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RESUMEN

RESUMEN

Laleishmaniosis es una enfermedad que se encuentra dentro del grupo [lamado * Enfermedades

Huérfanas’, dado el poco interes que generan paralaindustria farmacéutica. En Colombiala
poblacion expuesta es de unos 10 millones de habitantes y en el 2005 se registraron 8115 casos
por e SIVIGILA. Se dispone de pocos medicamentos con actividad reducida reducida e incluso
hay resistencia por €l paréasito.

Los productos naturales han sido una fuente valiosa de moléculas bioactivas y algunos de
ellos, como la quinina y la artemisinina, han sido fuente de antiparasitarios. En esta tesis se
planted € estudio del efecto de dos tipos de productos naturales, las withgardinas y las
acnistinas, sobre amastigotes de Leishmania (V.) panamensis, ya que por su similitud estructural
podrian modificar o bloquear la biosintesis de esteroles en el parésito. Si bien los resultados
indicaron una intensa actividad |eishmanicida también se detecté una ata citotoxicidad. Ambos
eventos biolégicos son dependientes de la estructura y estan intimamente ligados segun los
estudios de model acion molecular que se desarrollaron.

Sin embargo, a partir del sistema farmacoférico formado por los anillos A y B, se generé
una cabeza de serie del tipo cromano, que por modelacion molecular y bioensayos guiados
produjo sustancias con una actividad similar a de las acnistinas y withgardinas, pero con menor
toxicidad.

También se desarrollé la busgueda de otros farmacdforos en plantas taxondémicamente
afines, con una aproximacion etnobotanica. De esta manera se obtuvo un nuevo farmacéforo
emparentado con las acnistinas y withajardinas, pero practicamente atoxico.

El esquema siguiente ilustra | as etapas que permitieron generar nuevas moléculas bioactivas
contra Leishmania (V) panamensis en esta tesis.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas endémicas tales como la Leishmaniosis, Malaria,
Enfermedad de Chagas y Tuberculosis son responsables de la mayor morbilidad y
mortalidad en el ambito mundial, especialmente en los paises en desarrollo; la primera de
ellas afecta alrededor de 12 millones de personas en 88 paises, con una incidencia anual
cercana a 2 millones de casos y 500.000 muertes. Desde hace 60 afios el tratamiento se
basa en el empleo de sales de antimonio; no obstante, su eficacia ha disminuido
ostensiblemente por la aparicién de cepas resistenteOs lo cual al parecer se asocia con
tratamientos incompletos debido a los efectos secundarios, la duracién del tratamiento, la
consecucion del medicamento y la via de administracién. Por estas razones amplios
grupos de la poblacién acuden a tratamientos empiricos con causticos o con plantas para
tratar de curar la enfermedad.

En vista del panorama anterior, en esta tesis se pretende contribuir a la busqueda de
nuevas moléculas y modelos estructurales que permitan obtener en un futuro no lejano
nuevos tratamientos que mejoren las expectativas de vida de la poblacién afectada por
esta enfermedad.

El trabajo desarrollado comprende tres fases. La primera de ellas se relaciona con el
estudio de la accién leishmanicida de dos clases de esteroides, las withajardinas y
acnistinas y el andlisis de sus propiedades estructurales y electronicas mediante
modelacion molecular.

Como consecuencia se desarrolla en la segunda fase la aproximacién a un
farmacdforo, el cual nuevamente se somete a modificaciones estructurales y analisis de
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actividad. Finalmente en la tercera fase y debido a la dificultad para modificar la toxicidad
de los withanolidos evaluados, sin afectar la actividad se han buscado extractos de
plantas pertenecientes a la familia Solanaceae en los cuales se puedan encontrar
farmacoéforos con mejores propiedades farmacoldgicas.

Esta tesis se desarrollé en el Grupo de Quimica Organica de Productos Naturales, en
cooperacion con los grupos de investigaciéon de la Universidad de Antioquia: Estudios
Botanicos y el PECET; el Grupo de Taxonomia y Sistematica Botanica del ICN de la
Universidad Nacional de Colombia y los investigadores Rafael Notario y Victor Cruz del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC-Madrid-Espana).
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Antecedentes

1.1 Leishmaniosis

La Leishmaniosis se describe como una serie de enfermedades antropozoondéticas con
una diversidad epidemiolégica y clinica importante1. Es causada por un parasito
perteneciente al género Leishmania y transmitida a través de la picadura de insectos
dipteros hembra del genero Phlebotomus en el Viejo Mundo y al género Lutzomyia en el
Nuevo Mundo. Aunque existen otras posibles vias de transmisidén como congénita, sexual
y transfusidon sanguinea. Afecta tejido cutaneo, mucosas y o6rganos del sistema
mononuclear fagocitico, produciendo los cuadros clinicos de Leishmaniosis cutanea,
mucocutanea, cutanea difusa y visceral.

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor” 7
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Figura 1.

Formas clinicas de la Leishmaniosis (Fotos PECET, Modificado de Agudelo et al.,
2000)3

1.1.1 Distribucion

La Leishmaniosis es una enfermedad endémica con una amplia distribucion a nivel
mundial: se encuentra en los cinco continentes, afectando 88 paises, de los cuales 72 se
encuentran en via de desarrollo. Tiene una prevalencia en 12 millones de personas y una
poblacion en riesgo de 350 millones de individuos. La incidencia anual estimada es de 1.0
a 1.5 millones de casos por Leishmaniosis cutanea y 500.000 casos debido a la
Leishmaniosis visceral. Sin embargo, se considera que el nimero de casos que se
presentan a nivel mundial es mayor que el reportado oficialmente1. En Estados Unidos
donde no se tenian reportes en la actualidad es considerada como una zoonosis
emergente.

8 "Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor”
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A su vez el riesgo de coinfecciones Leishmania /| VIH estd correlacionado con
cambios en el modelo de dispersion de las dos enfermedades; en ciertos paises la
Leishmaniosis visceral esta llegando a ser mas urbana presentandose en los suburbios
de grandes ciudades y simultaneamente el VIH estd alcanzando progresivamente, las
areas rurales1.

En Colombia la Leishmaniosis es una enfermedad endémica, en el transcurso de
2005, se registraron por el SIVIGILA5 8115 casos de Leishmaniosis. Del total de casos
registrados, 8058, 99.3% fueron de Leishmaniosis Cutanea (Figura 2); 0.4% de
Leishmaniosis Mucosa y 0.3% de Leishmaniosis Visceral. Este nimero representa un
aumento del 25.6% (5998 casos), en el numero absoluto de casos con relacion a lo
observado en el afio 2004 el cual presentd un total de 5620 casos.

La Leishmaniosis continia siendo un problema de salud publica importante y a pesar
de algunos esfuerzos para eliminar el vector y reducir las poblaciones de mamiferos
reservorios, la falta de continuidad en los programas de control, principalmente debido a
los altos costos, ha favorecido la reemergencia de la enfermedad y la aparicion de cepas
de Leishmania que no responden efectivamente al tratamiento con Glucantime.

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor” 9
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Figura 2.

Comportamiento de los casos de Leishmaniosis cutanea en Colombia afo 2005.
(Modificado de SIVIGILA 20055 y Molano A.7)

1.1.2 Etiologia

1.1.2.1 Caracteristicas del Parasito

El género Leishmania es un grupo de protozoos flagelados pertenecientes a la familia
Trypanosomatidae, orden Kinetoplastide, que requiere esencialmente dos hospederos
diferentes para completar su ciclo biolégico: (a) un insecto que cumple el papel de vector
del parasito y (b) un vertebrado, principalmente mamiferos incluyendo al humano, que
cumple el papel de reservorio o de hospedero definitivo.

El parasito presenta dos estadios (Figura 3): el promastigote (forma extracelular) y el
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amastigote (forma intracelular) El promastigote es una forma movil de apréoximadamente
veinte micras de largo que posee un flagelo adherido a un organelo similar a la
mitocondria, llamado kinetoplasto. Metabdlicamente, utilizan aminoacidos y azucares
como fuente principal en condiciones aerdbias. El pH (7) y temperatura de desarrollo
(25-27 °C) de este estadio del parasito, claramente se parecen a las condiciones
bioldgicas del intestino del insecto.

R.L. Tacer racee 2196
Figura 3.

Estadios de desarrollo de Leishmania sp8,

Los amastigotes viven dentro de vacuolas lisosomales de las células fagociticas2. A
diferencia de los promastigotes carecen de flagelo y presentan una forma ovalada o
redondeada y miden de dos a cinco micras de diametro mayor, poseen nucleo,
generalmente excéntrico y adyacente a éste se encuentra el kinetoplasto3. Su pH vy
temperatura optima de desarrollo es de 4-5 y 37 °C respectivamente. Bioquimicamente
su principal fuente de energia son los acidos grasos de cadena larga los cuales puede
transformar en CO2 y agua en mayor grado que los promastigotes.

El género de Leishmania se divide en dos subgéneros, Leishmania (Leishmania) sp.

y Leishmania (Viannia) sp10(Tabla 1).
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Tabla 1.

Principales Especies de Leishmania que infectan al Hombre ( Modificado)

1.1.2.2 Los Vectores

Los insectos que hospedan las especies de Leishmania involucradas en la transmisién de
la leishmaniosis pertenecen a los géneros Phlebotomus y Lutzomyia (Figura 4) en el Viejo
Mundo y en el nuevo Mundo respectivamente2. Se caracterizan por ser insectos
pequefios que miden de 2-3 mm de longitud y de costumbres nocturnas. A nivel de su
saliva se han descrito varias sustancias que desempefian un papel muy importante en el
proceso de transmision del parasito, tales como los vasodilatadores, maxadilan
(Lutzomyia) y adenosina (Phlebotomus); la apirasa (Phlebotomus y Lutzomyia) que es un
factor de antiagregacion plaquetaria, entre otros. Los cuales contribuyen a disminuir la
sensibilizacion e inflamacion del hospedero.

El contacto intradomiciliar y peridomiciliar con estos vectores ocurre generalmente
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después de las cinco de la tarde y en la noche cuando los domicilios se encuentran cerca
a bosques, fendmeno asociado con tala de arboles, cultivos ilicitos, asentamientos en los
bosques, construccién de carreteras, etc. Teniendo en cuenta que el elemento que
determina el mayor riesgo de infeccion en los diferentes tipos de habitats es la densidad
de reservorios mamiferos infectados con Leishmania11. El panorama anterior ha
cambiado notablemente como lo demuestran algunos reportes de casos a nivel urbano,
atribuido a migracién, deforestacion y calentamiento global generando cambios en el
comportamiento de los vectores.

Figura 4.

Espécimen de Lutzomyia sp. (Tomado de UTMB center for tropical diseases )

Entre las especies de Leishmania involucradas en el Viejo Mundo se
encuentranLeishmania major, Leishmania aethiopica y L. infantum; y por su parte en el
NuevoMundo, Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, Leishmania lainsoni,
Leishmania naiffi, Leishmania panamensis, Leishmania peruviana, Leishmania shawi
(subgénero Viannia), Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania
venezuelensis y L. chagasi14. Algunas de estas especies han sido reportadas
comoespecies antropofilicas con habitos intradomiciliario y peridomiciliario.

1.1.2.3 Los Reservorios

La leishmaniosis se puede presentar en reservorios selvaticos y domésticos. Donde los
hospederos mamiferos incluyen roedores, marsupiales, caninos, primates. Los humanos
y otros animales tales como caballos, cerdos y conejos son considerados hospederos
accidentales (Figura 5). En el caso de la Leishmaniosis visceral causada por Leishmania
infantum, el perro es el hospedero mas importante.

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor” 13
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Figura 5.

Algunos Reservorios de Leishmania sp. (Modificado de Simpson y Opperdoes )

1.1.2.4 El Ciclo de Vida

Todas las especies de Leishmania son morfolégicamente similares en su ciclo de vida
involucrando un hospedero vertebrado y uno invertebrado. Puede considerarse que el
ciclo inicia cuando el vector pica un reservorio y/o hospedero infectado, ingiriendo con la
sangre, los parasitos en forma de amastigotes (Figura 6); muchos de éstos son
destruidos en las primeras horas pero otros se transforman en promastigotes
prociclicos/metaciclicos, se dirigen al intestino medio del insecto en donde se multiplican
rapidamente por fision binaria longitudinal, luego migran a la proboscis, localizandose
alrededor de la valvula esofagiana. La transmision del parasito ocurre cuando el insecto
se alimenta nuevamente y regurgita los parasitos almacenados en la valvula esofagiana
dejandolos en la laguna de sangre que se formd en la piel con la picadura.

14
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Figura 6.

Ciclo de vida de Leishmania (Tomado de Centres for Disease Control & Prevention)

1.1.3 Manifestaciones Clinicas de la Leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad seria y algunas veces fatal, la cual depende de las
especies de Leishmania involucradas en la infeccion y de la respuesta inmune del
individuo infectado, generando una gran variedad de manifestaciones clinicas, las cuales
se encuentran agrupadas en cuatro categorias clinicas: Leishmaniosis cutanea,
Leishmaniosis mucosa, Leishmaniosis cutanea difusa y Leishmaniosis visceral.

1.1.3.1 Leishmaniosis cutanea

La Leishmaniosis cutanea es producida por una amplia variedad de especies de
Leishmania relacionadas genéticamente, las cuales combinadas con los mecanismos del
sistema inmune del hospedero dan como resultado un gran espectro de manifestaciones
clinicas, histopatoldgicas e inmunopatologicas. Es producida por especies de Leishmania,
subgéneros Viannia y Leishmania18, en el Viejo Mundo por Leishmania major y
Leishmania tropica6,19. El numero anual de casos de Leishmaniosis cutanea
diagnosticada en Colombia ha incrementado durante los ultimos afios de 6500 casos
para el 2003 a 8058 registrados en el 2005 por el SIVIGILA.

Las principales manifestaciones clinicas son papulas eritematosas en areas
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expuestas del cuerpo donde vectores infectados se han alimentado. El periodo de
incubacién puede ser tan corto como 1-2 semanas o tan prolongado como 1-2 meses. La
lesion temprana puede presentar prurito pero no dolor; la ulcera puede permanecer
relativamente seca con una costra seca o puede exudar material seropurulento. Pueden
presentarse lesiones multiples dependiendo del grado de la exposicion a insectos
infectados, el tiempo y por ende multiples picaduras. Ocasionalmente las Ulceras curan
de forma espontanea, pero pueden persistir por 1 afio 0 mas sin tratamiento6. Cuando las
lesiones ocurren en el pabelldn auricular y la infeccidon es causada por especies de L.
mexicana, puede ocurrir mutilacion del pabellén auricular. Otras especies de Leishmania
pueden invadir los cordones linfaticos circundantes a la lesién produciendo
linfoadenopatias regionales3.

