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RESUMEN

Antecedentes: La malaria es una enfermedad causada por parisitos del género Plasmodium y trans-
mitida por mosquitos de género Anopheles. Anualmente, se reportan alrededor de 220 millones de casos
de malaria en el mundo, de los cuales mueren aproximadamente 650.000 personas, convirtiendo esta
enfermedad en un problema de salud publica. En los dltimos anos se ha reportado resistencia de los pari-
sitos a los antimaldricos: cloroquina, mefloquina y recientemente a los derivados de artemisininas, como
artesunato. Objetivo: Obtener por hemisintesis un hibrido de diosgenona-artesunato con un conector
hidrolizable tipo éster, y valorar su actividad antiplasmodial y citotoxicidad in vitro. Métodos: Para la
obtencién del hibrido 4, se redujo el grupo carbonilo de la diosgenona en presencia de borohidruro de
sodio, para generar un alcohol, el cual se usé para enlazarse con el artesunato, por medio de una reaccién
de esterificacién promovida por el reactivo de Yamaguchi. La actividad antiplasmodial se determiné en
la cepa 3D7 de P. falciparum sensible a cloroquina, la citotoxicidad se evalué en la linea celular HepG2.
Resultados: Mediante una reaccién de esterificacién con el reactivo de Yamaguchi, se obtuvo el primer
hibrido diosgenona-artesunato 4 (IC,,=0,0157 uM), el cual fue mis activo que la molécula de partida
diosgenona 1 (IC,=35,49 uM) y la diosgenona reducida 2 (IC,,=46,33 uM) pero no mis que el arte-
sunato 3 (IC;, = 0,0020 uM). Conclusiones: Se obtuvo un nuevo hibrido de diosgenona-artesunato
el cual presenta mejor actividad que la molécula natural; resultado de importancia para su uso potencial
contra cepas resistentes al artesunato.
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ABSTRACT

Background: The malaria is a disease caused by parasites of genus Plasmodium and transmitted by
mosquitoes of genus Anopheles. Annually about 220 million cases of malaria are reported worldwide, of
which about 650000 people die, making this disease a public health problem worldwide. In the last years
it has been reported drug resistance of parasite to antimalarials like chloroquine, mefloquine and recently,
artemisinins derivatives like artesunato. Objective: Obtaining by hemisynthesis, a diosgenone-artesunate
hybrid with a hydrolysable ester type linker, and evaluate its antiplasmodial activity and cytotoxicity in
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vitro. Methods: The carbonyl group of diosgenone was reduced in the presence of sodium borohydride
to generate an alcohol, which was used as the binding moiety with artesunate, via an esterification re-
action promoted by Yamaguchi’s reagent. The antiplasmodial activity was determined in P. falciparum
chloroquine-sensitive strains, while the cytotoxicity was evaluated in HepG2 cell line. Results: Through
an esterification reaction with Yamaguchi reagent, it was obtained the first diosgenone-artesunate hybrid
4 (1C,,=0,0157 uM), which was more active than the native molecule, the diosgenone 1 (IC,,=35,49 uM)
and the reduced diosgenone 2 (IC, =46,33 uM), but it was not more active than the artesunate 3 (0,0020
uM). Conclusions: A new diosgenone-artesunate hybrid was obtained, which presents better activity
than the native molecule; result of importance for its potential use against artesunate resistant strains.

Keywords: Antimalarial hybrids, diosgenone, artesunate, malaria, Plasmodium.

INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad causada por pa-
rasitos de género Plasmodium, siendo P. falciparum
el mis letal de todos los que infectan al ser hu-
mano. Anualmente se reportan alrededor de 220
millones de casos de malaria en el mundo, de los
cuales mueren aproximadamente 650.000 personas,
convirtiendo esta enfermedad en un problema de
salud pablica a nivel mundial (1). Para combatir la
enfermedad, se han planteado diversos esquemas
terapéuticos dados en forma de monoterapia o
terapia combinada, como la combinacién artemeter-
lumentfatrina, para el tratamiento de la infeccién
por P. falciparum (2).

