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1. Introduccion

Dos de las drogas efectivas en la fase aguda de la enfermedad de Chagas,
Nifurtimox y Benznidazol, tienen importantes efectos adversos -principalmente a
nivel del Sistema Nervioso Central y Periférico- que restringen su uso.

De hecho, una de ellas ya fue retirada del comercio. Por ello la necesidad de
investigacion en la bisqueda de compuestos menos nocivos.

El objetivo del trabajo es la evaluacidn de la actividad tripanomicida de series
de 5,6-dihidrobenzo-[a]-carbazoles disustituidos en un modelo de Chagas
experimental en ratén. Paralelamente y dentro del contexto general comprendido
en la Toxicologia Preclinica en el desarrollo de drogas se evaluara el perfil
toxicologico a través de distintos procedimientos experimentales en la bisqueda de
compuestos efectivos y con efectos colaterales minimos o mejor atin ausentes, para
un control eficaz y seguro de la enfermedad de Chagas en sus fases aguda y crénica
en el humano.

2. Metodologia

Se utilizan ratones Swiss de 5 semanas de edad inoculados i.p. con 105 formas
sanguineas de T.cruzi cepa Tulahuén (Dia 0). A partir de esta etapa, dividimos a los
animales en tres grupos: El grupo Control Negativo recibe vehiculo del dia 3 al 7
postinfeccion. El grupo Control Positivo recibe Nifurtimox (Lampit-Bayer) desde
el dia 3 hasta el dia 7 postinfeccion. El Grupo Tratado recibe las diferentes drogas
(dosis 100 mg/kg, i.p.) desde el dia 3 al 7 postinfeccidn. El desarrollo experimental
corresponde al método de Kinnamon y Steck modificado (Fig.1). Se analizaron 18
miembros de una serie de 5,6-dihidrobenzo-[a]-carbazoles (Fig.2).

La eficacia terapéutica post-tratamiento se evalda por:
a. Determinacidn de la parasitemia (Nimero de pardsitos en 25 campos de 400X) al

dia 10 post-tratamiento. Corresponde al método de Brener modificado. Anélisis
estadistico por ANOVA.
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b. Evaluacion de la sobrevida al dia 15. Andlisis estadistico de los resultados: test
del CHI2.

c. Estudio de pardmetros bioquimicos (Glucosa, urea, bilirrubina, GOT, GPT; todos
ellos métodos enzimdticos de Boehringer): su posible modificacién por los
tratamientos.

d. Perfil psiconeuroautonémico (test de Irwin) en los animales tratados para detectar
posibles efectos adversos de las diferentes drogas sobre el comportamiento. El
desarrollo experimental se detalla en la Fig.12.

e. Test de Ames para la deteccion de posibles efectos mutagénicos de las drogas. El
desarrollo experimental se muestra en la Fig. 17.

f. Ensayo de quimioluminiscencia, para detectar la formaci6n de radu:alﬂs libres. El
desarrollo experimental se detalla en la fig. 15.

3. Resultados
a. Determinacion de la parasitemia (Fig. 3,4y 5)

La parasitemia (x + SE) contada en 25 campos de 400x fue de 87 + 6 pardsitos
(Control negativo = grupo infectado) y de 17 + 2 pardsitos (Control positivo=
Nifurtimox).

La diferencia entre ambos grupos es significativa (p< .001-ANOVA). Nueve de
las 18 drogas estudiadas (II, III, IV, VII, VIII, X, XII y XIV) disminuyen la
parasitemia en un valor no significativamente diferente (ANOVA) del alcanzado
por el Control Positivo (Fig. 3).

De las 9 drogas restantes, 6 (I, IX, XI, XIII, XV y XIII) difieren significativamente
del Control Positivo (p< .05-ANOVA) y del Control Negativo (p< .05-ANOVA).

Son menos activas que el Nifurtimox.

