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La tripanosomiasis africana humana es una enfermedad
transmitida por vectores, fatal si no se trata. La incidencia
anual de pacientes solia ser muy alta, pero se ha reducido a
menos de 10.000 por afo. Esta declaracion se esgrime para
afirmar que no es necesario invertir en el desarrollo de nue-
vos farmacos contra la enfermedad del suefo. Sin embargo,
la misma puede reaparecer, como en el pasado, cada vez
mas agresiva. Muy pocos compuestos estan siendo analiza-
dos en entornos clinicos y la tasa de supervivencia de las mo-
léculas es extremadamente baja; ninguno de los candidatos
se encuentra en fase tres de evaluacion clinica. En el mar-
co de un proyecto multicéntrico, liderado por los Profesores
Ulrike Holzgrabe y Gerhard Bringmann de la Universidad de
Wirzburg en Alemania, evaluamos previamente los cambios
morfologicos y ultraestructurales producidos por compuestos
lider sintetizados miembros de las familias estudiadas sobre
Trypanosoma brucei. Los datos sugieren que las moléculas
estudiadas podrian afectar el reticulo endoplasmatico (la bis-
naftilamida biscuaternaria, 37) y la mitocondria y el cineto-
plasto (la sal de N-Arylpyridinium, 88). En este trabajo deter-
minamos si los compuestos 37 y 88 son parasitostaticos o
parasiticidas, si actuan de forma sinérgica con las drogas cla-
sicas y si afectan el estado metabdlico de la célula. Nuestros
resultados sugieren que 37 es parasiticida y 88 parasitostati-
€0, que ambos compuestos son sinérgicos con pentamidina y
que 37 es sinérgico con eflornitina, y al igual que pentamidina
y eflornitina, no altera la relacion ADP / ATP o los niveles de
glucosa del parasito, sugiriendo que su efecto no esta asocia-
do a la alteracion del estado metabdlico celular.

Palabras clave: Trypanosoma brucei, enfermedad del sue-
Ao, bisnaftilamida biscuaternaria, sal de N-Arylpyridinium,
efecto metabdlico, sinergismo.

Human African Trypanosomiasis is a vector-borne disease,
fatal if left untreated. The annual incidence of patients used
to be outrageous, but it has dropped to less than 10,000 per
year. This statement has been used to assert that it is not
necessary to invest in the development of new drugs against
sleeping sickness. However, the disease may return, increas-
ingly aggressive. Only a small number of compounds are be-
ing analyzed in clinical settings and the survival rate of can-
didates is normally low; none of the candidates is actually in
phase three evaluation.

Previously we assessed the morphological and ultrastructur-
al changes produced by members of families of compounds
synthesized within the frame of our university consortium
multicenter project, led by Professor Ulrike Holzgrabe and
Gerhard Bringmann, University of Wirzburg, Germany on
Trypanosoma brucei. The data suggested that the endoplas-
mic reticulum membrane systems (for the bisquaternary bis-
naphthalimide 37) and the mitochondria and kinetoplast (for
the N-Arylpyridinium salt 88) might be the potential organelles
targeted. Herein we have determined whether these com-
pounds are parasitostatic or parasitocydal, act synergistically
with classical trypanocydal drugs and if they affect the meta-
bolic status of the cell. Our results suggest that 37 seems to
be parasitocidal while 88 seems to be parasitostatic, but that
both compounds exert a synergistic effect with pentamidine,
and 37 eflornithine. We further determined 37 and 88 did not
alter the parasite ADP/ATP ratio or the parasite glucose lev-
els thus indicating that they do not alter the metabolic status
of the parasite.

Key words: Trypanosoma brucei, sleeping sickness, bisqua-
ternary bisnaphthalimide, N-Arylpyridinium salt, metabolic ef-
fect, synergism.
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Introduccion

Unos pocos organismos son responsables de las principa-
les enfermedades parasitarias del siglo XX y XXI. De hecho,
la incidencia y el nUmero de personas afectadas, y la de-
solacion que estos organismos causan a los pacientes es
enorme. Estos patdbgenos producen un ingente numero de
victimas; sobre todo, pero no exclusivamente en los paises
en desarrollo. Entre estos organismos podemos mencionar
los tripanosomas que causan la tripanosomiasis africana
humana (HAT)'.