1.1.3.2 Leishmaniosis mucocutanea Americana

Es producida por Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis y Leishmania
guyanensis. La enfermedad inicia con una lesién cutanea o escara tipica en el lugar
donde el insecto se alimentd, y luego los microorganismos migran via linfatica hasta la
mucosa. Las lesiones de la mucosa tienen un efecto lento sin embargo de caracter
progresivo, principalmente sobre la cavidad nasal y oral; adicionalmente, pueden
extenderse a tejido circundante.

Este tipo de Leishmaniosis esta asociado con especies de Leishmania del subgénero
Viannia; en Sur América la especie mas involucrada es L. (V.) braziliensis, en Colombia
L.(V.) panamensis3. Aunque en el Nuevo Mundo ha sido reportada Leishmaniosis
mucocutanea en pacientes inmunosuprimidos con VIH debida a L. donovani, L. major y L.
infantum .

1.1.3.3 Leishmaniosis cutanea difusa

Es considerada una complicacion muy extrafia de la Leishmaniosis cutanea asociada con
una ausencia de respuesta inmunolégica a los antigenos de Leishmania. Se inicia con
una lesién cutanea ulcerativa regular pero luego progresa afectando multiples sitios como
nodulos sin ulceraciones o placas en areas mas frescas del cuerpo, como en lepra.

Es causada por especies del complejo Leishmania mexicana, la especie mas
asociada con esta forma es la L. amazonensis, aunque se han reportado casos aislados
de otras especies. La respuesta al tratamiento con antimoniales es pobre, presentandose
frecuentes recaidas. La Leishmaniosis cutanea difusa ha sido reportada en Brasil,
Colombia, Venezuela, México y Republica Dominicana3.

1.1.3.4 Leishmaniosis visceral

Es una infeccién diseminada a otros organos producida por el subgénero L. (Leishmania)
e incluye L. donovani y L. infantum en el Viejo Mundo y L. chagasi en el Nuevo Mundo.
Aunque tienen un nombre y origen geografico diferente, datos moleculares sugieren que
L. infantumy L. chagasi son en realidad la misma especie10.

Su vector principal es Lutzomyia longipalpis, con excepcién de la Costa Caribe

16

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor”



Antecedentes

colombiana donde el vector principal es Lutzomyia evansi. Afecta a nifios y adolescentes,
siendo mas frecuente en nifos menores de cinco afos3. Los factores de riesgo
asociados con el desarrollo de esta enfermedad incluyen el estado nutricional,
inmunosupresion causada por VIH-1, ademas de multiples riesgos ambientales, tales
como: calentamiento global, tala de arboles, construccion de carreteras, etc10. Las
manifestaciones en este tipo de leishmaniosis comprenden desde una infeccion
asintomatica, hasta una infeccién que se establece en 6rganos y tejidos que poseen
abundantes células del sistema mononuclear fagocitico como son higado, bazo y médula
Osea. Se caracteriza por presencia de fiebre, perdida de peso, hepatomegalia y
esplenomegalia e inmunidad comprometida con mayor susceptibilidad a presentar
sobreinfecciones bacterianas (tuberculosis y neumonia, entre otras).

1.1.3.5 Coinfeccién de Leishmania / VIH

La Leishmaniosis es una de las infecciones oportunistas que atacan a los individuos
infectados con VIH, la mayoria involucra coinfeccion con la forma visceral de la
Leishmaniosis. El mapa de la Figura 7 muestra la distribucién global de los casos
reportados por coinfeccidon Leishmania / VIH y la distribucion de los casos de
Leishmaniosis entre 1990-19981. El solapamiento en las areas geograficas con alto
riesgo de ambos VIH y Leishmaniosis esta incrementando, con la propagacion de
Leishmaniosis (tipicamente una enfermedad rural) en areas urbanas y el incremento
extendido de VIH en areas rurales. Los pacientes con Leishmaniosis son altamente
susceptibles a la infeccién con este virus y en pacientes infectados con VIH, la
Leishmaniosis acelera el desarrollo del SIDA por inmunosupresion acumulativa y por
estimulacion de la replicaciéon del virus.

Figura 7.

Mapa de distribucién global de casos reportados de Leishmaniosis y coinfeccién
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Leishmania /VIH, 1990-1998 (Tomado de OMS)

1.1.4 Medicamentos contra la Leishmaniosis

Los antimoniales pentavalentes (Glucantime® y Pentostam®) han sido considerados
como el medicamento de eleccién durante los ultimos 60 afos; sin embargo, se requiere
de grandes dosis de antimonio pentavalente (20 mg/kg de peso corporal/dia durante 20
dias)22, un esquema que crea una morbilidad considerable: artralgias o mialgias severas
en al menos el 50% de los pacientes, molestias gastrointestinales, aumento en los niveles
de enzimas hepaticas en aproximadamente el 30% de los pacientes, alteraciones
cardiovasculares en al menos 10% de los pacientes y ocasionalmente trombocitopenia y
neutropenia23. El indice de fallas terapéuticas con Glucantime® es cercano al 10% de
los casos que realizan tratamiento completo en Colombia. Ademas, en zonas rurales los
tratamientos son incompletos24. Otros compuestos como Pentamidina y Amfotericina B
aunque efectivos, son mas toxicos y costosos (ej. Liposomas de Amfotericina B: US$
1500)1. En el caso del Miltefosine el primer medicamento via oral resultdé muy efectivo
durante un ensayo clinico fase Ill en el tratamiento de leishmaniosis visceral en adultos4
e incluso se reporta que se estan realizando ensayos clinicos en fase IV, pero solo se ha
empleado en pocos casos contra leishmaniosis cutanea y su costo aun se encuentra en
negociacion, el cual probablemente sera cercano a los US$ 50.

Aunque se han reportado pocos casos de resistencia debido a su reciente uso, se ha
encontrado que es facil inducirla en cultivos in vitro4, por lo que adn es una necesidad
urgente la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

En la actualidad, el conocimiento de los posibles mecanismos de resistencia
involucrados4;25-28 pueden permitir generar nuevas sustancias que eviten su desarrollo
y a la vez se planteen diferentes blancos contra trypanosomatides29-31, puesto que la
filogenético sugiere que estos parasitos son células eucaridticas de evolucion
relativamente temprana; de hecho su organizacién celular difiere considerablemente de
las células de los mamiferos32.

Las rutas bioquimicas presentes en trypanosomatides pero ausentes en sus
hospederos deberia, en teoria, proporcionar blancos excelentes para el disefio racional
de farmacos19. Varias de estas rutas son comunes para todos los trypanosomatides
patogénicos, asi que un farmaco de amplio espectro seria en teoria de utilidad clinica
contra las tres enfermedades (trypanosomiasis africana, trypanosomiasis americana y
Leishmaniosis)

Los blancos especificos de mayor interes actual son:

* Transporte de poliaminas

* Transportadores y enzimas involucrados en el metabolismo de purinas 34
* Protein kinasas

* Biosintesis del Microtubulo

» Metabolismo del Folato
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* Cistein-proteasas

* Tripanotiona Reductasa, Tripanotiona sintetasa y Glutationil espermidina
sintetasa

* Enzimas Glicoliticas

» Metabolismo de acidos grasos y esteroles

Esta ultima ruta fue el inicio de esta investigacion, ya que la importancia del
metabolismo de los esteroides en los trypanosomatides ha sido demostrada
indirectamente por el efecto de agentes antifungicos, los cuales son inhibidores de su
biosintesis. Farmacos basados en el imidazol y triazol (ketoconazol e itraconazol), las
alilaminas (terbinafina) y los azaesteroles, inhiben los enzimas
14a-metilesterol-14-demetilasa, escualeno 2,3-epoxidasa y A24—esterol metil transferasa,
respectivamente, ocasionando una disminucion en los esteroles normales y una
acumulacion de esteroles modificados, con posibles consecuencias citostaticas o
citotoxicas sobre el parasito, Leishmania'y Trypanosoma

En esta tesis se considerd que las withajardinas y las acnistinas podrian bloquear la
biosintesis de ergosterol y esteroles relacionados, por poseer una alta funcionalizacion en
los anillos A y B del sistema esteroidal, de tal manera que podrian efectuarse
alquilaciones sobre alguna de las enzimas de la ruta. Ademas la funcion hidroxilo en el
C-14 de las withajardinas también podria inhibir la 14-demetilasa irreversiblemente.

1.2 Productos naturales y la busqueda de
antiparasitarios

La Quimica de Productos Naturales sigue siendo un interesante campo para
farmacélogos y quimicos sintéticos; de un lado porque ofrecen moléculas bioactivas que
sirven como modelo y a partir de las cuales se pueden generar sustancias para aplicacion
en farmacologia o en agricultura. Aproximadamente el 60% de la poblacién mundial
recurren a las plantas para el tratamiento de sus enfermedades. Dado que en los paises
tropicales como Colombia se dispone de un gran potencial biotecnoldgico en virtud de su
exquisita variabilidad biolégica, muchos investigadores se han dedicado a la busqueda de
compuestos activos contra diferentes agentes infecciosos en plantas, microorganismos, y
organismos marinos, como se describe a continuacion.

Expectativas en el desarrollo de nuevos medicamentos a partir de productos
naturales.

Las moléculas con actividad antiparasitaria han sido objetivo de numerosas
revisiones en los ultimos siete anos, y segun los reportes individuales, muchas de ellas
tendrian un futuro promisorio como moléculas lideres para desarrollar nuevos farmacos.
A pesar de todos los esfuerzos hechos y de la multitud de moléculas y extractos
analizados, porqué razon han ocurrido tan pocos éxitos con la abundancia de moléculas
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naturales reportadas en la literatura40-52. Esta es una pregunta con pertinencia cientifica
y social, pero que en alguna manera pone en tela de juicio a la naturaleza como fuente de
moléculas bioactivas. Sin embargo son los métodos, la organizacion de la investigacion
farmoquimica y los objetivos planteados a diferentes niveles los que deben ser
analizados. Varias aproximaciones pueden presentarse como respuesta:

* El modelo experimental no es el adecuado, bien sea por su estadio o porque no es
una forma infecciosa y patogénica en la vida real.

* Algunas dosis son francamente extremas e incluso ocasionalmente no se tiene en
cuenta que la actividad puede originarse por una propiedad fisicoquimica (pH, alteracion
de la osmolaridad, etc) mas que por una accién bioquimica definida y especifica.

* Los altos indices de toxicidad son enmascarados por las altas actividades
reportadas. En otras palabras, existen moléculas muy activas pero también muy téxicas y
por lo tanto su indice de selectividad (IS) no es el adecuado para emprender otros
estudios.

» Posiblemente la actividad se debe a residuos de solventes altamente toxicos, como
por ejemplo metanol.

* La exclusion de plano de posibles moléculas bioactivas debido a la alta toxicidad de
los extractos; sin embargo cabe la posibilidad de que la molécula activa sea muy diferente
de la toxica y solo de-replicaciones sucesivas de un extracto permitiran definir quien es
quien en un extracto.

* Pocas veces se emprenden ensayos confirmatorios en modelos experimentales
mas seguros y no se realiza una fase de optimizacion molecular que permita definir que
partes de la molécula estan involucradas en la actividad.

» Usualmente se toma una gran cantidad de especies y de extractos, de tal manera
que la capacidad operativa y analitica es desbordada en sus aspectos logisticos y
econdémicos; los ensayos preliminares per se justifican una hipotética y amplia
exploracion etnobotanica.

» Los procedimientos de de-replicacion de las sustancias activas e identificacion de
los principios activos son lentos y azarosos. Incluso puede existir descomposicién y
carencia de actividad por un posible sinergismo o antagonismo de una mezcla de
sustancias.

* Finalmente la casi totalidad de la investigacion tiene origenes netamente
académicos y para la industria farmoquimica su renuencia para abordar el tema puede
tener connotaciones mas mediaticas que econdmicas; por suerte esta cambiando este
paradigma hacia una aproximacion mas racional de los recursos de la biodiversidad y el
respeto de los derechos de las comunidades.

De hecho el unico medicamento que ha engrosado el arsenal quimioterapéutico para
controlar la leishmaniosis es la Miltefosina, una sustancia sintética disefiada sin ninguna
plantilla de un producto natural.
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1.3 Quimica Computacional

La busqueda de moléculas como candidatos potenciales a medicamentos se hace hoy
con ayuda de la quimica computacional, una de cuyas ramas, la Modelacién Molecular,
permite obtener moléculas reales o virtuales con una gran probabilidad de poseer una
accion especifica e incluso predecirse su biodisponibilidad y toxicidad.

Las aproximaciones al Disefio de Moléculas se enfocan desde dos puntos de vista.
El primero de ellos exige el conocimiento de la molécula blanco sobre la cual se ejerce la
actividad y el segundo una relacion entre la estructura y una actividad definida para una
serie de moléculas; este ultimo es el caso usual en quimica de productos naturales en el
cual se determina un efecto farmacoldgico, pero no se conoce el mecanismo de accion.

La primera aproximacion permite adaptar la molécula de interés sobre un espacio
topoldgico y estereolectronico del sitio de interaccion con la molécula blanco. De esta
ultima se conoce su disposicién espacial, la cual se puede consultar en una base de
datos de acceso publico. Mediante diferentes software (Sybyl, Catalyst, etc, etc) se
determinan las caracteristicas que debe poseer una molécula para posiblemente
interactuar con un blanco (distancias, zonas hidrofilicas e hidrofébicas, angulos de
enlace, entre otras). Creando de esta manera moléculas virtuales que interactian con
ese blanco (Docking) y se llega a una serie de candidatos que luego de sintetizarse se
ensayan, y segun los resultados nuevamente se reoptimizan.

La segunda aproximacion es un poco mas compleja, ya que exige una cantidad
apreciable de moléculas para sacar una correlacion firme entre la estructura y la actividad
y/o la toxicidad experimental. Como en el primer caso, hay que conocer la disposicion
espacial de la molécula, que usualmente se logra por difraccion de rayos X57.
Posteriormente y mediante andlisis tipo 2DQSAR y 3DQSAR se correlaciona la actividad
con una propiedad de la molécula, por ejemplo distancias, angulos de enlace, polaridad,
hidrofilicidad, hidrofobicidad, coeficiente de particién, tamafio de grupos, grupos electro-
atrayentes o donantes, etc57-62.

Con base en estos descriptores se sintetizan nuevas moléculas que se evaluan
experimentalmente, para llegar finalmente a una sustancia muy activa y con poca
toxicidad si es del caso.