Debido a los problemas de resistencia que pre-
sentan los pardsitos a algunos de los medicamentos
actualmente utilizados para su tratamiento, se hace
necesario buscar nuevos agentes antimalaricos, ya
sean de origen natural o sintético.

Una tendencia en el disefio de agentes antiplas-
modiales es la produccién de moléculas hibridas,
formadas por dos o mis farmacéforos que poseen
diferentes modos de accién (3-5), como los hibridos
entre los triterpenos lupeol con quinolinas y dcido
ursélico con piperazinas, que presentan actividad
antiplasmodial promisoria (6, 7). El triterpeno
diosgenona 1 (figura 1), reportado por primera
vez por Sdez y colaboradores (8), ha demostrado
tener una actividad antiplasmodial de IC, = 27,9
uM 'y 35,4 uM en la cepa de Plasmodium falciparum
FCB2 y NF54 resistente y sensible a cloroquina,
respectivamente. Esta molécula no es tdxica, ni
mutagénica y se encuentra de forma mayoritaria
en la planta Solanum nudum, es ticilmente aislable
y purificable (8-11).

R

R1 =R2 = O = diosgenona 1
R1 = OH, R2 = H = diosgenona reducida 2

Figura 1. Estructura de diosgenona 1 y diosgenona
reducida 2.

Los derivados de artemisinina, son compuestos
sesquiterpénicos con un puente endoperdxido, al
cual se atribuye su actividad antiplasmodial. En
la actualidad los derivados de las artemisininas,
entre los cuales es de destacar el artesunato 3 (fi-
gura 2), son los antimaldricos mds utilizados en el
tratamiento de la enfermedad, debido a su ripida'y
efectiva accién antiplasmodial. En comparacién con
los otros derivados de la artemisinina, el artesunato
posee tres dtomos de oxigeno mis, lo cual hace que
tenga una mayor solubilidad en sistemas acuosos,
debido a los puentes de hidrogeno que puede for-
mar, ademds de esto, posee un grupo carboxilo
que le da la posibilidad de formar hibridos tipo
hidrolizables (12) y buena biodisponibilidad oral,
lo que lo constituye en un excelente candidato para
la formacién de hibridos.
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OH

Artesunato 3

Figura 2. Estructura de artesunato.

Figura 3. Estructura del hibrido diosgenona-artesunato 4.

Debido a la urgencia de buscar nuevos medica-
mentos para el tratamiento de la malaria y la im-
portancia que poseen los productos naturales como
nuevos farmacéforos, entre ellos los compuestos
triterpénicos aislados de la planta Solanum nudum,
se disefi6 el hibrido antimalarico 4 (figura 3), entre
diosgenona reducida 2 (figura 1) y artesunato 3, por
medio de una reaccién de esterificacién mediada
por el reactivo de Yamaguchi y se evalué in vitro su
actividad antiplasmodial en la cepa 3D7 de P. falci-
parum y su toxicidad sobre la linea celular HepG2.

MATERIALES Y METODOS

El artesunato, el cloruro de 2,4,6-tricloroben-
zoilo, la trietilamina, el 4-dimetilamino piridina
y el borohidruro de sodio fueron de Sigma®; el
tetrahidrofurano de Merck® y el diclorometano,
metanol, hexano y acetato de etilo son grado co-
mercial. El progreso de las reacciones se monitored
por cromatografia de capa delgada (CCD), silica

gel 60 F254 (Merck®). El revelado de las placas se
hizo con una mezcla icido sulftrico, dcido acético
y agua. Las columnas cromatograficas se hicieron
con una matriz de silica gel 60 (0,063-0,200 mm,
Merck®). El espectro IR se obtuvo en un Spectrum
One (Perkin Elmer®) y el software usado para inter-
pretar los resultados es el Spectrum v5.3.1. Para los
anilisis espectroscépicos de 'H-RMNy "C-RMN
se utiliz6 un espectrémetro Bruker® 300 MHz para
"H y 75 MHz para "C, con trimetilsilano como
estdndar interno y cloroformo deuterado (CDCI,)
o metanol deuterado (MeOD) como solvente. El
espectro de masas del hibrido fue obtenido en un
espectrometro con un analizador de masas LC-
MSD-Trap-SL 6300 (Agilent Technologies®).

