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INTRODUCCION

1.1 I’LANTEAMIVE":NTQ DEL PROBLEMA

La cnlcnmdad d&. Chagas o  Tripanosomiasis Americana es ocasionada por 77y cruzi,

exclusiva del comm cano; aunque peligrosa en su lase aguda mds bien es una enfermedad

bradualmcnte cromcn hucién nbnrca una extensa drca du la :\menca tropical que va desde cf

sur de los Ealndus Umdos dc Noneaméncn hasta el ‘norte de r\rgenuna. a excepeion de Surinam y

Gu;nna. pt‘ ftd pr pol te” dn poblaclones ruraics que habitan ¢n viviendas de

construceion deﬁémntc. (35) :

La trascendencia de esta enfermedad radica en que su ageme‘gliolé"gkico invade el corazén y otras
visceras de los huéspedes vertebrados, causando cuadros clinicos graves Qm: con’ frecuenicia
conducen a la muente. El padeclmxenm es-de ala prevalencia en Amz.nca. existiendo- al menos 20
millones de personas infectadas (5). En México se puede considerar 1a enfermcdnd de | Chagas como
una endemia, existiendo 2onas geograficas en que la parasitosis es un problema‘de sulud ppbllca.‘
(43) . :

La enfermedad se conoce en México desde 1940 cuando Mazzotti reporté por primera vez dos casos®
hurnanos procedentes de Teojomulco, Oaxaca. A partir de entonces varios investigadores (Veldsék;) .
han trabajado sobre dste padecimiento, realizando diversos estudios encaminados a conocer 1’

distribucion e importancia de la enfermedad de Chagas en la Reptiblica Mexicana. (39)

Difk di s se han di ) y probado contra 7. cruzi pero ninguno de ellos hu sido

complcmmeme efectivo para el tratamiento en humanos. Ademds no se cueata aun con vacunas y los..

' programas de conirol de transmisores estin avocados mds a cuestiones politicas que lécmcas. {45)

Lo anteriormente expuesto puede explicar el porque 7. cruzi es uno de los orgcmlsmos més

estudiados en los laboratorios de investigacion en el mundo.



En la hatux;hleza T cfllzl presenta diferentés fases dependiendo del huésped en que se localice

(tcﬂebrudo 0 mvcmbmdo) y si csu& denuo [ fuera de las cétulas de los vertebrados (localizacion

intra y extrac " L; r ) Cada una de Ius fases tiene caracteristicas bioldgicas distintas,

por fo que e requucre esmdt en ormn mdmduul cada una de clas, Por tal motivo en ef presente

trabajo-'se obuem.n ar ep ,ado n‘lns dlsumas fases extracelulares de T. cruzi y se evalGa su

susccpubihdnd a dos (‘énnncos que se consxdernn como posibles tripanomicidas cfectivos.

1.2 omm’;’vo’s
Objetivo] gcneml
Evaluar fn’ ncuvxdud tnpunumlclda del gosipol y un compuesto derivado de éste (4 lsopropul salicil

aldehido) sobrc Tr)panosama cryzi, v

Objetivos pamculnres

t. Evaluar la actividad tnpanomlcnda del gosrpol Y su dcnvn sobrc eplmasugotes

2, Evaluar ‘la_actividad - lnptmomicldn de gosmol

re lnpomasugotes
metaciclicos: : : E 8
3. Observar  la ncnvndud de! gosnpol y su denvado sobre la énzima., a-hldroxxﬁctdo

deshidrogenasa.

13 HIPOTESIS

Si la parte del 1sopropllsuhml aldehido de la estructura del gosxpol esla responsnble de la uctmdn&

tripanomicida, entonces un nmilogo es\mcmml de éste, deberd acnm dc manera sxm a.r’al gosipul
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ANTECEDENTES -

2.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS

La infeccion de seres b s por Tryy ‘eruzi provoca la enfermedad de Chagas ', Desde su
deseubrimiento por- ¢l doctor Carlos: Chagas,” esta zoonosis ha marcado un hite dentro de la

parasitologla, ya que fue e} primer caso en que se describe al agente etioldgico, luego al transmisor y

finalmente a la enfermedad que ocasiona, (28)

Este pardsito tura
g:.nemlmeme el
placcnmnn, ;

silvestres o; mgcnrlos emicrudos, . por. o l}ﬂm de cuidado en el trabajo det laboratorio 'y por el

tmnsplnmede 6rganos 44)‘ ‘

Originalmente fue. una'enzoo‘t' silvestre; pero a- ’me‘dida ‘que el hombre invadié y degradd los

ecosistemas nalumles, la pammosxs se ndapté ul\ser humano. En la uctualldnd afecta particularmente

a individuos que habnnn vxvnendns mudecundas en zo‘ rirales y suburbanas de Latinoamérica, Es

A arur de 1970 un-‘grupo de estudio auspiciade por la

una parasitosis hgadn = la pobre
Organizacion Panumencam dela Salud se peccaté de sus profundas implicaciones socioecondmicas

y decidi6 declararla enfermedud social: {(44).

El padecimiento pasa por tres etépﬁS:

1k

a) Fase aguda; Existe un: periodo de;it ibacion
,r‘ ia' frecuente ficbre slevada ¢ intermitentg,. por

que generat es asintomdtico y oscila

entre 4 a 10 dfas.- Los’ sfmumas s¢ lmcx'

miocarditis y mas comunmente por un signo de pucrla de entmda, &l chagoma de moculacxén y.por

la hepatoesplen fay elcr de gmglius lmﬁmcos,




b) Fase indeterminada o de latenci:i'. Suelc durur dc l() a 20 aﬂos. es donde la enfermedad

aparentahaber desaparecido espontaneamente, para i e slenormcme en el-30-40 % de los
p 0 esp P po

casos en la fase cronica;

Se _cu.rac(enm por mlocn:dms, msul‘ ciencia cardmca progrmva. megas

usccrnles y muene subna (44)

22 AGENTE ETIOLOGICO
2.2.1 Caracterfstiéas :

T cruzi presenln en: preparaclones teftidas, a pactir de frous snngu[neos. una morfologin
caracteristica, ya que adopm forma de "c" o de "u". Tiene una Iongnud uproumada de 20 micras; un
cinetoplasto® muy grande. de posucxén subterminal. Posee ‘ademds, un’ ﬂagelo libre "y membmnu
ondulante es‘rechn Esta formn correspondc a la de lnpomnsugote. ya que el parésuo presenta.

dependxendo del huésped en que se encuentre , diferentes fases de des:u-rollo morfolégxcumenle :

distintas y deﬁmdns por:

1) La formu geneml de ln célula.
2) La posmén del cmetoplaslo (organclo que camclenm ¢l orden) con rcspecto al nucleo.