Algunas aplicaciones de la Modelacion Molecular al disefio y obtencién de nuevas
sustancias bioactivas se describen a continuacion63 :

El megazol, una sustancia sintetizada en 1968 y luego descartada por el riesgo de
generar mutagenicidad, fue reportada con actividad contra Trypanosoma cruzi.
Posteriormente, otros investigadores mediante el modelo quimico de Teoria de los
Funcionales de Densidad para Sistemas Heterociclicos (CHIH-DFT), indicaron que los
sitios reactivos de esta molécula correspondian al grupo amino, basado en la localizacion
del HOMO y que el ataque nucleofilico tomaria lugar en el O1964. Sin embargo el
mecanismo de mutagenicidad asociado al parecer no se ha resuelto.
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En la busqueda y refinamiento de nuevas moléculas antiparasitarias, una de las
publicaciones mas recientes reporta un nuevo derivado de dihidrobenzofurano
denominado (2g) como un compuesto antileishmania lider, segun datos experimentales in
vitro (Concentracién Inhibitoria, CI 50 = 0.1 ug/mL) y posterior evaluacién de la relacion
estructura actividad aplicando el modelado de superficie del receptor Quasar 65 .

En una busqueda sistematica de ligandos con la subestructura P-X-P para la
purinatransferasa de T. cruzi en la base de datos CSD se encontraron una serie de
ligandosconocidos como bifosfonatos, sustancias utilizadas en trastornos 6seos. Estos
sesometieron a estudios moleculares utiizando métodos de mecanica
moleculardemostrando que este grupo de compuestos son similares al sustrato natural de
lapurina transferasa. La correlacion con estudios in vitro demostré que los
bifosfonatosmas potentes fueron pamidronato y risedronato, que inhiben la enzima
purinatransferasa de Trypanosoma cruzi en el rango de concentraciones micromolares66.

En el trabajo realizado por Bordas et al. 200367 se describio la aplicacion del CoMFA
para derivar el sitio de enlace hipotético de herbicidas tipo dicloroacetamida. Igualmente
destacan la importancia y aplicabilidad que tienen metodologias computacionales como el
CoMFA y CoMSIA en el disefio de ligandos cuando se desconoce la estructura
tridimensional de la proteina diana.

Dado el perfil de actividad de la Artemisinina y sus derivados contra P. falciparum en
un estudio realizado se reportaron una serie de analogos de artemisinina con actividad
antileishmania, y simultdneamente utilizando la metodologia CoMFA establecieron una
relacion estructura actividad; encontrando que la sustitucion en C- 93 mejora la actividad
antileishmania comparado con la artemisinina, al igual que los 10-deoxo derivados. Sin
embargo, continuan realizando estudios con el fin de disminuir su toxicidad y potenciar su
biodisponibilidad68.

A partir de un grupo de 53 compuestos con actividad antimalarica, principalmente
alcaloides del tipo naftilisoquinolinicos, pero también fenilantraquinonas se realizaron
investigaciones con modelos 3D-QSAR basados en la metodologia CoMSIA, permitiendo
establecer la importancia del atomo de nitrogeno y el hallazgo de que una funcion
oxigenada en posicién C6 de la estructura de la isoquinolina disminuye la actividad
antimalarica69.

Se espera que en un futuro muy préoximo la Quimica Computacional y la Modelacién
Molecular permitan definir criterios de construccion de nuevas y mejores moléculas para
uso en farmacologia humana y veterinaria asi como en el campo agricola.

Aunque esta investigacion no pretende en manera alguna recorrer todos los caminos
involucrados en el desarrollo de una molécula lider, tiene tres puntos que se
complementan adecuadamente:

» Una teoria bioquimica para justificar la seleccién de varias moléculas de partida,
consistente en el posible efecto inhibitorio de una clase de moléculas sobre el
metabolismo de esteroides propios del parasito.

* El analisis por modelacion molecular de la relacién entre la estructura, la actividad y
la toxicidad para obtener una nueva clase de farmacéforo.
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* Finalmente la busqueda de un nuevo farmacéforo por consideraciones
quimiotaxondémicas.
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2.1 Objetivo General

Buscar moléculas naturales o semisintéticas que posean acciéon sobre amastigotes de
Leishmania (Viannia) panamensis y mediante bioensayos guiados realizar estudios de
modelacion molecular para generar otros compuestos leishmanicidas.

2.2 Objetivos especificos

Aislar e identificar Withajardinas y Acnistinas presentes en Deprea orinocensis (H. & B)
Rafineski y Dunalia solanacea Kunth.

Determinar su efecto leishmanicida in vifro sobre amastigotes intracelulares de
Leishmania (V.) panamensis y la citotoxicidad sobre células U937.

Modificar las sustancias de origen natural de acuerdo a los resultados anteriormente
descritos y evaluar su potencial leishmanicida.

Analizar por modelacion molecular los sitios activos de las moléculas, el farmacoforo
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y la posible correlacion entre la actividad leishmanicida y la toxicidad.

Seleccionar un nuevo farmacéforo de partida con base en la actividad de las
sustancias naturales, sus derivados y el estudio de modelacién molecular.

Derivatizar el nuevo farmacoforo y estudiar el efecto leishmanicida in vitro.

Realizar estudios bioguiados con extractos de plantas afines a Dunalia solanacea y
Deprea orinocensis, obtener un perfil de sus posibles componentes y si fuera elcaso,
aislar e identificar el compuesto bioactivo.

30

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor”



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estudio experimental y computacional de la
actividad leishmanicida de withajardinas y acnistinas

3.1.1 Introduccion

En estudios previos se ha explorado una amplia gama de metabolitos secundarios contra
Leishmania, entre ellos agonistas y antagonistas de ecdisonas, triterpenos y esteroides
tales como azadirachtina, cucurbitacinas, glicosidos cardiacos1, entre otros. Mas
recientemente se han reportado los efectos tripanocidas y leishmanicidas de alcaloides
esteroidales en Holarrhena curtisii 2 y Dunalia brachyacantha 3. En este capitulo se
describe el efecto citotéxico y leishmanicida de dos clases de withanolidos (acnistinas y
withajardinas), los cuales se describen a continuacion.

3.1.2 Withanolidos

Los withanolidos son un grupo de lactonas esteroidales que han sido aislados de varios
géneros de la familia Solanaceae4. Varias de estas sustancias han mostrado diferentes

"Plataforma Cybertesis - Derechos son del Autor” 31



MOLECULAS BIOACTIVAS CONTRA Leishmania (Viannia) panamensis. ACTIVIDAD Y
OPTIMIZACION MOLECULAR

tipos de actividad bioldgica, tales como citotéxica, anticancer, antiinflamatoria y
hepatoprotectorab, entre otras. Hace algunos afios en nuestro grupo de investigacion se
aislaron e identificaron dos nuevas series de withanolidos, las acnistinas y las
withajardinas (Figura 8), algunas de las cuales tienen accion inmunosupresora5.

Se propuso inicialmente en esta parte de la tesis que algunos withanolidos podrian
interferir con la biosintesis y la accion de esteroles indispensables para el metabolismo
del parasito ya que estos microorganismos necesitan ergosterol y esteroles alquilados en
C-24 para su crecimiento y supervivencia puesto que no pueden transformar el colesterol
del huésped6 y como tales podrian ser excelentes candidatos para el control de la
leishmaniosis.

Desde un punto de vista quimico, la estructura de algunos withanolidos es similar a
las ecdisonas, una serie de hormonas que requieren los insectos y algunos
tripanosomatidos para su metamorfosis, ya que poseen hidroxilaciones en C-14 y C-17,
asi como diferentes funcionalizaciones de los anillos Ay B.
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Figura 8. Estructura de withanolidos estudiados en este trabajo

Debido a que se encontré que la actividad de las withajardinas y acnistinas es
fuertemente dependiente de la estructura, se presentan algunas aproximaciones
computacionales para determinar los aspectos estructurales que inciden en las relaciones
en la actividad y los sitios que interactian con una posible molécula blanco. Las
aproximaciones computacionales representan una buena alternativa para mejorar el perfil
farmacoldgico de diversas clases de sustancias e incluso para crear nuevas moléculas de
acuerdo a parametros estereoelectronicos, polaridad, fuerza de campo, hidrofobicidad,
constante dieléctrica, etc7 8.

3.1.3 Actividad Leishmanicida

Una sustancia es considerada con actividad leishmanicida promisoria cuanto tiene un
Indice de Selectividad mayor a 10 (IS= CL50/CE50). Sin embargo, en este estudio se ha
encontrado que seleccionar Unicamente este parametro, no es adecuado porque no solo
cuando se tienen sustancias poco toxicas y muy activas es factible obtener dicho indice,
ya que el mismo se puede lograr cuando se tienen sustancias poco citotdéxicas y no
efectivas.

Por lo tanto en esta tesis se considero inicialmente que una sustancia es promisoria
cuando su concentracion efectiva (CE50) es < 50.0 pg/mL y su concentracion letal (CL50)
> 50.0 yg/mL. Sin embargo, cuando se realizé la conversion a la unidad yM esto llevo a
redefinir el rango establecido para la CE50 a una concentracion < 25 pg/mL.
Adicionalmente, en el caso de extractos, son considerados promisorios aquellos que
presenten un porcentaje de inhibicion mayor al 50% cuando son evaluados a una
concentracion < 50 yg/mL y el mismo parametro de citotoxicidad antes mencionado.
Estos parametros son entonces los utilizados para analizar el grado de bioactividad de las
diferentes sustancias y extractos que se trabajaron en esta tesis como se describe a
continuacion para los withanolidos en primer plano. Es de anotar que los valores de las
graficas corresponden al promedio de uno o varios experimentos que se hicieron
por triplicado; el tratamiento estadistico de los datos se encuentra en el anexo 1.

Las acnistinas y withajardinas se diferencian fundamentalmente en la cadena
lactdnica en el C-17 y la hidroxilacion del C-14 en el segundo grupo. Como se describe
mas adelante el perfil de actividad de ambas clases de withanolidos es similar y por tanto
se ha considerado en una aproximacion que estos dos grupos tienen poca influencia en
la actividad leishmanicida y por el contrario la funcionalizacién de los anillos A y B incide
notablemente:

* El efecto sobre amastigotes de L. (V) panamensis muestra que la acnistina E y la
withajardina B (Tabla 2) exhiben un fuerte efecto leishmanicida. Estas dos sustancias
tienen en comun un sistema 2-en-1-ona, un 5B,6B3-epoxi y un hidroxilo en C-4 del sistema
esteroidal; las acnistinas A y C a pesar de carecer del hidroxilo también tienen un fuerte
efecto leishmanicida.
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Tabla 2. Actividad leishmanicida de Withajardinas y Acnistinas

Esta relacién entre la estructura y la actividad contrastan en cierto grado con lo
reportado anteriormente para los withanolidos similares aislados de Dunalia
brachyacantha, evaluados sobre promastigotes de L. (L) amazonensis, L. (V) braziliensis,
L. (L) donovani y epimastigotes de Trypanosoma cruzi, presentando una CI50 de 1.0 -
10.0 ug/mL3; y el compuesto tipo 53,6p3-epoxi fue menos activo que su correspondiente
deoxianalogo, cabe mencionar que estos ensayos no se realizaron sobre la forma
infectiva que se encuentra en el hospedero y adicionalmente la cepa de L. amazonensis
fue aislada de un insecto y no de un paciente.

* El grupo hidroxilo en el C-4 es muy importante, pues su ausencia en las acnistinas
Ay C los hace casi tres veces menos potentes. En el caso de la acetilacion del grupo
hidroxilo, esto conlleva a una disminucidon ostensible de la citotoxicidad conservando el
grado de efectividad, pues la withajardina C tiene una CE50 de 12.8 pg/mL contra 1.1
Mg/mL de la withajardina B.

+ Cambios en el sistema carbonilo o, insaturado disminuye la efectividad. Por
ejemplo, en el aducto 3-metoxi withajardina A (CE50 >50 ug/mL), la reduccién del sistema
2-en-1-ona disminuye notablemente la accién leishmanicida en comparacién a la
Withajardina B.

* De igual manera, la acnistina G que posee el grupo epoxido pero no el sistema
2-en- 1-ona, exhibe una CE50 de 7.9 ug/mL, es decir casi tres veces inferior a la de su
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analogo estructural, la acnistina A. Sin embargo, cuando se compara la withajardina A
con la acnistina G ( 30.8 vs 7.9 pg/mL, respectivamente) se observa que es predominante
la influencia del grupo epoxido que el mismo sistema carbonilo a, insaturado sobre la
bioactividad.

* En el caso de la acnistina F, que es un compuesto tipo 4-deoxi-5,6-dihidroxi pero
que conserva el sistema carbonilo a,B3-insaturado, la actividad es casi 75 veces inferior a
la de la acnistina E.

* De otro lado, la presencia de un doble enlace en lugar de un grupo 5B,63-epdxido
como en la withajardina A disminuye la accion leishmanicida como también la formacion
de un aducto Michael en el C-3. Ademas, un sistema conjugado sin el epdxido, tal como
en la acnistina B es carente de efectividad.

Con relacién al Indice de selectividad (IS) de todas estas moléculas y del
Glucantime® no se considera un unico parametro decisorio y de eleccion. Dado que este
medicamento de referencia a pesar de tener un IS tan elevado in vitro ocasiona un gran
nivel de toxicidad in vivo. Lo que nos demuestra que un IS muy grande no permite
eliminar el riesgo de generar toxicidad. De otro lado, moléculas no efectivas y no
citotoxicas me permiten de igual manera obtener un IS mayor de 20.
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Figura 9. Citotoxicidad vs Efectividad de Withajardinas y Acnistinas

Aunque, la actividad leishmanicida de los withanolidos antes mencionados esta muy
correlacionada con la citotoxicidad (Figura 9), cambios en la estructura modifican en
mayor grado la citotoxicidad que la efectividad. Asi, la apertura del epdxido reduce el
efecto citotoxico 600 veces, mientras que la efectividad disminuye 25 veces unicamente
(acnistina F vs acnistina A). Adicionalmente, el grupo carbonilo a,B- insaturado es menos
importante que el grupo epoxido (acnistina G vs acnistina A) dado que la efectividad fue
reducida 2.6 veces y el grado de citotoxicidad en 31 veces. En la serie de withajardinas,
la presencia de un doble enlace en lugar de un CB5,C6( epdxido reduce la toxicidad 5
veces y se conserva algun grado de actividad leishmanicida (withajardina A vs
Withajardina B). Con el fin de comprender algunas caracteristicas estereolectronicas que
intervienen en la actividad leishmanicida, se ha adelantado un estudio computacional al
respecto, como se explica a continuacion.
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3.1.4 Quimica Computacional

Las acnistinas y las withajardinas se diferencian estructuralmente en tres hechos
principales5,9-12 (Figura 8).

* La cadena lateral en el C-17 de las acnistinas es un sistema biciclico de cinco y seis
miembros, mientras que en las withajardinas es un biciclo de 6 miembros cada uno.

 La estereoquimica de la hidroxilacién en el C-17, para las acnistinas es B, mientras
que en las withajardinas es a.

» Estos ultimos compuestos poseen una hidroxilacion extra en C-14 con
configuracién a.

