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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LA ACCION DE DOS DERIVADOS BENZO (de)
ISOQUINOLIL-1,3-DIONA SOBRE TRYPANOSOMA CRUZ! “IN VITRO”

A. OSUNA (1), S. CASTANYS (1), G. ORTEGA (1), F. GAMARRO (1), J. ANEIROS (2),
M. F. BRANA (3) y C. M. ROLDAN (3)

RESUMEN

Fueron analizadas las alteraciones a nivel ultraestructural, producidas por
dos derivados benzo (de) isoquinolil-1,3-diona, en formas de cultivo de Trypano-

soma cruzi.

Estos compuestos, M-12210 y FA-142, son drogas intercalantes del

DNA que tienen una gran afinidad por éste. 1 DNA del kinetoplasto pierde su
estructura regular de doble hilera, produciendose arqueamientos, la cromatina
aparece irregularmente condensada en los nucleos, en el citoplasma se observa
gran cantidad de inclusiones lipidicas y vacuolas.

INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico
de la enfermedad de Chagas, dolencia que afec-
ta a un nimero elevado de personas en el Con-
tinente Americano y de la que actualmente se
carece de una terapia eficaz.

Diversos Autores han probado la accién
de agentes intercalantes del DNA sobre las for-
mas de cultivo de este protozoo, estudiando los
porcentajes de inhibicién del crecimiento asi
como las alteraciones producidas tanto en el
kinetoplasto como en el ntcleo. DELAIN &
col.¢, estudiando la accion de dos intercalantes
del DNA, Bromuro de Etidio y Daunomicina,
observaron al microscopio electrénico que es-
tas drogas, a baja concentracién y corto perio-
do de tiempo de incubacidn, producen una subs-
tancial alteracién del kinetoplasto. BENARD &
RIOU? obtuvieron resultados similares cuando
sometieron al pardsito a bajas dosis de inter-
calantes derivados de la Ellipticina, mostrando
la pérdida progresiva del kinetoplasto y altera-
ciones en el nicleo. SIMS & GUTTERIDGE 13
demostraron que un derivado 5-nitrofurdn, la
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droga SQ 18.506, probable agente alkilante del
DNA, produce una gran vacuolizacién del cito-
plasma de las formas epimastigotas de 1T.
cruzi.

Nosotros en el presente trabajo, estudiamos
las alteraciones que a nivel ultraestructural
producen las drogas M-12210 (5-nitro-2-(2-(1-pir-
rolidin)-etil)-benzo (de) isoquinolil-1,3-diona),
y FA-142 (5-amino-2-(2-dimetilaminoetil)-benzo
(de) isoquinolil 1,3-diona), derivados sintetiza-
dos por ROLDAN & col.2, BRANA & col.3 des-
criben la accidn citostdtica de esta nueva serie,
GARCIA-GANCEDO & col.!® estudian la activi-
dad antiviral de estos compuestos y BRANA &
col.* ensayan estos agentos en células cancero-
sas, sugiriendo que bloquean la sintesis de DNA
y RNA debido probablemente a la alta afinidad
e intercalacidn en la doble hélice del DNA.

Estas drogas fueron sometidas a un estudio
previo por ADROHER & col.! y por OSUNA
& col. 11| donde se comprobaron las altas tasas
de inhibicion del crecimiento que inducen en
las formas epimastigotas de T. cruzi.
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MATERIAL Y METODOS

Las formas flageladas de T. eruzi proceden-
tes de un caso clinico en Venezuela, cedidas a
nuestro laboratorio por el Instituto de Mala-
riologia de Caracas, fueron cultivadas en medio
LIT (CAMARGOS5), a 28°C durante 72 h. Los cul-
tivos en fase logaritmica de crecimiento fueron
centrifugados a 2.500 g durante 5 min. y poste-
riormente se transfirié el botén a medio fresco
conteniendo las drogas. El nuimero de formas
flageladas fué de 3 x 105/ml y la concentracion
de ambas drogas de 1 sg/ml. El lote control
y los dos tratados se incubaron a 28°C durante
48 h, transcurrido este tiempo, fueron centrifu-
gados los cultivos y lavados sucesivas veces
con solucién tamponada PBS. EI botdn, final-
mente obtenido, fué procesado para microsco-

pia electréonica como describen DELAIN &
RIOU .

RESULTADOS

De la comparacién a nivel ultraestructural
entre las formas de cultivo de T. cruzi’s9 y
las tratadas con las drogas M-12210 y FA 142, se
pueden observar, estudiando las Figuras (de
la '3 a la 7), las siguientes alteraciones: a) Fl
nucleo por lo general presenta la heterocroma-
tina dispuesta laxamente, no aprecidndose alte-
raciones en el endosoma. b) El citoplasma con-
tiene acumulos de vacuolas autofdgicas y go-
tas lipidicas en nimero excesivo con respecto
a los controles. ¢) En algunas formas, las al-
teraciones en el kinetoplasto llegan a presentar
su DNA sin su estructura tipica de doble hilera,
mostrando estructuras arqueadas y un aspecto
altamente electrodenso, fenémeno no observa-
do en los.controles.

