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Listado de abreviaturas:

NTDs. Neglected Tropical Diseases.

LV. Leishmaniosis Visceral.

LC. Leishmaniosis Cutanea.

LM. Leishmaniosis Muco-cutanea.
DMEN. Dulbecco’s Modified Eagle Medium.
LIT. Liver Infusion Tryptose.

RPMI. Roswell Park Memorial Institute.
SBFI. Suero bovino fetal inactivado.
ADN. Acido desoxirribonucleico.

Clso. Concentracion inhibitoria 50.

Clgo. Concentracion inhibitoria 90.

ATP. Adenosina trifosfato.



Resumen:

Los tratamientos de eleccidn para la leishmaniosis y la enfermedad de Chagas han sido
los mismos durante mas de 50 afios, presentando problemas de toxicidad y eficacia cada vez
mayores; sin contar con la dificultad afiadida del acceso de la poblacién afectada a los mismos.
Estas enfermedades, causadas por protozoos pardsitos, afectan a millones de personas
alrededor del mundo con cuadros clinicos muy variables y potencialmente mortales.
Consideradas como enfermedades tropicales desatendidas por la Organizacién Mundial de la
Salud, por pasar inadvertidas tanto para la sociedad como para la comunidad cientifica,
requieren urgentemente de la investigacién de nuevos principios activos para combatirlas. En
este estudio se ha realizado un fraccionamiento bioguiado de Streptomyces sanyensis, con el fin
de obtener moléculas con buena actividad leishmanicida y tripanocida y baja toxicidad, con
relacidn a los farmacos de referencia.

Palabras clave: Leishmaniosis, enfermedad de Chagas, tratamiento, quimioterapia,
Streptomyces sanyensis.

Abstract:

The treatment of choice for leishmaniosis and Chagas disease had been the same one
for more than 50 years, which presents growing ineffectiveness and toxicity problems; not
counting the trouble of the affected population to get it. These illnesses, caused by parasitic
protozoa, harm millions of people worldwide with different and potentially deadly clinical
manifestations. Considered as neglected tropical diseases by the World Health Organization
because of being unnoticed for society and scientific community, they require urgent researches
on new drugs to fight them. In this study a biomass extract of Streptomyces sanyensis has been
fractioned and tried in order to obtain molecules with better antileishmanial and
antitrypanosomal activities and lower toxic effects than the current treatments.

Keywords: Leishmaniasis, Chagas disease, treatment, chemotherapy, Streptomyces sanyensis.



Introduccion:

Las enfermedades causadas por parasitos afectan a millones de personas en todo el
mundo, especialmente en las zonas tropicales, cuyas condiciones climatolégicas favorecen el
desarrollo de estos organismos®. Dentro de los protozoos pardsitos, la clase kinetopastida
(caracterizada por la presencia de un organulo, denominado kinetoplasto, con miles de
moléculas de ADN circular en su interior) comprende los géneros Leishmania y Trypanosoma,
causantes frecuentes de infecciones de diversa patologiaZ.

Tanto la leishmaniosis como la tripanosomosis (africana y americana) forman parte de
las enfermedades tropicales olvidadas (Neglected Tropical Diseases, NTDs), enfermedades
infecciosas mayoritariamente parasitas, relacionadas con la pobreza, los climas calidos y el
escaso respaldo de la comunidad internacional en cuanto a control e investigacion®*. Debido a
la limitada cantidad de recursos destinados a estas dolencias y, sobre todo, por la escasa
variedad de farmacos que existen para tratarlas, los cuales ademds presentan toxicidad y
resistencias cada vez mayores, se hace necesaria la busqueda de nuevos principios activos con
actividad antiprotozooaria.

Leishmaniosis:

La leishmaniosis es una enfermedad vectorial que cursa con diferente sintomatologia
segun la especie responsable de la infeccion. Histéricamente se han distinguido dos zonas: la
leishmaniosis del viejo mundo, transmitida por vectores del género Phlebotomus, en los paises
de la cuenca del Mediterraneo, Africa, Oriente Medio y Asia; y la leishmaniosis del nuevo mundo,
transmitida por vectores del género Lutzomyia, en Sudamérica, América central y el sur de
Estados Unidos®.

