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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad desatendida a nivel mundial que afecta
principalmente a sectores pobres de la poblacion. Los farmacos comunmente
empleados como tratamiento para la enfermedad suelen ser téxicos y costosos,
ademas, en la actualidad esta aumentando la resistencia del parasito a los farmacos
disponibles en el mercado. En este trabajo se analiz6 el efecto que ejercen 3 ligantes
(moléculas con capacidad de unirse a un atomo de metal por poseer pares de
electrones no compartidos) sobre la viabilidad de promastigotes y amastigotes de
Leishmania mexicana. Uno de los ligantes es una base de Schiff (HzSalbu), dos son
ligandos hidrogenados (H4Salbu y ClHs4bu). Ademas se analiz6 un compuesto
coordinado con un centro metalico de cobre (CuClH4). Los resultados demostraron
que todos los compuestos tienen actividad leishmanicida in vitro, el efecto se observo
directamente contra promastigotes. Adicionalmente se observé una reduccién en la
sobrevida de amastigotes intracelulares dentro de macréfagos, mostrando
selectividad contra el parasito sin afectar la viabilidad de macréfagos de la linea
celular RAW 264.7. Se demostro que todos los compuestos cumplen con la regla de 5
de Lipinski, la cual determina si un compuesto puede pasar la membrana de las
células. Por ultimo, se analizaron los efectos de los compuestos in vivo en ratones
BALB/c infectados con L. mexicana. Los resultados mostraron que bajo el esquema

utilizado, los compuestos no tuvieron efecto sobre la evoluciéon de la enfermedad.

Nuestros resultados in vitro sugieren que los ligandos y el compuesto con centro
metalico que fueron evaluados, pueden ser agentes leishmanicidas y representan una
opcion terapéutica contra la leishmaniasis, sin embargo, hace falta estudiar

detalladamente su efecto in vivo.




Capitulo 1
GENERALIDADES

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida a nivel mundial, afecta
principalmente a las poblaciones mas pobres del planeta (OMS, 2010). Se considera
como la segunda causa principal de muerte relacionada con parasitos, después de la
malaria (Kevric et al, 2015). La leishmaniasis es causada por parasitos protozoos
intracelulares del género Leishmania, que son transmitidos por fleb6tomos del género
Phlebotomus en el viejo mundo (Africa, Asia, Medio Oriente y el Mediterraneo) y del

género Lutzomyia, en el nuevo mundo (América) (Mitropoulos et al., 2010).

Las diferentes especies del género Leishmania producen un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, que van desde ulceras cutdneas hasta graves afectaciones
viscerales y desfiguracion facial (Pigott et al.,, 2014). La Organizacion Mundial de la
Salud estima que alrededor de 12 millones de personas a nivel mundial estan
infectadas (Mitropoulos et al., 2010; Teixeira., 2013) y que existen 350 millones de
personas en riesgo de contraerla, generandose 2 millones de casos nuevos cada afio
(OMS., 2010). En México, los estados mas afectados son los del sureste, donde la
manifestacion clinica mas comun es la leishmaniasis cutanea localizada causada por

Leishmania mexicana y representa el 99% de los casos nuevos (Zetina., 2008).




1.1 Ciclo de vida

Los parasitos del género Leishmania son protozoarios unicelulares dimorfos de la
familia Trypanosomatidae, que poseen un complejo ciclo de vida. Requieren de dos
hospederos, un fleb6tomo hembra y un vertebrado para completar su ciclo de vida.
En el fleb6tomo se encuentra el estadio flagelado conocido como promastigote (la
forma extracelular, fusiforme y flagelada, que mide entre 15 y 20 um de largo por 1.5 a
4 pm de ancho, con un nucleo central) y en el hospedero vertebrado se encuentra el
estadio sin flagelo conocido como amastigote (forma intracelular obligada, oval y

aflagelada, que mide 5 um de didmetro, con nucleo excéntrico y un cinetoplasto).

El ciclo de vida del parasito inicia cuando un fleb6tomo infectado se alimenta de la
sangre de un vertebrado inoculando a los promastigotes. La mordedura del fleb6tomo
induce una rapida infiltracién de neutréfilos seguido por el reclutamiento de
macrofagos al sitio de infeccion. Los macréfagos internalizan al parasito por
fagocitosis y lo incorporan en un fagosoma conocido como vacuola parasitéfora.
Dentro de la vacuola, el promastigote se diferencia a amastigote, quien prolifera con
rapidez hasta provocar la lisis del macrofago, liberando amastigotes que pueden
infectar a otras células o ser ingeridos por el vector al momento de alimentarse,

cerrando de esta manera el ciclo de vida (Kaye & Scott., 2011; Teixeira., 2013).
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania. A) El fleb6tomo inocula promastigotes en el vertebrado al
momento de alimentarse. B) Reconocimiento del parasito por un macréfago. C) Internalizacion del
parasito en una vacuola parasitéfora. D) Diferenciacién de promastigote a amastigote. E) Proliferacién
del amastigote dentro de la vacuola parasitéfora. F) Ruptura del macréfago y liberacion de parasitos G).
Fagocitosis de amastigotes libres por un macr6fago sano. H) Amastigotes libres que pueden ser
ingeridos por un fleb6tomo sano al ingerir sangre. I) Diferenciacién a promastigotes dentro del vector.

Tomado y modificado de Kaye & Scott., 2011.




1.2 Distribucion del género Leishmania

Las diferentes especies del género Leishmania se distribuyen en 88 paises en todo el
mundo, principalmente en el Centro y Sur de América, Africa, Asia y el Sur de Europa.
Mas del 90% de todas las infecciones potencialmente fatales ocurren en seis paises:

Brasil, Etiopia, Sudan, Sudan del Sur, India y Bangladesh (Pigott et al., 2014).

En México, la leishmaniasis es una enfermedad que afecta a 13 estados del pais, los
cuales se agrupan en tres regiones: Region del Golfo que incluye a Veracruz, Tabasco,
Campeche, Quintana Roo y Yucatan; Regidon del Pacifico que incluye a Chiapas,
Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa; Region Centro que incluye a Morelos y
Puebla (Secretaria de Salud. 2013). Es importante sefialar que factores como el
cambio climatico, la urbanizacién, la deforestacion, el incremento de turistas, la
inmigracion y los desastres naturales estan favoreciendo a que la enfermedad se
disperse a zonas donde anteriormente no se reportaban casos (Kevric et al., 2015;

Montalvo et al.,, 2012).




1.3 Formas clinicas

A) Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL)

La LCL es el cuadro clinico mas comun en el mundo, se caracteriza por presentar una
lesiébn que aparece unas semanas después de la mordedura del fleb6tomo. Dicha
lesion generalmente es redonda con bordes endurecidos y puede presentar dolor si se
infecta o se superpone a una articulacion. La ulceracion en esta enfermedad es de
buen prondstico para la curacidn, la cual puede darse espontdneamente en un periodo
de seis meses a dos afios. Debido a las ulceras y a la asociacién con recolectores de los
frutos del arbol del chicle, en México se le conoce a esta enfermedad como “tlcera de
los chicleros” (Kevric et al., 2015; Torres-Guerrero., 2017; Zetina., 2008; Unger et al,

2009).