3 Laregiénen dondé ¢ gmgrge el ﬂqgelo a panir de la bolsa flagelar, (12; ]9)
Las fases son:

a) Amastigote: son de forma esférica u ovdlixdn de upmximndmeme 2 micras de diém'etm.’
presentan cinetoplasto, granulo basal, flagelo reducido a una corta pomon de) nxonema que uene un
recorrido intraprotopldsmico sin atravesar la membrana; representa una forma de mulnphcamén que

se encuentra intracefularmente en los ma.m(feros huéspedes.



b) Epimastigote: tienen ‘el  cinetoplasto situado en posicién anterior cercana al nicleo, un

flagelo y una membrana ondulante cona; son organismos fusiformes de aproximadamente 20 micras

de longitud. Rc.prescman una formn de muluphcuc:én que se encuentra en ¢l tubo du,esllvo del

transmisor ¥ medm de cultlv .

c) Trlpomnsugotc' ’ e‘(lsten dos tipos depcndlendo del huesped en que se localicen:

el Tnpomnsugote mcmcxchm' tienen el cinetoplasto situado detrds del ndcleo y un
flagelo, zisl como una membmnn ondulante a lo largo del organismo; su longitud aproximada es de
16 a 20 mi‘crus:; 'Rctlp'résehtnn la forma infectiva. Se encuentran en el intestino posterior de los

triatominos. .

c.2.-  Tripomastigote sanguineo: morfoléglcameme presenm un: cmc(oplusto gmndc,

oviforme, generalmente subterminal; nticleo centml y una longuud de 16 a 20 mlcras Se encuemmn

en el mamifero huesped donde transmiten la infeccion de u' celula a otru, 0 mfcctan al lnntomxno

cuando estos ingieren la sangre de individuos o nmmales m(‘ectndos. 4 5)

2.2.2 Ciclo de vida -

El ciclo de vida de T cruzi involucra tanto 2 un mamifero . como a un insecto -transmisor
(triatominos). " Bajo condiciones rinmmfés, la infeccion por T. cruzi es iniciada por lbs
tripomastigotes metaciclicos, que se encuentran en el tubo intestinal del triatomino. El insecto al
picar y succionar sangre del hombre o de otros mamiferos defeca, saliendo asi los tripomastigotes
metaciclicos, los cuales penetran a través de mucosas o de la conjuntiva ocular, Existen especigs dc 3
triatominos que defecan en lapsos cortos, por lo que pueden originar la transmisién con r'ﬁ.x;‘yoi-,
* probabilidad. .

El parasito, una vez que logra sobrevivir a la fagocitosis de los macréfagos al escapar dela vacuola’

fagocitica antes de la fusion de los lisosomas, se- encuentra- dentro de la celulay se trnnsforma en
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Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi



amastigote el cunl inicia’ su reproduccién, dividiéndose repetidamente. por ﬁslbn binaria 'y
destruyendo ﬁnulmente la cz.lulu huésped.’ Este ciclo reproductivo se repite varias veces y puede
llevarse a cabo en cunlqmer tejido, aunque se ha reportado que los sitios mas l'ru:uenlcmcme '
afectados son: mmcardlo. sistema nervioso central, sistema reticular endotelial y musculo liso del ’
tracto intestinal, En estas localizaciones, los amastigotes suelen agruparse formando "nidos" dt.spuesb
de haber dcslru"lds varias células hudsped,

Después de nlgﬁn tiempo, los amastigotes se transforman dentro de los nidos o pscudoq\iistcs' en’
tripomastigotes sanguineos, los cuales son liberados alrededor del tejido, Estas fuscs suelen’mvudlr

células en el drea inmediata, o ser acarreados a otros tejidos por medio dela cm:ulucmn snngu{nen.

Al estar circulando ‘en sangre: pueden ser mgcndos por el ir

intestino se lmnsférmmv\'er'\‘ ugotes.Vlos cunln.s se m upllcnn ‘por ﬁsxén blnuna_

Yy actuan como i

lOS lnutommos como unico

grupo con lmpommcm epldemloléglca

22,3 Metabolismo

Debido a que T. cruzi no puede sintetizar 'y alfmdcenar pohsncéndos. tiene que incorporar
continuamente los carbohidratos pnm ast poder uullznrlos.

Mientras este presente. ln glucosa, los’ aminodcidos y las proteinas _son comunmente la réserva

energética, los cuales son

omo  fuerte de._energfa solo* durante la diferenciacién” de
cpimasligolesnLribdni:,'jigot}s.'(ll)‘f} L ' ‘



En los eplmusugows. los ummodc;dos yla glucosa son tmnsportndos activamente, mientras que las

proteinos se mcorpora.n por PlnocllOSlS a nivel de la bolsa ﬂugelnr. 7. 15)

Catabolismo de gigbi;'hi}dntyns.' L

Se han encomrado dos dltcrencms emre Ia ghcélls:s de T cruzi y la realizada por los mmmferos

Estas dlh,renc'_ on

1) El g,llcosoma. \csfcula de una soln membmnu con una fongitud de 0.2 a 0.8 pm y que se
observa conun nspec!o gluboso en Ins prepnmcwnes al microscopio electronico, es la que contiene a

las pnmems ocho’ enzimas ghcol[ucns' “hexocinasa, fosfohexosa isomerasa, (os!ofmctocmasn.

aldolnsa, triosafosfato isomernsa; gliceraldehido-3-fostato deshidrog fosfogliceratocinasa y

fosfogliceratomutasa,

2) La hexocinasa y la fosfofructocinasa, enzimas claves en Ia regulacion de la mayoria de los -

es fuertemente activada por muy bajas concentraciones de fructuosa-2,6- dxfgsfgt'

aun en concentraciones micromolares, de contrarestar el efecto inhibitorio iig ATPy.