Las 3 restantes (V,XVI y XVII) difieren significativamente del Control Positivo
y no tienen diferencias significativas con el Control Negativo. No son efectivas en
disminuir la parasitemia (Fig. 4). |

Las comparaciones entre grupos se muestran en la Fig.5. En los mdrgenes estdn
ordenados los compuestos (del mayor al menor efecto sobre la parasitemia o sea de
la menor a la mayor efectividad). Mayormente no hay diferencias entre grupos. Si
se presentan cuando uno de los integrantes no difiere significativamente del Control
Negativo o difiere significativamente del Control Positivo o de ambos. Con respecto
a la disminuci6n de la parasitemia Control, vemos que 15 compuestos la disminuyen
significativamente con p<.001 y uno con p< .05.

b. Evaluacion de la sobrevida

De los 18 compuestos estudiados, 14 sobreviven al dia 15 de la infeccién,
incluyendo al grupo Control Positivo. En el grupo Control Negativo, los animales
mueren al dia 10 de la infeccién (Fig. 6y 7).
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¢. Estudio de posibles efectos de los compuestos sobre pardmetros bioguimicos
Las determinaciones se llevan a cabo al dia 0 y al dfa 5 del tratamiento.
Ninguno de los pardmetros analizados se modificé a lo largo de la experiencia
(Fig. 8,9, 10,y 11).

d. Perfil psiconeuroautondmico
Los resultados se observan en las Fig. 13 y 14. Ningin pardmetro de
comportamiento de los estudiados sufrié cambio alguno a lo largo del tratamiento.

e. Ensayo de quimioluminiscencia .
En ninguno de los grupos estudiados hay diferencias significativas con el grupo
control. No hay diferencias significativas entre grupos. (ANOVA). (Fig. 16).

J- Test de AMES para la deteccidn de posibles efectos mutagénicos de las drogas
en estudio.

Con el aumento de la concentracién (ug/placa) de 6 compuestos se llega a un
efecto téxico (inhibicién del crecimiento) pero en ningiin caso se detecta efecto
mutagénico. Estos resultados estdn expresados en la Fig. 18.

4. Conclusiones

9 compuestos de una serie de 5,6-dihidrobenzo-[a]-carbazoles disustituidos tienen
una actividad farmacolégica similar al Nifurtimox en el modelo de Chagas agudo
experimental en ratén,

Esto sumado a la carencia de efectos téxicos de estas drogas demostrado en
diferentes tests de ensayo preclinico, las hace sumamente aptas para probar su
potencial terapé€utico en ensayos clinicos en pacientes afectados de enfermedad de
Chagas.

En estudios préximos se evaluard su efectividad en modelos experimentales de
Chagas cronico.
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FIGURA 1
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SCREENING DE NUEVAS DROGAS ANTI-T. CRUZI

Ratén infectado con T. cruzi (Cepa Tulahuen 10° parssitos)
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FIGURA 3
SCREENING DE NUEVAS DROGAS ANTI-T. CRUZI
Ratén infectado con T. cruzi (Cepa Tulahuen 10° parasitos)
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SCREENING DE NUEVAS DROGAS ANTI-T. CRUZI
Sobrevida al dia 15
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SCREENING DE NUEVAS DROGAS ANTI-T. CRUZI
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1e

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO

Determinaciones: Dia 0 y dia 5 del tratamiento.

PERFIL PSICONEUROAUTONOMICO

Procedimientos con y sin manipuleo del ratén.
(Irwin/1968)
Score normal: 4= Signos presentes

0= Signos ausentes
Respuestas supernormales: 0-4 — 8
Respuestas subnormales: 40

ACTIVIDAD ESPONTANEA

Movimientos totales en 10 min.
(Svensson et al/1969)
Equipo: Farad-Animex Activity Meter
Canal A: 40 mA (Movimientos totales)

FIGURA 12
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ACTIVIDAD ESPONTANEA
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FIGURA 14

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO

MATERIALES ¥ METODOS

ANIMALES: Ratones Swiss de 25 g de peso de ambos sexos.
TRATAMIENTOS: Drogas VIl - VIII - X - XII.