A partir de las premisas anteriores y siguiendo las fases del analisis 3D-QSAR
enumeradas en la introduccion, se detallan a continuacion los resultados obtenidos en
cada una.

3.1.4.1 Analisis conformacional

Tanto las acnistinas como las withajardinas estudiadas en este trabajo constan de dos
subestructuras relativamente rigidas: una esteroidal y un sistema biciclo. Ambas estan
unidas por un enlace sencillo que permite la rotacion mutua de las dos subestructuras. La
principal diferencia entre withajardinas y acnistinas reside en la naturaleza del sistema
biciclo y de sudisposicién en la cadena esteroidal. Sin embargo, los resultados
experimentales debioactividad muestran que esta es similar en los dos grupos de
compuestos con igualdad desustituyentes en el anillo esteroidal. Esto sugiere que la
subestructura responsable de la bioactividaddebe ser el esqueleto esteroidal. Por tanto,
en adelante so6lo se considerara lasubestructura esteroidal como objeto de la modelacion
QSAR.

El esqueleto molecular de los withanolidos estd compuesto por cuatro ciclos
fusionado, se puede considerar bastante rigido desde un punto de vista conformacional.
La diferencia estructural mas notable entre los distintos compuestos se localiza en la
geometria del anillo A. La presencia del 5B,6B-epdxido saca este anillo del pseudoplano
formado por el resto de anillos del esqueleto esferoidal, logrando medirse un angulo ¢
entre los planos formados de un lado por los atomos 1,2,3,4 vy, por otro el resto de atomos
en los anillos B,C,D (5- 17)(Figura 10).
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Figura 10. Estructura conformacional de la Acnsitina E y la posicion del anillo A

Los datos experimentales para la actividad leishmanicida y la citotoxicidad versus el
angulo @ se muestran en la Figura 11. Puede observarse un incremento cuasi-lineal de la
bioactividad con la apertura del angulo ¢ para ambas clases de compuestos. En la
Acnistina A, un compuesto muy activo y toxico que tiene un epoxido de 58,68, el angulo
medido es 47°, pero se incrementa a 61° para la Acnistina E, el compuesto mas activo en
el grupo. El angulo del plano es mas abierto para esta molécula por la presencia de un
grupo hidroxilo cercano al

H guln &

Figura 11. Correlaciones entre Log (1/ CL50) y Log (1/ CE50) vs el angulo del plano del
Anillo A. Los numeros se refieren a los compuestos de la Tabla 2.

Las estructuras optimizadas al nivel de teoria B3LYP/6-31G(d)13 reproducen
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bastante bien las extraidas de la Base de Datos Cristalografica de Cambridge14 (RMSD<
0.01 A para los atomos comunes, sin hidrogenos en el caso de la Acnistina E). Sin
embargo es preciso mencionar que el calculo tedrico encuentra un conférmero mas
estable para dicha Acnistina, debido a una estabilizacion extra ocasionada por un enlace
de hidrogeno intramolecular entre el hidroxilo en 4 y el oxigeno del epodxido. Esta
interaccion no se encuentra en las estructuras cristalograficas, debido probablemente al
entorno cristalino. En principio, se considera esta conformacién en el modelado QSAR, en
atencion a los siguientes criterios: 1) Mantener la concordancia con los datos
cristalograficos y 2) En el hipotético caso de interaccibn con un receptor, esta
conformacion se veria favorecida por la propia interaccion intermolecular.

3.1.4.2 Regla de Alineacién

Dada la rigidez del esqueleto esteroidal se decide alinear todas las moléculas objeto del
estudio QSAR utilizando los siguientes atomos 5,8,10,13,14. En la Figura 12 se
representa el resultado de dicho alineamiento, junto con el cubo que delimita la region
tridimensional donde se han calculado los descriptores estereoelectronicos que se
pretenden correlacionar con los datos experimentales de bioactividad.

=

Figura 12. Alineacion de moléculas

3.1.4.3 Calculo de descriptores moleculares

En el entorno 3D-QSAR los descriptores moleculares consisten en una malla
tridimensional de puntos, en la que a cada punto se le asigna el valor de la energia de
interaccion entre la molécula en cuestion y un atomo probeta situado en dicho punto. Las
energias de interaccion que se consideran inicialmente son la estérica y la electrostatica,
que representarian las contribuciones mas comunes en una interaccion ligando-receptor
hipotética. La energia estérica se calcula mediante la expresion de van der Waals
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asignando a cada atomo los parametros correspondientes del Campo de Fuerzas Tripos,
tales como radio de van der Waals y coeficientes de atraccion y repulsién. La energia
electrostatica es calculada mediante la expresion de Coulomb, teniendo en cuenta la
carga electrostatica de cada atomo obtenida del calculo mecanico-cuantico por ajuste del
potencial electrostatico (formalismo CHELPG). Se seleccioné como atomo probeta un
atomo de C con hibridacion sp3 y carga +1, que suele ser usado para mapear dicho tipo
de interacciones en los modelos 3DQSAR. Se han probado distintas mallas
tridimensionales, en las que se ha variado la distancia entre puntos de 0.5 a 2 A,
buscando un compromiso entre una mayor resolucion delos campos tridimensionales y
una reduccion del ruido estadistico por la acumulacion devalores que no aportan sefal.

Dada la naturaleza de la energia de interaccién en las cercanias del radio atémico,
donde el componente estérico aumenta notablemente en una distancia interatémica
pequena, se seleccionan unos valores de corte para dicha energia, y se asigna este valor
de corte a todas las energias correspondientes a puntos mas cercanos al radio de cada
atomo. Los valores de energia electrostatica no se calculan en estos puntos y se le
asigna el mismo valor nominal que la energia de corte. Esta manipulaciéon es
estadisticamente aconsejable, para mantener la continuidad de los descriptores
tridimensionales, e intuitivamente aceptable, dado que las interacciones ligando-receptor
se suponen en distancias superiores al radio de van der Waals.

3.1.4.4 Modelos PLS15

En principio se ha contemplado la busqueda de correlaciones entre los datos
experimentales de actividad leishmanicida y citotoxicidad de forma separada con los
campos estérico y electrostatico de las acnistinas y withajardinas descritos en la Tabla 2.
Los valores de bioactividad han sido recalculados aplicando la transformacion
Log(1/CE50) y Log(1/CE50), segun el caso y siguiendo las recomendaciones estandar en
el ambito QSAR16.

Ademas de buscar modelos que puedan explicar la bioactividad de dichos
compuestos, también se requiere que dichos modelos puedan discriminar entre
efectividad y citotoxicidad. Sin embargo, el conjunto de datos experimentales muestran
una alta correlacion entre ambos conjuntos de datos (r2 = 0.76), como puede observarse
en la figura 11. Es por ello probable que 3D-QSAR sea incapaz de proporcionar un
modelo que proponga mejoras estructurales que aumenten la actividad leishmanicida y
disminuyan la citotoxicidad.

En la Tabla 3 se presentan los datos estadisticos de regresion obtenidos mediante
validacién cruzada (Leave-One-Out crossvalidation (LOQ)), para distintas combinaciones
de campos moleculares y variables dependientes.

40
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ACTIVIDAD LEISHMANICIDA
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Tabla 3. Parametros CoMFA para la bioactividad y Datos Estadisticos de “validacion
cruzada”

Finalmente se selecciona la combinacion de campos estérico y electrostatico
definidos en una region con un tamario de red de 1 A, y con un valor de corte para la
energia de interaccion de 10 kcal/mol, en el caso de la actividad leishmanicida; y 5
kcal/mol en el caso de la citotoxicidad. Los modelos finales resultantes de correlacionar
estas bioactividades con dichos campos moleculares sin validacién cruzada y extrayendo
dos componentes en cada caso, arrojan los siguientes datos estadisticos:

- Para la actividad leishmanicida: r2 = 0.988 , Error Estandar de Estimacion= 0.231
en unidades log.

- Para la citotoxicidad: r2 = 0.891 , Error Estandar de Estimacion = 0.852 en unidades
log. Dada la complejidad de la ecuacion QSAR obtenida, que define la bioactividad en
términos de los valores de energia de interaccion en cada punto de la red, es usual
representar dicha informaciéon en forma de graficos moleculares con los campos de
interés mapeados sobre alguna estructura molecular. En particular, el campo
correspondiente a multiplicar la desviacion estandar obtenida en cada punto por el
coeficiente asociado a dicho punto en la ecuaciéon QSAR, es de enorme interés dado que
permite discriminar las areas que realmente influyen en el modelo y que sentido, positivo
0 negativo tiene esta influencia.

En las Figuras 13 y 14 se representa el campo de desviacion estandar de la
subestructura de la acnistina A sin el sistema biciclo sobre el C-17, desde dos puntos de
vista diferentes, ecuatorial y axial, respectivamente. Los modelos obtenidos de la
actividad leishmanicida se muestran en la parte izquierda de las figuras con las
isosuperficies en forma de malla. Los modelos obtenidos para la citotoxicidad aparecen
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en la parte derecha con las isosuperficies en formato sélido; se han separado las
contribuciones provenientes de los campos estérico y electrostatico. En cada caso los
valores mas positivos se representan en rojo y los mas negativos en azul.

Actividad leishmanicida Citotoxicidad

Zampo Estanco Carmpa Esténon

Figura 13. Campos CoMFA. Vista Ecuatorial de la subestructura de la Acnistina A
Activided lershrmanicida Lriotoxrcioad
Campe Catérico = px Exbar on
AW
-

.
Fa s

Campo Eleotrostaiico

Figura 14. Campos CoMFA. Vista Axial de la subestructura de la Acnistina A

En la parte superior de las figuras se representa el efecto del campo estérico. Las
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zonas de malla oscura indican areas donde un aumento de campo estérico resulta en
aumento de la bioactividad, siendo lo contrario para las zonas en gris claro. Se puede
observar en dichas figuras la focalizacion del modelo en el anillo A. De dicho modelo se
deriva que sustituyentes relativamente voluminosos en la prolongacion de dicho
anillo mas alla del doble enlace en C2,C3 son beneficiosos para la actividad
leishmanicida, pero también para incrementar la citotoxicidad. Asi mismo, un
aumento de campo estérico en la zona que ocuparia el anillo A si se mantuviera en
el pseudoplano esteroidal seria perjudicial tanto para la efectividad como para la
citotoxicidad.

Para interpretar los efectos del campo electrostatico es necesario tener en cuenta la
naturaleza bipolar de dicho campo (positivo y negativo). Asi se tiene que el area roja que
rodea al anillo A esta indicando que un aumento de carga positiva en dicha zona resulta
en un incremento tanto de la efectividad como de la citotoxicidad. Por otro lado, la zona
coloreada en azul en el entorno del oxigeno del epéxido indica que un aumento de
carga negativa en esa posicidon supone un incremento tanto de la efectividad como
de la citotoxicidad.

Ademas, se observa otra zona, menos significativa, de influencia electrostatica en
lasproximidades del anillo D, que parece estar ligada a la diferencia entre acnistinas
ywithajardinas relacionada con la sustitucion en el C-17. El modelo parece asociar
unapequena parte de la varianza en los datos experimentales a las diferencias
electrostaticasentre ambos tipos de compuestos.

Adicionalmente, la influencia del ambiente electrostatico sobre la bioactividad en
forma de un dipolo intramolecular también se puede observar cuando se grafican los
datos experimentales contra el dipolo molecular (Figura 15). Puede deducirse que existe
una correlacion entre el momento dipolar y la efectividad, lo cual esta de acuerdo con los
resultados generados en CoMFA. Sin embargo el modelo 3D-QSAR puede ser utilizado
para identificar la orientacion del dipolo que incrementa la bioactividad.

ferish i

Figura 15. Correlaciones entre Log (1/ CL50) y Log (1/ CE50) vs el Momento Dipolar. Los
numeros se refieren a los compuestos de la Tabla 2.

Otra fuente de validacion lateral para el modelo CoMFA puede ser el calculo del
parametro de lipofilicidad ClogP, como se evidencia en la Figura 16, en la cual se
observa una buena correlacion entre los datos experimentales y los valores de ClogP. Sin
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embargo, el descriptor de lipofilicidad separa las acnistinas de las withajardinas.

Figura 16. Correlaciones entre Log (1/ CL50) y Log (1/ CE50) vs ClogP. Los numeros se
refieren a los compuestos de la Tabla 2.

Es claro que la efectividad y la citotoxicidad se incrementan cuando el valor de ClogP
decrece. Las withajardinas tienen un ClogP mucho menor que las acnistinas, ya que
contienen un grupo polar extra correspondiente al C-140H. No obstante debe observarse
que la acnistina F se sale de las caracteristicas de las acnistinas y se engloba mejor en el
de las withajardinas, debido a que contiene un par de grupos hidroxilo que decrecen su
contribucién al ClogP; es evidente entonces que la bioactividad se incrementa por la
hidrofilicidad de la molécula.

De los resultados obtenidos se pueden derivar las siguientes conclusiones:

* El modelo mecanico-cuantico B3LYP/6-31G(d) reproduce bastante bien las
geometrias cristalograficas de los compuestos considerados.

» Los datos estadisticos obtenidos muestran que las correlaciones entre descriptores
estructurales y actividad leishmanicida son bastante aceptables en su capacidad

predictiva, mientras que las correlaciones encontradas en el caso de la citotoxicidad
son mas deficientes (Figura 17).

* Los datos experimentales revelan un gran paralelismo entre la actividad
leishmanicida y la citotoxicidad, lo que significa que cualquier modificacién estructural que
se realice para mejorar o disminuir una de ellas, afectara a ambas simultaneamente.
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Figura 17. Datos Experimentales vs Predictivos de Log (1/ CL50) y Log (1/ CE50)

3.1.5 Conclusiones

Algunas withajardinas y acnistinas exhiben un potente efecto sobre amastigotes
intracelulares de Leishmania panamensis; no obstante también exhiben una alta
citotoxicidad.

Para tratar de disefar andlogos estructurales que mantengan la efectividad y
disminuyan la toxicidad se ha realizado un analisis computacional, de tal manera que se
generen moléculas que retengan algunas caracteristicas funcionales de los anillos
esteroidales A y B. Para ello se ha desarrollado un estudio preliminar de busqueda de
correlacion entre datos experimentales de bioactividad y descriptores de estructura
molecular para una serie de acnistinas y withajardinas. En atenciéon a la evidencia
experimental, se ha simplificado elanalisis computacional teniendo en cuenta solamente
el sistema esteroidal ydesconociendo la contribucion del sistema biciclo en la posicion
C-17.

Se ha empleado la metodologia 3D-QSAR para la realizacién de dicho trabajo debido
a la gran flexibilidad en el tratamiento de la variabilidad conformacional en el conjunto de
moléculas a estudiar. Ademas la relativa rigidez del esqueleto esteroidal permite un
alineamiento sencillo de dichas estructuras. En principio se han contemplado los campos
estérico y electrostatico, que conforman el estandar CoMFA del analisis 3D-QSAR, como
responsables de la distinta bioactividad registrada.