Comao resultado de la carencia de controles mhtbx(onos dela ghcéltsus, la opemc;én deesta vk\ no €5

(9)

influida directa o mdirectnmenle por el oxlgcno, con lo que el efec(o Pasleur fo se obse o

En 1979, Von Brand establecié que los nmmoécidos y cnrbohtdmtos son mcorporndos y consumxdos

por los epxmashgotes N que a:su-ve xcreum catabolitos parcmlmeme reduc:dos de la glucosa.

nia 0. (41)

Aungue no se conoce con certeza los nutrientes mds importantes del protozoario, se sabe que:

10
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) Los eptmasm,oles aun esumdo en cl intestino del msccto. donde los ummoacldos son

abundantes y 1 g,lucosa escasa, son capaces de consumlr nmbos nutrienies, swndo la glucosa la_

primera en consumirse, (8)

2) Dchndu.ndo dc ln fase’en que ‘se cncuenm: el pm-asuo sud el upo de numemc que prci‘ era,
asl s¢ tendrd que:: : :

a)

b)

utilizan los ammoacsdos. ambos obtemdos du medms dc culuvo y

los

P

€) " Los tripomastigotes metaciclicos, que son” estrict oxidativos,

aminoacidos y las proteinas. (42)

Prod finales del metabolismo de ia gl

por la fosfoenalpiruvato carboxicinasa produce dmdo 0 |
(en los glicosomas). Ef malato sale al citasol y peneua a la mhocondn para tmnst‘onnarse en

fumarato y finalmente succinata,

E! principal producto final del metabolismo’ energética de Tocrizi ¢s ¢l suctinato; seguido de la

alanina y el acetato en poca cantidad, al igual que el malato, lactato'y piruvato. (10) (Figtjgg 2)

11
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Leyenda de Figura 2 Metabolismo de Trypanosoma cruzi

1 Hexocinasa

[

Fostohexosa isomernsa

3 Fosfofructocinasa

40 -Aldotasa

5 Triosafosfato isomerasa

6 . Gliceraldehido +'3 -fosfato deshidrogenasa
7 Fosl‘dglicéru(ociﬁusa

8 Fosfogliccrdtomumsa

S Enolasa

10 Piruvatocinasa , .
11" - a - hidroxidcido deshidrogenasa
12 Fosfoenolpiruvato carl:;oxicin‘dsa
13 Enzima malica :

14 Piljuvqtb déshidrogcnusu

15 Citrato sin_msh

16 Aconitasa

17 Isocitrato deshidrogenasa

18 o - cetoglutarato deshidrogenasa
19 Succinato tiocinasa

20 Succinato deshidrogenasa

21 Fumarato reductasa

22 Fumarasa

23 Malato deshidrogenasa

24 Glucosa - 6 - fosfato deshidrogenasa
25 Acetil CoA hidrolasa

26 Alanina aminotransferasa

27 NAD - Glutamato deshidrogenasa



2.2.4 Sistema de reoxidacién del NADH glicolitico

Para que los sistemas glicollticos permanezcan funcionales, deben de contar con un eficiente sistema
de reoxidacion del NADH generado en la reaccién de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
Para poder reoxidar al NADH, T. cruzi tiene diferentes posibilidades, las cuales bajo condiciones
aerdbicas todas son funcionales, y estas son: a)eadena respiratoria, b)produccién de succinato y
probablemente alanina y c)produccion de lactato. (10) La produécién de lactato es a través de la
actividad de deshidrogenasa ldctica, medida por una enzima propia de 7. cruzi denominada

«-hidroxidcido deshidrogenasa, (32)

2.3 AISLAMIENTO DE LAS FASES EXTRACELULARES

Al estudiar las distintas fases del ciclo de vida de 7. cruzi se observa que las fases extracelulares
pueden ser morfolégicamente semejantes, por ¢jemplo, los tripomastigotes se encuentran en sangre

(sanguineos), - transmisores y medios de cultivo (metaciclicos), en cambio los tripomastigotes

metaciclicos, se sabe que son diferentes fisioldgi de los fneos. (6) Basdndose en
dichas diferencias, la susceptibilidad a los firmacos se puede relacionar con la fase que se evalia,
Por lo que se sugiere someter a pruebas de inhibicion a cada una de las fases por separado, de tal

forma que es necesario la obtencién y aislamiento de las fases extracelulares dei pardsito.
Diversos autores se han encaminado a separar éstas fases y han diseflado diferentes métodos, como:

2.3.1 Separacidn por centrifugacién diferencial

Este método es propuesto por Yaeger (1955-1960), Gutteridge, Knowler y Coombes (1969),
Kloetzel, Camargo y Giovannini (1975), con el cual aislan tripomastigotes de la mayoria de
eritrocitos pero no de los leucocitos y plaquetas, Williamson y Cover (1966), emplean sacarosa para

determinar gradientes de densidad. Budzko y Kierszenbaum (1974), crean un gradiente de densidad

14



con solucidn de Ficoll- hypnque. Snnderson. Thomas y Towmey (1980), unhzan dex\rann (grupo de
palisacdridos genemlmentc de origen bacteriano, obtenido por pol;menmcxén e lsomnhosa, base
para geles), para crear el gmdleme de densidad, Loures, P:menm y Souzn (1980). aprovechnn fas
propiedades de la mclnzumda (uhn snlublhdnd y newtralidad), para la sepnmclén (20 30)

232 Separncié‘l‘l a través de cargas eléctricay

Martinez Palomo y De Souza (1976-1978).usando hidréxido de hierro coloxdul Y purt(culas &mcus

cnnomzadaa demuestran que 7. cruzi posee sitios anidnicos en su supcrﬁcle celulnr Con el hxerro

atadura de las particulas de hierro coloidal a ln superficie

completamente  blogueada por un lmmmgento T

Los datos bioquimicos indican que hny unn bu
partic de Limulus palyphemus y del germen de {
ia superficie celular de 7, cruzi,