Figura 2. Paciente con Leishmaniasis cutanea localizada. Ulcera tinica localizada en la regién

preauricular derecha. Foto tomada de Kevric et al.,, 2015.




B) Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD)

Se caracteriza por una diseminacion de lesiones en la mayor parte de la piel.
Generalmente, inicia con n6dulos eritematosos duros y placas verrugosas o lisas que
pueden o no ulcerarse, primero inicia en la cara y progresivamente invade las
extremidades. Se puede presentar inflamacién por acumulacién de linfa, inflamacion
de los ganglios y fiebre. Para esta forma clinica no hay resolucidén espontanea y la

evolucion puede ser de hasta 20 afios (Lupi et al., 2009; Torres-Guerrero., 2017).

Figura 3. Paciente con Leishmaniasis cutanea difusa. Foto tomada de Torres-Guerrero., 2017.




C) Leishmaniasis Mucocutanea (LMC)

También conocida como espundia, es un cuadro clinico que comienza con una lesion
en la mucosa nasal y, posteriormente, se disemina a la mucosa oral, faringe, laringe,
piel de la nariz y labios, puede ocurrir la destruccion del tabique cartilaginoso e
incluso causar la muerte en casos extremos. Los sintomas abarcan desde molestias
simples con ligero dolor hasta caquexia en casos severos donde la lesion compromete
completamente a la faringe, laringe y es6fago. Al inicio de la enfermedad se puede
observar infiltraciéon de la mucosa con ulceras superficiales, cuando las tlceras estan
bien desarrolladas los bordes tienen una apariencia necrética y se encuentran
desgarradas y desprendidas. Los ganglios linfaticos regionales pueden volverse
dolorosos por infecciones alternas. (Podinovskaia & Descoteaux., 2015; Torres-

Guerrero., 2017).

Figura 4. Paciente con leishmaniasis mucocutanea. Foto tomada de World Health Organization.




D) Leishmaniasis Visceral (LV)

La LV o kala-azar se caracteriza por afectar el higado, el bazo y la medula 6sea. Las
manifestaciones clinicas son: inflamacién de los ganglios linfaticos, aumento
patolégico en el tamafio del higado y del bazo, anemia, disminuciéon del nimero de
leucocitos y plaquetas en sangre, fiebre y anorexia. Los nifios presentan diarrea
crénica y retraso en el crecimiento. El periodo de incubacién es de 3 a 8 meses y el
sector de la poblacidn en mayor riesgo se conforma principalmente de nifios, personas
inmunocomprometidas y desnutridas (Podinovskaia & Descoteaux., 2015; Torres-

Guerrero., 2017).

Figura 5. Paciente con leishmaniasis visceral. Foto tomada de World Health Organization.




1.4 Respuesta inmune en la leishmaniasis y el papel de los macréfagos en la
enfermedad

La picadura del vector y la inoculacion de los parasitos atraen a células fagociticas del
sistema inmunolégico, principalmente neutréfilos y macréfagos (Ruiz & Becker.,
2007; Scott & Novais., 2016), los cuales son los principales hospederos en las lesiones
generadas en la piel. La interaccidn inicial entre el macréfago y el parasito se da a
través del flagelo donde moléculas de superficie como el lipofosfoglicano son
reconocidas a través de PRRs (Receptores para el reconocimiento de patrones
moleculares) como el TLR2 (Receptor tipo toll, por sus siglas en inglés).
Adicionalmente, Leishmania al entrar en contacto con la piel, es opsonizada por el
complemento, induciendo de esta manera su reconocimiento por receptores de
complemente como son CR1 y CR3 que a la vez inhiben la activaciéon del macroéfago, lo
que puede ser benéfico para el parasito al favorecer su supervivencia (Argueta-
Donohué et al., 2016; Podinovskaia & Descoteaux., 2015; Rojas-Espinosa & Arce-
Paredes., 2004).

Cuando el macrofago internaliza al promastigote, fusiona la vacuola parasitéfora con
lisosomas formando asi al fagolisosoma con condiciones caracteristicas como
aumento de temperatura y disminucion de pH. Se cree que la diferenciacién de
promastigotes a amastigotes se favorece con dichas condiciones. Una vez dentro del
fagolisosoma, el macrofago lleva a cabo acciones de defensa como la generacion de
especies reactivas de oxigeno e intermediarios reactivos de nitrégeno para incapacitar
a los parasitos, sin embargo, se ha observado que Leishmania es capaz de inhibir
dichos mecanismos microbicidas. Por ejemplo, se ha observado que dentro de la
vacuola parasitéfora Leishmania secreta LPG en la membrana de la vacuola que inhibe
a V-ATPasas impidiendo una acidificaciéon excesiva. (Podinovskaia & Descoteaux.,

2015; Rojas-Espinosa & Arce-Paredes., 2004).

El macro6fago también tiene un papel fundamental en el establecimiento y persistencia
de la enfermedad, puede participar como célula hospedera presentadora de antigenos
para activar a las células T especificas y como célula efectora cuya eficacia depende de

la activacion de citocinas como IFN-y y TNF-a (Ruiz & Becker., 2007), ya que al estar
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en contacto con estas moléculas, el macrofago se activa por la via clasica que
desencadena la produccion de 6xido nitrico que elimina al parasito. La activacion
alternativa se da por IL-4 donde se inhibe la inflamacion a través de la produccién de

IL-10 y favorece al crecimiento del parasito (Podinovskaia & Descoteaux., 2015).

1.5 Macrofagos de linea celular RAW 264.7

Los macrdéfagos de la linea celular RAW 264.7 han sido utilizados en laboratorios
biolégicos por mas de 40 afios. Se aislaron de un tumor inducido por el virus de la
leucemia murina de Abelson en un ratén BALB/c. Estas células tienen la capacidad de
fagocitar y realizar pinocitosis. Cuando las células RAW 264.7 son estimuladas con
lipopolisacaridos aumentan la producciéon de 6xido nitrico y mejoran la fagocitosis.

(Taciak et al., 2018).

1.6 Tratamiento

En la actualidad no se cuenta con una vacuna disponible para leishmaniasis, lo tinico
efectivo para todas las formas clinicas es la quimioterapia que resulta ser muy toxica,
costosa, ineficaz y ademas se ha presentado un nuevo problema, la resistencia del
parasito a los farmacos empleados (Mitropoulos et al, 2010; Monzote., 2009;

Palumbo., 2009; Santos., et al., 2008).

