y leishmaniosis cutanea.
Una reevaluacion de la farmacol ogia de los antimoniales pentaval entes, que tienen
un ty inicial de dos horas y ty, terminal de setenta y seis horas, ha conducido a
regimenes de mayor concentracion y divididos para €l tratamiento de leishmaniosis
visceral. El tratamiento de la leishmaniosis cutanea y leishmaniosis mucocutanea
(LMC) con los antimoniales pentavalentes es un problema complejo, debido a la
variacion en la sensitividad de las especies y las diferentes patologias. El
mecanismo bioquimico de accién de los antimoniaes contra la leishmaniosis es
aln desconocido, pero la acumulacion y la retencion de antimonio por los
macréfagos parece ser un factor muy importante para eliminar a los amastigotes.
Esta falta de conocimiento del mecanismo de accion, impide la comprension de la
resistenciaal farmaco.

E.2. Antibi6ticosy Poliaminas

Laamfotericina B ((3), Figura 6), es muy activa contra las especies de Leishmania;
estos parésitos, como los hongos, poseen ergosterol como el esterol predominante
de membrana y el fa&rmaco se une a este preferentemente. Sin embargo el uso de
amfotericina B en € tratamiento de leishmaniosis visceral y leishmaniosis
mucocutanea ha sido limitado por un amplio cuadro de reacciones adversas, como

cardiotoxicidad y nefrotoxicidad.
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El deoxicolato de amfotericina B es e tratamiento de segunda linea para la
leishmaniosis visceral cuando la terapia con antimoniales falla. Las
reformulaciones de este compuesto se han desarrollado para aterar su
farmacocinética, cambiar las propiedades de union a las proteinas séricas y limitar
su ata afinidad hacia lipoproteinas de baja densidad (LDL), que es la mayor causa
de su toxicidad.

Las formulaciones lipidas de amfotericina B, que no tienen algunas de las
limitaciones toxicas, se han desarrollado para el tratamiento de micosis sistémicas.
Esas formulaciones han probado su utilidad para €l tratamiento de leishmaniosis
viscera reduciendo la toxicidad y permitiendo el incremento de la dosificacion y
han probado ser muy efectivas en € tratamiento de leishmaniosis visceral en
infantes y adultos competentes inmunolégicamente®, incluyendo casos de
resistencia al antimonio, pero son menos efectivas contra leishmaniosis visceral en
pacientes inmunocomprometidos. Este antibidtico varia su efectividad con los
diferentes tipos de leishmaniosis existentes™ * en general es mas efectiva la

amfotericina B contralaleishmaniosis visceral que contralaleishmaniosis cutanea.

OH O OH OH OH OH O
0
OH CHs
CH3
// VAV AC A A Y AN 4
O@Hzoﬂ OH
0

(3) Amfotericina B
Figura 6
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La paromomicina (PM, (4), Figura 7), que es un aminoglicosido también
[lamada aminosidina, es uno de pocos antibiéticos con una amplia actividad
antiprotozoaria. A pesar de que la actividad de la paromomicina se reporté desde
hace 30 afos, su empleo hasido limitado, debido a lafalta de biodisponibilidad por
lavia oral. Gagneux™ reporta que se incrementa la eficacia del tratamiento cuando
se administra la paromomicina combinada con antimoniato de meglumina, aunque
se observatoxicidad y persistencia de focos |eishmanicos hepaticos. Es importante
saber que hay una amplia variacién en la sensitividad de las especies a este
antibidtico.

Las formulaciones tépicas han demostrado efectividad para leishmaniosis
cutanea, sin embargo se necesita un disefio racional farmacéutico éptimo para la
leishmaniosis cutdnea y la necesidad del diagndstico especifico de la especie,

puesto gque la respuesta es variable entre especies.

La pentamidina, una diamidina aromética, ((5), Figura 7) ha sido empleada para
leishmaniosis cuténea y visceral desde 1952 como tratamiento aternativo y como
tratamiento primario para leishmaniosis difuso cutanea por L. aethiopica, aunque
se describié su actividad antiprotozoaria desde 1938'° su amplia gama de
reacciones adversas  ha limitado su uso, principamente en pacientes
inmunocomprometidos™*#1%%®  pues se ha reportado, por eemplo, arresto
cardiaco, nefrotoxicidad e incluso pancreatitis aguda inducidas por el empleo de
pentamidina en este tipo de pacientes, se sefidla que una administracion mayor a
2000 miligramos puede inducir diabetes mellitus. Las sales isetionato Yy
metilsulfonato de esta diamidina aromética son empleadas como tratamiento para
laleishmaniosis visceral y cuténea.
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El mecanismo de accién no se ha dilucidado, pero parece ser diverso, tal como
inhibicion de la sintesis de poliaminas e inhibicion del potencial interno

mitocondrial.

Pentamidina
Paromomicina 5)

(4)

Figura7

F. OtrasAlternativas
F.1. Quinolinasy Acridinas

Las acridinas han aparecido como nucleos de diferentes sustancias empleadas
contra Leishmania. Mesa-Valle?! y colaboradores reportan actividad para los
compuestos BG-325 ((6), Figura8) y BG-374 en ensayos contra L. donovani.
También se ha trabajado con 9-anilinoacridinas que muestran actividad contra
Plasmodium, Leishmania y Trypanosoma. La mepacrina ((8), Figura 8) también se

ha empleado para el tratamiento de leishmaniosis cutanea.

21



Una 8-aminoquinoling, la sitamaquina, esta en ensayo clinico, e compuesto es el
WR 6026 ((7), Figura 8) que esta desarrollando Glaxo®, este compuesto ha
demostrado alta actividad contra infecciones por L. chagas en Brasl y
leishmaniosis visceral en Kenia e India. La sitamaguina se metaboliza rapidamente
formando derivados desetil y 4-CH,OH, los cuales pueden ser los causantes de su

actividad y latoxicidad reportada de este compuesto es baja.

(@] N02 CH3

HsCO N
N =
H NH-(CH,),-NH, N

NH(CH3)gN(C2Hs),
BG-325 WR6026, Sitamaquina
6
(6) 7)

CH3

NH-CH-(CH;)3-N-(C,Hs),

H3CO
B
=

N cl

Mepacrina

(8)

Figura8
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F.2. Compuestos Nitro Heterociclicos.