Esta es una enfermedad transmitida por vectores, fatal si no
se trata. Su incidencia anual solia ser muy alta. Sin embar-
go, recientemente se ha reducido a menos de 10.000 casos
por ano?. Este hecho se esgrime para destacar que “no es
necesario invertir en el desarrollo de nuevos farmacos contra
la enfermedad del suefio™. Sin embargo, la misma puede
resurgir como lo ha hecho en el pasado, y podria volver de una
forma méas agresiva. Muy pocos farmacos estan siendo ana-
lizados clinicamente en diversas asociaciones sin fines de lu-
cro, asi como por la denominada Iniciativa Medicamentos para
Enfermedades Olvidadas (DNDi por sus siglas en inglés)*. Sin
embargo, la tasa de supervivencia de los candidatos es extre-
madamente baja, y ninguno de los compuestos analizados se
encuentra en la tercera fase de evaluacion clinica®.

Basados en el hecho de que la potencia de un compuesto
(que se refleja en su IC, ), no necesariamente se traduce en
el “mejor farmaco a nivel de mercado” y de que, ademés de
la actividad que las moléculas deben tener en contra de un
organismo seleccionado, sus propiedades de absorcion, dis-
tribucion, metabolismo y excreciéon (ADME) son esenciales
para la seleccion de candidatos para estudios con animales
y preclinicos®, en un trabajo anterior, y con el objetivo de per-
feccionar la seleccion de los candidatos a estudios preclini-
cos, analizamos la correlacion entre la actividad anti-tripano-
soma de moléculas de diferentes clases estructurales con los
parametros fisico-quimicos de los compuestos, para delinear
la relacion entre la estructura quimica y sus funciones biol6-
gicas’. Los datos sugieren que los indices de eficiencia de
ligando pueden ser utiles para comprender la relacion entre la
potencia y las caracteristicas quimicas de los compuestos. En
esa oportunidad describimos una buena correlacion entre los
parametros fisico-quimicos de los compuestos seleccionados
y los de moléculas comerciales cuyas dianas son organelos
especificos. Estos resultados sugieren que nuestra aproxi-
macion podria ser util para impulsar el disefio de compues-
tos con buenas actividades y propiedades farmacocinéticas
aceptables para todas las familias de compuestos’.

En este trabajo y a fin de profundizar en el analisis de la
potencia de los compuestos lider hemos evaluado varias pro-
piedades funcionales relacionadas con su accioén sobre los
parasitos. De hecho, analizamos si los mismos ejercen una
funcion parasitostatica o parasiticida, si actlan sinérgica-
mente con farmacos clasicos, y si afectan el estado metabdli-

co de la célula. Nuestros resultados sugieren que los mejores
candidatos 37 y 88, son, parasiticida el primero y parasitosta-
tico el segundo. Solo 37 es sinérgico con eflornitina, ambos
con pentamidina. Finalmente, 37, al igual que pentamidina o
eflornitina, no altera la relacién ADP / ATP del parasito o sus
niveles de glucosa. Estos resultados indican que su efecto no
est4 relacionado con la alteracion del metabolismo celular.

Materiales y métodos

La descripcion de los compuestos usados esta resumida en
un trabajo previo’. Ellos pueden ser definidos como una bis-
naftilamida biscuaternaria (37) y una sal de N-Arylpyridinium
(88).

Para evaluar la actividad tripanocida de los compuestos,
se cultivaron formas sanguineas monomoérficas de Trypa-
nosoma (T.) brucei (TC-221) en medio Baltz, a 37°C, 5%
de CO,. El medio se suplement6 con 16,7 % de suero fe-
tal bovino inactivado por calor, 16 U ml' de penicilina, 16
mg ml' de estreptomicina y 0,0001% B-mercaptoetanol.
La actividad de los compuestos se determind mediante el en-
sayo de Azul de Alamar®. Brevemente, se incub6 un namero
apropiado de tripanosomas (103 células ml') en placas de 96
pozos, con concentraciones crecientes de los compuestos
en un volumen final de 200 ml. Después de 24 h de incuba-
cion a 37°C, 5% CO,, se afiadieron 20 ml de Azul de Alamar a
cada pozo; seguidamente las placas se incubaron en las mis-
mas condiciones por 48 hy 72 h. Las placas se leyeron en un
lector de ELISA (Oasys Expert 96) a una longitud de onda de
550 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm. La
absorbancia registrada en los pozos incubados en ausencia
de los compuestos determiné el 100% de crecimiento. La ab-
sorbancia resultante en cada uno de los otros pozos reflejo
el crecimiento celular y su inhibicién por los compuestos. Los
valores de IC,, se calcularon por interpolacion lineal®?.