Entre los farmacos existentes para combatir la leishmaniasis se encuentran los

siguientes:

Antimoniales pentavalentes (SbY): son el farmaco de eleccion para todos los tipos
de leishmaniasis, disponibles desde 1920. Existen dos presentaciones en el mercado,
Pentostam® (estibogluconato de sodio) y Glucantime® (N-metilglucamina). La droga
se puede administrar por via intramuscular o intravenosa, se distribuye en alta
concentracion en el plasma, higado y bazo. El mecanismo de accion de los
antimoniales se basa en inhibir la glucélisis del parasito, la 3-oxidacién de los acidos
grasos y la inhibiciéon de la fosforilacién de adenosin difosfato (ADP). Los efectos
secundarios son nauseas, dolor abdominal, mialgia, inflamacién pancreatica, arritmia
cardiaca y hepatitis, lo que lleva a la reduccién o el abandono del medicamento

(Monzote., 2009; Palumbo., 2009). Los antimoniales pentavalentes estan lejos de ser
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el medicamento ideal debido a su dificil administracion, alta toxicidad y a la
resistencia que se ha generado en los ultimos afios (Goto & Lindoso. 2010;

Mitropoulos et al., 2010; Palumbo., 2009).

Anfotericina B (AnB): es un farmaco utilizado como segunda opcién contra la
leishmaniasis, especialmente con las formas mucocutanea y visceral en los casos en
que los antimoniales pentavalentes no resulten efectivos en el paciente (Mitropoulos
et al, 2010; Santos et al., 2008). Es un antibidtico y antifiingico extraido de la bacteria
Streptomyces nodosus, su actividad antileishmania se descubrié desde 1960. Su
administraciéon es intravenosa y el paciente debe de estar en monitoreo clinico
estricto. El mecanismo de accion de AnB se basa en su capacidad de unirse al
ergosterol formando poros en la membrana celular de Leishmania lo que resulta en
pérdida de iones y muerte celular (Monzote., 2009; Ramirez., 2012). Las reacciones
adversas con el uso de este medicamento incluyen fiebre, escalofrios, inflamaciéon de
venas a causa de la obstrucciéon por codgulos sanguineos, presion arterial baja y
toxicidades como inflamacion del miocardio, trastornos metabdlicos a causa del
deceso de potasio en sangre, asi como disfuncién renal e incluso la muerte. El
principal factor limitante del uso de este medicamento es su toxicidad (Monzote.,

2009; Palumbo., 2009).

Pentamidina: es un medicamento alterativo para todos los tipos de leishmaniasis
cuando fracasa el tratamiento antimonial, desde su descubrimiento en 1939. Se trata
de isetionato de pentamidina, una diamidina aromatica, comercializada con el nombre
de Pentacarinat® (Ramirez., 2012). Se puede administrar por via intramuscular o
intravenosa, se concentra mayormente en higado, rifiones, glandulas suprarrenales y
bazo. El mecanismo de acciéon afecta el genoma del parasito obstaculizando la
replicacion y la transcripcion a nivel mitocondrial. Entre los efectos secundarios se
encuentra el dolor muscular, dolor en el sitio de la inyeccidén, nauseas, vomitos,
diarreas, disminucién del nimero de leucocitos en la sangre, anemia, disminucién en
el nimero de plaquetas del torrente sanguineo, dolor de cabeza, alucinaciones, ardor,

entumecimiento y presion arterial baja. También puede causar diabetes insulino-
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dependiente irreversible y la muerte. El uso de este farmaco ha disminuido debido a

su baja eficacia y toxicidad (Monzote., 2009; Palumbo., 2009).

Miltefosina: es el primer farmaco administrado via oral contra leishmaniasis visceral
(Piccolo et al., 2018). Ayuda a inducir radicales de oxigeno en los macro6fagos que
ayudan a la eliminacién del parasito (Ramirez., 2012). Inicialmente fue utilizado como
tratamiento antineopldsico que causa muerte por apoptosis al inhibir la proteina
quinasa B, la cual estd involucrada en la sobrevida celular (Piccolo et al.,, 2018). En
2002, la hexadecilfosfocolina o miltefosina fue probada en la India en pacientes
inmunocompetentes con leishmaniasis visceral. En 2004, fue aprobada en Alemania
incluso en pacientes inmunocomprometidos (Monzote., 2009). Efectos adversos de
este medicamento son las alteraciones gastrointestinales y la toxicidad renal que, por
fortuna, son reversibles. Aunque parece ser un medicamento eficaz, se ha reportado
que algunas especies de Leishmania en el nuevo mundo (L. braziliensis, L. guyanensis y
L. mexicana) son insensibles a la miltefosina (Monzote., 2009; Yardley et al., 2005).
Esta contraindicado en el embarazo y se usa con precaucién en mujeres con edad

reproductiva (Ramirez., 2012).

Paromomicina o Aminosidina: se demostroé su actividad antileishmania en la década
de 1960. Es un antibidtico aminoglucésido producido por Streptomyces rimosus. El
compuesto se absorbe rapidamente si es administrado de manera intramuscular. El
mecanismo de acciéon consiste en la union de la paromomicina a la subunidad
ribosémica 30S del parasito con lo que interfiere con el inicio de la sintesis proteica. El
efecto secundario mas comun es la ototoxicidad y problemas con la funcién del higado

(Monzote., 2009; Ramirez., 2012).
Otros medicamentos utilizados clinicamente son:

Azoles: se trata de antifingicos orales que han demostrado tener efecto sobre
Leishmania, consiguen lisar al parasito, ya que alteran la ruta de sintesis del esterol
por lo que interfiere con la biosintesis de la membrana celular (Goto & Lindoso., 2010;
Monzote., 2009). La principal desventaja es que solo son efectivos contra algunas

especies de Leishmania (Del Rosal et al., 2010).
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Sitamaquina: es un analogo de 8-aminoquinolina que fue desarrollada originalmente
para su uso contra la malaria. Las pruebas in vivo contra la leishmaniasis visceral
fueron muy alentadoras, aunque no mostraron eficacia en el tratamiento clinico

durante 28 dias (Monzote., 2009).

Alopurinol: es un andlogo de purina (hipoxantina) que se probdé contra la
leishmaniasis cutdnea y visceral con resultados desalentadores. Actualmente se sabe
que el medicamento no es efectivo cuando se administra solo, pero si cuando esta en
asociaciéon con dosis bajas de antimoniales (Goto & Lindoso., 2010; Monzote., 2009;

Palumbo., 2009).

1.7 Bases de Schiff

Llamadas asi en honor al quimico aleman Hugo Schiff, son un grupo funcional de la
quimica organica. Estructuralmente, en una base de Schiff, el grupo carbonilo (C=0)
ha sido sustituido por un grupo imina, también llamado azometina, y se forma cuando
una amina primaria reacciona con un aldehido o cetona (Kajal et al., 2013), como se

observa en la siguiente figura:

NH, * R | | R - } M

R
Amina primaria Aldehida o Cetona Base de Schiff

R

R + H (]

Figura 6. Reaccion quimica para formar una base de Schiff. R puede ser un grupo alquilo o arilo.