Los compuestos nitro heterociclicos como e benznidazol ((9), Figura 9), €
nifurtimox ((10), Figura 9) y en menor medida el metronidazol ((12), Figura 9), se
han empleado en ensayos contra tripanosométidos, Morilla®® empleando una
formulacion de liposomas unilamelares con benznidazol, encontré que se aumenta
la concentracion del activo en el higado, pero los niveles de parasitemia en ratones

no cambian, por lo que el efecto no fue apreciable.

Por otra parte Guerra® y Berman® sefialan que los resultados son variables con el
empleo de nifurtimox contra leishmaniosis, observando Berman mayor actividad

paralafurazolidona ((11), Figura9) en contra de Leishmania tropica.
Keithly® no observa actividad con e empleo de metronidazol ((12), Figura 9) en

hamsters infectados con Leishmania donovani y Trypanosoma brucei brucei en

raton.
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Furazolidona M etronidazol
(11) (12)

Figura9

F.3. Antifolatos.

El disefio de inhibidores de la dihidrofolatoreductasa (DHFR), se ha enfatizado
debido a que Siwaraporn®’ ha revelado que la estructura de la DHFR en los
protozoarios es diferente de la de otros eucariotes, estando presente como enzima
bifuncional con la timidilato sintetasa (TS), ha sido identificado este complejo
enzimético en Leishmania y Trypanosoma, por |o gue esta enzima es un objeto de
estudio que se ilustra con actividad leishmaniocida de 2,4-diaminopiridinas-5-

sustituidas.
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F.4. Inhibidoresdela Sintesis de Purinas.

o
El aopurinol ((13), Figura 10) se ha NH
ensayado contra la leishmaniosis / \ )
cuténeay laleishmaniosis visceral, pero Ny N/
N
los resultados han sido inconsistentes H
. Alopurinol
cuando se emplea solo; sin embargo,
combinado con antimoniales (13)
pentavalentes los resultados han
Figura 10

mejorado® hasta en un 30 %%°.

Uno de los problemas del tratamiento con alopurinol es su rpido metabolismo
y excrecion. Se ha empleado probenecid, que inhibe el transporte tubular renal,
para reducir su excrecion combinandolo con ribésido de alopurinol , sin embargo

no se observamejoriade la eficacia.

F.5. Inhibidoresdela Sintesis de Esteroles.

La presencia de ergosterol como € principa esterol en las membranas
plasméticas de Leishmania y Trypanosoma cruz, es la base para la toxicidad de
antibidticos poliénicos y azoles que inhiben la sintesis de ergosterol para esos
parasitos. También se han encontrado similitudes en la ruta de los esteroles de las
especies mencionadas y € metabolismo micético, considerando lo anterior se han
prescrito azoles para €l tratamiento de la leishmaniosis cutanea, aunque la respuesta

varia entre las especies de Leishmania.

25



Contra los hongos por gemplo, los azoles imidazol y ketoconazol y |os triazoles
itraconazol y fluconazol, bloguean la desmetilacion C-14 del intermediario
lanosterol, a través de la inhibicion de la enzima citocromo P450 responsable de
estaaccion.

Momeni* reporta que el ketaconazol ((14), Figura 11) administrado tépicamente,
no tiene gran efecto en la leishmaniosis cutdnea, mientras que Salmanpiour™
reporta un aumento de la efectividad del antimoniato de meglumina al combinarla
con ketoconazol administrado por via ora en el tratamiento de la leishmaniosis

cutanea, en este caso se observamejoria de hastaun 12 % .

(14) Ketoconazol

Figurall
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F.6. Andlogos dela Fosfocolina

La miltefosina ((15), Figura 12) y lailmofosina, se desarrollaron como farmacos
antitumorales, la miltefosina ha tenido buenos resultados en el tratamiento de
diferentes leishmaniosis. Se desconoce e mecanismo de accion de esta hexadecil
fosfocolina. Paris* y colaboradores, indican que la miltefosina induce apoptosis en
promastigotes de L. donovani, por un mecanismo de toxicidad indirecto, y también
se ha sugerido la interferencia en e anclgje del glicofosfatidilinositol en el
metabolismo de lipidos y lainterrupcién de la transduccién de sefiales.
Prasad® encuentra excelentes resultados en contra de |a leishmaniosis visceral en
la Indiay Soto® indica que la miltefosina es muy efectiva contra la leishmaniosis
cutanea debida a L. v. panamensis aunque no tanto contrala L. v. brazliensis. Se
sigue estudiando su empleo para las diferentes formas de leishmaniosis, ya que la
respuesta depende de la especie con la que se le enfrente y se ha observado

resistenciaa compuesto.

I
CHg-(CHy)14-CHa-0-P-O-(CH5),-N(CHa)3
5
(15) Miltefosina
Figura 12
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IV Resultados delalnvestigacion con Naftoquinonas

En Relacion a Leishmania.

G. Justificacion.

Las naftoquinonas son un grupo de compuestos bioldgicamente importantes
debido a sus actividades farmacoldgicas y citotéxicas. Molina™ recopila muchas de
las actividades que estas substancias tienen, entre las que se incluyen: lainhibicion
del crecimiento de células tumorales, la supresion de lareplicacion de HIV-1 en la
infeccion aguda y cronica, previenen la transformacion oncogeénica e inhiben a la
topoisomerasa de DNA y RNA vy la sintesis de proteinas en Trypanosoma cruzi.
Diversos compuestos de este tipo se han probado contra las especies de

Leishmania.