Clinica

Zona geografica predominante Especie
Asia (India, Bangladesh, Nepal) LV L. donovani
Este de Africa (Sudan, Etiopia, Kenia, Uganda, LV L. donovani
Somalia) L. infantum
Cuenca del Mediterraneo, Oriente medio y Sudeste LV L. infantum
asiatico
Brasil Lv L. infantum
Oriente Medio hasta Afganistan, partes del norte y LC L. tropica
este de Africa
Norte de Africa, Asia central y occidental LC L. major
Peru y Ecuador LC L. peruviana
Norte de Suramérica LC L. guyanensis
Ameérica Central y Suramérica (desde Honduras a LC, LM L. panamensis
Ecuador)
Ameérica latina (desde México a Argentina) LC, LM L. braziliensis
Desde el sur de Texas a Bolivia LC L. mexicana

Tabla 1. Distribucion de las especies de leishmania (LV, leishmania visceral; LC, leishmania cutdnea; LM,
leishmania muco-cutdnea)®.



Tras la picadura del insecto, la forma infectiva del parasito (promastigote metaciclico) a
nivel cutaneo, se introduce en los macréfagos cercanos y se transforma en su forma intracelular
(amastigote). En el citoplasma los parasitos se mantienen en una vacuola parasitéfora y
comienzan a multiplicarse por fisién binaria. Tras varios ciclos de divisién los parasitos se liberan
rompiendo lamembrana del macrdéfago y se dirigen a infectar otras células del sistema fagocitico
mononuclear. Los parasitos se pueden diseminar por el organismo, dentro de las células que los
hospedan, haciendo uso del sistema circulatorio. El ciclo se cierra cuando el fleb6tomo se
alimenta de sangre infectada, en cuyo interior los pardsitos retornan a la forma promastigote y
llevan a cabo su ciclo a nivel del tubo digestivo y glandulas salivares ’.
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania®.

Tanto la especie de Leishmania involucrada como el estado de salud del hospedador
serdn determinantes para los sintomas que generen, asi como para la gravedad de estos’,
distinguiéndose principalmente tres patologias diferentes:

e Leishmaniosis cutdnea: la forma mas comun de la enfermedad, tras la picadura del
vector aparecen lesiones en la piel al cabo de unas semanas. Estas comienzan como
pequefias papulas que van aumentando de tamafo hasta dar lugar a las caracteristicas
Ulceras “en forma de volcan” con los bordes elevados. Esta patologia suele remitir de
manera espontanea tras unos meses®.

e Leishmaniosis visceral (kala-azar): es la forma mas severa de la infeccidn, con una tasa
de mortalidad muy elevada si no es tratada. Tras la primera multiplicacion en los
macroéfagos el parasito migra a diversos drganos, sobre todo higado y bazo; provocando
fiebre, pérdida de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, y pancitopenia, con posibles
hemorragias o infecciones secundarias®.



e Leismaniosis mucocutanea: es poco frecuente y puede aparecer como una secuela de la
afeccidn cutdnea meses después de la curacién. Destruye estructuras mucosas, como el
paladar o el tabique nasal y, en algunos casos, puede provocar leishmaniosis diseminada
con la proliferacién de nédulos por toda la piel®.

Figura 2. De izquierda a derecha: ulcera seca por leishmaniosis cutdnea; hepato y esplenomegalia por
leishmaniosis visceral; dafio en tabique nasal por leishmaniosis mucocutdnea®®*!,

Los primeros farmacos usados contra Leishmania fueron derivados del antimonio, como
el estibogluconato sddico en la década de 1920. Debido a su toxicidad, estos compuestos poseen
un margen terapéutico estrecho, aunque se siguen utilizando en algunas zonas donde aln
presentan eficacia aceptable. Otras moléculas utilizadas son la miltefosina o la paromomicina,
mas seguras, pero con un espectro de accion mas corto. Por ultimo, el compuesto con mejor
efectividad hasta la fecha ha sido la anfotericina B, |la cual se administra en forma liposomal para
disminuir su toxicidad. Aun asi, los niveles de fracaso terapéutico siguen siendo llamativos
debido a la aparicidn de resistencias de los parasitos, el estado del hospedador o la capacidad
del farmaco para llega hasta el lugar de accién'?.