Para determinar la actividad parasitostatica o parasiticida de
los compuestos se realiz6 el ensayo de susceptibilidad de Azul
de Alamar. Seguidamente se recogieron las células de los po-
Z0S Mas cercanos a las concentraciones correspondientes al
IC,,, IC,, e IC,, de cada compuesto. Las células se lavaron
dos veces con PBS y se sembraron de nuevo en las mismas
condiciones, pero sin farmacos; se incubaron durante 48 h,
recibieron 20 ml de Azul de Alamar y se incubaron durante 48
h adicionales para determinar su crecimiento adicional.

Para determinar la actividad sinérgica de 37 y 88 se realiza-
ron en paralelo curvas de susceptibilidad con Azul de Alamar
para cada compuesto solo y para cada compuesto en pre-
sencia de concentraciones IC_ de pentamidina y eflornitina.
Con este ensayo definimos el desplazamiento del IC_ de
pentamidina y eflornitina hacia concentraciones superiores o
inferiores por la accion de los compuestos utilizados.

Para determinar las posibles dianas intracelulares de 37
y 88 las células se incubaron como normalmente para los



ensayos de Azul de Alamar a concentraciones de IC,, de
los respectivos compuestos durante 24 h. Al finalizar la in-
cubacion las células se suspendieron a una densidad de
2.5 10°ml' y se incubaron con los siguientes indicadores:
a. en 4 pug ml' Hoechst en PBS durante 5 min
a temperatura ambiente para marcar el nucleo.
b. en 25 mM MioTracker Red durante 30 min
a 37°C, 5% de CO, para marcar la mitocondria.
c. en 10 mM Lysotracker, durante 1 h a 37°C, 5%
CO,, para marcar los compartimientos &acidos.
d. en 10 mM Fm 464 durante 10 min a 4°C, para marcar el
sistema de reticulo endoplasmico.

Posteriormente las células se centrifugaron a 700 x g durante
5 min, se lavaron con PBS y se suspendieron en 200 ml de
buffer para ser analizados por citometria de flujo.

Para determinar el efecto de 37 y 88 sobre el metabolismo
celular los tripanosomas fueron sembrados en placas de 96
pozos en 200 ml de medio a densidades iniciales de 10* cé-
lulas ml'. Las células se incubaron durante 24 h a 37°C, 5%
CO, solas o en presencia de DMSO (<1%), florizidina (Sig-
ma 274313-1G, 100 mM), DOG (Sigma D6134-1G, 5 mM),
pentamidina (Aventis, IC, ), o ala IC,, de 37 y 88. Posterior-
mente las células se centrifugaron a 700 x g durante 5 min,
se lavaron con PBS y suspendieron hasta una densidad de
1x10° células ml'. La relacion ADP / ATP y el contenido de
glucosa (Sigma MAK135 ADP / ATP Ratio Kit de ensayo, Kit
de ensayo de Sigma GAHK20 glucosa (HK)) se determinaron
utilizando un luminémetro, a 1 s de tiempo de deteccion.

La relaciébn ADP / ATP se calcul6 por la siguiente razéon:
RLUA1 - luminiscencia de ATP; RLUB — luminiscencia de
ATP residual después de 10 min; RLUC - luminiscencia des-
pués de la conversion enzimatica de ADP en ATP; ADP / ATP
= (RLUC1-RLUB1) / RLUA1), siendo RLU la luminiscencia
detectada en los canales A, B o C. Los niveles de glucosa se
ensayaron en el sobrenadante de cada condicion a través del
ensayo de reduccion de la hexoquinasa'™.

Los experimentos se realizaron al menos dos veces por cua-
druplicado y el analisis estadistico se llev6 a cabo utilizando
el software Graph Pad Prism, version 6.

Resultados

La susceptibilidad de los paréasitos a los compuestos se de-
termind mediante el ensayo de Azul de Alamar. Seguidamen-
te, se recogieron las células viables presentes en los pozos
mas cercanos a las concentraciones IC,, IC_ e IC, para
cada compuesto. Los parasitos se lavaron y sembraron de
nuevo en las mismas condiciones, pero sin drogas. Las célu-
las se incubaron durante 48 h a 37°C y 5% CO, y de nuevo
se determind su crecimiento mediante el ensayo de Azul de
Alamar. Los resultados obtenidos se representan en la Fig.
1. Las ceélulas expuestas a concentraciones IC, e IC,, de 37
no reanudan su crecimiento, incluso 48 h después de ser in-