Aislamiento de diosgenona 1

La disogenona 1 se aisl6 a partir del extracto de
hexano obtenido por percolacién de la parte aérea
de la planta S. nudum, tal como fue descrito por Sdez
y colaboradores (8).
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Obtencion de diosgenona reducida 2

Para la reduccién de la diosgenona, se sigui6 la
metodologia empleada por Pabén y colaboradores
(13), con modificaciones menores consistentes en
el uso de tetrahidrofurano como co-solvente y
suspensién de la reaccién por adicién de solucién
saturada de cloruro de amonio.

Sintesis del hibrido diosgenona-artesunato 4

Ladiosgenona 1, en presencia de borohidruro de
sodio, tetrahidrofurano y metanol, dio el compuesto
2, nombrado “diosgenona reducida 27, luego, ésta
dltima se hizo reaccionar con artesunato 3 en pre-
sencia de trietilamina, cloruro de 2,4,6 tricloroben-
zoilo, dimetilamino piridina y diclorometano, para
dar el hibrido diosgenona-artesunato, compuesto 4
o hibrido 4 (Figura 4).

Para la sintesis, se diluyeron 113,9 mg (0,296
mmoles) de artesunato 3 en 3 mL de dicloro-
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metano a temperatura ambiente, se adicionaron
73 nL (0,524 mmoles) de trietilamina y 70 uL
(0,448 mmoles) de cloruro de 2,4,6-tricloroben-
zoilo, se dejo el sistema en agitacién continua, en
atmosfera inerte y a temperatura ambiente por
2 horas. Posteriormente, se adicionaron 558 mg
(0,457 mmoles) de dimetilamino piridina en 3 mL
de diclorometano y transcurridos 5 minutos se
agregaron 123 mg (0,296 mmoles) de diosgenona
reducida 2, en 3 mL de diclorometano, dejando
la reaccién por 3 horas. La reaccién se detuvo
con una solucién de agua destilada saturada con
cloruro de amonio, se realizé una separacién
liquido-liquido con lavados de 15 mL de acetato de
etilo (tres veces). El exceso de solvente se elimind
a presion reducida y se purificé el compuesto por
cromatografia de columna en silica gel con elucién
en gradiente (hexano/acetato de etilo, desde 100/0
hasta 0/100 v/v).

=

o

Figura 4. Sintesis del hibrido diosgenona-artesunato 4. (i) MeOH, THF, NaBH,, 2h, t. amb; (ii) a- artesunato,
DCM, Et;N, cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo, 2h, t. amb; b- compuesto 2, DCM, DMAP, 3h, t. amb.

Ensayo de citotoxicidad

La linea celular HepG2 se cultivé en platos de
96 pozos, de fondo plano a una concentracién de
2x10° células/pozo en 100 uL de medio DMEM
F-12 suplementado con suero fetal bovino al 10%.
Las células se incubaron a 37 °C con 5% de CO,
durante 30 horas, para permitir la formacién de la
monocapa. A cada pozo se le adicionaron 100 uL
de los compuestos a concentraciones seriadas desde
200 pwg/mL hasta 3,125 ug/mL, Todas las soluciones

madre se preparon en DMSO (dimetilsulféxido) y
a partir de allf se hicieron las diferentes diluciones
en agua destilada. Los platos se incubaron por 48
horas a 37 °C. Posteriormente se agregd el reactivo
MTT (1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphen-
ylformazan, Thiazolyl blue formazan; Sigma®) y
se registré la absorbancia de cada pozo a 595 nm
para determinar el efecto citotéxico midiendo la
actividad de la deshidrogenasa mitocondrial de las
células (14).
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Actividad antiplasmodial

La actividad antiplasmodial de los compuestos
1,2, 3 y 4 se evalud in vitro en la cepa 3D7 de Plas-
modium falciparum sensible a cloroquina utilizando la
metodologia descrita por Bravo y colaboradores en
1999 y Desjardins y colaboradores en 1979 (15, 16).