Ao S0t

rcaccu&n, reflejada por el

Los hallazgos de los autores 1
nimero de particulas ligadas a la superficie celular, es mis ahn en tnpommugo!es obtenidos de
sangre que en los tripomastigotes obtenidos a partir de gulnvos dcelulares y que en epimastigotes,

tomando en cuenta que compx o comy es-del suero de los hudspedes pudieran

influir en el gran nimero de partfculas de hierro coloidal presentes en la superficie celular de

epimastigotes y tripomatigotes de 7. cruzi.
Para probar lo anterjor, los autores incuban al protozoario con fierro catidnico en condiciones

fisiolégicas, pH 7.2, Con esto observan que la fijacion de particulas positivas es mds intensa én los

ripomastigotes sanguineos que en epimastigotes, por eso proponen qué fa superficie celular dé las”
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primeras formas tuvo mds cnrgns'negalivas que la segunda. Los 'esmdios de la cn;'gh neta de la
superficie por rnovnhdud electroforeuca (EPM) de epimastigotes y tnpomnsngotcs lndxcnn que todas
las f'ormns uenen cargns negunvns en Su superficie, las cuult.s \nrmn progrcsnvamente de acuerdoa la
etapa de desarrollo. Fundamentalmente, en la duen'mnncnon dela’ EPM! ‘de mezclas, conlemendo

cplmasugotes y tnpom&sugotes a partir de cultivos ucnlcos obscrvnn quu durunlc el desnrrollo dc T

cruzi hny un incremento gradual en la superficie ncla‘ as: que hay dlfcren ns muy g,randcs con los

lrlpomusm,otes quc tienen valores mds altos, (15) ) e
Dadas las diferencias en las cargas netas d hurzi estn curuc(edsuca
para separarlas‘a’través de una columna clulosn) uullzando las
experiencias de otros investigadores que se'citan

233 Separacion a l"r"qués'vt_lye,i tercambiadores iénicos .

El primer trabajo en utiiizu; EA z lutosa ‘parn oblener prepamcnones pums de’ (npunosomnudos'
es reulizndo'bdr Lanham (1968);

cruzi de’ emrocxtos. pero sn enel caso’ de

este trabajo rio se Iogru sepnrar lnpomnsugotes snngul’neos deT.

brucei brucet, T.b. gambrense' T evan.rl T. :lmiae' T.

cangolen.re. T. wvax. (23)

icas de separacién (centrifugacion diferencial y
’és rnp la, sencilla, econémica y muy -efectiva para la
separacxdn de: las fnses de tnpo astigote ¥ epnmagtlgple provenientes de distintas fuentes o
muestras. (38) i
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2.4  INHIBICION DE LA ENZIMA O-HIDROXIACIDO DESHIDROGENASA

E! gosipol es un componente pollfenéllco amnnllo. aislado especialmente en las scmlllas dela planta
del algodén, prcsenmndo lasi
2,2"-bis(8-formil-1, 6,7+ -l

Estudios iniciales
azoospermia- en
utilizado como-as

depende de los &fect

e VHx | B ’. . | e | ch CHy

Flgura 3
Estructura quimica de la molécula del Gosxpol

Los estudios clinicos disponibles sugieren que el compuesto es bien tolerado por humanos en dosis

controladas y que la espermatogénesis es completamente restablecida’ cuando el - tratamiento es
intecrumpido.
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Lee y Malling en 1981 sugirieron que el 5os|pol esun po(eme lnhlbldor selccuvo de la‘i lsoenznmn

LDHx o C4. la cual j juegn un papel lmportume en eI mtlnbollsmo del cspermu, pamc:pnndo en lns

Por consiguiente se investigd su efecto sobre enzimas de los epimastigotes de' Trypanosoma cruzi.

La enznmu o hxdroxnicldo deshld-- zel

| una especiﬁc:dnd

: tistrato gen}cjgﬁte al que
presenta 18 LDHx esperma especﬂ‘ ca y estd: 1mphcad; “probablemen en

generacion de energia para 1a movilidad flagelar. 16)-

Se estudiaron los efectos del gosipol en las oxidoreductasas de T, cruzi variando las concentraciones

+

del compuesto y los tiempos de i 6n , demostrandose que el gosipol es un potente inhibidor

de las enzimas a-hidroxidcido y malato deshidrogenasa dependiente de NAD, Las enzimas
glutamato, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y la malica, las cuales utilizan NADP como coenzima,
fueron también inhibidas aunque en menor grado. El gosipol no afectd la actividad de la succinato

deshidrogenasa.

Los mecanismos de inhibicién fueron también analizados, los cuales resultaron ser no competitivos
con respecto al sustrato e incompetitivos con respecto a la coenzima. Anteriormente, Montamat,
Burgos, Rovai y Blanco , habfan reportado que la exposicién al gosipol provoca inmovilizacion de

epimastigotes y una reduccion del crecimiento en los cuitivos.(26)
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Probablemente el bldqueo dc las rutak metabdlicas comprendidas en las oxidoreductasas unidas al
NAD y al NADP pueden explu:nr mlcs efectos. Estudios posteriores condujeron a probur ta accmn in

vitro del gosipol demro de Ios cptmusugotes y tripomastigotes del pardsito.