Enfermedad de Chagas:
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Figura 3. Distribucidn de los vectores de T. cruzi 4.



Cuando la chinche pica a un hospedador vertebrado para alimentarse de sangre a su vez
también expulsa las formas infectivas del parasito (tripomastigotes metaciclicos) por las heces,
que entran al torrente sanguineo por la herida provocada. Una vez en este hospedador los
protozoos invaden las células del sistema fagocitico-mononuclear cercanas y se diferencian a
amastigotes, para posteriormente multiplicarse por fisidén binaria. Tras varios ciclos de divisidn
vuelven a transformarse en tripomastigotes, que son liberados tras lisar la célula hospedadora,
para volver a infectar otras células del organismo. Cuando la chinche se alimenta puede adquirir
con la sangre tripomastigotes circulantes, estos se transforman en epimastigotes y se
multiplican en su sistema digestivo para finalmente convertirse de nuevo en tripomastigotes
metaciclicos, cerrando asi el ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi.

Los amastigotes se
multiplican en los
tejidos infectados

Los tripomastigotes metaciclicos
entran en el hospedador a través
de la picadura de la chinche

Tripomastigotes metaciclicos
en intestino grueso L~ N :

Los tripomastigotes metaciclicos
se transforman en amastigotes
en el interior de las células
\ cercanas a la picadura
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi (adaptado)*®.

En cuanto a la patologia del Chagas podemos distinguir dos fases de la enfermedad con
diferente sintomatologia:

e Fase aguda: caracterizada por la presencia del parasito en sangre periférica, la gran
mayoria de los casos son asintomaticos por lo que muy pocos son identificados en esta
fase?. Es tipica la inflamacién y edema en la zona de la picadura del vector,
especialmente cerca de los ojos, conocida como signo de Romafia®®. Otros sintomas son:
fiebre, dolor en articulaciones y musculatura, insuficiencia respiratoria, miocarditis o
meningoencefalitis. A pesar de todas estas complicaciones, la mayoria de los casos
remiten de manera espontanea®s.



e Fase crénica: independientemente de que en la fase aguda haya manifestado sintomas
o no, la infeccidn desarrollara una fase posterior que puede manifestarse a cualquier
edad y sin distincion entre sexos, siendo mas frecuente en pacientes situados entre los
30y 45 afios. Aproximadamente un tercio de la poblacidn infectada presenta afecciones
cardiovasculares que causan la muerte por insuficiencia cardiaca o arritmia entre los 7
meses y 2 anos siguientes a la aparicidn de los sintomas; también se puede presentar
inflamacidn masiva de las visceras con megaeséfago o megacolon, junto con
alteraciones en los nervios periféricos®.

hAa

Figura 5. De izquierda a derecha: signo de Romaria en la zona de picadura de la
chinche vector de la enfermedad de Chagas; inflamacion del corazén por enfermedad
de Chagas crénica®®,

Actualmente solo existen dos farmacos para el tratamiento de la tripanosomiasis
americana: nifurtimox y benznidazol, sustancias nitroderivadas que liberan radicales libres
toxicos para el pardsito y, en menor medida, para las propias células del hospedador?®. La
guimioterapia debe ser administrada tan rapido como se diagnostique la enfermedad, ya que su
eficacia estd probada para la fase aguda. En los casos de enfermedad de Chagas crénica debe
valorarse la administracidon de la medicacidn para retrasar o prevenir la aparicién de sintomas
frente a su toxicidad a largo plazo®.



