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RESUMEN

En este trabajo se describe la síntesis de hidrazonas derivadas de cromano, tiocromano, alquil y aril 
hidrazonas, su actividad leishmanicida y su efecto sobre proteasas de cisteína de L. (V) panamensis. Se 
sintetizan feniltiocromanos y bencil y naftil derivados; solamente las fenilhidrazonas muestran alguna 
actividad sobre amastigotes de Leishmnia (V) panamensis. No se observa ningún efecto sobre una proteasa de 
cisteína del parásito lo que sugiere un mecanismo de acción diferente a la inhibición de esta enzima.
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ABSTRACT

In this paper, the synthesis of hydrazones derived from cromano, thiocroman, alkyl and aril hydra-
zones is described, as well as their leishmanicidal activity and their effect on cysteine proteases from L. 
(V) panamensis. A series of novel phenylthiochromane and benzyl and naphtyl derivatives are synthesized 
and evaluated for their cytotoxic and antileishmanial activities. Their effect on parasite cysteine protease 
is also evaluated. Only phenylthiochromane derivatives display some activity against Leishmania (V) 
panamensis but all compounds are inactive against parasitic cystein protease. These results may suggest a 
different mechanism of action for these compounds.
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INTRODUCCIÓN

La leishmaniosis es una de las enfermedades 
parasitarias más prevalentes en el mundo. Está 
presente en 88 países de las regiones tropicales y 
subtropicales de América, Europa, Asia y Africa 
y afecta principalmente la población de las áreas 
rurales y semiurbanas donde prevalece la pobreza 
y donde los sistemas de salud son poco eficientes. 
Se calcula que aproximadamente 350 millones de 
personas están en riesgo de adquirir la infección, 
15 millones de personas sufren la enfermedad y la 
incidencia anual es de 2 a 3 millones de casos nuevos 
(1). Sin embargo, es muy probable que estas cifras 
sean una subestimación puesto que la enfermedad 
es de notificación obligatoria sólo en 32 de los países 
afectados, lo que hace que muchos casos permanez-
can sin registrarse (2). Desde el año 2002 ha sido 
clasificada por la Organización Mundial de la Salud 
como enfermedad emergente o no controlada para 
la cual no se dispone de vacuna. 

La quimioterapia es poco satisfactoria debido a 
que son muy pocos los medicamentos disponibles y 
su eficacia se ve afectada por la diferente sensibilidad 
(o resistencia) de los parásitos a los medicamentos, 
la toxicidad asociada a tratamientos prolongados 
con medicamentos empíricos y a su precio, relativa-
mente alto si se tienen en cuenta las condiciones de 
pobreza de las personas afectadas. Por esta razón se 
hace necesaria la búsqueda de nuevas sustancias que 
conduzcan al desarrollo de nuevos medicamentos, 
estrategia que se vislumbra como elemento clave para 
la prevención y el control de la enfermedad (3).

Las proteasas de cisteína (PC) son enzimas 
que participan en funciones importantes del ciclo 
de vida de muchos parásitos, entre ellas el tráfico 
de proteínas necesarias para el metabolismo y las 
funciones reproductivas (4,5). Algunas de las PC 
identificadas y caracterizadas incluyen la catepsina 
tipo L (cpL) y la catepsina tipo B (cpB), encontradas 
en algunas especies de Leishmania, falcipaina-2 y 
falcipaina-3 de Plasmodium falciparum y la cruzipaina 
de T. cruzi.  En Leishmania, específicamente, se ha 
encontrado que estas PC son de gran relevancia en 
varios aspectos importantes para el parásito como 
son el crecimiento, la infectividad y la superviven-
cia al interior de la célula huésped, por lo que se le 
ha considerado un buen blanco para el diseño de 
nuevos medicamentos.