Desde hace muchos afios se ha observado la accidon antiparasitaria de las
naftoquinonas como substancias inhibidoras de |os elementos que intervienen en la
cadena respiratoria. En e protozoo Eimeria tenela (parésito aviar) se ha
observado® que diversas hidroxi-naftoquinonas inhiben |a cadena respiratoria. Con
el compuesto denominado: 2-[Trans-4-(4'-Clorofenil)Ciclohexil]-3-Hidroxi-1,4-
naftoquinona (atovacuona, (31), Figura 16), Fry®’ observa una potente y selectiva
inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial del parasito Plasmodium, a nivel

de las citrocromo C reductasas.
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En € caso de la tripanotiona reductasa, que se reconoce como punto de estudio
en la investigacion con tripanosomatidos®, se han ensayado a las naftoquinonas
como inhibidores de la enzima, por su potencial actividad contra enfermedades
como laleishmaniosis, enfermedad de Chagas y tripanosomiasis africana. El efecto
de diversos compuestos se ha estudiado en esta enzima, pues se ha observado que
es diferente estructuralmente a la que se encuentra en mamiferos, sin embargo
también se ha encontrado que el parasito es capaz de emplear mecanismos alternos
gue sustituyan la actividad de la enzima.

Se ha comprobado también la susceptibilidad de Leishmania a intermediarios
téxicos de oxigeno®, variando la respuesta entre las diferentes especies. Molina®
observa que la produccién de los compuestos reactivos de oxigeno, es funcion de la
concentracién empleada, generandose peréxido de hidrégeno y anién superdxido
por la oxidacion de las naftoquinonas.

Con base en los datos recopilados, muchos autores de diversos paises se han
avocado a estudiar €l efecto de las naftoquinonas en las diversas especies de
Leishmania, asi como |as patologias que a estas se deben.

-Nota aclaratoria- todos lo ensayos que emplean dimetilsulfoxido para disolver
naftoquinonas, emplean blancos con este compuesto para evaluar solo la actividad

de las naftoquinonas.
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H. Investigacion Bibliogr afica.

Con el trabgjo de Croft® se inicia la investigacion de los compuestos
denominados naftoquinonas contra |as diferentes especies de Leishmania

El sistema empleado in vitro, para evaluar la actividad contra |os amastigotes de
Leishmania, permite observar la concentracion maxima tolerada por los
macrofagos infectados, al exponerlos a las diferentes concentraciones de los
compuestos evaluados, compuestos (16) a (22), asi como la supresion porcentual
en laviabilidad de los parésitos que causan.

En ese sistema, de los siete compuestos evaluados, solo la plumbagina ((16),
Figura 13) presenta una actividad relevante, mientras que la menadiona ((17),
Figura 13) tiene una actividad baja, la plumbagina muestra una Dosis Efectiva 50
(EDsp, dosis a la que €l 50 % de la poblacion en estudio es viable) de 0.42 ng/mL
con amastigotes de L. donovani y 1.1 ug/mL con amastigotes de L. m.
amazonensis, comparados con una EDsp de 0.16pg/mL del azdl de metileno .

En & sistemain vivo, realizado en ratones BALB/c para L. donovani (cepa LV 9)
y CD-1 (cepaLV78) con L. amazonensis, no se reportan resultados relevantes con
la plumbagina después de cinco dias de tratamiento a la dosis méxima de 16
mg/kg. En las lesiones dérmicas se observa una supresion del 81 % cuando se
emplea un unglento al 1 % de plumbagina por 15 dias y con una formula similar
de gluconato sodico de antimonio a 10% no se observa efecto apreciable.

Los extractos de Plumbago sp., que contienen plumbagina, se emplean en €l
tratamiento de enfermedades parasitarias de la piel en la medicina tradicional de
Africay Asia

En laFigura 13 se muestran |las estructuras de |os compuestos empleados.
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Figura 13
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Fournet® emplea los extractos quindnicos de las cortezas amarillas frescas del
tallo de Pera benensis, que utilizan los indios Chimanes de Bolivia para tratar
lesiones cuténeas causadas por Leishmania, con € objeto de evaluar la actividad
con diferentes especies de Leishmania. El arbol es llamado apaifiiki, por los
naturales y es parte de la familia Euphorbiaceae, su nombre completo es Pera
benensis Rusby.

Las quinonas de los extractos muestran actividad in vitro a una concentracién de
10 ug/mL contra L. brazliensis (cepa 2903), L. amazonensis (cepa PH8 y H-142) y
L. donovani (cepas 2682 y HS70). El sistema in vitro consta de promastigotes en
medio USMARU donde se agregan los compuestos previamente disueltos en la
minima cantidad de dimetil sulféxido (DM SO).

En un ensayo posterior, ya con las quinonas caracterizadas y con las cinco cepas
de Leishmania, se reporta para los promastigotes una concentracion inhibitoria 90
(ICq0, gque es la concentracion a la que se observa € 90 % de inhibicion en €
crecimiento) de 5 ng/mL para plumbagina ((16), Figura 13) y 8,8 -biplumbagina
((24), Figura 14). LalCy de la pentamidina es de 1ug/mL con las cinco cepas. En
los amastigotes de L. amazonensis, la plumbagina solo permite que sobrevivan 16.5
% de los amastigotes a una concentracion de 10 ug/mL. A una concentracion de 50
ug/mL, la citotoxicidad de la plumbagina es del 100 por ciento con los macrofagos
gue contienen alos parasitos.

También se estudio el efecto en epimastigotes de Tripanosoma cruzi, siendo la

plumbagina la naftoquinona mas activa con unalCy de 5 pg/mL.
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Hazra® ha realizado investigaciones con la diospirina ((25), Figura 15), esta se
disolvio en medio liquido de Chaudhuri para ensayarla con promastigotes de L.
donovani, observando que este compuesto impide la viabilidad de los
promastigotes en 72 horas, observacién directa, a una concentraciéon de 1 ug/mL,
denominando a esta la concentracion minima inhibitoria; la pentamidina, que es €l
medicamento control positivo, presenta una concentracion minima inhibitoria de 2

ug/mL.