Las diferencias observadas en bioactividad se pueden explicar satisfactoriamente por
la influencia de los campos estérico y electrostatico en el entorno de los anillos A y, en
menor grado, B. En particular, determinada disposicién del anillo A y de sustituyentes
voluminosos adecuados en las posiciones 2,3, favorecen la bioactividad. Asi mismo, el
modelo muestra que un aumento de carga positiva en torno a las posiciones 2,3,4 del
anillo A y un incremento de carga negativa en las proximidades del grupo epdxido
implican aumento de la bioactividad. Esta disposicion de cargas de distinto signo en el
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espacio sugiere la interaccion favorable que un dipolo con dimensiones de un esqueleto
del tipo naftaleno o analogo pudiera tener con el receptor hipotético.

Adicionalmente se podrian considerar otros campos tridimensionales para ver su
efecto sobre la actividad leishmanicida y citotoxicidad tales como enlace de hidrogeno,
orbitales moleculares de frontera o funciones de Fukui. Sin embargo, dada la alta
correlacion existente entre estas dos variables dependientes, es bastante probable que
los posibles modelos que se pudieran obtener no discriminaran entre un tipo de
bioactividad y otro. Finalmente y aunque hay un alto nivel de actividad leishmanicida
con la mayoria de los compuestos analizados, la alta toxicidad asociada impide
llevar a cabo otras transformaciones sintéticas para mejorar su perfil biolégico.
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3.2 Isésteros (Cromanos) como farmacoéforos
leishmanicidas in vitro

3.2.1 Introduccidén

En el analisis de la actividad leishmanicida de varios withanolidos contra amastigotes
de Leishmania (V.) panamensis se demostr6 que existe una intima relacion con la
citotoxicidad. Sin embargo, en la busqueda de moléculas que posean mejores
perspectivas farmacoldgicas se ha realizado una aproximacién basada en la busqueda de
bioisésteros de los anillos A y B de las withajardinas y acnistinas. Usualmente el
bioisosterismo trata de reemplezar atomos o grupos de atomos por equivalentes que
posean una distribucién similar de electrones1,2, de tal manera que se efectue una
interaccion similar o mejor con un blanco terapéutico especifico. No obstante esta
metodologia también es valida cuando se encuentra una distribucion electronica en una
zona de la molécula involucrada en una actividad determinada. En el caso de los
withanolidos, la zona que comprende el carbonilo, el grupo 4-OH y el epdxido pueden
hallar su equivalente electrénico en una sistema de benzopirano (Figura 18), en el cual el
par de electrones del oxigeno dentro del ciclo participan en una conjugacién similar a la
contribucion del hidroxilo. De otro lado, un sistema aromatico adecuadamente
funcionarizado por ejemplo con grupo -NO2 podria suministrar una distribucién de cargas
y una densidad electronica en una zona similar a la del epdxido. El sistema benzopirano
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se encuentra en algunas sustancias naturales, como por ejemplo varios flavonoides,
cumarinas, lignoides y alcaloides, algunas de las cuales también poseen efectos
antiparasitarios3-9. En esta tesis se han analizado varios benzopiranos y analogos
(Figura 19), con el fin de determinar si poseen un mejor perfil biolégico que los
withanolidos evaluados en la primera fase de este trabajo.

ETTHARG

Figura 18. Comparacién estructural del farmacoéforo de withanolidos con benzopiranos

3.2.2 Benzopiranos

Las propiedades de los benzopiranos en general son las siguientes:

* Son relativamente pequefias,

* Presentan un anillo aromatico lo cual le confiere caracteristicas hidrofobicas a esta
parte de la molécula,

» Tiene un anillo heterociclo con dos atomos de oxigeno o en el caso de los
tiobenzopiranos un atomo de oxigeno y uno de azufre.
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Figura 19. Cromanos y analogos evaluados en esta fase

3.2.3 Resultados y Discusion

En el Esquema 1 se ilustra el procedimiento de generacion de estas nuevas moléculas
bioactivas. Asi, en primera instancia los anillos A y B del sistema esteroidal de las
withajardinas y acnistinas activas se puede asimilar estructuralmente a una cromenona;
su actividad se encuentra cercana al limite de CE50 promisorio (42.4 ug/mL), pero su
citotoxicidad es notablemente reducida (292.2 ug/mL) (Tabla 4), pero se encontraba
dentro de los criterios de seleccibn como sustancia con actividad leishmanicida
promisoria, establecidos y descritos en el numeral 3.1.3 .
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Diseme de compuestes [aishmanicidas
g parlir de wihanelides

Esquema 1. Evaluacion hacia nuevos compuestos leishmanicidas (I)

A partir de esta molécula se exploraron entonces otras dos series, un cromano y un
tiocromano. Estas nuevas moléculas son heterociclos relativamente pequefios, tienen un
anillo aromatico que les confiere caracteristicas hidrofébicas y son susceptibles de
modificaciones adicionales. Inicialmente el cromano fue sometido a una serie de
transformaciones que involucraban la reduccion, acetilacion y nitraciéon, con resultados
prometedores (Esquema 2), a pesar de que estas moléculas no parecen tener una
amplia gama de posibilidades para transformarlas en otros derivados con mejor actividad
leishmanicida.
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Tabla 4. Actividad Leishmanicida de Withajardinas y Acnistinas vs Cromeno

La acetilacion del cromanol y tiocromanol procede de manera relativamente versatil y
con rendimientos apreciables, mientras que la nitracién de la 4-cromanona genera con
relativa facilidad los productos 1 y 2. Sin embargo, la reaccién de nitracion de la
tiocromanona produce el compuesto inesperado 3, mediante una secuencia de
reacciones que involucran la nitracion misma asi como la dehidrogenacion. La nitracion
del tiocromanol genera productos que se descomponen con gran facilidad y dificiles de
separar. De otro lado, la preparacién de sulféxidos y sulfonas a partir de tiocromanona,
tiocromanol y tioxanten-9-ona utilizando peréxido de hidrogeno en acido acético o acido
trifluoroacético permitio obtener los productos 6-14. En el caso de la nitracion de los
sulfoxidos y sulfonas la reaccion no procedié debido a que estas funciones tienen un
efecto desactivante en la reactividad del anillo.
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Tabla 5. Actividad Leishmanicida y Citotoxicidad de Cromanos y Derivados Hemisintéticos

Resultados mas promisorios respecto a los cabeza de serie (cromeno, cromano y
tiocromanona) se obtuvieron con los derivados de la tiocromanona (Esquema 2), aunque
este compuesto de por si es medianamente activo (CE50 = 56.4 ug/mL), se encuentra
por encima del limite superior del rango establecido; asi, el compuesto 3 muestra una
CE50 = 1.4 y CL50 = 159 ug/ml; es decir se ha modificado la efectividad en 34 veces,
pero no se ha mejorado la citotoxicidad con respecto a los withanolidos.
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Citoboxicidad vs Electividad de Cromanos
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Esquema 2. Efectividad vs Citotoxicidad de Cromanos y Analogos

Otros hechos bioldgicos dependientes de la estructura son los siguientes:

* La reduccion del carbonilo de manera no estereoespecifica genera una mezcla de
enantiomeros con mayor actividad que el compuesto original, muy posiblemente por la
capacidad de formar puentes de hidrégeno. No obstante hay que resaltar que los
alcoholes comparados con las cetonas son menos téxicos.

* La oxidacion del tiocromanol origina a su vez una mezcla de sulféxidos (8), con una
actividad CL50 >142.2 uyg/mL y CE50 de 26.0. La separacién cromatografica de esta
mezcla permitié obtener los isémeros A (9) y B (10), de los cuales el primero es mas
activo que la mezcla y que el isdbmero B. Respecto a la citotoxicidad ambos isémeros
retienen el mismo nivel, pero este es menor que el de la mezcla.

* Por su parte, en general las sulfonas son mas activas que los sulfoxidos y que los
tiocromanos de partida, pero su toxicidad se reduce de forma notoria.

* Es de anotar que otros analogos de cromanos y tiocromanos como las quinolinas y
quinolonas se usan actualmente como antibiéticos10,13; este nucleo también hace parte
de sustancias antiparasitarias como la quinina. Mas aun, recientemente se aislaron varias
quinolonas de la especie Boliviana, Galipea longiflora , la cual fue patentada como
leishmanicida.

» Otros compuestos con un anillo fenilo lateral o fusionado como el 2-feniltiocromeno
y la tioxantenona, también tienen un buen perfil de actividad, que se incrementa a través
de las oxidaciones subsecuentes del atomo de azufre a sulféxido y sulfona.
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En este orden de ideas, las sulfonas son mas activas que los sulféoxidos con una
citotoxicidad levemente mayor respecto a las cabezas de serie: cromano y tiocromano,
pero notablemente menor que los withanolidos de origen.

3.2.4. Conclusiones

La efectividad de todas las moléculas analizadas (cromanos y analogos) se encuentra
dentro de los limites establecidos anteriormente para un compuesto promisorio (CE50<
50.0 pg/mL); no obstante la bioactividad se mejora cuando se reducen los carbonilos a
los respectivos alcoholes, sobre todo en la serie de los tioderivados. La adicién de un
fenilo, bien sea lateral o fusionado al sistema de tiocromano y la oxidacion del atomo de
azufre a una sulfona tienen un gran impacto en la mejora de accion leishmanicida. Ahora
bien, en los compuestos 2, 3, 13 y 14 hubo una dramatica mejora en la actividad pero
también exhiben una alta toxicidad. El elevado indice de efectividad amerita otras
transformaciones para tratar de disminuir esta citotoxicidad.

En terminos generales los productos tioxanten 9-ona, tioxanten sulfona y
tiocromanol sulfona son los mejores, debido a su alta efectividad y reducida
citotoxicidad.
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3.3 Evaluacion preliminar de la actividad
leishmanicida de varias especies de la familia
Solanaceae

3.3.1 Introduccion.

Los resultados de la primera parte de esta tesis indicaron que algunas clases de
withanolidos poseen una importante accién leishmanicida pero a la vez una alta
citotoxicidad; ademas diversas modificaciones estructurales originan usualmente la
pérdida de la citotoxicidad, pero también de la actividad. Se ha establecido que
reacciones de oxidacion de withajardinas ocasionan muchos productos colaterales,
inidentificables y su rendimiento no es el 6ptimo para realizar los bioensayos. Por esta
razén se emprendié un estudio alterno para tratar de detectar actividad leishmanicida en
algunas solanaceas colombianas usadas en la etnomedicina para combatir la
leishmaniosis; dicha actividad podria estar mediada por farmacéforos analogos a los que
estan presentes en Dunalia y Deprea. En esta fase se describen estos resultados.

El panorama anterior y considerando que Colombia es el segundo pais con mayor
biodiversidad, con hondas tradiciones etnomédicas, especificamente en lo relacionado
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con el uso de plantas para curar enfermedades. Representa una alternativa
farmacologica pero también es fuente de materiales valiosos para la industrias
farmoquimica, alimenticia y cosmética; por razones politicas y sociales en las dos ultimas
décadas estas industrias han estado alejada de esta fuente de sustancias bioactivas,
pero recientemente han renovado su interés en ella1-10. En este caso se tomaron
especies de la familia Solanaceae ya que por quimiotaxonomia podrian tener moléculas
afines y con caracteristicas similares a los anillos A y B de los withanolidos evaluados en
la primera fase de esta tesis. Ademas se colectaron dentro del proyecto de Colciencias:
“busqueda de antiparasitarios de la flora colombiana. 1. Leishmaniosis y Chagas” que
pretende analizar especies con actividad antiparasitaria a partir del conocimiento
etnobotanico.

3.3.2 Actividad Leishmanicida

En la Tabla 6 se encuentran consignados los resultados de la evaluacién de ocho
especies pertenecientes a los géneros Acnistus, Solanumy Larnax, los cuales se ubican

taxondmicamente en la familia Solanaceae11.
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Tabla 6. Citotoxicidad ( U937) y Actividad Leishmanicida in vitro en amastigotes
intracelulares de Leishmania (V.) panamensis de especies de la familia Solanaceae

En la evaluacion de la efectividad de estos extractos se reporta el porcentaje de
inhibicion de amastigotes intracelulares a una concentracién de 50 yg/mL en lugar de la
CE50 utilizada para los diferentes compuestos, dada la gran cantidad de componentes
presentes y con el fin de optimizar la metodologia, de esta manera solo determinar la
CE50 cuando se tienen fracciones refinadas o compuestos puros. Sin embargo en los
casos cuya CL50 era inferior a 50 ug/mL se realizaba la determinacién del porcentaje de
inhibicién a una concentracion inferior a la CL50 como se indica en cada subindice para
cada caso en patrticular.

Tres especies exhiben altos indices de actividad leishmanicida en un rango del
89.9% a 97.2% a dosis tan bajas como 15.0, 5.0 y 2.5 ug/mL; otro grupo posee niveles de
inhibicion entre el 73.0%-77.4% pero a dosis superiores a las descritas anteriormente; las
toxicidades de estos extractos brutos son relativamente bajas. Es de anotar que ninguna
de las especies evaluadas de manera preliminar en este trabajo ha sido analizada como
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fuente de antiparasitarios ni explorada en sus aspectos quimicos, excepto Acnistus
arborescens en la cual se reporta la presencia de varios withanolidos citotoxicos12
analogos a las acnistinas (en especial A, B y E), compuestos tipicos de este género y de
Dunalia13, lo cual a su vez esta de acuerdo con la alta actividad y elevada citotoxicidad
encontrada en el desarrollo de esta fase

(Tabla 6).

Para las dos especies del género Larnax se evidencia que sus extractos no son tan
citotoxicos como el extracto de Acnistus arborescens, pero su porcentaje de inhibicion es
superior. Sin embargo, de estas dos especies el extracto de Larnax glabra es el mas
interesante para la busqueda de nuevos sistemas farmacoféricos activos contra
amastigotes de Leishmania debido a que su toxicidad es aproximadamente 6 veces
menor que la de Acnistus, mientras que para Larnax sachapapa es de una relacion de 1:
3. Por esta razén se continué con el estudio fitoquimico del extracto de Larnax glabra,
aislando mediante combinacién de técnicas cromatograficas el compuesto (1) y (2). La
asignacion de sus estructuras por 1H y 13C RMN en 1D y 2D se desarroll6 como se
describe a continuacion.