La mcuhdclon dlrecln can gosxpol redu;u la movilidad y produjo. mnrcado dm’lo

de los cnmblos :.s(rucmmles con altas dDSIS prabadas se provocaba romplmlcnto dc ar ita; usando

bujas dosis y nempus conos de mcubacxén los cambios mis r:ipldas se observnb el cmetoplasto

y mitocondria. (3)

‘células del esperma son

Efectos nnnlogos son mducxdos por la‘droga'en‘ espermmozmdes I

‘s n\ mds alias que nquellns que

deshxdmgenusn, mmbxen scm mhlbxdas po‘ ,l go’k pol Estns enzimas estdn focalizadas en el citosol y
la mitocondria e mlegmdas en un sistema de lnnzndem que transfieren equivalentes reducidos del

citosolala mx(ocondna.(4)

El gosipol también hd sido. probado en’Eritapioeba histalyica, observdndose una inhibicién en las

enzimas mélica d:shi@rdge@sa y nlco‘h:o! deshidrogenasa. (17)

Lee gt.g] en'1982 c_iem"" traron’ qie ¢ "gmdké' de ‘fmgtivaqién enzimdtica o inhibicion depende del

tiempo, concenitracion de’l,gggipol y.de enzima, as{ ‘con'loy" el orden de ndicidn de los componentes

ensayados, Si la énzin{a' era fmmemme nezc _dn‘ con el gosxpol un alto gmdo de inactividad e

inhibicidn de la actividad enz:maucn fue observnda (25)
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A pesar que la concentracion del gosipol estx& siempre en exceso c'ompa.mdu con la de la enzima, se
sugiere que la prcsencm de un componente menor enel gosnpol responsable de ln inactividad de esta
en'solucidn acuosa, Este componeme mcnor puedc scr.

a) Impurezas contenidas en jd‘muesu 'g'in/ul' del gosipol

b) Descomp‘osiciénﬁde‘p‘roduci:‘toys o fl

En vista de queel goéipé esun" componente ’pollfcnohco s¢ dcbe cspemr un - alto grndo de

lnestabxlldnd de esle comp ente en sol

En bnse a los estudlos realizados del gosnpol sobre su nclwndnd conlra T cruzi, en “este tmbnjo se hn

propuesto estudmr lu ncuvndud del 4 lSOpl’OPll snhczl u]dehldo (compuesto andlogo al g gosnpol) sobre”
dicho pardsno (Flgum 4) - E :

HO

e CH;

Figura 4
Estructura quimica de la molécula de 4-Isopropit saicil aldehido
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" PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA DE FLUJO GENERAL

CONSERVACION DE CEPAS

|

INOCULACION A RATONES

CULTIVO DE TRYPANOSOMA CRUZI

a-HIDROXIACIDO
DESHIDROGENASA

EPIMASTIGOTES

TRIPOMASTIGOTES
METACICLICOS

EVALUACION DE LOS
FARMACOS




32 MATERIAL, REACTIVOS Y. EQUIPO -
321 Material b'ipmgicgy
+Tr\ptmmoma criizi clona ClD I, ulslada dc un caso:humano por unodmgnosucm y mantenida

desde 1982 en gl luboralorlo por pase ratdn-triatomino-raton.

+Sangre de con 2j0 ¢ dushbnnada :

+Sangre de cdmero (\ lal)

322, Material de laboratorio

+Ag;'mdor;

+Asa bacteriologica

+Balanza analitica - -

+Balanza granataria

+Celdas espeétkot'otome’tricas
+Espdtula )

+Guantes ¥ cubre bocas

+Jeringas de 3,5 y 20 ml

+Matraces erlenmeyer de 150, 250 y 500 mi
+Mechero Bunsen

+Micropipetas de 50, 100y 1 000 pl
+Pipetas Pasteur

+Pipetas de 0.1, 1, 5y 10 ml

+Porta y cubreobjetos v

+Probetas de 100 y 500 ml :

+Tela de organza

+Tubos de ensayo de 13 X:100
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+Tubos eppendorf de 1.5 ml
+Tubos para centrifuga con tspén

+Vasos de preuplgado de 100 y 250 mi

3.2.3 Reactivos

+Acido caproico (Su,mn Chcmlcnl Co)
+f\leO LlOl‘hldﬂCO (J T. Buku') v

+Base de agar sangn. (Dibico)

+Cloruro de sodio (Produclcs Quimncus \lonlcrrey)
+DEAE-celulosa (Sq,mn Chemical Co) ..
+De‘urosa (Productos Qufmlcos Monterrey)
+Dmotn:no|

+EDTA (Merck)

+Etanot (Merck)

+Fenol (3.1, Baker)

+Fosfato dibdsico de sodio (Técnica Quimica)
+Fosfato monobdsico de sodio (J. T. Baker)
+Gossypol acetic acid (Sigma Chemical Co)
+Hidréxido de sodio (J. T. Baker)

+Infusion cerebro corazdn {Bioxon)
+4-[sopropil salicil aldehido (4-ISA)

+NADH (Sigma Chemical Co)

+Nitrdgeno liquido

* +Penicilina g cristalina

+Piruvato de sodio (Sigma Chemical Co)

+Sulfate de estreptomicina
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3.2.4 Equipo

+Autoclave Industrias Steele Presto Modelo 21L

+Centrifuga Jovan-Paris modelo k-63F

+Centrifuga Hettich Universal Il

+Espectrofotémetro UV/visible Jasco, modelo 7800

+Incubadora Precisio Gravity Convention Incubator G.C.A. Corpdl:ation,
+Microcentrifuga eppendorf modelo 5415C

+Microscopio binocular Zeiss

+Refrigerador Cabhers

3.2.5 Preparacion de soluciones

+Cloruro de sodio al 0.85%. - . .

Pesar 0.85'g de NaCl, disalver en 100 mI de agua. desuludu, Se z.slcnlnzn a l"l"C o la hbrns de

presion durante 15 minutos.

+Fenol al 5%

Pesar 100 g'de fenol y disolver en 2 000 ml . Agitar y conservar eni'un ffziscc{ dé.

color ambar,

+Solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M

K;HPOy 875g

KHaPOy 1.125g

Disolver las sales en 800 m| de agua bidestilada, ajusmr el pH a 7 S con NaOH'o con HCl al 10%'y
una vez ajustado el pH, aforar a 1 000 ml en un matraz. volumemco

Almacenar a 4°C hasta su uso,
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+Solueidn amortiguadora de fosfatos satina glucosa

NagHPO, anhidro 13485
NaH3POy - Ha0 078
NaCl 425y

Disolver {os reactivos en 800 mi de agua bldcsuladn, musxar el pH a 8 y nt‘omta i OOO mi,

Para obtener la fuerza idnica de 0.145 se dcbq de !omar 4mi de la soiucmn anterior y'diluir en 6 mi
de agua, : : e .