En un trabajo posterior de Hazra* se emplean promastigotes de L. major y como
en el trabgjo anterior, la diospirina se aisla de la corteza del tallo de Diospyros
montana de la India 'y se sintetizaron los compuestos derivados. En este sistema
experimental, la diospirinaa concentracion de 5.0 pg/mL provoca una inhibicion
del 22 por ciento en los promastigotes, y los compuestos sintéticos (26), (27), (28),
(29) y (30) (Figura 15) generan una inhibicion mayor a 96 por ciento a una
concentracion de 5.0 ug/mL, aungue los compuestos (26), que es un dimetil éter de
ladiospiring, y (29) que es un andlogo hidroguinonoide, generan una inhibicién del

98y 97 por ciento respectivamente a una concentracion de 2.5 pg/mL.
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L as especies de Leishmania responden a los cambios en su medio ambiente con
procesos adaptativos alin no comprendidos del todo; asi, la resistencia a productos
toxicos de oxigeno, como peréxido de hidrogenoy €l anién superoxido, varia entre
las diferentes especies de este parasito. Estudiando esta resistencia Wilson®™
observa dos mecanismos que la producen en €l parésito: la exposicion a peréxido
de hidrogeno (H2O,) en concentraciones no letales en la fase de crecimiento o
logaritmicay debido a choque térmico. Wilson realiza un ensayo que consiste de la
exposicion de Leishmania chagas a diferentes concentraciones de peréxido de
hidrégeno y la naftoquinona menadiona ((17), Figura 13) para verificar s aumenta
laresistencia del parasito al perdxido de hidrégeno. Las concentraciones subletales
para peroxido de hidrogeno sonde 25 a 75 uM y para menadiona son de2.5a7.5
uM, -encuentran estos datos exponiendo a los promastigotes a diferentes
concentraciones de menadionay peréxido de hidrogeno y midiendo posteriormente
la sintesis de proteinas-, resultando que se aumenta la resistencia del parésito a
peréxido de hidrogeno cuando se expone previamente a las concentraciones
anteriores de menadiona y peroxido de hidrogeno. Esta conclusion se obtiene de
comparar la viabilidad de los promastigotes pretratados con menadiona y peréxido
de hidrégeno y promastigotes control, la viabilidad se mide calculando la
incorporacion de [*H]leucina en proteinas precipitables y midiendo la motilidad
flagelar.

Ladosisletal parael 90 por ciento (LDgeo) de los parasitos de L. chagasi se observa
entre 10 y 15 pg/mL de menadiona. Wilson destaca que la menadiona genera el

radical superoxido en el sistemain vitro en este mismo trabgjo.
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La atovacuona ((31), Figura 16) se encuentra en uso clinico para pacientes con
neumocistosis por Pneumocistis carinii y toxoplamosis. Murray** emplea la
atovacuona por via oral, en ratones BALB/c infectados con Leishmania donovani.
Se emplea esta naftoquinona de manera individual y combinada con antimonio
pentavalente (por via intraperitoneal), con € objeto de evaluar e efecto en €
proceso infectivo. A dosis de 50 mg/Kg de atovacuona se observa un minimo
efecto leishmaniocida, a dosis de 100 mg/Kg se observa gque se detiene la
replicacion intracelular hepética de Leishmania donovani. En e caso del
tratamiento combinado de atovacuona y antimonio pentavalente, al emplear una
dosis suboptima del antimonial de 10 mg/Kg mas 100 mg/Kg de atovacuona, se
obtiene un efecto comparable a de un tratamiento de 50 mg/Kg de antimonio.

0 I !
O‘ CI
OH

O
(31) Atovacuona**

**Qrigen sintético
Figura 16
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Jernigan™ emplea la atovacuona frente a Leishmania chagasi que es €l principal
agente causal de leishmaniosis visceral en América, junto a L. infantum.
Realiza dos ensayos in vitro con promastigotes de L. chagasi: con y sin suero
bovino feta en e medio de cultivo. En e caso de ausencia de suero hay una
reduccion en la viabilidad de los promastigotes del 90 % a una concentracion de
atovacuona > 3.13 pg/mL. En presencia de un 10 % de suero en la concentracion
total del medio de cultivo, e efecto de 90 % de reduccion en la viabilidad se
observa a una concentracion > 25 ug/mL, lo que indica quein vivo € efecto puede
ser importante, ya que variara la actividad de este compuesto debido a la presencia

del suero.

Para evitar este tipo de problemas, Cauchetier*®, prepara nanocapsulas con
atovacuona, para evaluarlas en la leishmaniosis visceral provocada por Leishmania
infantum en ratones BALB/c. Los resultados indican que las nanoparticulas
cargadas con atovacuona a dosis de 1 mg/Kg por 3 dias, provocan un 71 % de
supresion del parasito, mientras que a dosis de 1.6 mg/Kg de atovacuona libre, se
observa un 34 % de supresion del parésito. El autor argumenta que se puede
calcular la concentracion a la que se obtiene un 100 % de supresion del parésito
cuando se tiene la atovacuona en esta forma farmacéutica. Cuando esta se

administralibre, la actividad no se comporta de maneralineal.
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Kayser*” emplea naftoquinonas sintéticas (Figura 17) y evalta su actividad in
vitro con promastigotes de diferentes especies de Leishmania, estas son L.
donovani, L. infantum, L. enriettii y L. major, asi como contra amastigotes
intracelulares de L. donovani. El compuesto (33) (Figura 17) es el més activo de la
serie con una ECsp (concentracion efectiva 50, dosis a la que se observa
disminucion de la poblacion del 50 por ciento) de 0.7 ug/mL, comparado contra
una ECsp de 0.3 ug/mL del isetionato de pentamidinay una ECsp < 0.1 ug/mL dela
amfotericina B como controles. Se reporta la actividad leishmaniociday citotoxica
como valores ECsp, que es la concentracion en pug/mL que causa un 50% de
reduccion en la viabilidad de los parasitos en comparacion con cultivos idénticos

gue no contienen los compuestos.

Los compuestos (32) y (36) (Figural7)y (39), (41) y (44) (Figura 18) presentan
la toxicidad mas alta para los macrofagos, con una concentracion menor a 18
ug/mL para amastigotes intracelulares de L. donovani. La actividad es mayor en
los promastigotes con todos los compuestos, y a su vez, la amfotericina B y €l
isetionato de pentamidina presentan una actividad de al menos 50 veces mayor que
la de todos |os compuestos eval uados.

Las estructuras y nombres de |os compuestos se encuentran en las Figuras 17y 18.
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No.

