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RESUMEN

La enfermedad de Chagas esta causada por Trypanosoma cruzi, un protozoo
transmitido por chinches en paises de América Central y del Sur, aunque el flujo
migratorio de personas a nivel mundial ha facilitado su diseminacion en regiones
no endémicas. Frenar su avance resulta complicado, debido a que muchos casos
son asintométicos hasta que llegan a la fase crénica, lo que se suma a la falta
de un tratamiento eficaz y seguro para los pacientes. En busca de nuevas
alternativas farmacoldgicas, un compuesto bioactivo de origen natural como la
withaferina A, asi como derivados semisintéticos obtenidos a partir de la misma,
se posicionan como una buena opcién para el estudio de propiedades
antiparasitarias y citotoxicas. En este trabajo, se han encontrado compuestos
incluso mas activos que el benznidazol, uno de los farmacos tripanocidas de
referencia. Destaca el compuesto PILB2s, que presenta un elevado indice de
selectividad, y junto a PILB2s y PILBso, demuestra ser capaz de inducir una
muerte por apoptosis en las formas epimastigotes de T. cruzi, lo que se deduce
de los cambios fisiolégicos observados tras el tratamiento, como son los
descensos en niveles de ATP, condensacion de la cromatina o acumulacion de
especies reactivas de oxigeno. Estos hallazgos resaltan la posibilidad de

desarrollar nuevos y potentes farmacos a partir de las withanolidas.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, withanolidas, tratamiento,

guimioterapia, apoptosis.



ABSTRACT

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi, a protozoan transmitted by
bedbugs in several Central and South American countries, although global
migration has facilitated its spread to non-endemic regions. Stopping its spread
is complicated for two reasons: firstly, because many cases are asymptomatic
until they reach the chronic phase and, secondly, due to the lack of effective and
safe treatment for patients. In the search for new pharmacological alternatives, a
natural bioactive compound like withaferin A, as well as semi-synthetic
derivatives obtained from it, provides a good option for the study of antiparasitic
and cytotoxic properties. Compounds even more active than benznidazole (one
of the reference trypanocidal drugs) have been found in this project. The
compound PILB2s stands out with a high selectivity index and, together with
PILB26 and PILB3o, has been shown to induce death by apoptosis in epimastigote
forms of T. cruzi, what can be deduced from the physiological changes observed
after the treatment, such as low ATP levels, chromatin condensation or reactive
oxygen species accumulation. These findings highlight the possibility of

developing new and potent drugs based on withanolides.

Key words: Chagas disease, withanolides, treatment, chemotherapy, apoptosis.



1. Introduccion

La enfermedad de Chagas es considerada por la Organizacion Mundial de la
Salud una enfermedad tropical desatendida (ETD), una categoria de 20
patologias que se dan en zonas de pobreza y escasos recursos.' En América
Latina se suma la presencia del vector, diferentes especies de chinche,
facilitando el establecimiento de zonas endémicas; aunque ademas, en las
dltimas décadas ha aumentado el numero de diagndésticos en regiones donde no
hay transmision vectorial.” Esta problematica se agrava por la alta tasa de casos
no diagnosticados, el insidioso curso de la enfermedad, la escasez de
tratamientos y su alta toxicidad. Es necesario destinar mas recursos a su
investigacion, no solo para reducir la morbimortalidad de esta enfermedad, sino
también para paliar las grandes desigualdades sociales a las que se ven

expuestos los pacientes que la sufren.?
1.1. Epidemiologiay transmisién

Los paises mas afectados por el Chagas se encuentran en América, entre el
sur de EEUU y el norte de Argentina, de los cuales 21 se consideran endémicos
para esta enfermedad.” En ellos se transmite principalmente por via vectorial, a
través del contacto con las heces de las chinches o vinchucas, unos insectos
hematofagos que se desarrollan en viviendas de areas rurales y pobres con
paredes sin encalar, techos de paja e interior desordenado, asi como en
gallineros o corrales.” Estos insectos pertenecen a los géneros Triatoma,

Panstrongylus y Rhodnius (familia Reduviidae, subfamilia Triatominae).®

Figura 1: Insectos vectores de la enfermedad de Chagas. A) Cuatro especies de triatdbminos;
B) Triatoma barberi; C) Rhodnius prolixus. Adaptada de: [7].