Almacenar a 4°C. Cu.xndo se va n cmpl:.ar fa. soluuén agregar g “de gucnsa para oblunur una

solucion al 10%

+Mezela estabilizadora enzinid(iqq
Ditiotreito! - g
EDTA

Acida caprmco

+Gosipol 0.1M’ )
Pesar 0,0578 g de Gossypox e

hasta su emp!eo :
A partir de esta solucién Vi’eaii‘
siguientes:
1X10% 1 x10% zxw" XA

’1xw*’y|ij

+4-Jsopropil salfeil aldehxdo (4 1SA) 0 M-

Pesar 0.0164 g de ISA y. dituiren t mi de etanol, Almucenar en un !ugar oscuro hasta Su unhmcxon
A partir de: esta soliicion * realizar las dtlucmnes necesnnus para® obteper las sigmentes
concentraciones & X 102, 1xX10%, 1 x10% 1 X 10'°y X107 '\/1. '
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33 METODOLOGIA
3.3.t° Cultivo de Tbqunawma cruzi

Ef medio con gclosn snngre se prepn:a come sigue:

Base agar sangre ‘f Sy

Agua dusuladn 100 mt

Estcnh&ar en nuloclave a 15 libras de presion - durante 15 mmutos. enfriara 48 a SO"C y-agregar 20
mi de’ sangre deshbnnuda de congjo © sangre: de camero, En seguida dnsmbulr ‘en mnlraccs
erlenme)er de 250 ml, dejar solidificar. Incubar por 24 homs para pruz.ba de estcnlxdad y despues
aftadir 50 mi de solucion salina estéril al 0.85% con mfusuén cerebro corazon (0 ! g u\ 100'mi dt.

solucion snhnn)

Parn \.vnnr conmmmacmn de bacterias agregur Pemcxhna g cnsmhna y sulfmo de estrcplomncma
a N , w1
Reatizar el pase de la cepa af medio de cultivo'e in

s

el'liempc, scesario,

332 Aistamiento de tripomastigotes metaciclicos de médios de cultive
a) Preparacidn de la columna de DEAE-celulosa

Verter 1a DEAE-celulosa (0.3 g por columna) sobre la superficie de 15 mi de NaOH 0.5 N en un
vaso de precipitado, dejér que el polvo se hunda en el tiquido, Dejas reposar el material y con ayuda

l A

de una pipeta Pasteur eliminar el liquido sobrenad Resusf el sedimento en una solucion de

15 ml de HC1 0.5 N. Dejar réposar 15 minutos y repetir el lavado con NaOH 0.5 N. Realizar lavados
con agua destilada hasta que e} liquido sobrenadanté este transparente. Realizar un itimo lavado
con 15 mi de solucion EDTA 0.0t M por 15 minutos
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Para cmpixénr la columna colocar en ¢l fonde de uma jeringa desechable de 3 ml como filtro una
malla de organza de un didgmetro aproximado de’t em, lavar con antortiguador iniclal (PS) y probar

fluidez,

Rcsuspcndérk la DE:\E-cglulosdf'én 20 nil’ de PS y verter a la columna. procurando tener. un

empacamicato uniforme, Lavar con PS hasta que ¢f pH del eluido sea de 8.
b) Obtencidn de wripomastigotes metaciclicos

Tomar | mi del medio de cultivo (fase liguida) de 40 dias de incubacidn y. verter a'la colufna
alrededor de o pared (con el fondo cerrado, s decir, flujo parado), dejar hundir:la muestra
lentamente en el adsorbente (si ¢s necesario abrir el flujo) y cuando la altima parte de la muestra
penetra, tavar ¢} adsacbente con PS dejando penetrar por completo cada lavado antes de realfizar ¢l
siguiente. Adicienar gradualmente ¢l amortiguador de fosfatos snlino plucesado (PSG) con fuerza
idnica (f. i. )} 0.145 a través de [a columna, manteniendo ¢l flujo requerido (17 a 20 gotas por
minuto), hasta sacar de Ia columna a los componentes que no se adsorben y a los que se adsarben
muy lentamente. Recolectar en fracciones de 2 ml el liquido eluido hasta observar al microscopio
que ya no eluyan los tripomastigotes metaciclicos, Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos y

observar al micruscohio. Resuspender con PSG . 1. 0,145 y reunir las fracciones,
333 Cosecha de Trypanosoma cruti
La cosecha se realiza para la oblencién dela enzjma a-hidroxidcido deshidrogenasa,

bar- aproxin

Después de

' 40 dias los medlos de culuvo revlsnr el crecimiento al

m:croscopm Si existe crccumiem' X
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3500 pm durante 15 minutos a temperatura ambiente, Lavar hasta: obtener un' sobrenadante
transparente, resuspender con solucidn salina estéeil, reunir fas fracciones en tubos: eppendorf,
centrifugar a 3000 rpm por 153 minutos eliminando el sobrenadante, Resusppynderkcon mezela
estabilizadora 20 mM, ¢ introducir ¢n nitrogeno liquido, calentar con fa mnﬁb (el't,"‘ulumj‘estosrpnsos
dos veces), centrifugar a 3500 rpm durante 15 minutos a lemperatura afz{bicn‘(e. transpasar el

sobrenadante a otro vial y conservar en nitrdgeno liquido o bien a temperatura de -20°C,

334 Determinacion de ta actividad enzimatica de ls a - hidroxl}ich}ﬁ dcahidfﬁgenan

Para determinar la actividad de fa w-hidroxidcido deshidrogenasa se sigue el método deserito por

Bermeyer (2)