Recientemente, en la búsqueda de sustancias 
antiparasitarias, se han sintetizado diferentes hidra-

zonas, ya que algunas tienen la capacidad de inhibir 
una PC del parásito; esta enzima hidroliza el enlace 
amídico  mediante el ataque nucleofílico al carboni-
lo por parte del residuo de cisteína (6) y desempeña 
un papel muy importante en el tráfico citoplasmá-
tico de proteínas y péptidos. Algunos inhibidores 
peptidomiméticos reaccionan en ambos lados del 
sitio activo de la enzima (7), formando un aducto 
que puede ser reversible. La importancia de inhibir 
esta enzima radica en el hecho de que en el hombre 
existen formas isoenzimáticas de PC resistentes a 
las hidrazonas activas sobre las respectivas enzimas 
parasitarias. Por medio de la química combinatoria y 
mediante síntesis en fase sólida (8) y tamizaje virtual 
(6) se ha preparado una amplia serie de hidrazonas. 
Así, en ratones infectados con L. (L) major se han 
obtenido buenos resultados con derivados de la 
hidrazida de oxálico bis[(2-hidroxi-1-naftil)-me-
tilen], que actúan como inhibidores enzimáticos 
reversibles (9). En este trabajo se describe la síntesis 
de hidrazonas derivadas de cromano, tiocromano, 
alquil y aril hidrazonas, su actividad leishmanicida 
y su efecto sobre PC de L. (V) panamensis.

MATERIALES Y MÉTODOS

Síntesis de hidrazonas

Los compuestos identificados por 1H y 13C 
RMN (10,11), se sintetizaron de acuerdo a meto-
dologías descritas en la literatura. El procedimiento 
general se describe a continuación: la hidrazida (1 
mmol) se adicionó a una disolución de aldehído y/o 
cetona (1.3 mmol) en metanol y posteriormente 
ácido acético glacial (4 gotas). La mezcla de reacción 
se sometió a reflujo durante 2-3 horas con agitación 
constante. Una  vez se ha dado la conversión total 
de los reactivos, determinada por cromatografía de 
capa delgada o por precipitación del producto de 
reacción, las acil hidrazonas se recristalizaron con 
metanol. La síntesis de acil hidrazonas derivadas del 
furaldehído requieren una purificación adicional, 
en una columna de sílica gel, empacada en hexano y 
utilizando como fase móvil un gradiente de hexano: 
acetato. Las estructuras de los compuestos fueron 
asignadas principalmente por 1H y 13C RMN, y 
eventualmente por difracción de rayos X y serán 
objeto de otra publicación.

Parásitos

Se utilizaron promastigotes y amastigotes axé-
nicos de L. (V) panamensis, cepa MHOM/CO/87/
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UA140 aislada de un paciente colombiano con leish-
maniosis cutánea, y amastigotes de L. (L) mexicana 
cepa MHOM/MX/95/NAN1,  que se utilizó como 
control ya que en esta especie de Leishmania se ha 
demostrado la presencia y la actividad de PC (12). 
Para la obtención de promastigotes, los parásitos se 
cultivaron en medio NNN modificado a 26oC, y para 
la obtención de amastigotes axénicos los parásitos 
se cultivaron en medio Drosophila de Schneider 
suplementado con 20% de Suero Bovino Fetal (SBF) 
a un pH 5.4 y 32oC (13). 

Evaluación de la citotoxicidad sobre células 
humanas

La actividad citotóxica de los productos de sín-
tesis se evaluó sobre la línea celular promonocítica 
humana U-937 siguiendo la metodología descrita 
(14). Las células se cultivaron a una concentración 
de 100.000 células/mL en medio RPMI 1640 con 
10% de SBF y la correspondiente concentración de 
los productos (usando como concentración mayor 
250 μg/ml) en platos de 96 pozos para cultivo ce-
lular. Las células se incubaron a 37oC con 5% CO2 
durante 96 horas con los productos respectivos y 
luego de 48 horas se renovó el medio de cultivo. 
Finalmente, el efecto de los productos se determinó 
a las 96 horas de incubación midiendo la actividad 
de la deshidrogenasa  mitocondrial, adicionando 
10 μl/pozo de MTT e incubando a 37°C durante 
3 horas. Para parar la reacción se adicionó 100 
μl/pozo de una solución al 50% de isopropanol y 
10% de SDS.