(32)
(33)
(34)
(35
(36)

R, 0 0
R4 l o
Ro
Rs o)

@]
OH
(32, 33)** (34)**
OH O 0] 0]
O
@)
OH o O
(35)** (36)**

Compuesto R1 R2 R3 R4
Plumbagina ((16) Figura 13) * Me H OH H
2-(Difenilmetil)-naftoquinona ** CH(CsHs)- H H H
2,3-dimetilnaftazarina ** Me Me OH OH

Brasanquinona ** - - - -
5, 6, 7, 8-tetrahidroquinizarina ** - - - -
Dinafto[2,3: 17,2"-d]furan-5,13;11, 12- - - - -
diquinona**

*Qrigen natural, ** Origen sintético.

Figura 17
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(39-44)**

No. Compuesto R R’ RR R R

(37) | 9.9°,10,10"-Tetrametoxi-[2,2"-biantril]- - - - - -
1,4;1 4" -diquinona **

(38) | Xantomegnina ** - - - - -

(39) | 5,5 -Dimetil-2,2" -binaftoquinona * * Me H H H -

(40) | 6,6",7,7 -Tetraetoxi-2,2 - H OEt OEt H | H
binaftoquinona **

(41) | 3,3 -Bijuglona** H H H OH| H

(42) | 3,3 -Biplumbagina** H H H OH | Me

(43) | Mamegakinona ** H Me H OH| H

(44) | 6,6 -Dibenciloxi-3,3"-biplumbagina ** H H O-fenilo | OH | Me

*QOrigen natural ** Origen sintético

Figura 18
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Teixeira™ reporta la actividad del Lapachol, ((45), Figura 19) con L. brazliensis
(Viannia), el compuesto se disuelve en dimetil sulféxido para las pruebas in vitro
con macrofagos y en agua + 0.1% de tween 80 + 0.5% de etanol para
administracion oral en la prueba in vivo con hdmsters. Los resultados para el
experimento in vitro indican una supresion del 76 al 89 % de los amastigotes de L.
brazliensis a concentraciones de 12.5 a50 ug/mL y ausencia de toxicidad paralos
macréfagos hasta los 100 ug/mL. Para el estibogluconato de meglumina se observa
una supresion del 74 % a concentraciéon de 500 pg/mL en el sistema in vitro y
toxicidad con los macréfagos a concentracion mayor de 1000 pg/mL.

Este resultado no se observa en la prueba in vivo, ya que a administrarse el
lapachol por via oral a una dosis de 300 mg/Kg/dia por 42 dias no se observa una
reduccion importante en e tamafio de las lesiones en e cojinete plantar de los
hamsters comparada con € control, pues la reduccion es solo del 6 %
comparativamente con el estibogluconato de meglumina que elimina las lesiones
en 2 semanasy la eficacia del tratamiento de lapachol més pentostam es parecida a

la de pentostam solo.

OH

CHj

CH,CH=C{__
5 CH3

(45) Lapachol*
*Qrigen natural
Figura 19
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Hazra® reporta actividad de los compuestos plumbagina ((16), Figura 13) y
diospirina ((25), Figura 15), los que se agregan en diferentes concentraciones a un
medio de cultivo liquido que contiene promastigotes de L. donovani, la plumbagina
presenta una concentracion inhibitoria 50 (1Csg) de 0.21 uM y la diospirina una
|Cso de 1.87 uM. Un compuesto resultado de la modificaciéon de diospirina ((46),
Figura 20), denominado derivado hidrogquinonoide del dimetil éter de diospirina,

presenta una | Csp de 0.11 uM aunque este compuesto no es una naftoquinona.

En este trabajo no se empled un compuesto control de referencia que sirviese para

comparar la actividad contra los promastigotes de L donovani.

OCH, OH
OCHj4 OH
HsC
OH
H,C
OH
(46)**
**Qrigen sintético
Figura 20
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Empleando compuestos sintéticos Tapia™ produce quinonas tetraciclicas, que
son naftogquinonas con un anillo tiazol y un furano, adicionamente a la sintesis de
los compuestos se reporta la actividad biol 6gica de los mismos en promastigotes de
Leishmania donovani y Leishmania major.

Para el ensayo hioldgico, los compuestos se disuelven en dimetil sulfoxido y se
agregan a medio de cultivo correspondiente.

El compuesto (47) (Figura 21) tiene una concentracion inhibitoria del cincuenta
por ciento, 1Cs, de 0.014 y 0.011 pg/mL en L. donovani y L. major
respectivamente, el compuesto (48) (Figura 21) tiene una 1Cso de 0.008 y 0.010
ug/mL y el compuesto (49) (Figura 21) una I1Csp de 0.009 y 2.384 ug/mL, que no
mejoran la actividad de la pentamidina cuya 1Csp es de 0.0012 ug/mL para L.

donovani y de 0.0018 ng/mL paralL. major.
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Vaderrama™ inserta en la posicion 2 de 1,4-naftoquinonas el (+)-eurilfurano
(compuestos (50-53), Figura22); los compuestos sintetizados se disuelven en
dimetil sulféxido y se agregan a medio de cultivo liquido para que entren en
contacto con macréfagos a los que 24 horas antes de la exposicion, se les infecto
con amastigotes de L. amazonensis. Lacepa de L. amazonensiseslaLV79.
Ninguno de los compuestos ensayados mejora la actividad de la amfotericina B,

gue tiene una concentracion inhibitoria 50 de 0.1ug/mL.

(52)** (53)**

**Qrigen sintético

Figura 22

45



El compuesto (51), que es el mas activo de la serie, presenta una concentracion
inhibitoria 50 (ICsp) de 8 ng/mL y una concentracion toxica para |los macrofagos
(TCsp) de 16 pg/mL, contraunalCsp de 0.1 pg/mL de laamfotericina B y una TCs
de 5 pg/mL. Este compuesto es 80 veces menos activo con esta especie de

Leishmania que laamfotericinaB.