DISCUSION

De los resultados obtenidos, se sugiere que
ambas drogas poseen una accidon intercalante
sobre el DNA, como demostraron estudios pre-
cedentes en células cancerosas . Los -efectos ob-
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servados por nosotros a nivel del nidcleo y del
kinetoplasto cuando se trataron los flagelados
con los intercalantes, indican que su principal
modo de accidn sobre T. cruzi se debe a su co-
nocida union en el DNA, debiendo interferir tan-
to la replicacién como la trascripcidn, explican-
do asi los acimulos irregulares de la cromatina
o la distribucién laxa de la misma en los nd-
cleos de los protozoos tratados.

La presencia de grandes vacuolas e inclu
siones lipidicas concuerdan con los resultados
obtenidos por otros Autores con ‘la ‘droga SQ
18.506, que al parecer reacciona como-un agen-
te alquilante con el DNA, inhibiendo 1a sintesis
de RNA y por tanto de proteinas 3. ‘

Los actimulos lipidicos quizds provengan de
la inhibicién del metabolismo mitocondrial con
las consecuentes alteraciones citoplasmaticas.

La presencia de flagelados con prolongacio-
nes citoplasmadticas quizds corresponda a la ac-
cién de la droga sobre el metabolismo general
del protozoo y que por algun mecanismo, pro-
duzca la relajacién de los tiibulos periféricos.

Las alteraciones producidas por el MI12210
a nivel del DNA del kinetoplasto son semejantes
a las observadas por BENARD & RIOU?2 y DE-
LAIN & col.§ cuando tratan los flagelados con
Ellipticina o Bromuro de Etidio y Daunomici-
na, respectivamente, drogas todas ellas de reco-
nocida accidn intercalante. FEn estos casos los
Autores encuentran al igual que nosotros una
pérdida de la estructura normal de la doble
hilera del kDNA, volviéndose éste muy electro-
denso induciéndose un reagrupamiento del
kDNA en estructuras arqueadas tipicas. Hstas
estructuras como sugieren DELAIN & col.$, po-
drian deberse a una torsién de la doble hélice

quedando modificada la estructura terciaria.

En conclusién estos dos nuevos intercalan-
tes del DNA podrian ser subceptibles de ser uti-
lizados en la quimioterapia de la enfermedad
de Chagas. ‘
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Ultenestructura de las formas de cultive de T. cruzl tratades con 1 pg/ml de lns drogas M-12200 5
FA-Li2, 48 h postinoculacién.
Fig. 1 — Estructura tipica del kinetoplasto (K) en una forma epimastigota no tratads. (40,000 0.
Fig. 2 — Forma tripomastigota no tratada orlginada en el cultivo en la gue se observa el nlcleo
N} con envoltura (e} ¥ microporos, disposicidn normal de la cromating, reticulo endoplasmiitico
rugoso (R), aparato de Golgi (G), mitocondria (M), tres secciones del {lagelo (F) con la cuerda
paraxinl y axonema microtubular ¥ tdbulos periféricos (T) (20000 ). Fig. 3 — Forma epimas-
tigota trateda con M-12210 en la que destaca el endosoma central (E) condensado y la oro-
mating laxamente distribuide, envolturs ouelear (o) ¥ numerosas prolongeciones citoplasméticns
(P (50,000 ),
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Fig. 4 — Porma epimastigota tratada con M-12210 mostrando  numerosas  Inclusiones lpidieas (L (30000 )

Fiz. 5 — Porma tratada con M-12210 en la gue 26 observan numerosas wvacuolas (Vi oy gotas lipidicas
(L0 (30,000



Fig. 6 — Tras el tratamiento con M-12210,

el DNA del kinetoplaste (K) aparece muy

electrodenso ¥ presenta  estructuras  ar-
quendas ({lechas blancas) (50000 =)

Fig. 7 — Epimastigote tmtado con la droga FA-142, micleo (N) con la eromating irmegularmente repartida,
fase de division con dos fagelos (F), kinetoplasto (K) normal vy acimuolos de gotas lipldicas (L) (40,000 )
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SUMMARY

Ultrastructural studies of the action of two
benzo (de) isoquinoline-1,3-diones derivatives
against Trypanosoma cruzi culture forms.

We tested the ultrastructural alterations ge-

nerated by two benzo (de)-isoquinoline 1 3 dio-

nes

forms.

are

derivatives on Trypanosoma cruzi culture
These compounds, M-12210 and FA-142,
DNA intercalating drugs with a high affini-

ty for DNA.

The regular double row of kDNA disappear-

ed forming characteristic arched structures, the
cromatin 'was irregularly condensed in the nu-
cleus, the cytoplasm contained many lipid in-
clusions and vacuoles.
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