La producción de Formazán se midió a 570 nm 
en un lector de ELISA. Se utilizaron como control 
de viabilidad células cultivadas en ausencia de los 
productos pero mantenidas en las mismas condicio-
nes El Glucantime® se utilizó como medicamento 
control. Cada concentración de los productos y el 
Glucantime®, así como el control sin “medicamen-
to” se evaluó por triplicado en tres experimentos 
diferentes. Los resultados se expresan como la Con-
centración Letal 50 (CL50) calculada por el método 
Probit, que corresponde a la concentración a la cual 
ocurre el 50% de muerte celular (15). 

Actividad leishmanicida in vitro

La efectividad de los productos se evaluó sobre 
amastigotes intracelulares de L. (V) panamensis 
(MHOM/CO/87/UA/UA140). Para asegurar una 
buena infección in vitro los parásitos fueron aislados 
a partir de lesiones en hámsters infectados experi-

mentalmente según lo descrito previamente (16). 
Las células U-937 con 48 horas de crecimiento se 
lavaron con PBS y se ajustaron a una concentración 
de 1x105 células/mL de medio RPMI 1640 y 100ng/
mL de Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA). En 
cada pozo de un plato para cultivo celular de 24 
pozos se dispensó 1 ml de la suspensión de células; 
los platos se incubaron a 37ºC con 5% CO2. Luego 
de 48 horas, las células adheridas se infectaron con 
promastigotes de L. (V) panamensis en fase esta-
cionaria de crecimiento en una proporción 25:1 
parásito: célula, suspendidos en medio RPMI sin 
suero. 

Las células con los parásitos se incubaron du-
rante 2 horas con 5% CO2 a 34oC. Luego de dos 
lavados con PBS para eliminar los parásitos libres, 
se adicionó medio RPMI y se incubó de nuevo. 
Después de 24 horas de incubación se reemplazó 
el RPMI por un medio que contenía las diferentes 
concentraciones de los productos (en un rango 
no superior a 50 μg/mL). Las células infectadas 
se expusieron a cada producto durante 96 horas, 
cambiando el medio con los productos a las 48 
horas. Las células se lavaron, se fijaron con metanol 
y se colorearon con Giemsa. Células infectadas y 
cultivadas en ausencia de los diferentes productos 
sirvieron como control de la infección. El Glucan-
time® se utilizó como medicamento control. Cada 
concentración de los productos y el Glucantime®, 
así como el control sin medicamento, se evaluó 
por triplicado en dos experimentos diferentes. Los 
resultados se expresan como la Concentración 
Efectiva 50 (CE50) calculada por el método Probit 
(15), que corresponde a la concentración en la 
cual la carga parasitaria disminuye en un 50%. El 
índice de selectividad (IS) se calculó dividiendo la 
actividad citotóxica para la actividad leishmanicida 
(IS = CL50 / CE50).

Capacidad inhibitoria de los productos 
sobre la actividad de PC de L. (V) panamensis 

El efecto de los productos en la actividad de las 
PC de L. (V) panamensis  se evaluó en el estadío 
de amastigotes axénicos. Para ello, los parásitos 
se incubaron con diferentes concentraciones de 
los productos (200, 100, 50 y 25 μg/mL) diluidos 
en medio Schneider al 20%, a un pH de 5.4 de 
SFB y 32oC. Parásitos incubados en ausencia de 
compuestos se evaluaron como control de activi-
dad de PC; adicionalmente se incluyeron como 
control de inhibición de la actividad, parásitos 
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incubados en presencia de E-64. Luego de 2 horas 
de incubación los parásitos se lavaron con PBS por 
centrifugación a 2500 rpm durante 10 minutos y 
se resuspendieron en tampón de muestra reductor 
que contiene Tris-HCL 0.5M (pH 6.8) SDS al 
4%, Glicerol, 2-β-Mercaptoetanol y azul de bro-
mofenol. El lisado total de los parásitos se analizó 
por separación electroforética bajo condiciones 
no desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 
12% que contenían gelatina al 0.1%. Después de 
la electroforesis los geles se lavaron durante 10 
minutos en PBS a un pH de 7.2 con Triton X100 
al 2.5%, a temperatura ambiente, y luego se incu-
baron con DTT a 2 mM en PBS pH 5.5 a 37oC, 
finalmente se tiñeron con azul de Coomassie para 
visualizar la degradación de la gelatina debida a la 
actividad de estas proteasas.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Como productos inhibidores potenciales de 
PC de Leishmania se obtuvieron 25 derivados de 
acil hidrazonas. Los compuestos se sintetizaron 
siguiendo metodologías previamente descritas en 
la literatura y los resultados se dividieron en cinco 
grupos, de acuerdo a la parte de la molécula que 
contribuye con el grupo carbonilo, feniltiocroma-
nos y bencil y naftil derivados. La toxicidad y acti-
vidad leishmanicida obtenida para los compuestos 
derivados de acil hidrazonas se resumen en la tabla 
1. Por su parte, la bioactividad de los compuestos 
originales 4-cromanona (26), 2-cromenona (27), 
tiocromanona (28) y feniltiocromenona (29) se 
muestra en la tabla 2. La actividad de una molécula 