Croft>® y colaboradores, en su bisqueda para encontrar sustancias activas para el
tratamiento de la leishmaniosis, ensayan una serie de 3-hidroxi-1,4-naftoquinonas
sustituidas en la posicion 2 (Figura 23 y 24) contra L. donovani in vitro e in vivo,
de las cuales la atovacuona ((31), Figura 16) es un antiprotozooario y la
buparvacuona ((54), Figura 23) y parvacuona ((64), Figura 24) se desarrollaron
para el tratamiento de la fiebre de la costa este en el ganado vacuno; la cepa de L.
donovani empleadaeslalL82;LV9.

Se verifico la proporcion de macrofagos infectados con amastigotes después de
exposicion por 7 dias a las naftoguinonas en € ensayo in vitro. Los compuestos
también se ensayan con promastigotes en medio liquido de Schneider, se monitorea
la presencia y motilidad microscépicamente por 48 horas hasta el valor MIC que
definen como la concentracion a la cual esa forma del parésito no se observa més.
Para la prueba in vivo se emplean ratones de la cepa BALBI/c, € tratamiento se
inicia una semana después de la infeccién con 5 x 10° amastigotes, a término se
sacrifican los ratones y la actividad se calcula cuantificando € nimero de

amastigotes en 500 células de higado por el peso del mismo.
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Cinco de esos compuestos presentan una actividad anti Leishmania relevante, de
los que la buparvacuona es la de mayor actividad con valor EDsg de 0.05 uM con
amastigotes in vitro; le sigue e compuesto 250C86 ((56), Figura 23) con una EDsx
de 2.95 uM, 59 veces menor. El valor EDs, del estibogluconato de sodio en el
mismo sistema fue de 3-9 mg de Sb" /L (reportado por los autores).

En el ensayo in vivo en ratones BALB/c infectados con L. donovani, se prueban
diversas formulaciones de buparvacuona a una concentracion de 100 mg/Kg/dia
por cinco dias; la formulacion con aceite de maiz como vehiculo por via
subcuténea es la mas efectiva ya que genera un 62.3 % de supresion de la presencia
de los amastigotes en €l higado; con 0.25% de celacol por via oral se observa un
43.4 % de supresion y en polietilenglicol 400 por via subcutanea un 43.4 % de

supresion. En este experimento la EDs, del antimonia es de 12 mg de SbY/ Kg.
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COMPUESTOS INACTIVOS (R)

O 0O 0
—C —C _(CH2)8
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**QOrigen sintético

Figura 24

49



Mantyl&® y colaboradores realizan modificaciones a la molécula de
buparvacuona ((54), Figura 23) en la posicion 3, en € grupo hidroxilo forman
ésteres que contienen un grupo ionizable tal como lo es e grupo fosfato y que
durante la absorcion o después de ella se libera la buparvacuona de sus antecesores
o profarmacos por hidrdlisis enzimética o quimica.

Ensayan los compuestos buparvacuona ((54), Figura 23), buparvacuona-3-
fosfato ((70), Figura 25) y 3-fosfonooximetilbuparvacuona ((71), Figura 25) contra
amastigotes y promastigotes de Leishmania donovani (cepa L82), Leishmania
aethiopica (cepa Kaortoum), Leishmania major (cepa JSH118), Leishmania
amazonensis (cepa LV81), Leishmania mexicana (cepa LV4 y BEL21 solo con
promastigotes) y Leishmania panamensis (cepa BOYNTON).

La actividad de |os tres compuestos es, en orden de magnitud:

buparvacuona > compuesto (71) > compuesto (70) > amfotericina B con
promastigotesy estibogluconato de sodio en amastigotes.

También se reporta que € compuesto (71) libera répidamente buparvacuona en
homogenado de piel humana, lo que lo perfila como un compuesto prometedor en
el tratamiento de laleishmaniosis cutanea.

Las EDsp de los compuestos ensayados son menores gue las de los compuestos
control, variando estas en las diferentes especies de Leishmania. La actividad es
mayor en los amastigotes que en |os promastigotes.
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En otro trabajo Mantyl&™ sintetiza compuestos oxima (compuestos (72) a (75),
Figura 26) derivados de la buparvacuona ((54) Figura 23); que tedricamente
estimularan la enzima oOxido nitrico sintetasa, para que libere 0xido nitrico en las

células junto con la buparvacuona.
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Los compuestos se ensayaron in vitro con amastigotes de L. donovani (cepa

HU3); no se compara la actividad de los compuestos sintetizados con la de la
buparvacuona, que es de 0.14 pug/mL, pero los compuestos (72) y (73) (Figura 26)
tienen una EDsp de 17.52 y 21.16 png/mL comparable a la de el estibogluconato de
sodio que es de 15.89 ug/mL.

La buparvacuona tiene una actividad a menos 100 veces mayor que la del

estibogluconato de sodio y |os compuestos sinteti zados.
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Figura 26
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Vaderrama™ ensaya compuestos sintéticos que denomina tiofenoquinonas, de
las que dos naftoquinonas ((76) y (77), Figura 27) demuestran actividad in vitro
contra amastigotes de L. amazonensis (cepa LV 79), e compuesto (77) tiene valores
|Cs0 de 1.56 uM y TCsp de 4 uM, contravalores ICsp de 0.1 uM y TCso de 5 uM de
laamfotericina B.

Los valores de actividad 1Csp y TCso del compuesto (76) se ubican por arriba de 80
uM.

Q NH, Q NHCOCH;
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O o]
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Figura 27
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Lima® a estudiar los resultados de diversos autores, encuentra que la
atovacuona ((31), Figura 16) presenta un comportamiento variable; in vitro, la
actividad contra promastigotes de L. infantum es dependiente de la concentracion®
mientras que en un modelo in vivo la actividad es baja* y depende de la forma
farmacéutica en que se administra®®. En el caso del lapachol ((45), Figura 19) se

reportan actividades contrastantes para L. braziliensis in vitro ein vivo®.