DOSIS/VIA/TPO.TRAT.: 100 ma/kg, I.p., diariamente durante 5 dias.
ENSAYO DE QUIMIOLUMINISCENCIA

Sacrificio: al 5° dia de tratamiento.

Material: Muestras de higado de aprox. 1g en salina 0-2 C,
Homogeinizacidn: Buffer CIK 140 mM, EDTA 1 mM y TRIS-CIH 20 mM pH7.3
Centrifugacion: 600g por 10 min a 0-2 C,

Medida de la Emisién: Antes y después del agregado de hidroperoxido de
tert-butilo 3mM.

Equipo: Contador de centelleo Packard Tri-carb modelo 3320

Anélisis estadistico:  ANOVA

FIGURA 15
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ENSAYO DE RADICALES LIBRES

ANTICHAGASICOS
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FIGURA 16
PRUEBA DE AMES PARA MUTAGENOS
(TEST DE REVERSION DE SALMONELLA)
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+
CON / SIN ACTIVACION MICROSOMAL HEPATICA (S9)
+

COMPUESTO EN ESTUDIO

l

MEDIO MINIMO AGAR - BASE (Glu y sales)

CONTROL: SIN MUTAGENO.
CONTROL DE ACTIVIDAD MICROSOMICA: 2 AMINOFLUORENE.

CONTROL DE MUTAGENESIS:N-metil-N"-nitro-N-nitroso guanidina (MNNG).

FIGURA 17




ENSAYO DE AMES PARA DROGAS ANTICHAGASICAS

Droga N° 1: 8CI3F.

Conc. microg/placa| TAS8 | TASE + 33 Cona microg/pleca| TA100 | TA100+ 53
a 22 21 0 107 104
0.428 21 27 0.428 104 141
2.13 18 20 213 "7 23
8.53 23 26 8.563 106 127
42.8 thxlea a8 42.6 thxico thxien
B53 tdnioo i oo 853 e tdxiecn
Drogs N* 2; BCI3M.
Conc. microgfplaca| TASE | TASE + 59 Conc. microglplaca| TA100 |TA100 + 58|
0 30 48 o 86 1448
0.432 30 &8 0.432 114 191
Z.16 33 35 216 118 127
8,83 30 6B B.63 a3 106
43.17 thxiea 33 43.17 tdxico 87
883 thxlco téxico 283 téxico txico
Droga N* 3: BOCH3 J0OMA.
Conc. microgiplaca| TASEB | TASE8+ 59 Cone. micreg/placa| TAT0D | TAT00 + 59
0 30 48 4] 95 148
0.36 3z 81 .36 122 148
1.8 33 44 1.8 85 128
7.2 25 63 7.2 104 125
as tdxice a8 38 B0 134
720 thxico téxico T20 tdxico téxico
Drogs N 4: BCI2M
Cone. microgi/placa| TASB | TAS8 + 59 Conc microg/placa| TA100 |TA100+59
0 25 17 a i3] Bg
0,356 20 23 0.356 76 80
1.78 36 11 1.78 60 77
.1 18 27 FA G T8
35.5 téxico 16 35,6 taRico 87
TN torion toxico 711 tdxico 1éxico
Droga N* 5: BCH3 3M
Cone, microgiplaca] TASE | TAS8+ 58 Cone microg/placa| TA100 | TA100+ 59
0 1 18 ] &9 B4
0,34 21 18 0.34 62 74
1.7 15 i@ 1.7 100 63
6.8 21 I 6.8 a8 81
a4 19 n 34 73 B3
680 1xico 1xico 8680 téxico téxico
Drogs N* &: 8CH3O0 4P
Cone. microg/placa| TASE | TASB+53 Cone, micregiplaca| TA100 |TA100+ 58
0 17 48 ] 62 B2
0.32 17 42 0.32 B8 76
1.6 16 52 1.6 55 86
6.4 10 a1 6.4 58 a5
32 17 a5 32 63 79
640 thxloa thxiea 640 1hxica t1éxico

FIGURA 18