Sin embargo, entre los afios 1970 y 1980 comenz6é un éxodo rural en
Latinoamérica: muchas personas emigraron a regiones no endémicas de
Chagas, llevando la enfermedad de forma asintomatica y permitiendo su
diseminacién. Ademas de la via vectorial, este parasito puede transmitirse a
través de donaciones de sangre u 6rganos, de madre a hijo (en el parto o durante

el embarazo), por accidentes de laboratorio 0, incluso, por via sexual.” 8

La magnitud de este problema sanitario se refleja en sus datos globales:
existen entre 6 y 7 millones de personas infectadas, y alrededor de 70 millones
estan en riesgo de adquirir la enfermedad (muchas de ellas en riesgo de
exclusién social).? ® Esta produce entre 30.000 - 40.000 nuevos casos anuales,
y llega a cobrarse la vida de 10.000 personas cada afio. Por tanto, no es de
extraiar que la tripanosomiasis americana haya sido bautizada como la

“enfermedad silenciosa y silenciada”.’
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Figura 2: Distribucion mundial de la enfermedad de Chagas. Tomada de: [10].

1.2. Trypanosoma cruzi: morfologiay ciclo biolégico

El agente etiologico de la enfermedad de Chagas es el protozoo parasito
Trypanosoma cruzi, un kinetoplastido de la familia Trypanosomatidae que utiliza
a los triatbminos como vectores, y a humanos y otros mamiferos como
hospedadores vertebrados.” Este parasito puede adoptar distintas formas,
diferenciadas por la posicion del kinetoplasto y su morfologia, denominadas

como epimastigote, amastigote y tripomastigote.°
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FORMA - .
PARASITARIA FORMA 'Y TAMANO NUCLEO Y KINETOPLASTO FLAGELO
Epimastigote 20 - 25 pym, aspecto Nl]cleo. c.e,ntral y I'<inetopllasto Forma una pequefia
fusiforme en posicién anterior al mismo membrana ondulante
Amastigote 2—2,5 um, forma Ambos en posicion central No visible
redondeada
i i . . Forma una membrana
Tripomastigote Gran n(icleo vesiculoso central ondula:te 2 1o lardo de
sanguineo 20 — 25 um, forma y kinetoplasto posterior al 1o larg
i i alargada nucleo, que suele ser de forma todo el parasito,
Tripomastigote g eo.q quedando libre en el
metaciclico esférica extremo anterior

Tabla 1: Principales caracteristicas morfolégicas de T. cruzi [6].

De todas ellas, los tripomastigotes metaciclicos son los que infectan a
mamiferos. Salen del tubo digestivo de los reduvidos junto a sus heces, cuando
estos se alimentan de la sangre humana con ayuda de su probdscide. De esta
forma, los parasitos acceden a la pequefia herida que queda o a alguna mucosa.
En este momento son internalizados por las células cercanas, escapan de las
vacuolas parasitoforas y se diferencian en su forma amastigote, para dividirse
por fisién binaria en el citoplasma celular.” ** Los nuevos parasitos vuelven a
transformarse en tripomastigotes, rompen de forma mecéanica su célula huésped
y se liberan al exterior. Desde aqui, pueden acceder a nuevas células y repetir
la multiplicacion (presentando especial afinidad por macréfagos y células del
bazo, higado y musculo cardiaco), o ser ingeridos por el reddvido cuando este

se alimenta del hospedador vertebrado.” 2

Differentiation of non-infective to infective forms
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Intracellular progression of T. cruzi infection

Figura 3: Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi. Tomada de: [13].
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Dentro del aparato digestivo del invertebrado, los tripomastigotes sanguineos
avanzan a lo largo del mismo mientras experimentan cambios morfolégicos y
replicaciones por fisibn binaria, pasando por la forma epimastigote v,
posteriormente, por la de tripomastigotes metaciclicos, listos para infectar a un
nuevo hospedador vertebrado.**