Las bases de Schiff generalmente son bi o tri dentadas capaces de formar compuestos
muy estables con muchos iones metalicos en varios estados de oxidacion, a los que se
les denomina compuestos coordinados (Arulmurugan et al., 2010). Las moléculas que
rodean al ion metalico (en este caso una base de Schiff) es conocido como ligando (de
la palabra latina ligare, que significa “unir”), generalmente son polares y tienen al
menos un par no compartido de electrones de valencia. Se ha reportado que la

presencia del par de electrones libres en el atomo del nitrégeno del grupo imina le
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confiere un efecto quelatante a la molécula (Da Silva et al, 2011; Abu-Dief &

Mohamed., 2015).

Las bases de Schiff derivadas de aldehidos alifaticos son inestables y se polimerizan
rapidamente, por otro lado, las bases de Schiff derivadas de aldehidos aromaticos son

mas estables. Generalmente son ligandos bi o tri dentados (Arulmurugan et al., 2010).

En los ultimos afios se ha descrito que las bases de Schiff asi como los compuestos
coordinados tienen una amplia actividad biolégica, como antifingicos,
antibacterianos, antivirales, antipiréticos, antiinflamatorios y antiproliferativos (Abu-
Dief & Mohamed., 2015; Kajal et al., 2013), por ejemplo, se ha reportado que ligantes
Salphen con centro metalico de Cu tienen actividad antibacteriana contra
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi

(Fasina et al.,, 2012).
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1.8 Descripcion de los compuestos Hz2Salbu, HsSalbu, CuClH4 y CIH4bu

Los ligantes tipo HzSalbu son derivados de ligantes H2Salen. La diferencia entre ellos
radica en que H:Salbu cuenta con una cadena de cuatro metilenos en el puente
diiminico mientras que H2Salen soélo tiene dos. Lo anterior contribuye a que HzSalbu
sea mas flexible y forme compuestos de coordinacién con diferentes propiedades y
geometrias. Los siguientes compuestos fueron sintetizados en la Facultad de Quimica
de la Universidad Nacional Auténoma de México por la M. en C. Q. Cynthia Sinai Novoa
Ramirez y la Dra. Lena Ruiz Azuara, partiendo del supuesto donde la hidrogenacién
del grupo azometino de los ligantes H:Salbu le confiere mayor flexibilidad a la
molécula por lo que genera una ligera modificacion en la geometria del centro

metalico en el compuesto de coordinacidn con Cobre II (Novoa., 2017).

— Hmﬂ e HH/—\H N
C\§:DH Hl:b dlﬂ-‘ H-Ib
C m D

H H

<0 & o

Figura 7. Descripcion de los compuestos H;Salbu, HsSalbu, CuClH, y ClHsbu. A) Ligante H,Salbu, es

A

una base de Schiff derivada del Ligante H2Salen, la molécula es bidentada. B) Ligante HSalbu, es una
molécula hidrogenada y bidentada. C) Compuesto coordinado CuClH4 es una molécula hidrogenada,
bidentada, con dos 4&tomos de cloro en la posiciéon meta de sus anillos aromaticos y un centro metalico
de Cobre II. D) Ligante ClHsbu es una molécula hidrogenada, bidentada, con dos atomos de cloro en la

posicidon meta de sus anillos aromaticos.
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1.9 “Laregla de 5” de Lipinski

Actualmente “la regla de 5”, desarrollada por Chris Lipinski y colaboradores en los
afios 90’s, es una herramienta importante para el disefio y desarrollo de nuevos
farmacos. Dicha regla se basa en un analisis computacional que da a conocer las
propiedades que requiere una molécula para una mejor absorcion oral. Estas reglas
indican que la absorcion o permeabilidad de un farmaco es mayor si el compuesto
presenta menos de 5 enlaces donadores de hidréogeno, menos de 10 enlaces aceptores
de hidrégeno, cuando el peso molecular es menor de 500 y el coeficiente de particién

octanol-agua (Log P) es menor que 5 (Lipinski et al., 1997).
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Capitulo 2
JUSTIFICACION

Actualmente, factores como el cambio climatico, la urbanizacion, la deforestacién, el
incremento de turistas e inmigracién a paises endémicos estdn contribuyendo a la
diseminaciéon de la leishmaniasis, enfermedad que anteriormente sélo se limitaba a

los trépicos y subtroépicos.

El tratamiento para esta enfermedad se basa en antimoniales pentavalentes y no se
cuenta con una vacuna disponible. Dichos antimoniales tienen efectos secundarios
como anorexia, nauseas, dolor de cabeza, dolor abdominal, dolor muscular,
inflamacion pancreatica y arritmia cardiaca, siendo un tratamiento tdxico, costoso e
ineficaz; ademas, se ha presentado un nuevo problema, la resistencia del parasito a los
farmacos empleados. Todo lo anterior ha obligado a investigar nuevos agentes
leishmanicidas que sean mas baratos, mas efectivos, menos toxicos y que la forma de

administracion no sea tan invasiva.

En los ultimos afios se ha descrito que las bases de Schiff asi como los compuestos
coordinados tienen una amplia actividad biolégica, como antiflingicos,
antibacterianos, antivirales, antipiréticos, antiinflamatorios y antiproliferativos. Por lo
anterior se considerd interesante utilizarlos como posible tratamiento contra

Leishmania mexicana durante este proyecto.
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Capitulo 3
HIPOTESIS

Los compuestos HzSalbu, HsSalbu, CuClHs y ClHsbu reducen la sobrevida de

Leishmania mexicana.

Capitulo 4
OBJETIVOS

3.2 Objetivo General
Determinar el efecto de los compuestos HzSalbu, Hs4Salbu, CuClH4 y CIH4bu sobre el

crecimiento de los promastigotes de L. mexicana.

3.2.1 Objetivos Particulares
1. Analizar el efecto in vitro que ejercen los compuestos HzSalbu, HsSalbu, CuClH4 y

ClH4bu sobre la viabilidad de parasitos y calcular la concentracion Clso.

2. Determinar el efecto in vitro que ejercen los compuestos HzSalbu, HsSalbu, CuClHs y
ClH4bu sobre la viabilidad de macré6fagos de la linea celular RAW 264.7, calculando su

concentracion Clsg.

3. Analizar la sobrevida de amastigotes intracelulares de L. mexicana en macrofagos

incubados con los compuestos HzSalbu, HsSalbu, CuClH4 y ClH4bu.