Objetivos:

1. Ensayar in vitro la actividad antiparasitaria de nuevos principios activos sobre distintas
especies de Leishmania y Trypanosoma cruzi.
2. Realizar estudios de citotoxicidad en las moléculas mds activas y determinar su indice

de selectividad.
3. Evaluar los mecanismos de accion de las moléculas ensayadas.



Material y métodos:

Software SigmaPlot y Microsoft Excel para el analisis de los datos

Fracciones del extracto Streptomyces sanyensis (PBLC-04)

Trypanosoma cruzi cepa Y, incubadas en medio Liver Infusion Tryptose (LIT)

Leishmania donovani cepa MHOM/IN/1983/AG83

Leishmania amazonensis cepa MHOM/BR/77/LTB0016

Macréfagos murinos J774A.1 cepa ATCC # TIB-67 en medio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)

Medio RPMI 1640 sin rojo fenol (Gibco Life Technologies) con suplemento del

10% de SBFI y gentamicina 10 pg/ml para el cultivo de Leishmania spp

1.- Ensayos de actividad. Para los ensayos de actividad y citotoxicidad se usé el
alamarBlue, un preparado comercial a base de resazurina que permite estudiar la viabilidad
celular, al ser capaz de reducirse en presencia de actividad biolégica dando una seial de
fluorescencia medible y cuantificable por un espectrofotémetro?..

Ensayo de actividad frente a promastigotes/epimastigotes: En las placas multipocillo
se prepararon diluciones seriadas de cada compuesto a ensayar en los medios de cultivo
indicados para cada especie, dejando tres pocillos solo con medio como control negativo, para
luego afiadir un determinado nimero de parasitos (10° cel/mL para Leishmania y 2x10° cel/mL
para Trypanosoma), finalmente se afadié alamarBlue al 20% y se incubd durante 72 horas a
26°C. Pasado este tiempo se midio la fluorescencia con el lector de placas EnSpire (Perkin Elmer)
(excitacién 570nm/emisidon 585nm).

La concentracién inhibitoria 50 (Clso) expresa la dosis de principio activo, en unidades de
concentracion (ug/ml), que reduce a la mitad el crecimiento de los parasitos con respecto a la
muestra control. El calculo se realiza mediante la representacién grafica de los datos de
fluorescencia, obtenidos por el lector de placas, frente a la concentracion de extracto de cada
pocillo. Los puntos se ajustaron a una ecuacion de curva estandar de cuatro pardmetros que nos
permite obtener el valor de Clso. Para ello, se procesaron los datos en el programa Excel, se
elaboraron las graficas y se calcularon las ecuaciones con el programa SigmaPlot version 12.0.

Ensayos de actividad en amastigotes intracelulares (Leishmania amazonensis): Estos
ensayos requirieron infectar macrdfagos con los parasitos, para ello se colocaron los macréfagos
en placas multipocillos a una concentracion de 2x10° cel/mL. Una vez adheridos al fondo del
pocillo se afadian los promastigotes infectivos en su fase metaciclica (5-6 dias tras el ultimo
cambio de medio) en una proporcién 1:10 (macrofagos:promastigotes) y se incubaron hasta el
dia siguiente a 37°C y 5% de CO,. Pasado ese tiempo se lavaron los pocillos para eliminar los
pardsitos no internalizados. A continuacidn, se afadieron los principios activos a diferentes
concentraciones, dejando también pocillos sin tratamiento como controles negativos, para
posteriormente incubarse 24 horas bajo las mismas condiciones.

Para terminar, se retird el medio de cultivo de los pocillos y se afiadieron 30 L de SDS
al 0,05%, mientras se agitaba la placa durante 30 segundos con el fin de romper las membranas
plasmaticas de los macrdfagos y liberar a los parasitos al medio. Seguidamente se afiadieron 170
puL de medio de cultivo y se incubaron las placas en la estufa a 26°C durante 72 horas para



favorecer el paso de los amastigotes a promastigotes. Una vez transcurrido ese tiempo, se le
adiciond alamarBlue y se realizaron las medidas de fluorescencia en el lector de placas.

