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INTRODUCCION

La leishmaniasis y la enfermedad de Chagas
constituyen un problema grave de salud publica,
con altos indices de morbilidad y mortalidad en
areas rurales de América Latina. El panorama de
tratamiento es desfavorable, con pocas alternativas
de eleccion, protocolos largos y de dispendiosa
aplicacion, presentandose algunas veces efectos
colaterales, efectividad variable y resistencia. Los
derivados de la tetrahidro-1-benzoazepina han sido
estudiados farmacoldgicamente, especialmente su
accion sobre el sistema nervioso central'-%, pero muy
poco se sabe acerca de su actividad antiparasitaria.
Zuccotto y colaboradores reportaron un estudio
sobre derivados de la 1-benzoazepina como
inhibidores selectivos de la enzima dihidrofolato
reductasa del Trypanosoma cruzi, y resaltaron
un compuesto con una actividad de 54 pM en
epimastigotes de T. cruzi®.

En este estudio se evalud la actividad de once (11)
derivados de la tetrahidro-1-benzoazepina contra
las formas libres ¢ intracelulares de los parasitos y
su toxicidad en células de mamifero.Salud ULS
2008; 40: 134-136

MATERIALES Y METODOS

Sintesis

La sintesis de los compuestos ensayados se realizo
a través de la secuencia de transformaciones
quimicas que se ilustra en la Figura 1. Esta
secuencia de reacciones representa una ruta alterna
propia, disefiada en el Laboratorio de Sintesis
Organica, para realizar la sintesis estereoselectiva
de los nuevos derivados de la 1,4-epoxi-2-
ariltetrahidro-1-benzoazepina 3a-f y cis-2-aril-4-
hidroxitetrahidro-1-benzoazepina 4a-f .

Compuestos

Los derivados 3b-f y 4a-f fueron las nuevas
sustancias que se evaluaron, el nifurtimox y la
amfotericina B se usaron como medicamento
de referencia. Se prepararon soluciones stock
de los compuestos en dimetilsulfoxido (100X)
y las soluciones de trabajo fueron preparadas en
medio de cultivo antes de iniciar las evaluaciones
biologicas.
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la-f

3a-f

a: R=R’=H, R'=CHj; b : R=R'=H, R’=Cl; ¢ : R=Cl, R'=R?=H; d: R=F, R'=R’=H; e : R=R’=Cl, R'=H; f: R=F, R'=H, R>=Cl

Figura 1. Secuencia de transformaciones quimicas

Parasitos y células

Leishmania  chagasi (MHOM/BR/74/PP75) fue
mantenida en medio RPMI 1640 suplementado con
10% de suero bovino fetal inactivo (SBFi) y hemina. T.
cruzi (cepa 320101) fue cultivada en triptosa infusion de
higado (LIT) 10% SBFi a 28°C. Células Vero (ATCC)
y THP-1 (ATCC) se cultivaron en medio RPMI 1640
con 3y 10% de SBFi a 37°C, 5% CO, 95% mezcla-aire,
respectivamente.

Ensayos Bioldgicos

Formas extracelulares

Las formas de epimastigotes de 7. cruzi y promastigotes
de L. chagasi (5 x 10° parasitos/mL) en placas de 96
pozos fueron tratadas con diluciones seriadas 1:3 de los
compuestos y los medicamentos de referencia (0-100
ug/mL) por triplicado. Los parasitos fueron contados en
camara de Neubauer después de 72 h de incubacion.

Formas intracelulares

En T. cruzi, células VERO en placas de 16 pozos fueron
infectadas con tripomastigotes en un radio 1:10 célula:
parasito por 24 h. Las células infectadas fueron tratadas
con o sin los compuestos (0-33 pg/mL) durante 5 dias a
37°C, 5% CO, 95% mezcla-aire. Para L. chagasi, c€lulas
THP-1 transformadas con forbol miristato acetato (PMA)
fueron infectadas con promastigotes en fase estacionaria
a un radio 1:10 célula: parasito por 48 h. Las células
infectadas fueron tratadas con o sin los compuestos (0-
33 ug/mL) durante 5 dias. Las placas fueron fijadas con
metanol y coloreadas con Giemsa para determinar el
total de células infectadas en el microscopio de luz.

Citotoxicidad

Las células VERO y células THP-1 transformadas con
PMA fueron colocadas en cajas de 96 pozos y tratadas con
los compuestos (0-100 ug/mL) durante 72 h a 37°C, 5%
CO, 95% mezcla-aire. La viabilidad celular se determind
mediante un método colorimétrico, empleando la sal de
tetrazolio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio

bromuro (MTT). El % de citotoxicidad fue calculado
con la siguiente formula (OD grupo control- OD grupo
tratado)/ OD grupo control*100.

ANALISIS DE RESULTADOS

La actividad anti-Leishmania y anti-T. cruzi fue
expresada en concentraciones inhibitorias 50 (CL) vy
CI,,. La actividad en células de mamifero fue expresada
en concentracion citotoxica 50 (CC,) y CC, . Los datos
fueron calculados utilizando el software (MsxIfit™;
ID Business Solution, Guildford, UK). El indice de
selectividad (IS) se calculd dividiendo CL, /CIL,,.

RESULTADOS

En T cruzi, todos los compuestos ensayados fueron
activos en epimastigotes con rangos de actividad de
CI,, entre 3,7 y 12,64 pg/mL y CI , entre 7,42 y 59,06
pg/mL. En amastigotes intracelulares de 7. cruzi, los
compuestos 3b y 3f mostraron actividad con CI_ <I1,1
pug/mLy CI, de 15,06 y 18,12 ug/mL, respectivamente.
Los dos compuestos no fueron toxicos en células Vero
y THP-1.

En Leishmania, nueve compuestos fueron activos en
promastigotes con CI entre 4,29-40,64 pg/mL y CI,,
11,69-80,18 pug/mL y con IS mayor de 2,5. Ninguno
de los compuestos ensayados presentd actividad en
amastigotes intracelulares de L. chagasi.

En células de mamifero, los compuestos 4c, 4e y 4f
fueron toxicos en células Vero con actividad de CC,,
entre 9,91 y 20,32 pg/mL y CC,, >100 pg/mL. En
células THP-1, cuatro compuestos fueron toxicos con
actividad de CC, entre 23,71 y 44,65 ug/mL y CC,,
entre 64,69 y >100 pg/mL.

CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos la actividad de nuevos
derivados de la tetrahidro-1-benzoazepina contra
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parasitos como 7. cruzi y Leishmania, con dos
compuestos activos contra las formas intracelulares
de T cruzi y que no presentaron toxicidad en células
Vero. Esto los hacen buenos candidatos para estudios
posteriores.

El paso futuro es avanzar en la busqueda de posibles
blancos terapéuticos y mecanismos de accion de estos
compuestos en los parasitos.
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