Se evaluaron 7 concentraciones seriadas — disueltas
en DMSO - en el rango de 242,37 a 3,78 uM para
diosgenona 1; de 241,20 a 3,76 uM, para diosgenona
reducida 2; de 0,64 hasta 0,010 uM para el hibrido 4;
y finalmente para el artesunato 3 se utilizaron con-
centraciones desde 0,065 hasta a 0,0010 uM. Como
control positivo se utiliz6 la cloroquina en concentra-
ciones desde 0,15 hasta 0,00234 uM, disuelta en agua
destilada. Todos los experimentos se llevaron a cabo
por triplicado y la concentracién final del DMSO fue
siempre menor a 0,1%. La actividad antiplasmodial se
realizé utilizando hipoxantina radiomarcada, asi: a los
platos de 96 pozos de fondo plano, con las concentra-
ciones a evaluar se agregaron 2000 uL de eritrocitos
parasitados (parasitemia 1% y hematocrito 1,8%) mas
1 uC/mL de "H-hipoxantina (MP Biomédical San-
tana). Estos platos se incubaron por 48 horas a 37 °C
en atmosfera de 5% de O,, 5% de CO, y nitrégeno
balanceado. El ADN de los parisitos fue colectado
con la ayuda de un cosechador semiautomitico y la
radioactividad fue medida en un contador de centelleo
(Merk). Se consideré un experimento vilido cuando
la lectura de los pozos de los controles sin tratamien-
to (medio de cultivo) fue superior a 2000 cmp. Los
resultados se expresaron como el promedio de la
concentracién que inhibe el 50%.

Analisis estadisticos

Para estimar la actividad antiplasmodial y la
citotoxicidad, se realizaron anilisis de regresion
no lineal. Los resultados corresponden a las medias
m4s o menos la desviacién estindar, los cuales se
obtuvieron de tres experimentos independientes.
Los anilisis estadisticos fueron obtenidos en el
programa Prism 5.0 (GraphPad).

Interpretacion de resultados de actividad an-
tiplasmodial y citotéxica

Se considerd una actividad promisoria o molé-
culas “hit” cuando la IC, de cada compuesto fue

menor de 1 uM, buena de 1-20 uM, moderada de
20-100 uM, baja actividad 100-200 uM y no activo,
cuando las concentraciones fueron mayores de 200
uM (17).

Se consideré la toxicidad de una molécula segtin
los siguientes rangos: CT,, inferior a 1 ug/mL (al-
tamente citotéxica), 1-10 ug/mL (moderadamente
citotdxica), 10-30 ug/mL (toxicidad media) y supe-
rior a 30 ug/mL (no-téxica) (18).

RESULTADOS

La diosgenona 1 fue caracterizada por infrarrojo,
resonancia magnética nuclear de protones y espec-
trometria de masas, los resultados se compararon
con los reportados por Siez y colaboradores (8).

La diosgenona reducida 2 fue caracterizada por
infrarrojo, resonancia magnética nuclear y espectro-
metria de masas, comparando los resultados con los
reportados por Pabén y colaboradores (13).