En &na qe!dill_q colocar 2,75 mi de solucidn reguladora de fosfatos 0.5 M, pH 7.2; 0.10 ml de
piruvaio de sodio de b’oncexitmciéh de LSSXIO“‘ M; 0,05 ml de NADH, Agitar y agregar 0.10 m de
la enzima, Ajustar el espectrafotdmetro 8340 nm y 0.000 de absorbancia y seguir el curso de fa

teaccion durante 5 iendo lecturas cada minuto,

El promedio de las diferencias de estas lecturas dard ef cambio de absorbancia por minuto y de esta

manera se obtendrd la actividad total de la enzima,

335 Determinacion det efecto inhibidor del gosipol y 4-ISA sobre ia ix}a_'ct'ii'idid'de Ia:

a-hidroxidcido deshidrogenasa

Determinar la actividad de la a-hidroxidcido deshidrogenasa en presencia ‘def inhibidor. colocando

las mismas cantidades de reactivos, con la tnica diferencia que el‘inhibidor.se disuelve én etanol

para realizar la prueba con diferentes aciones y ve
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3.3.6 Determinacion de la ptibilidad de las fases de epimastigote y tripomastigote
metaciclico al gosipol y 4-1SA,

Se emplen Ja téenica propuesta por Montamat y Blanco (26), {a cual utifiza la tase liquida del medio
de cultivo en la que ha crecido ef parisito de 7 & 15 dis, lo que asegura que se trabajard con

epimastigotes.

Colocar 0,5 ml de esta solucion en tubos eppcndorf‘f‘defi}xjk ml de c:ﬂpacidud. En seguida agregar 3

micralitros de fos compuestos a evaluar dist

e en.clmial., .

Contar lOcum s microscopi

moviles, que s¢ consideran vivos (1

Para la‘evaluacio

efuido abtenido de &

£n ambos casos émpléar uin blanco de etqmi. Lk .
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CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

Los valores que a continuacion se pre nat se’ obtuvicron al-realizar ln' determinacion de’la

actividad tripanomicida y el cfccm mhlbxdor de los lnnnacos Los:pol y 3 lsopropll sahm! aldehido

(4-1SA) sobre {a clona ClD Ide Trvpanomma cru:: :

or se reahzé sobrc Ia enznma a—hldm‘udcxdo dt.shxdrogcnasu. lav

La ducrmmncmn dcl cfecm inhi
cunl se «.ncuemm presenze en el mclnbolxsmn del pnrasno, y segun mformcs de la lncmtum. [

inhibida por el g ;_,os:pol (32)"

La enzimo se obtuvo dentro dé-un extracto crudo, al someter a T. cruzi o cambios bmscos de

temperatura, ptovocando su lisis celular.

En la tabla | se presenta el efecto inhibidor del gosipol y 4+ISA sobre la enzima, utilizando difel_'ent:s

concentraciones. La medicion dé la actividad enziimética s¢ realizé én un tiempa de 1S minutos, -

Los valores de ¢sta tabla se encuentran represeniados en la grifica §,



Tabla {

Evaluacion dLl 4ISAy d gosxpol en la nctmdnd enzimatica de ln a-hidroxidcido deshidrogenasa de
T, cruczi, por el m\.(odo de Benm.yu. (”) -

Conceniracion ‘ R M

{Molar) AASA* L Gasipbl®
0 T BT
0.00001 n a6
0.00000% 4 4
00000001 0 e

* La actividad enzimdtica estd expresada ¢n porcentaje

Grifical

Efecto inhibidor del gosipol y 4-ISA sobre I enzima a-hidroxidcido deshidrogenasa de 7. crusi.

(%)

1ca

Actividad
enzimat

0 0.6000001 0.000001 0.00001

Concentracion (Molar) -
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Una yez comprobado que el gosipol y 4-ISA sctian sobre la enzima a-hidroxideido deshidrogenasa,

se procedid a wulunr la actividad tripanomicida en las fases extracelulares de_epimastigotes y

trip gotcs iclicos, los cualcs estin prgscmes en medios de cumvo drhsncos

Para ap|musubows se cmplearon m:duos con 7 dias de incubacidn, mn.ntras qu pnm mpomusugoxes

metacicticos z.l penodo de mcubncmn fue mayar; ¢s dcmr. 40 dfns .

se varia’ la cnn nt, clén a0, OOOOOlM

En la grfica IV s co'fg{pag'@ las ‘detividades ;ﬁpﬁ@p@ng&sge'i

es decir, 2 165 150 miriutos.'miliz.fmdd diferentes concentraciones:

Los mpomusugoles metacfelicos se alsluron por cromntugmﬁu de imercnmbw idnico a partir de la
fase liquida de los medlos difésicos;

Durante la ewluacnén de In,actividad de los fﬁrmacos sobre esta fase sep 4 un compartamiento

idéatico al que tuvieron los epimastigotes.’
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Tabla it

Evaluacion del gosipo! sobre epimastigotes de la clona CID-1 de 7. cruzi, por.¢l métado dé Blanco.
6 RS : T

Cencentracion
(Motar) ™

T Tiempe s (minutos) L

e s s - w200 ase

T W W W ® ™ ;
0.01 S0 0 30 s 20

o001 do0- . S5 50 s0 o4 20
00001 100 T 65 60 U Uso o 30 30

oooosi - 100 80 - 70 70 70 30
0.080001 100 9% es 85 8 .70

Testiga. .. ..100: - 100 C 100 - - 100 1000 100 -

*La sobrevivencla éstd éxpresada en porcentaje
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Tabla If1

Evaluacién del 4-ISA  sobre epimatigotes dq la clonnﬂClD-l de ‘71 cruzi, por el método de. Blanco,
6 L : I )

Concentracion
(Molar) R S : s
0 00 - 60 s 1 1se
007 160 S0 0. . 0 1
0.0001 100 0 s o o 0
0.00001 100 40 36 30 30 7 30
0.000001 100 00 s s 50 50
0.0000001 100 90 gy R0 T g0 80
Testigo 100 100 100 100 100 100

*La sobrevivencia estd expresada en porcentaje
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Grifica (1

Comparacion de la actividad mpunomlclda del ;,usnpol y su analobo 4-ISA sobre Lplmasugmes dela

clona CiD-1 de T, cruzi, a una concm(memn de 0 001M (lmM)

Sobrevivencia (%)

0 0 [0} 90 120 150

Tiempo (minutos)

Grifica UL )
Comparacién de la actividad tripanomicida del gosipol y su andlogo 4-{SA sobre epimastigotes d¢ la ;
clona CID-1 de T cruzi, n una concentracidn de 0,000001M (mM).