Los experimentos JMOD/DEPT (Tabla 7) del compuesto (1) denominado Larnaxolida
A, mostré la presencia de las siguientes sefales: cinco grupos metilos en & 11.9, 12.0,
14.0, 2 x 14.6, ppm; seis grupos metileno en & 21.9, 23.5, 27.2, 35.7, 36.8, 39.9 ppm;
once grupos metino en & 35.7, 35.9, 39.2, 51.5, 52.5, 56.4, 57 .4, 65.4, 92.2, 129.5, 140.0
ppm; y seis carbonos cuaternarios en © 43.3, 51.2, 2x73.6, 73.8, 205.0 ppm. Esto incluye
la presencia de dos carbonos metinicos de un epéxido en 56.0 y 56.7 ppm; dos metinos
oxigenados en 73.2 y 96.4 ppm; dos carbonos cuaternarios 43.3 y 51.2; tres carbonos
cuaternarios oxigenados en 6 2 x 73.6, 73.8 y en 205.0 un carbonilo a, insaturado por
las sefales en 1H a 546 (dd, J = 2.4y 10.0 Hz) y 6.32 (dq, J = 2.8, 51 y 9.9 Hz). El
espectro de 1H y 13C RMN de este compuesto tiene varios puntos que lo diferencian de
los withanolidos normales. Asi, no se aprecia la sefial tipica de la &-lactona en
aproximadamente 177.0 ppm y la sefal para H-22 se encuentra desplazada ahora en
3.30 segun se deduce del experimento HMQC; adicionalmente se encuentra un metino
oxigenado en 96.4 ppm el cual se asigna a un hemicetal y su presencia se explica por la
reduccion de la lactona14. De otro lado el desplazamiento quimico de 27-Me y 28-Me a
campos mas bajos en el espectro de 1H RMN indican la presencia de sendos hidroxilos
geminales, lo cual explica los dos carbonos cuaternarios equivalentes en 73.6 ppm.
Adicionalmente, el efecto y sobre el C-26, el cual aparece a 96.4 ppm en 13C RMN 14. La
funcionalizacion de los anillos A y B del nucleo del withanolido se deduce por el espectro
de 1H RMN, ya que se encuentra un sistema del tipo 2-en-1-ona en 546 (dd, J =24y
10.0 Hz) y 6.32 (dq, J = 2.8, 51 y 10.1 Hz), el cual segun el espectro COSY 1H-1H se
encuentra acoplado con los protones de un metileno en 2.19 (dd, J = 5.1, 18.7 Hz) H4ax y
en 2.38 m, H4ec.

Ahora bien, por HMBC (Figura 20) se deduce la presencia de un grupo hidroxilo en
el C-5 por las correlaciones a larga distancia que se observan con los protones de Me-19,
con un carbonilo en 205.0 ppm, asi como con un carbono cuaternario en 73.8 ppm. La
configuracién 5a-hydroxy fue asignada dado que los cambios quimicos del Me-19 no
cambiaron cuando el espectro fue tomado en CDCI3 y Pyr-d5. La presencia de un grupo
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epoxido se asigna por las sefiales de dos grupos metinos en 2.72 (d, J = 3.9) y 3.00 (m)
ppm 1H RMN y en 56.0 y 56.7 ppm en 13C RMN; esta ultima correlaciona a larga
distancia con C-5. La configuracion C6a, C7a-epoxido ha sido asignada porque sus
desplazamientos y multiplicidades corresponden a los reportados en la literatura15.

Esta es la primera vez que se reporta esta sustancia en la literatura a la cual se le
asigno el nombre de Larnaxolida A. Adicionalmente, es la primera especie estudiada en
el género, y por este tipo de compuestos se sitla biogenéticamente mas cercano al
genero Acnistus que a Solanum., debido principalmente a que en el primero género se
han encontrado acnistinas envez de withanolidos normales, mas propios del segundo
género.

=
1__,.-"h..£]

FLq

Figura 20. Correlaciones a larga distancia de Larnaxolida A

El compuesto (2) posee hechos estructurales muy similares a los de Larnaxolida A
(Tabla 7). Sin embargo se observaron algunas diferencias en el espectro de 13C RMN
como sedescriben a continuacion: las sefales asignadas anteriormente a los atomos de
carbono C-24y C-25 aparecen a 6 64.2 and & 64.5, respectivamente, en lugar de 6 73.6; y
C26 se desplazdéa campos mas altos (6 92.2 en larnaxolida B vs & 96.4 larnaxolida A).

Estas caracteristicas y los desplazamientos quimicos de los protones del Me- 27 y
Me-28 a 6 1.41 en el espectro de 1H RMN como singlete, fueron indicativos de otro grupo
epoxido en la molécula. Todos estos datos concuerdan con los reportados previamente
para el compuesto denominado Hiosciamilactol, el cual posee un C24a, C25a-epoxido16
(Figura 21).
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos 1H y 13C RMN para Larnaxolida A (1) y
Hiosciamilactol (2) (6: ppm; J = Hz)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los compuestos 1 y 2 tienen una alta actividad contra amastigotes intracelulares de
L. (V.) panamensis (Larnaxolida A, CE50 = 34.9 y Hiosciamilactol, CE50 = 23.7 ug /mL)
pero tambiénuna reducida citotoxicidad (>500 pg /mL en ambos casos) en células
humanas; estacitotoxicidad difiere mucho de la exhibida por la withajardina A y la
acnistina E que tienenCE50 = 30.8 y 1.0 pg /mL respectivamente y CL50 = 18.4y 1.0 pg
/mL. El sistemafarmacoférico de las larnaxolidos es diferente al de las acnistinas y
withajardinas y en estasultimas parece que la lactona en la cadena lateral tiene una alta
contribucion a la citotoxicidad.

Adicionalmente, el extracto de Solanum aphyodendron S. Knapp, amerita continuar
un estudio exhaustivo ya que tiene un buen nivel de inhibicién ( 56.2%) a una
concentracién de 50 pg/mL y una citotoxicidad minima (CL50 = 260.5 pg/mL) comparada
con las otras tres especies de Solanum que se describen en la Tabla 6; el perfil
cromatografico en capa fina y el espectro de 1TH RMN del crudo indican la presencia de
alcaloides esteroidales.

De igual manera la especie nueva del género Schultensiantus es de interes valioso,
dada su novedad botéanica, porcentaje de inhibicion (75.5%) a solo una concentracion de
32.5 pg/mL y grado de citotoxicidad intermedia entre las especies de los generos
Acnistus y Larnax.

3.3.3 Conclusiones

En esta tercera fase de la tesis se ha encontrado una serie de extractos promisorios
como los de Solanum aphyodendron S. Knapp y Schultesiantus coriaceus, dado su nivel
de citotoxicidad y grado de inhibiciéon. Adicionalmente se ha encontrado un nuevo
farmacdéforo con un grado de efectividad apreciable y lo mas importante, con un grado de
citotoxicidad 500 veces menor que los withanolidos evaluados en la primera fase de esta
tesis.
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4. CONCLUSIONES

4. CONCLUSIONES

De esta tesis se generaron una serie de conclusiones las cuales se describen a
continuacion:

Se determind la relacion estructura actividad de una serie de withajardinas vy
acnistinas, indicando la importancia de un carbonilo a,B-insaturado en el anillo A, un
epoxido B en el anillo B y ocasionalmente un hidroxilo B en el C-4.

Por medio de modelacién molecular se demostré que la citotoxicidad y la efectividad
de los withanolidos anteriormente mencionados son mutuamente dependientes y que
cualquier modificacion estructural afectaria ambas actividades.

Simultaneamente se demuestra que el grupo epdxido en posicidn 5-6 contribuye a la
citotoxicidad aunque parece que la lactona en C-17 ocasiona un efecto marginal sobre
esta.

A partir de una serie de moléculas muy activas contra amastigotes de Leishmania
(V.) panamensis y de compleja estructura se han obtenido una serie de moléculas
isostéricamente emparentadas con una excelente proyeccién farmacolégica en el campo
de sustancias con accién leishmanicida.

Por métodos semisintéticos y analisis biodirigido se optimizaron los isosteros tipo
(cromano y tiocromano), obteniendo varias moléculas relativamente sencillas, que
retienen la alta actividad bioldgica con relacion a los compuestos originales y a su vez
exhiben una citotoxicidad en los rangos permisibles El Esquema 1 muestra la secuencia
del desarrollo de estas moléculas que pertenecen a una serie de derivados oxidados del
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tiocromanol, un compuesto comercial de facil acceso por métodos sintéticos. Estas
nuevas moléculas deberan ser evaluadas en un modelo animal para definir sus
posibilidades de uso y aplicacion a través de otras reoptimizaciones que mejoren la
estructura y la actividad del farmacoforo. Adicionalmente estudios relacionados con
parametros farmacocinéticos, farmacodinamicos y farmacotécnicos.

Diseno de compuestos lzishmanicidas
3 partlr de withano/ kKos

Esquema 3. Evaluacion hacia nuevos compuestos leishmanicidas (I1)

Igualmente, se ha encontrado otro farmacdéforo natural en una nueva molécula, el
cual conserva buena parte de los hechos estructurales de los anillos A y B de los
withanolidos tipo withajardinas y acnistinas evaluados en la primera fase de esta tesis,
con una efectividad dentro del rango de concentraciones considerados como promisorios
y lo mas importante con una citotoxicidad 500 veces inferior a la Acnistina E, el
compuesto mas activo y a la vez mas citotoxico.
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5. MATERIALES

5. MATERIALES

5.1 MATERIAL VEGETAL

Las especies colectadas para este trabajo pertenecen a la familia Solanaceae y un
ejemplar de cada una de ellas se encuentra en los herbarios de la Universidad de
Antioquia y el Instituto de Ciencias Naturales. Como se describe en la Tabla 9.
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Solanacess Voucher Harbario

Meprea onnocansis (H & 3) Rafiresk A3R61

Dunalia solsnaces KUt 43206 Universidad ds Antioquia

Solanurm aphycdendron 8. Knaop GO IT2

Sodanum eptorhachis B tier JCG T8

sofanum sp”. JUL oh4

Sofarivrn secoon Gannalz JCG TET |nstituto ce Ciercias

Larax sachapapa Hunz. Jevgor  Mawrelss. Unweraidad
Macional cc Golombia

Larmax glabra (3tancl ) Sawyer JEV AT sads Eogota

Acnisius grborexcens (L) Schild JEN 1353

mehufesanthus corfgecus (Kunizez)
JEV 12T

TUNL

* Clasificacian taxcnomica en proczac (eapecies nusvaa).
Tabla 9. Especies de la familia Solanaceae evaluadas

5.2 MATERIAL BIOLOGICO

* Células U-937 No CRL1593.
» Promastigotes de L. (V.) panamensis, cepa MHOM/CO/87/UA140.

» Amastigotes intracelulares de L. (V.) panamensis obtenidos segun el protocolo
previamente descrito en la parte experimental.

5.3 SOLVENTES Y REACTIVOS

 Solventes deuterados: CDCI3 Merck®

* Los solventes (metanol, acetato de etilo, diclorometano y n-hexano) para procesos
de extraccién y cromatografia, se destilaron previamente.

» Solventes grado reactivo: Piridina, diclorometano y metanol, se almacenaron en
presencia de tamiz molecular 4 A.

 Colorante Giemsa Merck®
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* RPMI 1640, No 4130 Sigma®

5.4 MATERIALES CROMATOGRAFICOS.

« Silica Gel 60 G, Merck®
» Sephadex LH-20, Pharmacia®

» Cromatoplacas de silica gel para cromatografia preparativa de 20 x 20 cm y 0.5 mm
de espesor. Merck®

» Cromatoplacas de silica gel, soportadas sobre lamina de aluminio, de 20 x 20 cm y
0.25 mm de espesor. Merck®

* Reveladores para uso en cromatografia: universal (acido sulfurico 4 % + agua 16 %
+ acido acético 80 %), y Dragendorff .

5.5 OTROS EQUIPOS

* RMN Bruker AMX 300 MHz

* IR Perkin-Elmer Spectrum RXL1 FTIR

» Espectrometro de Masas, JEOL JMS-AX505HA, 70 eV, Universidad Auténoma de
México

* Destiladores

* Rota evaporador, Heidolph®

* Planchas de agitacion y calentamiento Heidolph®

» Lamparas de luz ultravioleta modelo UVGL-58, Multiband UV-254 / 366 nm.

* Bomba para vacio

* Estufa de secado WTB Binder®

* Lector de ELISA (Bio Rad®)

* Percolador, soxhlet, embudos de separacion y material de vidrio en general.

* Frascos de cultivo celular 25y 75 cm3, Corning®

* Platos de 24 y 96 pozos, Corning®

* Tubos de centrifuga 15mL, Fisherbrand®

5.6 SOFTWARE
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» Paquete Gaussian 98®
* Software Sybyl®
* Programa estadistico Probit

* Programa WinMDI (J Trotter, http:/facs.scripps.edu/software.html)
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 ASPECTOS GENERALES

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (1H-RMN y 13C-RMN) se realizaron en
CDCI3, utilizando un equipo Bruker AMX 300 MHz; se reportan los desplazamientos
quimicos (8) en ppm con base al solvente de referencia y las constantes de acoplamiento
(J) en Hz. La determinacion de los tipos de carbono presentes en la molécula se realizé
por medio de los experimentos desacoplados DEPT 135y JMOD.

Los espectros de masas (EM) se realizaron en un equipo JEOL JMS-AX505HA, 70
eV, Universidad Auténoma de México. Los fragmentos significativos se indican como m/z
(intensidad relativa al pico base = 100), con masa determinada por el i6n molecular (M+)
o fragmento iénico apropiado.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en un Perkin-Elmer Spectrum RXL1
FTIR en KBr; solo se incluyen las absorciones caracteristicas.

6.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE SUSTANCIAS
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DE ORIGEN NATURAL

6.2.1 Withajardinas y Acnistinas

Las withajardinas se obtuvieron segun los procedimientos descritos anteriormente1-5; su
identificacion se hizo comparando los espectros de 1H y 13C RMN con sustancias
auténticas.

6.2.2 Hiosciamilactol y Larnaxolida A

200 g de hojas secas de la planta fueron ftrituradas con etanol (2x 0.5L) y luego
evaporados al vacio hasta sequedad. El residuo (2g) fue disuelto en C6HG6-
CH2CI2:MeOH mixture (2:1:1) y se realizo una columna de sephadex-LH 20 utilizando el
eluente antes mencionado, colectando alrededor de 37 fracciones. De las cuales las
primeras 5 correspondian a clorofilas y 6-10 se encontraba el compuesto denominado
Hiosciamilactol como componente mayoritario. El cual fue repurificado mediante una
columna de silica gel utilizando C6H6-EtOAc (4:1). Posteriormente de las fracciones
11-15 mediante cromatografia preparativa se obtuvo el compuesto denominado
Larnaxolida A.