El hibrido diosgenona-artesunato 4 fue analizado
por infrarrojo, resonancia magnética nuclear,
espectrometria de masas y se determind su punto
de fusion, los resultados obtenidos fueron: Punto de
fusién 183,03°C. IR (cm™) 2926, 2852, 1734, 1400.
'"H-RMN (CDCL,) & 5.84 (d, 1H, H-39), 5.48 (s,
1H, H-29), 5.24 (s amplio, 2H, H-3, H-4), 4.40 (dd,
1H, H-16), 3.39 (dt, 2H, H-26), 2.69-0.83 (62H).
BC RMN 12.11 (C-46), 14.52 (C-21), 16.42 (C-18),
17.17 (C-19), 18.85 (C-27), 20.25 (C-45), 20.79 (C-
11),22.03 (C-32), 24.61 (C-44), 25.05 (C-2), 26.00
(C-36), 28.83 (C-24), 29.30 (C-42), 29.73 (C-41),
30.32 (C-25), 31.39 (C-23), 31.77 (C-6), 31.85 (C-
38), 32.14 (C-15), 33.08 (C-7), 34.12 (C-35), 34.93
(C-1),35.51 (C-8), 36.25 (C-31), 37.31 (C-34),37.40
(C-10), 39.85 (C-12), 40.46 (C-13), 41.65 (C-20),
45.27 (C-37), 51.59 (C-33), 54.17 (C-9), 55.92 (C-
14), 62.09 (C-17), 66.87 (C-26), 71.24 (C-3), 80.15
(C-28), 80.76 (C-16), 91.53 (C-29), 92.14 (C-39),
104.50 (C-30), 109.28 (C-22), 119.07 (C-4), 149.28
(C-5), 171.23 (C-40), 171.96 (C-43). MS (ESI),
encontrado 803.5 m/z [M+Na'*].

Los resultados de actividad antiplasmodial,
citotoxica e indice de selectividad de los diferentes
compuestos y del hibrido se pueden observar en
la tabla 1.

Tabla 1. Actividad antiplasmodial, citotéxica e indice de selectividad del hibrido y los compuestos de partida.

Compuesto IC,, + DS 3D7 CT,, + DS IS
Diosgenona 35,49 + 0,23 > 484,73 >13,66
Diosgenona reducida 46,33 * 4,08 > 482,39 >10,41
Artesunato 0,0020 % 0,0002 9,31 * 3,17 4655
Hibrido Diosgenona-Artesunato 0,0157 = 0,0012 60,21 + 8,45 3835,03
Cloroquina 0,0111 £ 0,0018 >387,70 >34927,93
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La actividad antiplasmodial fue medida en la
cepa 3D7 de P. falciparum y la citotoxicidad en la
linea celular HepG2. La IC, ) y CT, corresponden
al promedio de tres y dos experimentos, respectiva-
mente y son concentraciones expresadas en uM. IS:
corresponde al indice de selectividad (CT,/IC,).
La cloroquina fue usada como control positivo para
el ensayo de actividad antiplasmodial.

El hibrido diosgenona-artesunato 4 presenté una
promisoria actividad antiplasmodial de 0,0157 uM,
molécula hit, que supera la moderada actividad de
la molécula natural obtenida de la planta Solanum
nudum, sin embargo, su actividad es menor que la
del compuesto artesunato 3, compuesto que pre-
sentd la mayor toxicidad in vitro, la cual disminuye
cuando se le adiciona la molécula natural de partida
o sea con la formacién del hibrido. Con respecto al
indice de selectividad se observa que para todas las
moléculas este fue mayor de 2000 excepto para la
moléculas de origen natural que fue mayor de 10.

DISCUSION

La diosgenona 1 aislada a partir de la planta
Solanum nudum se verificé por un anilisis de "H
RMN vy se compar6 con el anilisis realizado por
Siez y colaboradores (8). Se verificé la obtencién
de diosgenona reducida 2 por medio de técnicas
espectroscopicas y espectrométricas y se comparo
con los resultados obtenidos por Pabén y colabo-
radores (13).