cubadas solas, sugiriendo que 37 podria ser parasiticida. Por
el contrario, 88 presenta caracteristicas de parasitostéatico;
las células supervivientes recogidas de los pozos incubados
incluso a IC,,, reanudan su crecimiento al cabo de 48 h de
ser incubadas solas.
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La actividad de 37 y 88 se determin6 usando el ensayo de Azul de Alamar. Las cé-
lulas vivas de los pozos mas cercanos a IC,, IC, e IC,, se lavaron y sembraron de
nuevo en ausencia de farmacos. Las células se incubaron durante 48 h, recibieron
20 ml de Azul de Alamar y se incubaron 48 h adicionales para medir su crecimiento.
La figura ilustra un experimento representativo. Para 37 se determin¢ la IC,(0,030)
mM, IC,, (0,150 mM) e IC,; (0,270 mM), al igual que para 88 IC, (0,002 mM), IC
(0,010 mM), IC,; (0,018 mM).

Con base a los resultados anteriores evaluamos el potencial
efecto sinérgico de los compuestos con las drogas clasicas
pentamidina y eflornitina. Para ello se incubaron los parasitos
con 37 y 88 (a concentraciones de IC,, IC, e IC,) solos, y
para cada molécula en presencia de pentamidina (IC,,, Fig.
2), o eflonitina (IC,,, Fig. 3). El efecto sinérgico se demostro
claramente para pentaminina y 37, ya que incluso cuando 37
se utilizé a concentraciones de IC, en conjunto con penta-
midina (IC, ), las células no reanudaron su crecimiento a las
24 y 48 h de comenzado el experimento. Resultados simila-
res se obtuvieron al utilizar 88 en conjunto con pentamidina
(IC,,) en las mediciones realizadas a las 24 h. Sin embargo,
después de 48 h las células incubadas con pentamidina a
su IC,, y 88 a su IC,, reanudaron el crecimiento hasta en
un 30% del control sin droga. El efecto sinérgico también se
demostro para eflornitina y 37 a las 24 y 48 h, al utilizar 37
a concentraciones de IC,,. Este no fue el caso para el 88 y
eflornitina (IC,), ya que incluso cuando 88 se utiliz a con-
centraciones IC las células continuaron su crecimiento.
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Se incubaron las células en presencia de 37 y 88 (a IC

1o ICy, € 1IC, ). En paralelo, se

incubaron las células con cada compuesto mas el IC,; de pentamidina. A las 48 h,
los pozos recibieron 20 ml de Azul de Alamar y se incubaron 48 h adicionales para
evaluar el crecimiento celular. La figura ilustra un experimento representativo. La
IC,, para pentamidina es 0,005 mM.
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Se incubaron las células en presencia de 37 y 88 (a IC

1o IC,, € IC,). En paralelo,

se incubaron las células con cada compuesto mas el IC,, de eflornitina. A las 48 h,
los pozos recibieron 20 ml de Azul de Alamar y se incubaron 48 h adicionales para
evaluar el crecimiento celular. La figura ilustra un experimento representativo. La
IC,, para la eflornitina es 50 mM.

Estudios anteriores sugieren del reticulo endoplasmético es
la diana celular para la bisnaftilamida bicuaternaria (37) y la
mitocondria y el cinetoplasto lo son para la sal de N-Arylpyri-
dinium (88). Para confirmar esta aseveracion, utilizamos la
citometria de flujo para determinar cambios en el marcaje
de organelos como el nucleo, los compartimientos acidos,
la mitocondria y el cinteoplasto, y el sistema reticulo endo-

telial en parasitos tratados con pentamidina y eflornitina, asi
como con 37 y 88. Los resultados sugieren que sbélo se evi-
dencia una disminucidén en el marcaje con Mitotracker (no
significativo) en todas las condiciones, en comparacién con
los paréasitos no tratados. Estos resultados indican que en
las condiciones ensayadas este método no permite identifi-
car de forma especifica las dianas intracelulares ya que los
marcajes no distinguen el efecto de los compuestos con los
que trabajamos con respecto a los controles positivos (datos
no mostrados).