1.3. Manifestaciones clinicas

Dado que Trypanosoma cruzi presenta un ciclo complejo en el hospedador
vertebrado, el cuadro clinico resultante no es sencillo. La fase aguda suele ser
asintomética y durar unas semanas o meses; cuando el paciente experimenta
sintomas, suelen ser leves. La replicacion del parasito en la zona de entrada da
lugar al chagoma de inoculacion, un eritema doloroso en la piel, o al signo de
Romafa, un edema palpebral unilateral consecuencia del acceso del protozoo a
través de la mucosa oftdlmica. También puede darse linfadenopatia regional,
fiebre irregular o exantemas cutdneos, y en los casos mas graves,

meningoencefalitis o miocarditis.* > ©

Posteriormente, se establece una fase subclinica o indeterminada,
caracterizada por la ausencia de sintomas. Dura entre 15 y 20 afios, y en este
tiempo el desarrollo del parasito da lugar a dafios neuronales y de la
microvasculatura, activacion o evasiéon de mecanismos inmunes, etc.” ** Todo
ello desemboca en situaciones patoldgicas graves que se manifiestan en la fase
cronica, como la cardiopatia chagasica (la mas frecuente), megacolon y
megaesoéfago. Raramente, se puede ver afectado el sistema nervioso central

(SNC), originando neuritis 0 demencia.*®

‘
Figura 4: Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas. A) Signo de Romafia; B) Cardiopatia
chagasica. Adaptada de: [16, 17].
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1.4. Profilaxis y tratamiento

Actualmente, existen medidas de prevencion que pueden ser muy eficaces,
como el control de la transmision vectorial (uso de insecticidas, erradicacion del
vector, evitar comida contaminada con vectores o0 sus heces), analisis de sangre
y 6rganos donados, cribados a mujeres embarazadas, etc. Sin embargo, acabar
con la transmision desde individuos enfermos resulta problematico, pues son

pocos los casos que se diagnostican.*

Por otra parte, los tratamientos farmacoldgicos actuales estan muy lejos de
ser ideales; son el benznidazol y nifurtimox, fArmacos con actividad tripanocida
cuyas principales limitaciones son la necesidad de tomarlos durante largos
periodos y los efectos adversos que generan, lo que se traduce en una alta tasa
de abandono del tratamiento. Ademas, resultan eficaces en la fase aguda de la
enfermedad, pero en las fases indeterminada y cronica su uso llega a ser
controvertido.* *® Otro problema es la variabilidad en la respuesta al tratamiento

de las distintas cepas de T. cruzi, asi como la aparicion de resistencias.*?

FARMACO MECANISMO DE ACCION POSOLOGIA EFECTOS ADVERSOS
Benznidazol No es del todo conocido. El Adultos: de5a7 Se dan hasta en un 40%
benznidazol es reducido por mg/kg/diaen2 03 de los pacientes.
nitrorreductasas del parasito, tomas. L .
ioinand i Los principales son:
]?rlglnan 0 colmpues clns qt:e Nifios de 1 a 10 afios: reacciones de
orman complejos MoIeCUares - 1 o mg/kg/dia en 2 hipersensibilidad,
con su ADN, ARN y proteinas. - . .
tomas. hepatitis, polineuropatia

Inhibe la biosintesis de estas N )
periférica, intolerancia

moléculas y bloquea el En ambos casos, se C i

e . e . L . digestiva, anorexia,
sistema antioxidante, haciendo | administra por via oral .

o . . ) astenia, cefalea,
que T. cruzi sea susceptible a | durante 60 — 90 dias. .
. . . trastornos del suefio.
los radicales nitroderivados .
Raramente, neuropatia y

= o | resultantes del metabolismo . .
[ Vi . depresion de la médula
5 del farmaco. !
Osea.
= '\o

Abandono del
tratamiento en el 9 — 29
% de los casos.

Tabla 2: Principales caracteristicas de los farmacos tripanocidas benznidazol y nifurtimox [4, 18,
20, 21]. Imagenes tomadas de: [22].



FARMACO MECANISMO DE ACCION POSOLOGIA EFECTOS ADVERSOS
Nifurtimox Actua fundamentalmente Adultos: de 8 a 10 Se dan hasta en un 61%
o mediante la generacion de mg/kg/dia. de los pacientes.
\ 0O i i i
\m// radicales nltrodgrllyados que Adolescentes: de 12,5 Los principales son:
llevan a la aparicion de . .
. . . a 15 mg/kg/dia. reacciones de
especies reactivas de oxigeno . .
) it . o hipersensibilidad, dolor
= (Oz', H202). Asi, el nifurtimox | Nifios de 1 a 10 afios: . .
/ \ ; . abdominal, anorexia,
Z induce un estado de estrés de 10 a 20 mg/kg/dia. . .
N idati | nauseas, vomitos,
oxidativo en el protozoo. En todos los casos se pérdida de peso,
— administra por via oral, | polineuritis, depresion de
~ o en 3 0 4 tomas diarias, la médula ésea.
durante 90 — 120 dias.
y Abandono del
o =o tratamiento en el 14,5 —
75 % de los casos.