2.- Ensayos de citotoxicidad. Los compuestos puros aislados que presentaron actividad
antiparasitaria fueron incubados junto a macréfagos a 37°C con un 5% de CO,, igualmente se
utilizé el alamarBlue para la determinacién de la concentracién citotdxica 50. A partir de estos
datos y la Clso se obtuvieron los indices de selectividad de cada compuesto (CCso/ Clso).

3.- Mecanismos de accion sobre los parasitos. Por otro lado, los compuestos mas
interesantes fueron sometidos a la evaluacién de sus mecanismos de accién sobre las células de
los parasitos:

Analisis del potencial de membrana mitocondrial: Para este estudio se utilizé el JC-1,
un colorante que, en condiciones normales, se acumula en el interior mitocondrial formando
agregados que emiten a 595nm (rojo), en cambio, si el potencial de membrana disminuye, la
sonda quedara dispersa en el citoplasma en forma monomérica emitiendo a 535nm (verde). La
ratio de emision de fluorescencia 595/535 (rojo/verde) indica el grado de polarizacién de las
mitocondrias en un cultivo celular. Los pardsitos se incubaron con las Clgy de los principios
activos durante 24 horas para luego lavarse e incubarse en buffer con JC-1 unos 15 minutos en
oscuridad. Finalmente, se realizaron las lecturas de fluorescencia en un lector de placas, asi
como la observacion a microscopio EVOS FL Il (Invitrogen).

Analisis de la permeabilidad de la membrana plasmatica: Para este ensayo se utilizo el
Sytox Green (Invitrogen), un fluoréforo que penetra Unicamente en células cuya membrana
plasmatica se encuentre comprometida y multiplica su fluorescencia en mas de 500 veces al
adherirse al ADN (excitacién 504nm/emisién 523nm). Los parasitos se incubaron con las Clgg
para, tras 24 h, ser incubados con el fluoréforo protegiéndose de la luz y ser observados a
microscopio.

Andlisis de condensacion de la cromatina: Para la deteccidn de cromatina condensada
se utilizd un kit comercial, Chromatin Condensation/Cell Death Apoptosis Kit (Invitrogen), que
utiliza Hoechst, un fluoréforo que tifie de azul mas intensamente la cromatina condensada en
células apoptéticas que la de células sanas, y el ioduro de propidio, que sélo es capaz de penetrar
en células muertas. El ensayo se realizé incubando a los parasitos con los principios activos a su
Clgo y observandose a microscopio de fluorescencia.
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Resultados y discusion:
1.- Ensayos de actividad y citotoxicidad:

Las fracciones y compuestos ensayados fueron obtenidos a partir del extracto crudo de
Streptomyces sanyensis proveniente de Ecuador y cultivado en la Universidad de La Laguna,
identificado como PBLC-04. Las fracciones obtenidas de la biomasa de este extracto fueron
sometidas a un cribado con el fin de separar las mds activas para continuar con ensayos
posteriores (fraccionamiento bioguiado), hasta la obtencién de tres compuestos puros.

Cultivo PBLC-04

7-0xo-staurosporina

4' Demetilamino-
4'oxo-staurosporina

Streptocarbazol B

Figura 6. Esquema de las fracciones obtenidas de Streptomyces sanyensis. En azul, las fracciones mds activas.

El extracto madre y las fracciones posteriores presentaron las siguientes actividades
frente a las formas promastigote y epimastigote de los pardsitos:

Clso
Fracciones L. amazonensis L. donovani T. cruzi
PBLC-04 0,57 +£0,08 21,74+ 1,89 2,79+0,19
SSB1 7,25 12,34 7,56 £ 0,66 1,61+0,52
SSB1S4 0,82+0,14 1,48 +0,28 0,33+0,02
SSB1S4F7 0,0064 + 0,0015 0,32 +£0,05 0,82+0,38

Tabla 1. Concentraciones inhibitorias 50, en ug/mlL, del extracto madre y sus fracciones.