Finalmente, y a fin de evaluar si 37 y 88 alteran el meta-
bolismo del parasito determinamos la relacion ADP / ATP y
los niveles de glucosa en parasitos tratados y no tratados
durante 24 h con los compuestos, comparado con el efecto
ejercido por las drogas clasicas pentamidina y eflornitina. La
DOG (control positivo) disminuye significativamente la rela-
cion ADP/ATP de las células tratadas luego de 24 h de in-
cubacion (Fig. 4). Sin embargo, ni las drogas clasicas ni los
compuestos experimentales utilizados reproducen este efec-
to. De igual forma, aunque la DOG, disminuye los niveles de
glucosa, las drogas clasicas y los compuestos experimenta-
les no afectan este parametro (datos no mostrados). Estos
resultados sugieren que 37 y 88 no afectan el metabolismo
celular, al menos a las primeras 24 h de tratamiento.
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Los parasitos (10* ml") se incubaron 24 h a 37 ° C, 5% CO, solas o en presencia
de DMSO (<1%), florizidina (100 mM), DOG (5 mM), pentamidina (IC,;), o a la IC,,
de 37 y 88. La relacion ADP / ATP y el contenido de glucosa se midieron utilizando
un luminémetro, en 1 s de tiempo de deteccion. La relacion ADP / ATP se calcul6
por la siguiente razéon: RLUA1 - luminiscencia de ATP; RLUB — luminiscencia de
ATP residual después de 10 min; RLUC - luminiscencia después de la conversion
enzimatica de ADP en ATP; ADP / ATP = (RLUC1-RLUB1) / RLUA1), siendo RLU la
luminiscencia detectada en los canales A, Bo C.



En este estudio profundizamos el andlisis de dos compues-
tos lider sintetizados en el marco del consorcio liderado por
los profesores Gerhard Bringmann y Ulrike Holzgrabe en la
Universidad de Wirzburg. Nuestro interés fue determinar si
los mismos cumplen con propiedades que aumenten la pro-
babilidad de su inclusiéon en ensayos con animales, preclini-
cos y clinicos. Especificamente evaluamos si la bisnaftilami-
da biscuaternaria (37) y la sal de N-Arylpyridinium (88) son
parasitostaticos o parasiticidas, si actuan de forma sinérgica
con las drogas clasicas pentamidina y eflornitina y si afectan
el estado metabdlico celular.

Nuestros resultados sugieren que 37 es parasiticida y 88 pa-
rasitostatico, que ambos compuestos actlian de forma sinér-
gica con pentamidina y que 37 ejerce un efecto sinérgico con
eflornitina; finalmente describimos que 37 y 88 no alteran la
relacion celular ADP / ATP o los niveles de glucosa del pa-
rasito, lo cual sugiere que su efecto no esta asociado a la
alteracion del estado metabdlico del parasito.

El ensayo de la resazurina proporciona una fotografia pun-
tual de la susceptibilidad de los parasitos a diversos com-
puestos®. Aunque este ensayo permite calcular valores de
IC,, reproducibles, no otorga informacion sobre como es la
accion de los mismos. Nuestros resultados sugieren que 37
es parasiticida, es decir, es capaz de destruir los parasitos.
Por otra parte, los ensayos sugieren que 88 es parasitostati-
co, es decir, es capaz de detener el crecimiento de los para-
sitos durante el tiempo en el cual el compuesto esta presente
en el cultivo.

Al evaluar el potencial efecto sinérgico de los compuestos
con las drogas clasicas pentamidina y eflornitina encontra-
mos que este se evidencia al utilizar pentaminina y 37 (in-
cluso a concentraciones IC, ) y pentamidina y 88 (utilizado a
concentraciones IC,, a las 24 h). El efecto sinérgico de pen-
tamidina y 88 (a concentraciones IC, ) se revierte a las 48
h; en estas condiciones las células reanudan su crecimiento
hasta en un 30% del control no tratado.

El efecto sinérgico también se demostr6 para eflornitina y 37
(utilizado a concentraciones IC, ) mas no para eflornitina y 88
(utilizado a concentraciones IC, ). Estos resultados sugieren
que el uso combinado de 37 y las drogas clasicas pentami-
dina y eflornitina podria ser beneficioso y confirman el efecto
parasitostatico de 88.