Tabla 2 (continuacion): Principales caracteristicas de los farmacos tripanocidas benznidazol y
nifurtimox [4, 18, 20, 21]. Imagenes tomadas de: [22].

Respecto a las manifestaciones clinicas de la fase crénica, se van a paliar
con antiarritmicos, relajantes musculares y laxantes. La cirugia puede resolver

un caso de megacolon, pero es peligrosa cuando hay cardiopatia.?®

Con el fin de encontrar mejores alternativas terapéuticas, debe indagarse en
la fisiopatologia de la tripanosomiasis americana y las diferencias metabolicas
entre huésped y parasito. Esto se debe acompafiar de métodos experimentales

adecuados e investigacion en técnicas innovadoras.?? 24 2°

1.5. Nuevas perspectivas: compuestos derivados de la
withaferina A
Withania somnifera, también conocida como “ashwagandha” o “ginseng
indio”, es un arbusto lefioso perteneciente a la familia Solanaceae. Se encuentra
repartida por regiones tropicales y subtropicales (Islas Canarias, Sudéfrica, India,
China, etc.), y ha sido utilizada con fines medicinales desde la antigiiedad. Sus

raices poseen un gran niimero de utilidades clinicas.?® 2/

Uno de sus compuestos mas interesantes es la withaferina A, una lactona
esteroidea que ha demostrado tener un perfil farmacol6gico muy diverso.?® A
partir de esta, se han logrado obtener diferentes compuestos capaces de inducir
apoptosis en lineas celulares de carcinoma de ovario, presentando ademas
caracteristicas farmacocinéticas y toxicoldgicas favorables.?® Asimismo, estudios
recientes sefialan la actividad de otras withanolidas frente al género Leishmania,

también mediante un proceso apoptotico.*°



OH
Figura 5: Estructura quimica de la withaferina A (WA). Adaptada de: [29].

Con todos estos datos, la withaferina A (WA) se alza como una posible
alternativa al tratamiento actual de la enfermedad de Chagas. Por ello, en este
Trabajo de Fin de Grado se analiza la actividad frente a Trypanosoma cruzi de
diferentes derivados obtenidos a partir de la WA, y se estudian aspectos basicos

de los mecanismos de muerte implicados.



2. Objetivos

o Valorar la actividad tripanocida in vitro de compuestos derivados de la
withaferina A.

o Valorar la actividad citotoxica de dichos compuestos.
o Calcular el indice de Selectividad (IS) de los quimicos estudiados.

o Estudiar aspectos basicos del mecanismo de muerte de los parasitos.



3. Material y métodos

3.1. Material

3.1.1. Parasitos

Trypanosoma cruzi: cepa Y, aislada de un caso en fase aguda de la
enfermedad procedente de Marilia (Sdo Paulo, Brasil). Los epimastigotes se
cultivaron in vitro a 26°C, en condiciones de esterilidad, en medio Liver Infusion
Tryptose (LIT), suplementado con un 10% de SBFI (Suero Fetal Bovino

Inactivado) y gentamicina.

3.1.2. Lineas celulares de macréfagos murinos

Macréfagos murinos J774A.1: cepa (ATCC # TIB-67) adquirida del American
Type Culture Collection (ATTC, LG Promochem, Barcelona, Espafia). Se
cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco Life
Technologies) suplementado con un 10% de SBFI y gentamicina. Deben
mantenerse a 37°C y 5% CO..

3.1.3. Compuestos derivados de la WA

Se ensayaron 14 compuestos semisintéticos obtenidos a partir de la WA,
afadiendo distintos radicales mediante enlaces tipo éster. Fueron sintetizados
en el Instituto Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzalez (IUBO) por el
grupo de investigacion QUIMIOPLAN, dirigido por la Dra. Isabel Lopez

Bazzocchi.