4. Identificar el efecto in vivo que ejercen los compuestos HzSalbu, HsSalbu, CuClH4 y
ClH4bu sobre la infecciéon del cojinete plantar de ratones BALB/c causada por L.

mexicana.
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Capitulo 5
MATERIALES Y METODOS

Animales de laboratorio: para el presente proyecto se emplearon ratones singénicos
de 12 a 14 semanas de edad de la cepa BALB/c proporcionados por el bioterio de la
Unidad de Investigacion de Medicina Experimental (UIME) de la Facultad de Medicina,
UNAM, del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. El método de eutanasia
se llevo a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

Compuestos quimicos: los compuestos HzSalbu, H4Salbu, CuClH4 y ClHsbu utilizados
en este estudio fueron donados por la Dra. Lena Ruiz Azuara del Departamento de

Quimica Inorganica y Nuclear de la Facultad de Quimica UNAM.

5.1 Cultivo de parasitos

En este estudio, se utilizaron promastigotes de Leishmania mexicana de la cepa
Lacandona (LAC), la cual fue aislada de un paciente con leishmaniasis cutanea
localizada. Los parasitos se mantuvieron mediante infecciones en ratones BALB/c,
para lo cual se inocularon 10 x 10¢ promastigotes en el cojinete plantar. Una vez
visible la lesién, los ratones fueron sacrificados y se aislaron los parasitos mediante
aspirados con jeringas de insulina. El aspirado de las lesiones se cultivd en medio
liquido 199 (Gibco® 12350-039) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Biowest® 51650-500) a 26°C para su diferenciacion a promastigotes.
Posteriormente se realizaron dos pases de los parasitos con el fin de homogenizar el
cultivo. Para cada pase se tomaron 5 x 10¢ de parasitos entre los dias 3-4 (fase
logaritmica de cultivo), los cuales se resembraban en 10 ml de medio liquido 199
suplementado con 10% de SFB. Las cuentas de los parasitos se realizaron en una

camara de Neubauer.
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5.2 Tratamiento con HzSalbu, H4Salbu, CuClH4 y ClH4bu sobre promastigotes de
L. mexicana

Para el tratamiento con los diferentes compuestos se utilizaron promastigotes del dia
cuatro de cultivo, los cuales fueron cosechados en tubos de 15 ml y centrifugados a
4000 rpm por 10 minutos. El botdn celular fue lavado y centrifugado dos veces con
PBS a pH 7.2. El lavado se realiz6 resuspendiendo el botdn celular con 5 ml de PBS.
Posteriormente, se coloc6 1 x 106 parasitos en tubos de 5 mL para cultivo celular
(Falcon® 352054) con medio 199 suplementado con 10% de SFB. Los parasitos

fueron tratados bajo las siguientes condiciones:

Control Vehiculo HzSalbu HjSalbu CuClH4 ClH4bu

Sin 0-1% de 1nM 1nM 0.21 uM 0.28 uM
tratamiento DMSO ' '

2nM 2nM 0.43 uM 0.54 uM

4 nM 4nM 0.86 uM 1.09 uM

8 nM 8 nM 1.7 uM 2.2 uM

12 nM 12 nM 2.6 UM 3.3 uM

16 nM 16 nM 3.4 uM 4.3 uM

20 nM 20 nM

Para los tratamientos, los compuestos fueron disueltos en DMSO y medio 199
suplementado con 10% de SFB. La molaridad del stock inicial de los compuestos
HzSalbu y H4Salbu fue de 2 uM, mientras que para los compuestos CuClH4 y ClH4bu fue
de 430 uM y 543 uM, respectivamente. La concentracion de DMSO para la condicion
del vehiculo fue al 0.1% en el medio de cultivo. Todas las condiciones se incubaron
por 48 horas a 26°C y se contd el nimero de parasitos en cdmaras de Neubauer. Los
datos fueron normalizados a 100. Adicionalmente se calculé la Clso de cada compuesto

utilizando el programa Compusyn®.
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5.3 Tratamiento con los compuestos HzSalbu, HsSalbu, CuClH4 y ClHsbu sobre
macrofagos de la linea celular RAW 264.7

Con la finalidad de analizar el efecto de los compuestos sobre macrofagos, se utilizo la
linea celular RAW 264.7. Las células fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (Gibco®
21870-084) suplementado al 10% con SFB hasta su confluencia. Los macro6fagos se
centrifugaron a 1200 rpm por 10 minutos a 5°C, la pastilla se resuspendi6é en medio
RPMI-1640. Para la cuenta se diluyeron los parasitos en azul tripan y se realiz6 la

cuenta en una camara de Neubauer.

Para preparar la solucion stock se diluyeron los compuestos en DMSO y medio RPMI-
1640 suplementado con 10 % de SFB. La molaridad del stock inicial de los compuestos
HzSalbu y HsSalbu fue de 2 uM, mientras que para los compuestos CuClH4 y ClHsbu fue
de 430 pM y 543 pM respectivamente. La concentracién de DMSO para la condicién
del vehiculo fue al 0.1% en el medio de cultivo. Se ajust6 1 x 106 de macréfagos por

condicion y se estimularon con los compuestos de acuerdo a las siguientes

concentraciones:
Control Vehiculo H:Salbu H4Salbu CuClH4 ClHsbu
Sin O-1% de 1nM 1nM 0.21 uM 0.28 uM
tratamiento ~ DMSO ' '

2nM 2nM 0.43 uM 0.54 uM
4nM 4nM 0.86 uM 1.09 uM
8 nM 8 nM 1.7 uM 2.2 uM
12nM 12nM 2.6 uM 3.3 uM
16 nM 16 nM 3.4 uM 4.3 uM

20 nM 20 nM

40 nM

Todas las condiciones se incubaron por 24 horas en medio RPMI-1640 a 37°C. Al
finalizar el tiempo, se contaron los macro6fagos vivos utilizando azul tripan en la

dilucion para discriminar entre células vivas y muertas. El total de macréfagos sin
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tratamiento se utiliz6 como control. Los datos fueron normalizados a 100.
Adicionalmente, se calculdo la Clsp de cada compuesto utilizando el programa

Compusyn.

5.4 Sobrevida de promastigotes de L. mexicana

Para el andlisis de sobrevida se utiliz6 la linea celular de macré6fagos RAW 264.7. Los
macrdéfagos fueron lavados con PBS frio y se centrifugaron a 1200 rpm por 10 minutos
a 5°C. Posteriormente, se incubaron en medio RPMI-1640 a 37°C por 24 horas para
una mayor adherencia. Transcurrido el tiempo se infectaron con promastigotes en
fase estacionaria de Leishmania mexicana en una relaciéon 1:10 y se incubaron a 37°C
en medio RPMI-1640 por 24 horas para lograr mayor fagocitosis. Para asegurar la
eliminaciéon de parasitos no fagocitados, se hicieron lavados con PBS a temperatura
ambiente y se incubaron por 24 horas adicionales. Pasado el tiempo, los macrofagos
fueron coincubados por 24 horas a 37°C con las concentraciones medias inhibitorias
(CIso), de los metales Hz>Salbu, H4Salbu, CuClH4 y ClH4bu, calculada previamente (en el

apartado 5.2), como se describen a continuacion:

Control H;Salbu HsSalbu CuClH4 ClH4bu
Sin 18 nM 40 nM 0.77 uM 0.67 UM
tratamiento

Al finalizar el tiempo se retiré el metal lavando con PBS a temperatura ambiente, se
incubaron las células en medio 199 a 25°C por 48 horas y el total de promastigotes
extracelulares liberados fueron contados en una cdmara de Neubauer. La sobrevida de
los parasitos en la condicién con macréfagos sin tratamiento se utiliz6 como control
positivo. Los datos fueron normalizados a 100 (Tomado y modificado de Delgado -

Dominguez et al, 2010).
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5.5 Anadlisis del efecto in vivo que ejercen los compuestos Hz2Salbu, HsSalbu y
CuClH4 en la infeccion del cojinete plantar de ratones BALB/c causada por L.
mexicana

Cinco grupos de ratones con tres individuos cada uno fueron infectados con 250,000
parasitos de la cepa LAC de Leishmania mexicana en el cojinete plantar. El grupo 1 o
grupo control que consté de ratones que no recibieron tratamiento, el grupo 2 o
vehiculo ratones tratados tinicamente con la crema utilizada como vehiculo, el grupo 3
ratones infectados que recibieron tratamiento con el compuesto HzSalbu disuelto en
el vehiculo, el grupo 4 fueron ratones infectados que recibieron tratamiento con el
compuesto HsSalbu disuelto en el vehiculo y el grupo 5 que fueron ratones infectados
que recibieron tratamiento con el compuesto CuClHs disuelto en el vehiculo. El
tratamiento fue aplicado sobre la lesién e inici6 en la semana 4 post-infeccion. El
tratamiento consistié de 3 miligramos del compuesto mezclado en 20 pL de la crema
usada como vehiculo. Fue aplicado tépicamente sobre la lesiéon durante 5 dias cada
semana, durante un mes. La evolucion de la enfermedad se evalu6 midiendo el
cojinete plantar semanalmente con un vernier digital (Truper®). La crema utilizada
como vehiculo para el experimento in vivo se prepardé con 35 g de aceite mineral
ligero, 12 g de cera de abeja, 10 g de miristato de isopropilo, 5 g de parafina, 1 g de
lanolina 0.2 g de propilparabeno, 35.7 g de agua destilada, 1 g de bdrax, 0.2 g de

metilparabeno y 0.2 g de vitamina E.

Al finalizar el tiempo del tratamiento, los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Se cortaron y se fijaron los cojinetes en formol al 10% v/v. Posteriormente
fueron embebidos en parafina y se realizaron cortes de 4 micras en el micr6tomo, los
cuales fueron montados en un portaobjetos y tefiidos con hematoxilina-eosina. Se
tomaron fotos de cada laminilla en un microscopio Microphot-FXA (Nikon®) con una
iluminaciéon de campo claro utilizando el software ACT-1 (Nikon®) y un objetivo de
inmersion de 60x hasta conseguir 1 milimetro cuadrado de tejido. Por ultimo, se
cuantifico la carga parasitaria del milimetro cuadrado de tejido utilizando el programa

Image] 1.50i para 64 bits.
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5.6 Analisis de los compuestos H:Salbu, HsSalbu, CuClHs y ClHsbu con el
programa MarvinSketch

Con la finalidad de comprobar que los compuestos cumplian con los parametros
requeridos por la regla 5 de Lipinski y por tanto tuvieran la capacidad de entrar a las
células, se graficaron las moléculas de HzSalbu, HsSalbu, CuClHs y ClHsbu en el
programa MarvinSketch®. También se calcularon las formulas quimicas asi como el
peso molecular, enlaces donadores de hidrégeno, enlaces aceptores de hidrégeno y el

LogP.

5.7 Prueba estadistica

Los resultados fueron normalizados a 100 y expuestos con su desviacion estandar. Se
realizé la prueba estadistica U de Mann-Whitney de dos vias para su anadlisis y se
considero estadisticamente significativo cuando P < 0.05 respecto al control y al

vehiculo.
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Capitulo 6
RESULTADOS

6.1 Analisis del efecto de los compuestos Hz2Salbu, HsSalbu, CuClH4 y ClH4bu en el
numero de promastigotes de L. mexicana a las 48 horas de tratamiento

Para analizar si las bases de Schiff afectan el crecimiento de L. mexicana se incubaron
promastigotes con diferentes concentraciones de HzSalbu, HsSalbu, CuClH4 y ClHsbu
por 48 horas. Nuestros resultados revelaron que a mayor concentracion de los
compuestos, la cantidad de parasitos disminuye a las 48 horas de interaccion. El
compuesto HzSalbu redujo aproximadamente 0.4 veces el nimero de parasitos (p <
0.05) con respecto al control sin tratamiento, viéndose un efecto dosis dependiente
desde la concentracion de 4 nM hasta 20 nM, con respecto al control (Figura 6.1A). En
el caso del compuesto HsSalbu se apreci6 una reducciéon de aproximadamente 0.5
veces en el nimero de parasitos con respecto al control, sin embargo, Unicamente las
concentraciéon de 16 nM y 20 nM fueron significativas (p < 0.05), con respecto al
control (Figura 6.1B). El compuesto CuClH4 utilizado a una concentraciéon de 0.86 uM
hasta 3.4 pM disminuy6 significativamente el nimero de parasitos (con un
aproximado de 0.8 veces) con respecto al control sin tratamiento (p < 0.05), lo cual
también demostr6 un efecto dosis dependiente en la reduccion del nimero de
parasitos (Figura 6.1C). El mismo fenémeno dosis-respuesta se observé con el
compuesto ClHsbu, en donde se encontré una disminucion significativa (p < 0.05) en
el nimero de parasitos de aproximadamente 0.9 veces con respecto al control sin
tratamiento, desde la dosis 2.2 pM hasta la dosis 4.3 uM (Figura 6.1D).
Adicionalmente, se calcul6 la Clso con el programa Compusyn, en donde se revel6 que
los compuestos mas letales para el parasito son HzSalbu y HsSalbu, ya que necesitan
concentraciones mas bajas que los compuestos CuClH4 y ClH4bu para dafiar al parasito

(Figura 6.1E).
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Figura 6.1 Viabilidad de promastigotes coincubados con bases de Schiff y compuestos de
coordinacion a las 48 horas. Las graficas representan el efecto de los compuestos HSalbu (A),
H4Salbu (B), CuClH4 (C) y ClHsbu (D) sobre el niimero de parasitos. Los datos fueron normalizados a
100 con respecto al control sin tratamiento y representan el promedio * la desviacion estandar (SD) de

3 experimentos independientes. (E) Sefiala las concentraciones medias inhibitorias (Clso) de todos los
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compuestos en promastigotes. El simbolo * representa que los datos son estadisticamente significativos

p < 0.05 con respecto al control sin tratamiento.