En el espectro de '"H-RMN del hibrido 4, se
logran apreciar las senales caracteristicas de terpenos
entre 0y 2,5 ppm, también se observa una senal a
5,24 ppm que integra para dos protones, uno vini-
lico que corresponde al carbono 4 y el otro protén
alilico que corresponde al carbono 3, los cuales se
observaban en la diosgenona reducida 2y protones
que se encuentran entre dos dtomos de oxigeno
-O-CHR-O- (5,48 y 5,84 ppm), ambas sefiales
integran para un protén y corresponden a los car-
bonos 29 y 39, respectivamente. En el espectro de
BC-RMN se observan 36 sefiales antes de 80 ppm
que corresponden a carbonos alifiticos (7 metilos,
16 metilenos, 11 metinos y 2 carbonos cuaterna-
rios), y después de 80 ppm las 10 sefiales restantes,
4 de ellas a carbonos terciarios y 6 a cuaternarios,
se observan dos sefiales de carbonos insaturados
uno terciario (119,07 ppm) y el otro cuaternario
(149,28 ppm) (carbonos 4y 5, respectivamente), al
igual que dos sefiales de carbonos de ésteres, uno
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formado a partir de la reaccién (171,96 ppm) y otro
perteneciente anteriormente a la estructura del ar-
tesunato (171,23 ppm). La estructura molecular del
hibrido diosgenona-artesunato 4, se confirmé por
espectrometria de masas, en el andlisis se observé el
ion molecular 803,5 m/z, que corresponde al peso
molecular mis el i6n sodio.

Con respecto a la citotoxicidad se encontré que la
diosgenona 1 es potencialmente no citotéxica (tabla 1),
lo cual estd de acuerdo con lo descrito por Alvarez y
colaboradores (9), al igual que la diosgenona reducida
2. Se puede observar que el hibrido es un compuesto
menos téxico contra células HepG2 que el artesuna-
to 3, lo cual puede ser principalmente atribuido a la
presencia de la diosgenona 1. Cloete y colaboradores
encontraron que la citotoxicidad del artesunato de
sodio evaluada en la linea celular HepG2 es mayor a
CT,,=26 uM (19), en nuestro estudio se encontrd una
concentracién CT, =9,31 uM, es decir al menos 2,8
veces menor a la reportada por Cloete (19).

Se observé que al reducir diosgenona 1 se dis-
minuye la actividad antiplasmodial, como lo reporta
Pabén y colaboradores (13), indicando que el sistema
alfa-beta insaturado puede ser el mayor responsable
de dicha actividad.

La actividad antimalarica del artesunato 3 en-
contrada en este estudio (IC,;=0,0020 uM) es
menor que la reportada anteriormente por Vivas'y
colaboradores (IC,,=9,39 nM) (20), y por Cloete y
colaboradores (IC,=6,6 nM) (19), todos estos ana-
lisis fueron realizados en la cepa 3D7 de Plasmodium

falciparum sensible a cloroquina.

La concentracién inhibitoria 50 del hibrido
diosgenona-artesunato 4 (IC,,=0,0157 uM), no
presenté mayor actividad que el artesunato 3
(IC,,=0,0020 uM), pero si fue mds activo que la
diosgenona 1 (35,49 uM) y la diosgenona reducida
2 (IC,,=46,33 uM). El aumento de tamafo mo-
lecular del hibrido 4 (781,0 g/mol) con respecto al
artesunato 3 (384,4 g/mol) y diosgenona 1 (412,6 g/
mol) y el cambio del grupo dcido del artesunato por
un grupo éster pueden explicar la disminucién de
la solubilidad del hibrido 4 y por tanto la actividad
antiplasmodial y la citotoxicidad. Este hallazgo
concuerda con lo reportado por Aminake y colabo-
radores, donde proponen que las moléculas de alto
peso molecular son miés dificiles de solubilizar en
soluciones acuosas (21).
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CONCLUSIONES

Mediante una reaccién de esterificacién con
el reactivo de Yamaguchi se obtuvo una nueva
molécula, el hibrido diosgenona-artesunato 4, que
fue mis activo contra las cepas 3D7 de P. falciparum
que la diosgenona 1y diosgenona reducida 2, pero
no mis que el artesunato. Este hibrido fue menos
toxico que el artesunato en la linea celular HepG2.
Otras modificaciones en diferentes partes de la
molécula diosgenona, como por ejemplo sobre la
insaturacién del anillo A o la apertura del anillo
espirostano, deben ser realizadas para formar hi-
bridos alternativos con artesunato, en busca de
una mejor relacion entre actividad antiplasmodial
y citotoxicidad.
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