Segun los valores de las Clso obtenidos, observamos que la fraccion SSB1S4F7 fue la mas
activa frente a las dos especies de Leishmania estudiadas, con una marcada selectividad hacia L.
amazonensis. Por otro lado, la fraccidon SSB1S4 fue la mas efectiva contra Trypanosoma cruzi,
presentando este parasito una sensibilidad mayor que Leishmania al ser expuesto a la fraccion
SSB1. Por ultimo, destaca la resistencia de L. donovani a la accidn de las fracciones, sobre todo
frente al extracto madre, cuya concentracidn inhibitoria supera mas de veinte veces a la de L.
amazonensis.
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Figura 7. Estructura quimica de la estaurosporina
y de los tres compuestos puros obtenidos.

Clso
Compuestos L. amazonensis L. donovani T. cruzi
7-oxostaurosporina 1,36 £ 0,85 0,27 £0,03 0,55+0,40
4'Demetilamino-4'oxo- 7,73 2,16 >20 5,92 43,17
estaurosporina
Estreptocarbazol B 4,23 +1,09 >20 5,82 + 0,96
Miltefosina 2,64 +0,10 1,35+0,19 -
Benznidazol - - 1,81+1,07

Tabla 2. Concentraciones inhibitorias 50, en ug/mL, de los compuestos puros obtenidos, asi como de los
tratamientos de referencia miltefosina y benznidazol.

La 7-oxoestaurosprina destacd frente al resto de compuestos aislados, presentando
valores de Clsp menores que los farmacos de referencia: 1,94 y 5,03 veces mas activo que la
miltefosina, para L. amazonensis y L. donovani respectivamente y 3,27 veces mas potente que
el benznidazol.

Al visualizar los cultivos al microscopio, observamos cambios morfolégicos en los
pardsitos bajo la influencia de la 7-oxostaurosporina: su forma se redondea y aparece una
dilatacion en el bolsillo flagelar, una invaginacién de la membrana plasmatica en la base del
flagelo tipica de los kinetopldstidos, cuya integridad es critica para la interaccidon parasito-
hospedador 2. Ademaés, la movilidad se reduce en gran medida, haciendo que los promastigotes
se depositen en el fondo de la placa y se vea un mayor niumero de células que en el control

negativo.

Figura 8. Promastigotes de Leishmania donovani, ambas fotografias estan tomadas a 20x.
(a) Control negativo, (b) 7-oxostaurosporina a 5 ug/mL.
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En estudios posteriores se evaluaron los efectos toxicos de los compuestos puros en
macroéfagos y se calcularon los indices de selectividad a partir de las concentraciones citotdxicas
e inhibitorias (Tabla 3). La 7-oxostaursosporina presenté la toxicidad mas alta, coincidiendo con
su mayor actividad, en comparacién a los otros compuestos, aun asi, su indice de selectividad
frente a L. donovani es 9,3, indicando en este caso una selectividad notable en la accién frente

al pardsito.
CCso indice de Selectividad
Macréfagos L. amazonensis L. donovani T. cruzi
7-oxostaurosporina 2,50+0,84 1,84 9,30 4,52
4'Demetilamino- >20 >20 >20 >20
4'oxo-
estaurosporina
Estreptocarbazol B >20 >20 >20 >20
Miltefosina* 29,42 + 1,25 11,14 29,42 -
Benznidazol* 104,40 £1,04 - - 57,68

Tabla 3. Concentraciones citotéxicas 50, en ug/ml, e indices de selectividad de los compuestos puros y
farmacos de referencia.

Sin embargo, al comparar estas moléculas con las moléculas de referencia se deja
constancia de la mayor selectividad de estas ultimas, debido principalmente a su menor
toxicidad. Aun asi, hay que tener en cuenta que la dosis de 7-oxostaurosporina que habria que
emplear en un posible tratamiento seria mucho menor que la de miltefosina o benznidazol.