6.2 Analisis del efecto de los compuestos HzSalbu, H4sSalbu, CuClHs y ClHsbu

sobre la viabilidad de macro6fagos RAW 264.7 a las 24 horas de interaccion

Con el objetivo de analizar si las bases de Schiff afectan el crecimiento de los
macroéfagos, se utilizd la linea celular RAW 264.7. Las células se incubaron con
distintas concentraciones de HzSalbu, Hs4Salbu, CuClH4 y ClHsbu por 24 horas. Los
resultados demostraron que los compuestos no tuvieron efecto sobre la viabilidad de
los macro6fagos al finalizar el tiempo de coincubacién ya que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) contra el control sin tratamiento

y vehiculo (Figura 6.2).
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Figura 6.2 Viabilidad de los macroéfagos de la linea celular RAW 264.7 coincubados con bases de
Schiff y compuestos de coordinacion a las 24 horas. Las graficas representan el efecto de los
compuestos HzSalbu (A), HsSalbu (B), CuClH4 (C) y CIHsbu (D) en el nimero de macréfagos vivos. Los
datos fueron normalizados a 100 con respecto al control sin tratamiento y representan el promedio * la

desviacién estandar (SD) de 3 experimentos independientes.
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6.3 Analisis de sobrevida intracelular de L. mexicana

Para evaluar la sobrevida del parasito se infectaron macréfagos de la linea celular
RAW 264.7 con promastigotes de L. mexicana (LAC) por 24 horas. Transcurrido el
tiempo, se coincubaron por 24 horas a 37 °C con las concentraciones medias
inhibitorias (Clso) de HzSalbu, H4Salbu, CuClHs y ClHsbu (calculadas previamente).
Posteriormente se retiraron los compuestos y se incubaron las células por otras 48
horas a 25 °C (tiempo al que comenzd a percibirse la liberacidon de los parasitos).
Nuestros resultados revelaron que todas las Clso de los compuestos disminuyeron
significativamente (p < 0.05) el nimero de parasitos intracelulares liberados, con
respecto al control sin tratamiento. Interesantemente se obtuvieron sobrevidas muy
bajas con los compuestos HzSalbu (Clso 18 nM) y HsSalbu (CIso 40 nM) que fueron de
21.25 % y 31.97 % respectivamente (Figura 6.3A y 6.3B). Se registr6 mayor sobrevida
con el compuesto CuClHs en donde se encontré una sobrevida de 71.20 % y con
ClH4bu de 62.17 % con las Clso de 0.77 uM y 0.67 uM, respectivamente (Figura 6.3Cy
6.3D).
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Figura 6.3 Porcentaje de sobrevida intracelular de L. mexicana en macroéfagos de la linea celular
RAW 264.7 con y sin presencia de bases de Schiff y compuestos de coordinacidén. Las graficas
muestran la sobrevida del parasito después de interaccionar con H;Salbu (A), H4Salbu (B), CuClH4 (C) y
ClH4bu (D). Los datos fueron normalizados a 100 con respecto al control sin tratamiento y representan
el promedio * la desviacion estandar (SD) de 3 experimentos independientes. El simbolo * representa

que los datos son estadisticamente significativos p < 0.05 con respecto al control sin tratamiento.
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6.4 Analisis del efecto in vivo de los compuestos HzSalbu, H4Salbu y CuClH4

Se midi6 semanalmente el cojinete plantar de ratones BALB/c con y sin tratamiento
durante un mes para observar la evolucion de la enfermedad ocasionada por L.
mexicana. Los resultados obtenidos de los ratones de los diferentes grupos no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos que recibieron
tratamiento al compararlos con los que recibieron el vehiculo o con los controles sin
tratamiento (Figura 6.4A). Tampoco se observaron cambios significativos al comparar
la carga parasitaria de los grupos que recibieron tratamiento con los ratones control
que no recibieron tratamiento o con los que fueron tratados tUnicamente con el

vehiculo (Figura 6.4By 6.5).
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Figura 6.4 Evolucion de la enfermedad causada por L. mexicana en cojinete plantar de raton
BALB/c con y sin tratamiento. A) expresa el promedio de las medidas de los cojinetes en mm durante
5 semanas por grupo de ratones. B) Muestra el promedio del nimero de parasitos por milimetro

cuadrado de tejido en el cojinete plantar.

32

——
| —



A continuacion se observa una muestra representativa del tejido infectado de cada
uno de los 5 grupos de ratones y una imagen con mayor aumento, con el objetivo de
ilustrar la morfologia que se tomd en consideracion para el conteo de parasitos con el

programa Image] 1.50i.
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Figura 6.5 Evolucién de la enfermedad causada por L. mexicana en cojinete plantar de ratén
BALB/c con y sin tratamiento. Fotos a 60x de cortes teflidos con hematoxilina-eosina a 4 micras de
cojinetes plantares de ratones BALB/c infectados con L. mexicana. A) Grupo control que no recibi6
tratamiento B) Grupo al que unicamente se le traté con el vehiculo C) Grupo que recibié tratamiento
con el compuesto H,Salbu D) Grupo de ratones que recibié tratamiento con HiSalbu E) Grupo de
ratones que recibié tratamiento con el compuesto CuClH4 y F) Foto representativa con aumento de la
morfologia que se tomé en consideracion para el conteo de los parasitos utilizando el programa Image]

1.50i. Las flechas sefialan a algunos amastigotes.
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6.5 Analisis de los compuestos H:Salbu, HsSalbu, CuClHs y ClHsbu con el
programa MarvinSketch

Con la finalidad de determinar que los compuestos utilizados en este experimento
tienen la capacidad de atravesar la célula, se graficaron y se analizaron con el
programa MarvinSketch. Dicho programa calcula la férmula quimica del compuesto, el
peso molecular, la cantidad de enlaces donadores de hidrogeno, los enlaces aceptores
de hidrégeno y el LogP (Figura 6.6). Los resultados indican que todos los compuestos
cumplieron con la regla de 5 de Lipinski y por tanto cuentan con gran potencial para

atravesar la membrana de la célula.