para que sea promisoria en estudios más avanza-
dos se ha definido de acuerdo a los parámetros de 
citotoxicidad y efectividad: CL50 >100.0 μg/mL 
y CE50 <50.0 μg/mL. Los compuestos originales 
tienen una citotoxicidad reducida y una efectividad 
que los sitúa en el umbral de sustancias promi-
sorias. No obstante, la formación de la hidrazona 
implica una pérdida casi total de la actividad para 
casi todos los compuestos (véase tabla 2), excepto 
los derivados del 2- feniltiocromenona 14, 15 y 16 
que tienen una CE50 de 10.3, 4.2 y 62.9 μg/mL, una 
actividad superior o similar a la molécula original. 
Se aprecia además que existe un incremento en la 
citotoxicidad, el cual se observa también para los 
productos 20, 21 y 22. Al parecer, tanto para la 
efectividad como para la citotoxicidad se requiere 
la presencia de sistemas aromáticos a cada lado de 
la hidrazona, en especial un grupo fenilo lateral. 
Por su parte las naftilhidrazonas, o las heterocícli-
cas como las furanohidrazonas, son prácticamente 
inactivas, a pesar de poseer los residuos citotóxicos 
ya mencionados. No obstante, ninguna de las hi-
drazonas mostró actividad inhibidora de PC a do-
sis entre 25.0 y 200 μg/mL; si éste es el mecanismo 
de acción parcial de los productos 14-16 se podría 
mejorar la actividad de estos compuestos mediante 
una funcionalización adecuada en el sistema aro-
mático del cromano, permitiendo la formación 
de un sistema del tipo quinonemethide, al que 
se le atribuye el mecanismo de acción de algunos 
inhibidores del tipo salicilaldehido acilhidrazona, 
al actuar como un aceptor Michael para atacar el 
residuo de cisteína de la enzima, inactivándola 
irreversiblemente (17).

Tabla 1. Citotoxicidad y actividad leishmanicida in vitro de bencil y naftil derivados

Compuesto Estructura CL 50 (μg/mL) CE 50 (μg/mL) IS

CROMANOS

1
O

N

H

N O >250,0 >50,0 < 5.0

2

N

O

N

H

N O >250,0 >50,0 < 5.0
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Compuesto Estructura CL 50 (μg/mL) CE 50 (μg/mL) IS

3
O

N

H

N O
>250,0 >50,0 < 5,0

4
O

N

H

N O >250,0 >50,0 < 5,0

5

N

O

N

H

N O 378,5 + 44,5 >50,0 < 7,6

TIOCROMANOS

6
O

N

H

N S 460,5 + 33,2 >50,0 < 9,2

7

N

O

N

H

N S 317,0 + 39,6 >50,0 < 6,3

8
O

N

H

N S
265,0 + 22,6 >50,0 < 5,3

9
O

N

H

N S O 54,5 + 14,8 >50,0 < 1,1

10

N

O

N

H

N S O 85,5 + 4,9 >50,0 < 1,7

11
O

N

H

N S
O

O
126,0 + 5,7 >50,0 < 2,5
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10 VITAE