6.3 TRANSFORMACIONES HEMISINTETICAS DE LOS
CROMANOS

6.3.1 Obtencion de 6-nitro y 8-nitro-cromanona (Compuestos 1y 2
respectivamente)

A una solucién en anhidrido acético de 4-cromanona (500 mg, 3.37 mmol), colocada
sobre un bafio de hielo en agitacién continua se adicion6 HNO3 concentrado (1600 ul,
9.06 mmol) gota a gota. Finalizado el proceso anterior, se permitidé reaccionar con
agitacion continua y a temperatura ambiente por un periodo de 24 horas; transcurrido
este tiempo se vertid el contenido de la reaccién sobre hielo y se realizé el proceso de
extraccién 3 x 30 mL con diclorometano. La fase organica se lavé con una solucion
saturada de bicarbonato de potasio y luego se secd con sulfato de sodio anhidro. El
solvente se evaporé bajo presion reducida purificandose dos compuestos por
cromatografia en columna (silica gel, n-hexano 100, n-hexano: AcOEt 90: 10 ~ 80: 20). El
primer compuesto en aislarse fue 2 (0.56 mmol, 16.6%) y luego el 1 ( 0.86 mmol, 25.5%).

6.3.2 Obtencién de 6-nitrotiocromeno (3)
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A una solucién de 4-tiocromanona (500 mg, 3.04 mmol), colocada sobre un bafo de hielo
en agitacion continua se adicion6 HNO3 concentrado (800 ul, 4.53 mmol) gota a gota.
Finalizado el proceso anterior, se permitié reaccionar con agitacion continua y a
temperatura ambiente por un periodo de 30 minutos; transcurrido este tiempo se vertio el
contenido de la reaccion sobre hielo y se realizo el proceso de extraccién 3 x 30 mL con
diclorometano. La fase organica se lavd con una solucién saturada de bicarbonato de
potasio y luego se secd con sulfato de sodio anhidro. Posteriormente, el solvente se
evaporo bajo presion reducida y por cromatografia en columna (silica gel, n-hexano ~
n-hexano: AcOEt 90: 10) se obtuvo el compuesto 3 (0.48 mmol, 15.8%) como un sdlido
amarillo.

6.3.3 Obtencion de 4-acetilcromano (4)

A 200 mg de 4-cromanol (1.33 mmol) disueltos en piridina se adicioné anhidrido acético
en exceso; la reaccion se dejo con agitacion continua y a temperatura ambiente por un
periodo de 12h. Después de este tiempo, se adicioné una solucion de HCI 1.0 N y se
extrajo con 3 x 30 mL de diclorometano. La fase organica se lavé con una solucion
saturada de bicarbonato de potasio y se realizd6 de nuevo una extraccién con
diclorometano. La fase organica fue separada y secada sobre sulfato de sodio anhidro.
Posteriormente, el solvente se evapord bajo presion reducida y por cromatografia en
columna (silica gel, n-hexano ~ nhexano: AcOEt 90: 10) se obtuvo el compuesto 4 (0.602
mmol, 45.3%) como un aceite incoloro.

6.3.4 Obtencién de 4-acetiltiocromano (5)

A 200 mg de 4-tiocromanol (1.21 mmol) disueltos en piridina se adicion6 anhidrido acético
en exceso; la reaccion se dejoé con agitacion continua y a temperatura ambiente por un
periodo de 12h. Después de este tiempo, se adicioné una solucion de HCI 1.0 N y se
extrajo con 3 x 30 mL de diclorometano. La fase organica se lavdé con una solucion
saturada de bicarbonato de potasio y se realizd de nuevo una extraccién con
diclorometano. La fase organica fue separada y secada sobre sulfato de sodio anhidro.
Posteriormente, el solvente se evapord bajo presion reducida y por cromatografia en
columna (silica gel, n-hexano ~ nhexano: AcOEt 95: 5) se obtuvo el compuesto 5 (0.72
mmol, 59.5%) como un aceite de color amairillo.

6.3.5 Obtencion de 1- tiocromanona - sulféxido (mezcla enantiomérica

6)

A una solucién de tiocromanona (350 mg, 2.13 mmol) en diclorometano colocada sobre
un bano de hielo en agitacion, se adicion6 gota a gota una mezcla a 0 °C de 300 pl de
CF3COOH y 300 ul de H202 35% (relacion de volumenes 1 a 1); se permitié reaccionar
mediante agitacion continua a 0 °C durante 4 horas. Posteriormente se vertié el contenido
de la reaccion sobre hielo y se realizé el proceso de extraccion con 3 x 30 mL de AcOEt.
La fase organica se lavé con una solucién saturada de bicarbonato de potasio y luego
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secada sobre sulfato de sodio anhidro. El solvente se evapord bajo presion reducida y se
purificd a través de cromatografia en columna (silica gel, n-hexano ~ AcOEt) un aceite
correspondiente al compuesto 6 (1.51 mmol, 70.8 %).

6.3.6 Obtencién de tiocromanona sulfona (7)

A 200 mg de tiocromanona (1.22 mmol), se adicion6 acido acético glacial (800 pl) seguido
de H202 35% (800 ul) gota a gota. Finalizado el proceso anterior, se permitié reaccionar
mediante agitacién continua y a temperatura ambiente por 2 horas mas; posteriormente
se verti6 el contenido de la reaccidn sobre hielo y se realizé el proceso de extraccién con
3 x 30 mL de diclorometano. La fase organica se lavd con una solucion saturada de
bicarbonato de potasio y luego secada sobre sulfato de sodio anhidro. El solvente se
evaporo bajo presién reducida y se purificd a través de cromatografia en columna (silica
gel, n-hexano: AcOEt 80: 20) el compuesto 7, que cristaliza en diclorometano ( 0.85
mmol, 69.7%).

6.3.7 Obtencion de 4-tiocromanol-sulféxido (8), (9) y (10)

A una solucién de tiocromanol (200 mg, 1.21 mmol) en diclorometano y colocada sobre
un bafo de hielo en agitacién se le adicion6 gota a gota una mezcla a 0 °C de 800 pl de
acido acético glacial y 800 ul de H202 35% (relacién de volumenes 1 a 1) . Finalizado el
proceso anterior, se permitid reaccionar mediante agitacién continua a 0 °C durante 1
hora mas; posteriormente se trabajo de manera usual y a través cromatografia en
columna (silica gel, nhexano ~ AcOEt) se obtuvo una mezcla de isémeros en una relacion
3:1 (8) y que fue separada por ccf preparativa en n-hexano: AcOEt 30:70 (6 recorridos) se
aislaron los isémeros A (9), (0.495 mmol, 40.8%) y B (10) (0.154 mmol, 12.7%) como
aceites incoloros.

6.3.8 Obtencion de 4-tiocromanol sulfona (11)

A 200 mg de tiocromanol (1.21 mmol) disuelto en acido acético glacial (800 pul) se
adicioné H202 35% (800 pl) gota a gota; manteniéndose a reflujo a 60 °C con agitacién
constante durante 2 horas; luego se vertid el contenido de la reaccion sobre hielo, se
trabajo del modo usual, purificandose por cromatografia en columna (silica gel, n-hexano
~ n-hexano: AcOEt 70: 30) el compuesto 11 como un aceite incoloro (0.51 mmol, 42.1%).

6.3.9 Obtencion de tioxanten- 9-ona sulfona (12)

A 200 mg de tioxanten-9-ona ( 0.94 mmol), se adicion6 acido acético glacial (1600 pl)
seguido de H202 35% (1600 pl) gota a gota. Finalizado el proceso anterior, se permitié
reaccionar mediante agitacion continua y a temperatura ambiente por 2 horas mas;
posteriormente se vertio el contenido de la reaccién sobre hielo y se realizé el proceso de
extraccion con 3 x 30 mL de diclorometano. La fase organica se lavé con una solucion
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saturada de bicarbonato de potasio y luego secada sobre sulfato de sodio anhidro. El
solvente se evapord bajo presion reducida y se purificé a través de cromatografia en
columna (silica gel, n-hexano: AcOEt 80: 20) el compuesto 12, que cristaliza en
diclorometano (0.49 mmol, 52.13%).

6.3.10 Obtencién de 2-fenil-1-tiocromeno-sulféxido (13)

A 200 mg de 2-feniltiocromenona (0.84 mmol), sumergido en un bafio de hielo se
adiciond acido trifluoroacético (1000 pl) gota a gota y bajo agitacion continua seguido de
H202 35% (1000 ul). Finalizado el proceso anterior, se permitié reaccionar por 2 horas
mas; luego se trabajé de la manera ya descrita y por cromatografia preparativa en
n-hexano: AcOEt 4:1 se purificd el compuesto 13 (0.55 mmol, 65.5 %).

6.3.11 Obtencién de 2-fenil-1-tiocromeno sulfona (14)

A 200 mg de 2-feniltiocromenona (0.84 mmol) se adiciond acido trifluoroacético (800 ul)
seguido de H202 35% (800 pl) gota a gota, siguiendo el procedimiento anteriormente
descrito. De la solucién cloroférmica se aislaron cristales de color amarillo que se
repurificaron por cromatografia en capa fina utilizando n-hexano: AcOEt 4:1 obteniéndose
el compuesto 14 (0.59 mmol, 70.2 %).

6.4 BUSQUEDA DE ESPECIES CON ACTIVIDAD
LEISHMANICIDA

6.4.1 Coleccidén y Seleccién del material.

Las plantas fueron colectadas teniendo en cuenta su uso etnobotanico y su clasificaciéon
taxondmica en la familia solanaceae. Adicionalmente, un testigo de cada una de ellas se
encuentra en el ICN como se describe en la seccion numero cinco de materiales.

6.4.2 Obtencion de extractos

El material vegetal seco se picd con etanol al 90% y después de eliminar el solvente bajo
presién reducida se redisolvié el extracto en la mezcla triple (n-hexano: diclorometano:
metanol 2:1:1); la parte insoluble se solubiliz6 en metanol. Posteriormente, se sometieron
a ensayos de bioactividad.
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6.5 ENSAYOS BIOLOGICOS

Los ensayos de actividad leishmanicida y de citotoxicidad in vitro se realizaron en
cooperacion con el Grupo de la Universidad de Antioquia: Programa de Estudio y Control
de Enfermedades tropicales (PECET), de acuerdo a protocolos previamente 6,7como se
resumen a continuacion.

« Citotoxicidad

Para cada una de las concentraciones de los diferentes extractos o compuestos,
segun el caso y por duplicado, se registré la absorbancia neta, es decir, después de
restar la de los blancos. El porcentaje de células muertas se determina luego de calcular
el porcentaje de viabilidad con la férmula:

D.O células expuestas a compuesto o extracto

% viabilidad = X100
D.O células control

% mortalidad = 100 - % viabilidad

Los resultados se expresaron como CL50 calculada por medio del programa
estadistico Probit.

* Actividad Leishmanicida in vitro

Los compuestos se solubilizaron en una soluciéon salina amortiguada con fosfatos
(PBS) con 0.5% de Dimetil sulféxido (DMSQO). Se utilizé la cepa de L. (V) panamensis
MHOM/87/UA140 mantenida en hamster con el fin de recuperar la virulencia de los
parasitos y lograr una buena infeccidon de los macrofagos in vitro. Se realizan aspirados
de las lesiones y se cultivan en medio NNN (Novy, Nicolle y McNeal) a 27°C hasta
obtener promastigotes en fase estacionaria que se utilizan posteriormente para la
infeccion de células U937 y de esta forma obtener amastigotes intracelulares.

Para evaluar la efectividad inicialmente se infectan las células in vitro y luego las
células conteniendo amastigotes intracelulares que se exponen a diferentes
concentraciones de los compuestos y por duplicado a fin de determinar la capacidad de
los mismos para disminuir el porcentaje de células infectadas y el nimero de amastigotes
por célula.

Luego de 48 horas de crecimiento como células en suspension, las células U937 se
lavan dos veces con solucién salina amortiguada con fosfatos (DPBS), se cuentan vy
resuspenden en medio RPMI 1640 con 10% de SFB inactivado por calor y mitomicina C
(0.25 pyg/mL) a una concentracion de 250.000 células/mL. En cada pozo de un plato de
24 pozos se dispensan 1 mL de las células y se incuban en presencia de promastigotes
en fase estacionaria de L. (V.) panamensis en proporcion 25:1: célula, respectivamente
durante 2 horas a 340C en presencia de 5% de CO2. Los parasitos libres se eliminan por
medio de dos lavados con DPBS, centrifugando cada vez a 400 x g y a 4°C durante 10
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min. Luego de 24 horas de infeccién, se adicionan los diferentes compuestos o extractos
(varias concentraciones en un rango no superior a la CL50) con cambio de medio a las 48
horas. Células cultivadas en ausencia del compuesto o extracto pero mantenidas en las
mismas condiciones se utilizan como control de infeccion. Algunas células se exponen a
Glucantime®, para asi comparar el efecto de los compuestos o extractos con este.

Los resultados se expresan como Concentracion Efectiva 50 (CE50) calculada por el
método Probit. El efecto del compuesto o extracto en los amastigotes de L. panamensis
se evidencia como una disminucién en el porcentaje de células infectadas. Dado que el
numero de células infectadas en ausencia de tratamiento corresponde al 100% de
infeccion, el % de células infectadas para cada concentracion de sustancia se calcula con
la siguiente férmula:

# Células infectadas en presencia de compuesto células

%células infectadas =
100

# células infectadas en el control

A su vez, el efecto del medicamento, es decir, el porcentaje de disminucion de la
infeccion (%E) se calculara con la siguiente formula: %E = 100 -%células infectadas

Los experimentos se realizaron por triplicado y ocasionalmente por
quintuplicado; usualmente se repitieron 2-6 veces para corroborar el perfil de
actividad, pues hay que tener en cuenta que tratdndose de organismos vivos los
valores numéricos no son siempre exactamente iguales entre experimento y
experimento.

6.6 METODOS COMPUTACIONALES

Las geometrias moleculares fueron optimizadas utilizando el paquete Gaussian 988 al
nivel de B3LYP/6-31G(d). El andlisis 3D-QSAR se realizé utilizando el protocolo CoOMFA9
implementado en el software Sybyl10. EI campo de fuerza de Tripos11 fue considerado
para la descripciéon del campo estérico.

Las cargas atémicas derivadas del potencial electrostatico fueron calculadas
siguiendo la metodologia CHELPG12 implementada en Gaussian 98. Diferentes mallas
espaciales y valores de salida para las energias de interaccion fueron consideradas como
se describié en la seccion de resultados. El atomo de prueba utilizado en los calculos
CoMFA fue el carbono con hibridacion sp3 con carga +1.