Enlaces Enlaces
Compuesto Féormula PM [g/mol] donadores  aceptores de LogP
de H H
H,Salbu C1sH20N,0; 296 2 6 3.64
HiSalbu C18H24N20- 300 4 6 2.86
CuClH4 Cu(C1sH20N20,Cl5) 430.82 0 6 4.30
ClH;bu C1aH22CLN:0; 369 4 6 4.07

Figura 6.6 Analisis de los compuestos en el programa MarvinSketch. H;Salbu, HsSalbu, CuClHs y

ClH4bu cumplen con los parametros requeridos en la regla 5 de Lipinski.
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Capitulo 7
DISCUSION

Actualmente, existen reportes sobre la resistencia del parasito a los farmacos
disponibles para esta enfermedad, por ello es sumamente importante el desarrollo de
nuevos farmacos anti-Leishmania. En la busqueda de nuevos farmacos
antiparasitarios, se ha considerado a las enzimas de rutas metabélicas y bioquimicas
como blancos importantes para la inhibicién selectiva empleando compuestos
quimicos (Caballero et al, 2014). En este trabajo se analiz6 el efecto de la base de
Schiff H,Salbu, y de sus derivados hidrogenados, H4Salbu y ClH4Salbu, asi como de un
compuesto coordinado CuClH4, como agentes leishmanicidas, ya que algunos autores
han descrito que las bases de Schiff y los compuestos coordinados tienen una amplia
actividad bioldgica, ya que pueden actuar como antifingicos, antibacterianos,
antivirales, antipiréticos, antiinflamatorios y antiproliferativos (Da Silva,, et al., 2011;
Abu-Dief., & Mohamed., 2015). Por otra parte, algunos autores han sugerido que a
través de los electrones libres del grupo imina de las bases de Schiff es factible la
uniéon a los iones metalicos como cobre o zinc, secuestrando de esta manera a
cofactores necesarios para el metabolismo celular. El secuestro de cofactores opuede
interferir con el funcionamiento de algunas enzimas metalo-dependientes,
disminuiyendo su funcion. Igualmente, los procesos metabdlicos del parasito, como su
crecimiento, pudieran estar inhibidos y en algunos casos provocando su muerte
(Caballero et al., 2014). Nuestros resultados demostraron que todos los compuestos
inhibieron el crecimiento de L. mexicana. Lo anterior es de importancia, ya que en
estudios previos se ha demostrado que ligantes tetradentados tienen la capacidad de
inhibir selectivamente a la anhidrasa carbénica (enzima que pertenece a la familia de
las metaloenzimas) al quelar al zinc que poseen en su centro activo (Carradori et al,
2013). Los ligantes Hgzsalbu, HsSalbu y CIH4Salbu tienen la caracteristica de ser
moléculas bidentadas que poseen 2 oxigenos y 2 nitrégenos con un par de electrones
cada uno capaces de interaccionar con iones metalicos. Esta caracteristica podria
conferirles la capacidad de ser agentes quelatantes y secuestrar iones metdlicos

dentro de la célula (Revenga., 2009).
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Los compuestos HsSalbu y ClHsbu presentan una estructura tetraédrica. Se ha
reportado que dicha estructura tiene mayor afinidad por algunos iones, por ejemplo,
el Zn2+. En este caso, los ligandos (HsSalbu y ClHsbu) posiblemente puedan competir
con el parasito por el zinc, el cual es importante para su fisiologia (Kumari et al,

2017).

Notablemente se observé que en macroéfagos infectados con Leishmania, la incubacién
con los compuestos (HzSalbu y HsSalbu) durante 24 horas redujo a mas del 50% la
sobrevida de los amastigotes intracelulares, mientras que los compuestos (ClH4bu y
CuClH4) afectaron aproximadamente un 30% de sobrevida del parasito. Esto sugiere
que los compuestos tienen la capacidad de ingresar a los macréfagos infectados y
dafiar a los amastigotes. En la literatura se ha reportado que los complejos de bases de
Schiff de N-2-hidroxinaftaldehido con D-glucosamina y complejos con iones de
metales de transicién, como cobre y zinc con D-glucosamina, tuvieron la propiedad de
poder entrar a la célula y de unirse al DNA, lo cual fue demostrado por la alteracién en
la absorbancia de la luz UV-vis de muestras de DNA de células incubadas con las bases
de Schiff y con los complejos con respecto a las células sin estimular, demostrando asi

la interaccidon de ambas moléculas (Tang et al., 2003).

En este estudio no se evalu6 experimentalmente la capacidad de entrar a la célula de
nuestros compuestos, sin embargo, se calcularon algunas de las propiedades
necesarias para poder entrar a la célula siguiendo las reglas de 5 de Lipinski (Lipinski
et al, 1997). Todos los compuestos evaluados durante este trabajo cumplieron los
criterios de las reglas de Lipinski, mostrando gran potencial para poder entrar a la
célula. Interesantemente, aunque los compuestos presentaron capacidad de ingresar a
células y unirse al DNA, no afectaron la sobrevida de macroéfagos. Esto sugiera que
posiblemente exista un mecanismo selectivo de entrada a la vacuola parasitéfora, ya
que se mostro solamente efecto contra el parasito. Es necesario realizar mas estudios
para demostrar esta selectividad. Nuestros resultados concuerdan con datos de la
literatura en la cual se reporta que la base de Schiff N-(saliciliden)-2-hidroxianilina es
efectiva contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv con una MIC de 8 pg/ml, sin

presentar toxicidad contra macroéfagos J774, aun con concentraciones muy elevadas
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como 1000 pg/ml que cursé con una sobrevida del 80% de los macroéfagos, lo cual
sugiere una selectividad sobre la bacteria (Da Silva et al., 2011). Por otro lado, el
mecanismo de accién del compuesto CuClHs podria asociarse con la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian de manera inespecifica al DNA. Los
compuestos de coordinacion con iones metalicos han mostrado ser capaces de
interaccionar con DNA y que, en presencia de un reductor, generan radicales libres de
oxigeno que danan inespecificamente al DNA (Navarro et al, 2010). Ademas, el
compuesto CuClH4 se caracteriza por poseer una geometria plana, en la literatura se
ha descrito que las moléculas con geometria plana tienen cierta rigidez y que esta
propiedad les confiriere la capacidad de intercalarse en el surco menor del DNA,

desestabilizando de esta manera al genoma del parasito (Lamour et al., 1999).
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Capitulo 8
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este estudio se demostré que las bases de Schiff, los ligantes hidrogenados y los
compuestos coordinados con cobre poseen actividad leishmanicida, tanto sobre
parasitos extracelulares, como sobre parasitos en el interior del macréfago. Los
compuestos mostraron ser capaces de ingresar a la vacuola parasitéfora y dafiar
selectivamente al parasito, sin dafiar al macréfago. Es importante analizar si el efecto
leishmanicida es por acciéon directa de los compuestos sobre el parasito o si
posiblemente también activen mecanismos microbicidas del macréfago. Aunque en
este estudio se demostré que los compuestos cumplen con las caracteristicas para
poder entrar a la célula, son necesarios mas estudios para demostrar su entrada y
selectividad. Adicionalmente es importante encontrar un vehiculo adecuado para su
aplicacion topica. El poder desarrollar un tratamiento que combine las propiedades
farmacocinéticas de estos compuestos con un vehiculo que permita su buena
absorcion en la lesidn, permitiria generar una terapia novedosa con gran potencial.
También sera interesante estudiar si ademas de ser leishmanicidas, estos compuestos
puedan inmunomodular al macrofago, reforzando sus mecanismos efectores como

son la generacion de especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico.
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