Compuesto Estructura CL 50 (μg/mL) CE 50 (μg/mL) IS

12

N

O

N

H

N S
O

O
258,0 + 33,9 >50,0 < 5,2

13
O

N

H

N S
O

O 343,0 + 12,7 >50,0 < 6,9

FENILTIOCROMANOS

14

O

N

H

N S
25,0 + 1,4 10,3 + 6,5 2,4

15
N

O

N

H

N S
34,0 +  0,1 4,2 + 3,6 8,1

16

O

N

H

N S
36,3 + 4,5 62,9 + 8,6 0,6

FURANOS

17

O

N

H

N C O 193,0 + 76,4 >50,0 < 3,9

18 O

N

O

N

H

N C 364,5 + 62,9 >50,0 < 7,3

19 O

O

N

H

N C 330,0 +1,4 >50,0 < 6,6
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Compuesto Estructura CL 50 (μg/mL) CE 50 (μg/mL) IS

ALQUIL, BENCIL Y  NAFTALENOS

20
O

N

H

N C
29,7 + 2,3 >20 < 1,5

21

N

O

N

H

N C
62,0 + 38,1 >50,0 < 1,2

22
O

N

H

N C
57,0 + 9,9 >50,0 < 1,1

23
O

N

H

N C 331,0  + 48,1 >50,0 < 6,6

24

N

O

N

H

N C
170,5 + 14,8

>50,0 < 3,4

25
O

N

H

N C
291,5 + 16,3

>50,0 < 5,8

ANTIMONIO PENTAVALENTE

Glucantime®

O

O

HO

HO

HO

CH3HN

O

O

OH

NHCH3

OH

OH

Sb

495,9 + 55,6 3,2 + 1,3 155,0

Tabla 2. Citotoxicidad y actividad leishmanicida in vitro de la cromanona y algunos derivados.

COMPUESTO CL50 (μg/mL) CE50 (μg/mL) IS
  4-Cromanona, 26 >500,0 30,2 + 12,4 >16,6
2-Cromenona, 27 292,2 + 67,5 >42,4 < 6,9

4-Tiocromanona, 28 >525,9 56,4 + 21,6 >9,3
2-Feniltiocromenona, 29 316,3 + 16,5 >48,9 < 6,4

Glucantime® 444,4 + 99,1 5,4 + 1,5 82,3

EFECTO DE HIDRAZONAS SOBRE AMASTIGOTES INTRACELULARES DE LEISHMANIA PANAMENSIS...
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Adicionalmente también se ha detectado otro 
mecanismo de acción, pues algunas hidrazonas 
tienen la capacidad de quelar hierro de Plasmodium, 
afectando su crecimiento en todos sus estadíos (18). 
En el caso de  piridoxal isonicotinoil hidrazona 
(PIH) se ha encontrado que éste forma un complejo 
con el hierro por lo cual se inhibe la reducción de 
Fe (III) a Fe (II), inhibiendo así la formación de 
oxiradicales (19). La dependencia del grupo en 
algunos parásitos también es un blanco importan-
te en Leishmania y Trypanosoma; así, moléculas del 
tipo 3,6-bis-ω-dietilaminoamiloxixantonas han 
mostrado ser 100 veces más activas in vitro que la 
pentamidina (20).

Un hecho especialmente importante en cuanto 
a diseñar inhibidores de PC es que los parásitos 
Leishmania, Plasmodium y Trypanosoma parecen 
compartir un sitio activo muy similar, por lo cual 
es de esperarse que una sustancia sea activa simultá-
neamente sobre ellos. Finalmente, varias hidrazonas 
derivadas de 2-fenilimidazo[1,2-a]-piridina tam-
bién mostraron actividad contra las macrofilarias 
Acanthocheilonema viteae y Brugia pahangi (21). 

La actividad de los tres derivados de feniltio-
cromenona muestra relación entre la estructura 
y la actividad, por lo cual dichas moléculas son 
susceptibles de modificarse para mejorar su perfil 
leishmanicida con funcionalizaciones en los dos 
anillos aromáticos laterales.
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