6.7 CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS
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* 6-nitro-cromanona (1)

1 H-RMN 6 2.90 (seudo t, J = 6.6 Hz, 2H, H - 3ax,ec), 4.67 (seudo t, J = 6.5 Hz, 2H,
H - 2ax,ec), 7.11 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H-8), 8.32 (dd, J = 9.2, 2.8 Hz, 1H, H-7), 8.77(d, J =
2.8 Hz,1H, H-5)

13 C-RMN 6 37.6 (-CH 2 -C=0), 68.0 (-CH 2 -O-), 119.8 (C8), 121.2 (C10), 124.2
(C7), 130.7 (C5), 142.4 (C6), 166.2 (C9), 189.9 (C=0)

IR (KBr) u 3081(-CH-Ar), 1699 (-C=0), 1614 (C-NO2), 1336 (C-NO2), 1255 (Ar-O-C-)
cm-1

e g

* 8-nitro-cromanona (2)

1 H-RMN & 2.93 (seudo t, J = 6.5 Hz, 2H, H -3ax,ec), 4.72 (seudo t, J = 6.5 Hz, 2H, H
- 2ax,ec), 7.12 (seudo t, J = 7.9 Hz, 1H, H-6), 8.10 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H, H-5), 8.12 (dd,
J=8.0, 1.6 Hz, 1H, H-7)

13 C-RMN & 37.6 (-CH 2 -C=0), 68.7 (-CH 2 -O-), 120.9 (C6), 123.9 (C10), 131.9
(C5), 132.9 (C7), 140.0 (C8), 155.4 (C9), 189.8 (-C=0)

IR (KBr) u 3073 (-CH-Ar), 1680 (-C=0), 1607 (C-NO2), 1286 (C-NO2), 1250

(Ar-O-C-)
o
)

* 6-nitro-tiocromenona (3)
1 H-RMN &67.71(m, 3H,H -2, 3, 8 ), 8.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-7), 8.89(s, 1H, H-5)
13 C-RMN 6 127.5 (-CH-C=0), 133.3 (-CH-S-), 130.4 (C7), 134.4(C10), 129.8 (C8),
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140.9 (C5), 144.0 (C6), 134.8 (C9), 170.6 (C=0)

IR (KBr) u 3013 (-CH-Ar), 1636 (-C=0), 1590 (C-NO2), 1343 (C-NO2) cm-1 MS m/z
223.4 (M+), 207.4(base), 89 (57.9%) COH5NO3S

L8

* 4-acetil-cromano (4)

1 H-RMN & 2.02 (s,3H, CH 3 -CO), 2.28 (m, 2H, -H3ax,ec), 4.18-4.31 (m, 2H, - CH 2
-0-), 5.94 (seudo t, J = 3.8, 1H, CH-O-); 6.87(d, J = 8.2, 1H, H-8) y (d, J = 7.5, 1H, H-5);
7.18-7.30 (m, 1H, H-6) y (dd, J = 7.6,1.6, 1H, H-7)

13 C-RMN & 21.8 (-CH 3 -C=0), 28.8 (-CH 2 -CH-0), 62.5 (-CH 2 -O-), 65.7
(-CH-0),117.5 (C8), 120.7 (C10), 120.9 (C6), 130.6 (C5), 131.1 (C7), 155.7 (C9), 170.9
(-C=0)

IR (KBr) u 2980 (-CH-Ar), 1724 (-COOR), 1232 (Ar-O-C-) cm-1

-

M

2
,-"“m/é\
- .IH"\-\.
(L)
H;“xrf#’{’;-w«"-

* 4-acetil-tiocromano (5)

1 H-RMN 62.07 (s,3H, CH 3 -CO), 2.15m, 1H, -H3ax), 2.41 (m, 1H, -H3ec), 2.86 (td,
1H, J = 4.6, 12.6, -H2ax), 3.29 (id, J =2.6, 12.6, 1H, -H2ec), 6.00 (sa, 1H, CH-0O-), 6.9-7.5
(m, 4H, H- 5,6,7,8)

13 C-RMN 621.8 (-CH 3 -C=0), 22.2 (-CH 2 -S-), 28.31(-CH 2 -CH-0), 68.4(-CH-0),
124.1(C6), 131.0 (C10), 124.6 (C8), 126.6 (C5), 131.9(C7), 134.5 (C9), 170.5 (-C=0)

CHa
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Fue parcialmente caracterizado en una mezcla inseparable de isomeros 6pticos por

L{fa

|

* tiocromanona sulféxido ( 6)

cromatografia de columna.

1 H-RMN 5 2.02 - 2.95 (m, 1H, -H3ax), 3.41 - 3.50 (m,3H, -H3ec y —-H2ax,ec), 7.65
(td, J=7.6,1.2, 1H, H -6), 7.75 (td, J = 7.5, 1.3, 1H, H -7), 7.86 (dd, J = 7.7, 1.0, 1H,
H-8), 8.14 (dd, J=7.7, 1.0, 1H, H-5)

13 C-RMN 0 30.8 (-CH 2 -C=0), 47.2 (-CH 2 -S-), 129.0 (-C8), 129.4 (-C5), 129.7
(-C10), 132.6 (- C6), , 135.1 (-C7), 146.0 (-C9), 192.5 (-C=0) C9H8O2S

IR (KBr) u 3053 (-CH-Ar), 1695 (-C=0), 1286 y 10357 (-S=0) cm-1 MS m/z
180.7(M+), 152.6 (base), 39.7 (%) C9H8NO2S

L=}
=

A
o o
* tiocromanona sulfona (7)

1 H-RMN & 3.40 (dd, J=7.6, 3.4, 2H, -H3ax,ec, 3.69 (dd, J = 7.5, 6.8, 2H, -H2ax,ec),
7.73 (td, J=7.6,1.2, 1H, - H6), 7.82 (id, J = 7.5, 1.3, 1H, -H7), 8.01 (dd, J = 7.8, 1.2, 1H,
-H8), 8.11 (dd, J=7.7, 1.2 1H, H5)

13 C-RMN & 37.1 (-CH 2 -C=0), 49.7 (-CH 2 -S-), 124.1 (-C8), 129.2 (-C5), 130.68
(-C10), 133.8 (-C6), 1354 (-C7), 141.8 (-C9), 190.6 (-C=0) IR (KBr) u 3075 (-CH-Ar),
1681 (-C=0), 1304 - 1232 (RSO2R) cm-1MS m/z 196 (M+), 168 (37%), 104 (base), 76
(40%) C9H803S

* 4-tiocromanol sulféxidos (8)

A partir de una mezcla de reaccion donde la proporcion de isomeros estaba en una
relacion 3:1 se separaron parcialmente el isémero A (9) y el isomero B (10)
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* 4-tiocromanol sulféxido isbmero A (9)

1 H-RMN & 2.08 - 2.22 (m, 1H, -H3ax), 2.40 - 2.54 (m,1H, -H3ec), 2.90 (ddd, J =
13.8,

9.2,4.6, 1H, -H2ax), 3.23 (ddd, J = 13.7, 4.2, 7.1, 1H, -H2ec), 4.02 (-OH), 4.67 (seudo
t,J=57, 1H, CH -0), 7.37 (td, J = 7.5, 1.1, 1H, -H6), 7.47 (td, J = 7.5, 1.2, 1H, -H7), 7.61
(dd, J=7.6,1.0-H8 y dd, J= 7.6, 1.1, 1H, -H5)

13 C-RMN & 25.0 (-CH 2 -C=0), 44.4 (-CH 2 -S-), 67.3 (-CH-0), 129.3 (-C8), 129.7
(-C5), 129.9 (- C6), 132.9 (-C7), 138.9 (-C10), 139.7 (-C9) COH1002S MS m/z 182.5
(M+), 1655 (pico base), 147.35 (78%), 137.3 (88.7%), 109.5 (45.5%), 97.2 (46.2%), 57.05
(44.3%), 28.0 (54.2%)

o
s
B

;_f:n.."\-.."\-.."\-. =]
1

e f

\

H‘"‘M_.S"?-.H RE

* 4-tiocromanol sulféxido isbmero B (10)
1 H-RMN § 2.12 - 2.23 (m, 1H, -H3ax), 2.65 (ddt, J = 14.8, 11.2, 3.6, 1H, -H3ec), 2.85
(-OH), 2.91 (ddd, J = 13.6, 6.2, 3.5, 1H, -H2ax), 3.31 (ddd, J = 13.7, 11.2, 3.4, 1H, -H2ec),
4.86 (seudot, J=3.7, 1H, CH -0), 7.37 - 7.68 (m, 4H, -HAr)

13 C-RMN 523.2 (-CH 2 -C=0), 42.4 (-CH 2 -S-), 66.0 (-CH-0), 129.9 (-C8), 130.7
(-C5), 131.0 (- CB), 132.7 (-C7), 137.4 (-C10), 138.2 (-C9) CO9H1002S
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* 4-tiocromanol sulfona (11)

Fue parcialmente caracterizado en una mezcla inseparable de isomeros Opticos por
cromatografia de columna.

1 H-RMN & 2.26 - 2.38 (m, 1H, -H3ax), 2.50 (ddt, J = 14.4, 6.9, 3.8, 1H, -H3ec),
3.11(ddd, J = 14.0, 7.9, 3.0, 1H, -H2ax), 3.51 (ddd, J = 13.9, 7.0, 3.1, 1H, -H2ec), 4.71
(dd, J=5.9, 3.9, 1H, CH —-0), 7.32 - 7.48 (m, 3H, -H6,7,8), 7.69 (d, J = 7.6, -H5)

13 C-RMN 529.8 (-CH 2 -C=0), 47.1 (-CH 2 -S-), 65.7 (-CH-O), 123.6 (-C8), 129.88
(-C5), 129.9 (-C6), 133.5 (-C7), 137.8 (-C10), 138.4 (-C9) COH1003S

IR (KBr) u 3487 (-OH), 2976 (-CH-Ar), 1283 - 1137(RSO2R) cm-1

O

~ ,f"'i Hrlﬁ
I\,

* Tioxanten-9-ona sulfona(12)
1 H-RMN &7.7-8.4 (m, 4H, -HAr)

13 C-RMN 5123.9 (-C4’), 129.6 (-C1°), 131.0 (-C3 y 5), 133.6 (-C2’), 135.1 (-C3"),
144.0 (-C2 y 6), 175.0 (C=0)
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* 2-fenil-1-tiocromeno sulfoxido(13)
Fue caracterizado en una mezcla inseparable de isomeros opticos.
1 H-RMN &7.16 (s,-CH=C-), 7.38 - 7.61 (m, 8H, -HAr), 8.46 (d, J = 7.5, 1H, -H-Ar)

13 C-RMN & 123.8 (-C2’ y -C6’), 126.9 (-C3’ y —C5'), 127.4 (-C4’), 128.2 (-C3), 129.0
(-C8), 129.7 (-C5),131.3 (-C6), 131.3 (-C1’), 132.0 (-C7), 136.9 (-C10), 138.1 (-C9), 153.5
(-C=CH, -C2), 181.3(C=0)

* 2-fenil-1-tiocromeno sulfona (14)
1 H-RMN 06.76 (s,-CH=C-), 7.42 - 7.54 (m, 3H, H -Ar), 7.66 - 7.74 (m, 1H, H —Ar),
7.77-7.85(m, 3H, H-Ar), 8.04 (d, J=7.9, 1H, H -Ar), 8.15(d, J= 7.8, 1H, H -Ar),

13 C-RMN & 124.1(-C2’ y -C6’), 128.5 (-C3’ y —C5'), 129.3 (-C4’), 129.7 (-C3), 132.3
(-C8), 133.4 (-C5),135.3 (-C6), 140.0 (-C1’), 142.0 (-C10), 153.6 (-C=CH), 178.8 (C=0)
MS m/z 270.35 (M+), 178.55 (18.6%), 102.20 (base), 76.15 (90.8%), 50.05 (16.5 %)
C15H1003S
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En primera instancia se deben separar los componentes de las mezclas
enantioméricas(alcoholes y sulfoxidos) para definir cual es el responsable de la actividad
0 si ésta es mediada por la misma mezcla. Ademas es necesario evaluar los compuestos
mas activos en un modelo animal para definir su actividad leishmanicida in vivo, con el fin
de optimizar su perfil farmacoldgico y su drogueabilidad , es decir, el potencial que
tienen de poder convertirse en un medicamento. Esto puede lograrse teniendo en cuenta
las reglas de Lipinski 1, tales como:

* Incrementar el nimero de atomos o sistemas donadores y aceptores de puentes
de hidrégeno.

* Adicionar al menos un par de anillos mas, en lo posible heterociclos.

* Obtener un compuesto con un LogP cercano a 5.0.

Es de especial consideracion para conocer este perfil y su interaccion con un posible
receptor, la separacion e identificacién inambigua de cada producto generado en mezclas
isoméricas, como es el caso de alcoholes y sulfoxidos.

Adicionalmente cabe la posibilidad de estudiar los nitro-derivados para determinar el
mecanismo bioquimico por el cual este grupo, en general, incrementa notablemente la
citotoxicidad de las moléculas.
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Alrededor de esta tesis se han generado otras acciones que permitieron difundir sus
resultados y generar otras actividades anexas, no solo en el campo de las withajardinas y
los cromanos, sino también en el de las passifloricinas, asi como también en hongos
superiores. Igualmente su proceso metodologico y la rica experiencia allegada
posibilitaron la presentacion a COLCIENCIAS (y posterior aprobacion) de otros dos
proyectos que estudian el papel de los productos naturales como Antiparasitarios y
Antituberculosos.

Los resultados especificos se enuncian a continuacién.
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Universitaria. 23/9/2005.
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Anexos

Anexos

ANEXO 1

DE REPETICIONES DE BIOENSAYOS REALIZADOS A CADA COMPUESTO
CONVENCIONES TABLAS:
X1: Es el valor promedio de dos repeticiones en un mismo ensayo, determinado a
través del método Probit
S: Es la desviacion estandar determinada por el mismo método

X: Es el valor promedio de varios experimentos independientes para un compuesto
determinado

LC: Limite de confianza de acuerdo al numero de experimentos independientes
realizados para el compuesto con un nivel de confianza del 95%

* : No calculada porque la concentracién maxima establecida para la evaluacion de
los compuestos en este trabajo en el caso de citotoxicidad y efectividad es de 500 pg/mL
y 50 pg/mL, respectivamente. Por lo tanto, cuando el dato de CL50 y CE50 se encuentran
por encima de este valor no es posible determinar el valor exacto y no se puede saber
realmente cual es la desviacién estandar.
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**: Indice de selectividad no calculado porque el valor de citotoxicidad y/o de
efectividad estaba expresado como superior a un valor determinado.

***. Para los compuestos que aparece reportado un unico ensayo, corresponde a la
evaluacion realizada después de estar estandarizada la técnica. Sin embargo el reporte
de cada ensayo independiente corresponde al promedio de una evaluacion por triplicado
dentro del mismo experimento.

La desviacion estandar y el limite de confianza de experimentos independientes se
calcula asi:

S=(812+S22+ ...+ Sn2) 1/2
LC 95% = (1.96 * S)/ (N) V2

N: es el numero de repeticiones dentro de un experimento o numero de series del
experimento segun el caso.
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