La pentamidina es una droga cuya diana es la mitocondria.
Esta droga es efectiva incluso en las formas sanguineas de
T. brucei que no expresan una cadena respiratoria comple-
tamente funcional™. Por su parte, la eflornitina, un analogo
de aminoacidos, inhibe a la ornitina decarboxilasa durante la
sintesis de las poliaminas'?. Estudios anteriores realizados
en el marco del consorcio mencionado sugieren que la dia-
na celular para 37 es el reticulo endoplasmatico, mientras la
mitocondria y el cinetoplasto lo son para 88. Nuestros resul-

tados de citometria de flujo sugieren que en los parasitos tra-
tados con pentamidina y eflornitina, al igual que con 37 y 88
se evidencia una disminucién (no significativa) en el marca-
je con Mitotracker, con respecto a los parasitos no tratados.
Esto no ocurre con el resto de los marcadores utilizados, es-
pecificos para compartimientos acidicos, el nacleo y el siste-
ma reticulo endotelial. Los resultados globales sugieren que
en las condiciones ensayadas la citometria de flujo no parece
ser un método idéneo para la identificacion especifica de las
dianas celulares de estos compuestos. Podriamos especular
que debido a que los cultivos de tripanosomas son asincro-
nicos, aunque sean monomorficos como es el caso que nos
ocupa'®, no hay una reproduccion simultanea de todos los
miembros de la poblacion. La variabilidad en los estadios de
crecimiento podria entonces estar enmascarando el efecto
especifico de los compuestos sobre los organelos diana, de-
bido a que la poblacién de células con la caracteristica mor-
fologica especifica deberia ser muy pequefa.

La glucosa es la fuente de energia preferencial de los tri-
panosomas. Estos son células que utilizan escasamente las
mitocondrias para sintetizar ATP y el mecanismo preferencial
de sintesis de esta fuente de energia depende de la glicolisis
(en el citosol)™.

Los tripanosomas estan entre el tipo de células en las que
la glicélisis esta activa, incluso en presencia de oxigeno. En
otro tipo de células la presencia de oxigeno disminuye el flujo
glucolitico y favorece la produccion de ATP via la fosforilacién
oxidativa. Bajos niveles de oxigeno en los tripanosomas dis-
minuyen el consumo de glucosa y altas concentraciones de
oxigeno inducen la glicélisis, probablemente para inducir la
proliferacion. Es mas, se postula que el ATP producido du-
rante la glicolisis no se utiliza para el crecimiento del parasito;
sin embargo, ya que mediante la glicdlisis sélo se producen
dos moléculas de ATP, estos parasitos deben mantener su
relacion ADP / ATP muy controlada’™.

Por otra parte, las formas sanguineas de tripanosoma no
tienen una mitocondria “normal” sino una forma reducida de
este organelo. No posee oxidasas de citocromo (pero si una
oxidasa alternativa), el transporte de electrones no genera
un potencial de membrana, y por lo tanto, no se utiliza para
producir ATP mediante la fosforilacion oxidativa. Al contrario,
la ATPasa que normalmente sintetiza ATP en este comparti-
miento lo hidroliza con el fin de generar un potencial de mem-
brana esencial para la importacion de proteinas'.

Puesto que se ha demostrado que la inhibicion del transporte
de glucosa es parasiticida para T. brucei'® y para evidenciar
si los compuestos 37 y 88 alteran el metabolismo parasitario
y comprometen la relacion celular ADP /ATP, evaluamos el
efecto de ambos compuestos sobre este parametro. Compa-
ramos los efectos de 37 y 88 con florizidina, ya que el trans-
porte de glucosa en las especies sanguineas del parasito
requiere iones sodio y el florizidin es un inhibidor de este tipo
de transportadores en mamiferos'” y el desacoplante de la




fosforilacion oxidativa CCCP, puesto que se ha demostrado
su efecto especifico sobre los tripanosomas™®.

Nuestros resultados sugieren que ni la relaciéon ADP / ATP ni
el consumo de glucosa se ven alterados por los compuestos
37 y 88 en estas condiciones, lo cual pareceria evidenciar que
estos compuestos no alteran el estado metabdlico de la célula.

En conclusion, en este trabajo describimos que el compuesto
lider (37) es parasiticida y el 88 es parasitostatico. Que am-
bos compuestos potencian el efecto de pentamidina y 37 el
de eflornitina y sugieren que su efecto no esta relacionado
con una alteracion del metabolismo celular.

Estos resultados indican la ventaja que traeria utilizar un
compuesto como 37 para utilizarlo en combinacién con
pentamidina o eflornitina a fin de reducir los efectos adver-
sos potenciales de estas drogas clasicas. Por otra parte
sugieren que las propiedades parasitostaticas de 88, incluso
a concentraciones cercanas al IC, podrian ser explotadas
para imitar el efecto de una vacunacion con parasito inacti-
vado. Esta accién inhabilitaria al parasito de continuar re-
produciéndose por un tiempo, lo cual facilitaria la accion
del sistema inmune.
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