Por ultimo, se eligié a la 7-oxostaurosporina para realizar el ensayo de actividad frente
a las formas amastigotes de Leishmania amazonensis (Tabla 4). Se obtuvieron valores de
concentracién muy inferiores a los de la miltefosina, ademas de un indice de selectividad de
45,73; practicamente el doble que la molécula de referencia evaluada. Estos datos demuestran
que la 7-oxostaurosporina es una buena candidata para el desarrollo de un nuevo farmaco para
tratar la leishmaniosis, por lo que se deberia de continuar con su investigacion.

Clso indice de selectividad
7-oxostaurosporina 0,05 + 0,00 45,7
Miltefosina 1,27 £0,12 23,2

Tabla 4. Concentraciones inhibitorias 50, en ug/mlL, sobre amastigotes de Leishmania amazonensis e
indice de selectividad

2.- Mecanismo de accion sobre Leishmania:

Como estudio complementario a los ensayos de actividad y toxicidad se realizaron
evaluaciones de los mecanismos de muerte inducida por la 7-oxostaurosporina sobre las formas
promastigotes de Leishmania.

En Leishmania amazonensis destacan los resultados de los ensayos con JC-1 y con
yoduro de propidio (Figura 8). Tras incubar con el JC-1 se observa un aumento de los monémeros
verdes del cultivo con 7-oxostaurosporina, indicando una disminucién en el potencial de
membrana mitocondrial de los promastigotes. Esta modificacion del potencial altera las
reacciones de la cadena respiratoria lo que disminuye la sintesis de ATP en la célula?*. Por otro
lado, la coloracidn rojiza del yoduro de propidio indica un aumento significativo del nimero de
células muertas por la accion del compuesto, dejando patente su accion leishmanicida.
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Los ensayos con Hoechst y Sytox Green dieron resultados negativos (sin diferencias
significativas de coloracion entre el control y la 7-oxostaurosporina), manifestando que no hay
cambios en la densidad de la cromatina ni en la permeabilidad de la membrana celular
respectivamente.

Control negativo 7-oxostaurosporina

JC-1

Hoechst

Sytox Green

Yoduro de propidio

Figura 9. Estudio de los mecanismos de accion en Leishmania amazonensis

Para Leishmania donovani (Figura 9), los resultados con Sytox green indican que en este
caso si se modifica la permeabilidad de las membranas de los pardsitos, mientras que el JC-1 sin
fluorescencia verde revela que el potencial mitocondrial se mantiene estable, hechos no
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observados en L. amazonensis. Mientras tanto, las pruebas con Hoechst y yoduro de propidio
concluyen de manera similar en ambas cepas, sin alteraciones en la densidad de la cromatina, y
una mayor muerte celular. En este caso el numero de células muertas es mayor, segin se
predecia tras los ensayos de actividad.

Control negativo 7-oxostaurosporina

JC-1

Hoechst

Sytox Green

Yoduro de propidio

Figura 10. Estudio de los mecanismos de accion en Leishmania donovani.
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Al medir los valores de emision de fluorescencia del ensayo con JC-1 (Figura 10), se
corrobora que la 7-oxostarosporina disminuye en mayor medida el potencial de la membrana
mitocondrial de L. amazonensis que el de L. donovani, que se altera minimamente.

1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0 ] HE s

Control 7-oxostaurosporina

M Leishmania amazonensis M Leishmania donovani

Figura 11. Ratios de emision de fluorescencia (rojo/verde) del ensayo con JC-1
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Conclusiones

1. Tanto el extracto crudo PBLC-04, como las diferentes fracciones ensayadas presentan
elevada actividad frente a promastigotes de Leishmania amazonensis, L. donovani, y
epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

2. La 7-oxostaurosporina presenta mayor actividad frente a promastigotes de L.
amazonensis, L. donovani, y epimastigotes de T. cruzi que las moléculas de referencia.

3. La 7-oxostaurosporina muestra una buena relacion actividad/citotoxicidad frente a
promastigotes de L. donovani.

4. Lla 7-oxostaurosporina presenta mayor selectividad frente a amastigotes de L.
amazonensis que la molécula de referencia.

5. La 7-oxostaurosporina actiua de forma diferente en las especies de Leishmania
estudiadas.
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