00 . ~e—4i8A
80 - Gosipol

)

\

< a0

's 70

2 €

@ L °
2 4

% 20

- 20
=

S 19
wn a4 +

[ n 6 % 120 150

Tiempo (minutos)
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Grifica tV

Comparacion de fa actividad trip:momicidn.del gosipol y 4-ISA sobre epimastigotes de fa clona
CID-1 de T, cruzi en un tiempo tinat de 150 minutos, N 4

a (%)

tvenct

Sobrevi

ol — -

a 0.00000¢ 0.00001

) 0.0001 0,001
Concentraciéon (Molar)
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42 . DISCUSION,

Después del descubrlmlcmo dc ln cnfermedad de Chaga.s en 1909, .y hasta 1937 no habia sido
probado e’ humanos nmgun compucsm qu:mxco contra‘esta enfermedad.: A partir de este afto se

inicid la busqueda de farchos con actividad contra T cruzi por diversas industrias farmacelticas.

Sin Lmbﬂl‘LO Ia qmmlolemplu de ¢ sta entermedad ©s aun mndecunda. va que las drogas de eleccion

son pnrcmlmmte f‘ ectivas ‘en el lrnmmlento de ln fase crbmca de la enfermedad, presentan efectos

colaterales v se_han des_crxtc,cepas del pa;i@stto resistentes a éstas; por lo que se duda que sean

capaces de realizar una cura parasitologica. (28)

deshidrogenasa, actuando de 13 nme mnto enel espen'nntozoxde como en el panisno nl
disminuir su motilidad y llegaiy ‘ ar a muene del parnsmo, tanto in vivo comoin wlro (l3. .
32) ' '

Por lo anterior se pensé que | la parte activa de la molécula del gosipol es e! isopropil salicil aldehndo,

asi que se lle\o a caho el estudlo del componamlemo del 4-lsopropil salicil aldehido (4-ISA),
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compuesto -andlogo ‘del “gosipal, quc fue proporcmnado por ¢l Dr Carlos Wong Ramirez det
Departamento de Bwqunmlca dc la ENCB - - 1PN,

Para’ conobomr que ol 4 ISA presemn una uctmdad lnpnnomxctda semejante . al ~gosipol,

mxuu!m\.mn s¢ procedxé n ducrmmar el efecto mhnbndor de ambos fdrmacos sobre ln-enzima a-

hidroxigeido deshtdrogunnsa. t:.mendose fo Slguume. .

Tanto el gos‘ipol‘chnﬁ»é ISA aczunn inhpb ndgﬁ n la u.fn‘zimauzliel bnrﬁsitof '

evaluacién de"ﬁ :

Tanto gosrpol como 4 ISA inhxben fa moulldad y sobrevivencia de T. cruzi en dlh.remes

rupcrc:ones.

E} maximo' porcent ’é»de' “sobrevivencia con el gosipol fue de 90% a una concentracién. de
0.00000IM‘Q losfy 30 mintfos de haber puesto en contacto el pardsito con el firmaco, mientras que a

una conceigikzicién“de 0:1M'y en un tiempo de 150 minutos ya no se observaron pardsitos vivos.
Con el 4-ISA-sc registrd el miximo porcentaje de sobrevivencia en 90% con la concentracion de

0.0000001M a los 30- minutos de iniciada la prucba, y una mortalidad del 100% en la concentragion
de 0.001M a los 60 minutos de estar en cantacto el pardsito con e! firmaco,
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Se observa que la sobrevivencia mdxima en ambos firmacos fue del 90% en un tiempo de 30
minutos, dindose como variante la concentracién, ya que para gosipol es mayor que para 4-ISA, En
cuanto a la reduccion de la poblacion al:100%, ésta se registrd en una concentracion y tiempo menor

para 4-ISA en compiracion con el gosipol.

El 50% de sobrevivencia se“regisilrg‘ para 4-1SA en la concentracion de 0.000001M, mientras que

para el gosipol‘cs cn la ‘cdnqér{t‘ra 6n dg_Q.OOlM. 1 000.veces mayor a la que registra 4-1SA:

Al comparar los valores obtenidos al finalizar la prueba, se tiene que:

ita mayor con churicion de gosipol
ue el 4-ISA, .

Para ambos ~“farmacos: se la- sobrevivencia depende - directamente

proporcional a la concentracién de los firmacos y del tie _pb. )
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CAPITULO V



CONCLUSIONES

1.~ El firmaco 4-lsopropit ‘salicil uldc}.\ido {4-1SA) ejerce un efecto inhibidor sobre la ¢nzima

u-hidroxideida deshidrogenasa de T LI‘H i, sequme a fa que realiza el gosipof.

2- Lns fascs de cplmasm,ous y mpomasug,otes metaciclicos de la clona CID-1 - de 7. cruzi
presentan - un metabohsmo smulur en cudnto a la participacién de la anlmn a-hldromicldo?
dashldrogenasa. ya que en ambns fases la motilidad  y sabrcvx\cncm se’vié dlsmmuldn con-los

fdrmacos estudiados.

3.- El 4-1SA mostré mayor ncuvtdad bmléglcn sobre las fases euract.lulurcs dc In clona CID-{

de T cruzi, debxdo propublcmenle aque’se mcorpom mids técnlmcme al pardsito.

4.- Por el comportamiento semej que’ presentaron - el 4« ISA yel gosnpol sobre la enzima

a-hidroxidcido desh:drogenasn y las fases e\lmcelulnres de la clonn CID-¥: de'lt cruzi; se propone

que la moleg:u,la,xsopropd salicil aldehido es la-parte bioldgicamente ncnva det gasipol, par-lo que

estos resultados &poyan la hipdtesis de lrabaj‘p.

.- La importancia de la elaboraclon de nuevos firmacos cantra T cruzi rudxca enla efecnv(dad
y especificidad de lns d;ogps, para que la pmbahlhdad de una-curacion parasitolGgica-sea cada vez

mayor.
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