En este trabajo Lima evalla la actividad del lapachol y compuestos andlogos
((78-82), Figura 28) contra la cepa LTB0016 de L. amazonensis y la cepa R619 de

L. brazilliensis.

El compuesto maés activo de esta serie es el acetilisolapachol ((81), Figura 28),
con una I1Cs de 1.6 ug/mL para promastigotes de L. amazonensisy de 3.4 ug/mL
para promastigotes de L. brazliensis frente a isetionato de pentamidina que
presenta una 1Csp de 0.28 ng/mL para L amazonensis y 11.6 pg/mL para L.
braziliensis. Se evallla € compuesto in vivo y a la quinta semana se observa
remision de lesion en cojinete plantar de raton, pero no la suficiente como para

sanar a raton en ese lapso.
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Danoun®’ expone alamenadiona, lawsona, y 1,4-naftoquinona ((17) (20) y (22),
Figura 13) y la atovacuona ((31), Figura 16) a la accion del diazometano,
obteniendo los compuestos (83) a (86) (Figura 29) y (87) a (90) (Figura 30),
posteriormente realizan un ensayo in vitro, con L. donovani como especie
susceptible con todos los compuestos.

Reportan valores de concentracién inhibitoria al 50% (I1Cso) de 0.9 uM para la
1,4-naftoquinona, 1.2 uM para la menadionay 11.5 uM para el compuesto (88) o
2-metoxi-1,4-naftoquinona. La pentamidina empleada como compuesto control

presento unalCsp de 7.7 uM.
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VI

Andlisis de Resultados

Lainformacion de los articulos expuesta da cuenta de la actividad biol6gica

de diversas naftoguinonas, de origen natural y sintético frente a diversas especies

del género de Leishmania. Los resultados son dificiles de ordenar de manera

sistematica por las siguientes razones:

1.

Las especies de Leishmania empleadas son diferentes en cada ensayo; la
sensibilidad es variable entre las especies.

Los ensayos se redlizan con parasitos de las dos etapas morfoldgicas, en
algunas ocasiones con amastigotes y en otras con promastigotes. La
guimica metabdlica de las dos formas morfoldgicas es diferente y la forma
morfol 6gica mas importante es la de amastigote.

El vehiculo donde se administran 0 ensayan los compuestos algunas veces
€S acuoso y otras oleoso, conteniendo algunas veces surfactantes u otras
sustancias.

L os medios de cultivo son diferentes en cada experimento.

L os tiempos de exposicién a los diferentes compuestos no son igualesy los
resultados no se comparan con la misma sustancia 0 compuesto de

referencia

Por los motivos expuestos, se analizan los resultados rel evantes.
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Analizando los resultados de Croft (referencia 39, pagina 31), se observa que en
la serie homologa de |os compuestos (16) a (22) de la Figura 13, la posicion de los
sustituyentes en la 1,4-naftoquinona, afecta directamente la actividad
leishmaniocida de los diferentes compuestos, |os compuestos son clasificados por
el autor como acarreadores de electrones y presentan diferentes actividades, siendo

la plumbagina el compuesto més activo.

En € trabajo de Fournet (referencia 40, pagina 33) se reporta que la plumbagina
((16), Figura 13) presenta una toxicidad elevada para el sistema empleado.

Hazra reporta que la actividad de la diospirina es mayor en Leishmania donovani
gue la de la pentamidina (referencia 41, pagina 35), en un ensayo realizado con
promastigotes. En un ensayo posterior del mismo autor (referencia 42, pagina 35),
el efecto de este compuesto es menor que €l de el compuesto de referencia, este se

realiz6 con promastigotes de Leishmania major.

En el trabgjo de Wilson (referencia 43, pagina 37) se observa que la actividad de la
menadiona es funcion de la concentracion y que a su vez la exposicion a dosis
semiletales de menadiona y peréxido de hidrogeno, provocan en e parasito

Leishmania chagasi mayor resistenciaal peroxido de hidrégeno.

59



El caso de la atovaquona que es e compuesto (31) (referencias 44, 45 y 46,
paginas 38 y 39), se observa que la actividad del compuesto no elimina la
patologia, pero a combinarlo con un antimonial pentavalente se observa un efecto
sinérgico. También se reporta que la actividad de la atovacuona disminuye ocho
veces cuando se encuentra suero bovino en el medio de cultivo. La actividad de la
atovacuona se incrementa linealmente cuando se administra en una forma
farmacéutica, en este caso nanocpsulas, y al administrarse en forma directa no se

observa este efecto.

En el trabajo de Kayser (referencia 47, pagina 39) se observa que la actividad de
diversas naftoquinonas, entre ellas la plumbagina, a ensayarlas con amastigotes de
Leishmania donovani en un sistema in vitro, presentan una actividad menor que la
de los compuestos de referencia que son la pentamidinay amfotericina B. También

se reporta la alta toxicidad de las naftoquinonas.

Respecto del trabajo de Texeira (referencia 48, pagina 42), se muestra que €l
lapachol presenta una actividad aceptable comparada con € estibogluconato de
meglumina en un sistema in vitro. Sin embargo, a emplear €l lapachol en un

sistemain vivo, el efecto no es apreciable.
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El trabgjo de Tapia (referencia 50, pégina 45) consiste en introducir dos
heterociclos en la 1,4-naftoquinona sin afectar las posiciones 1, 4, 5y 8 para
ensayar su actividad frente a 2 especies de Leishmania, (compuestos (47) a (49),
Figura 22). El furano y €l tiazol no generan un efecto relevante en la actividad de la
1,4-naftoquinona.

Al introducir un grupo voluminoso 6pticamente activo, en laposiciéon 2 dela1,4-
naftoquinona (compuestos (53) a (56), Figura 17, pagina 46), no se observan
resultados rel evantes en la actividad de esos compuestos con Leishmania.

Cuando se introducen grupos alquilo y arilo en la posicién 2 de 3-hidroxi-1,4-
naftoquinonas, se observa que la buparvacuona, (compuesto (54) Figura 23, pagina
49), muestra una actividad relevante y mayor al menos 60 veces que la del
estibogluconato de sodio, con amastigotes y promastigotes de Leishmania
donovani en un modelo in vitro; sin embargo en un sistemain vivo la actividad es

ocho veces menor que ladel antimonial (referencia 52, pagina 48).

Tomando como base el resultado anterior, Mantyla (referencia 53, pagina 51)
introduce grupos ionizables en la mol écula de la buparvacuona, (compuestos (70) y
(71), Figura 25), la solubilidad acuosa de la buparvacuona se aumenta
significativamente y la actividad contra amastigotes y promatigotes de 5 especies
de Leishmania es. buparvacuona > compuesto (71) > compuesto (70) > compuesto

de referencia.
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Mantyla también sintetiza derivados oxima de la buparvacuona que la liberan
junto con éxido nitrico en presencia de microsomas de higado de rata tratadas con
inductores de citocromo p450, pero no en el sistema de ensayo para los derivados
oxima frente alos amastigotes de Leishmania donovani.

Las actividades de los compuestos (72) y (73) son equiparables a la del
estibogluconato de sodio.

La actividad de las tiofenoquinonas reportadas por Valderrama (referencia 55,
pagina 53) es a menos 40 veces menor que ladel antimonia de referencia.

El acetilisolapachol (referencia 56, pagina 55) presenta una actividad mayor con

promastigotes de Leishmania brazliensis que la pentamidina.
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VIl Conclusiones

L as naftoquinonas presentan actividad bioldgica relevante frente a las diferentes
especies y variedades morfol bgicas de Leishmania.
La plumbagina es toxica para diversos tipos de células humanas a concentraciones
cercanas adonde es activa.
La actividad biolégica de todos los compuestos es variable ante las diferentes
especies de Leishmania y también entre las dos variedades morfol égicas.
La exposicion de los promastigotes a concentraciones subletales de menadiona
puede generar mecanismos de resistencia de |os parasitos.
Se puede aumentar la actividad, in vivo, de las naftoquinonas a conjugarlas con
grupos ionizables o conformarlas como profé&rmacos.
La administracién de las naftoquinonas en formulaciones que favorecen €l contacto
con las células objetivo, disminuye la toxicidad y aumenta la actividad. La
actividad no se incrementa en los modelos experimentales al hacer mas
hidrosolubles a las naftoquinonas.
Los modelos para evaluar compuestos frente a alguna especie de Leishmania se
deben estandarizar, para validar la actividad de los mismos frente a compuestos

control.
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V Tabla de Compuestos con Actividad Relevante

Sustancia
Molécula Medio Comportamiento de Especie Referencia
Referencia | susceptible Bibliograf.
0
CHs3
RPMI DEsy= Azll de Amastigotes 39
1640 0.42ug/mL metileno | L. donovani
DEsy=0.16
OH o)
Plumbagina
Comentarios: es la 1,4-naftoquinona
activa que se ha empleado desde hace
tiempo, se encuentra en los extractos de
Plumbago sp. Origen natural
OH O
Concentracion Pentamidina
OH O Minima Promastigotes 41
Chaudhuri | Inhibitoria, 72 h. | CMI=2 pg L. donovani
CHs ‘ CMI=1pug/mL | /mL
O
CHs
o O
Diospirina

Comentarios: se aisladel arbusto
Diospiros montana. Origen natural.




O
RPMI DEgo= Estibogluconato | Amastigotes 52
O‘ ‘ 1640 | 0.45uM de sodio L. donovani 53
DEsy=29.14 Cepa L 82
OH v
o) ng Sh'/L
Buparvacuona
Comentarios: de esta serie eslamés
activa, de origen sintético.
C(CHa)3
RPMI DEg= Estibogluconato | Amastigotes 53
1640 1.235 uM de sodio L. donovani
i DEg,= 29.14 Cepal 82
ug Sb'/L

3-fosfonooximetil-buparvacuona,

de origen sintético
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C(CH3)3

Estibogluconato

0 DEse= de sodio 53
RPMI 4.215 DEg;= 29.14 Amastigotes
1640 uM pg Sh'/L L. donovani
//0 Cepa 82
o—pP
o o
o)

Buparvacuona-3-fosfato,
de origen sintético.

Ratones

(@]
O‘ . Q | Balbrc
OH
(@]

Atovacuona

La actividad de esta 1,4-naftoquinona aumenta la eficacia de los compuestos que contienen antimonio, por s
sola no tiene una actividad relevante, pero a formularla en nanoparticulas se aumenta su actividad de manera

apreciable. Es de origen sintético.
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VIIl  Glosario

Adenopatia. Hipertrofiade un ganglio linfatico.

Amastigote. Estadio morfoldgico no flagelado, intracelular de Leishmania, que se observa
en los macréfagos del hospedero infectado.

Apoptosis. Patron de muerte celular, caracterizado por un encogimiento de lacéula,
condensacion de la cromatinay fragmentacion de lacélula. Término empleado como
sinénimo de muerte celular programada.

Endémico. Enfermedad de presencia constante en una comunidad.

Hematdfagos. Especies que se alimentan de liquido hemético.

ICs. Concentracion inhibitoria 50. Concentracion de un compuesto ala que se inhibe el
crecimiento de 50 partes de 100 de una poblacion.

L eptomona. Antigua denominacién de la etapa promastigote.

Lipofilicidad. Afinidad por tejido graso.

Morbilidad. Incidencia o prevalencia de todas las enfermedades en una poblacién.

Par asitemia. Presencia de parésitos en la sangre.

Piloso. Cubierto de pelo.

Piriforme. En forma de pera.

Prevalencia. Nimero total de casos de una enfermedad especifica que existe en una
poblacién en un momento dado.

Promastigote. Estadio morfolégico flagelar, extracelular, que se observa en €l vehiculo
infectante.

Reticuloendotelial. Sistema mas funcional que anatémico del organismo, implicado frente
alas defensa frente alas infecciones y distribucidn de los detritus celulares. Consta de
macrofagos, células de Kupffer del higado y células reticulares del pulmon, lamédula
Oseq, €l bazo y los ganglios linféticos.

T Cso: Concentracion toxica 50, concentracion ala que 50 partes de 100 de una poblacion
celular se encuentran dafiadas.

Tiempo devida media T, Tiempo en el cual 50 de 100 partes del farmaco se observan en
sangre.

Tripanosomatido. Perteneciente a la familia Trypanosomatidae.

Visceral. Relativo alos 6rganos internos del cuerpo, especiamente aguellos del interior de
la cavidad abdominal.

Zoonosis. Enfermedad de |os animales transmisible alos seres humanos.
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