3.1.4. Kits comerciales

o Alamar Blue® reagent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA).

o Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Madison,
WI, USA).

o JC-1 Mitochondrial Membrane, Potential Assay Kit (Cayman
Chemical).

o CellRox Deep Red Oxidative Stress Reagent (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

o Vybrant™ Apoptosis Assay Kit #5, Hoechst 33342/Propidium lodide
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

o SYTOX® Green (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
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PILB;5 Benzoato H
PILB3g p-Nitrobenzoato H
PILB3; Acetato H
PILB3g Acetato Acetato
PILBsg Propionato H
PILB3; Butirato H
PILB34 H Butirato

PILB2 Butirato Butirato
PILB; Bromoacetato Bromoacetato
PILBay H Carbamayl
PILBs Lauroato H
PILB3g Denvado diepoxido™
PILB37 Haloidrina™*

PILB3g Lauroato Lauroato

Figura 6: Estructura quimica de los derivados de WA. (*): un epdxido se encuentra entre las
posiciones 2y 3,y el otro entre 24 y 25. (**): presenta un grupo OH en la posicién 5y un atomo de Cl en
6. Estos dos compuestos carecen de sustituyentes en 4 y 27. Se indica en rojo el anillo A de la estructura.
Adaptada de: [29].

3.1.5. Equipamiento

Pipeta multicanal automatica (Eppendorf)

Placas de microtitulacién de 96 pocillos

Micropipetas de 1000, 200, 100y 10 pL
(Eppendorf Research)

Cabina de flujo laminar (TELSTAAR AV)

Estufa incubadora (Haraeus)

Centrifuga Backman Coulter Allegra th 25R

Estufa CO2 (Thermo Electron Corporation)

Placas deep-well

Microscopio invertido Leica Dmil (Leica)

EVOS FL Cell Imaging System (Invitrogen,
ThermoFisher)

Citébmetro de imagen Tali® (Life
technologies)

Rascadores

Lector de placas EnSpire (Perkin Elmer)

Software: SigmaPlot 12.0, Excel,
GraphPad Prism 9.0

Tabla 3: Equipamiento empleado en los ensayos.
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3.2. Meétodos

3.2.1. Ensayos de actividad in vitro

Para estudiar el efecto de los derivados de withaferina sobre los
epimastigotes de T. cruzi, se recurrié a un método colorimétrico basado en la
reduccion de la resazurina (Alamar Blue®). Este colorante actiia como indicador
del metabolismo celular, aceptando electrones y pasando asi de su forma
oxidada (azul) a reducida (rosado). ElI cambio de color es proporcional a la

cantidad de células vivas presentes en los pocillos.>*

El ensayo se realizé en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo
laminar. Una vez comprobado que los parasitos estdn en buen estado, se
prepara una suspension de los mismos a una concentracion de 2-10° células/mL,

en un volumen suficiente.

La placa con 96 pocillos se rotula para identificar cada compuesto (uno por
columna) y el control negativo. Se aflade medio LIT en los pocillos de las placas,
luego la disolucién con el compuesto correspondiente y se realizan diluciones
seriadas. Finalmente, cada pocillo contendra un volumen de 200 uL, con los

compuestos y los parasitos en medio LIT.

Las placas se incuban durante 3 dias a 26°C. Al dia siguiente de comenzar
la incubacion, se afiaden 20 uL de alamar-Blue. Para finalizar, se utiliza un lector
de placas para determinar la absorbancia (570 y 630 nm) y fluorescencia (572
nm excitacion — 584 nm emision) de cada pocillo. También se observaron al

microscopio para comprobar el estado de los parasitos.

3.2.2. Ensayos de citotoxicidad

Este ensayo pretende establecer la actividad toxica de los compuestos sobre
células de mamifero, empleando para ello macroéfagos murinos. Es bastante

similar al ensayo de actividad antiparasitaria.

En el interior de la cabina de flujo laminar se pasaron los macrofagos del
medio DMEM al medio RPMI sin rojo fenol, para evitar interferencias del color.
Tras el recuento de las células se prepara una suspension con una concentracion
de 2-10° células/mL, con la que se preparan placas en las que se evalGan

diferentes concentraciones de los compuestos analizados.
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El Ultimo paso es afadir alamar-Blue, para luego incubar en la estufa a 37°C
con un 5% de COa. Transcurridas 24 horas, se lee la fluorescencia y absorbancia

de la placa.

3.2.3. Célculo de la Clso, CCso, ISy Cloo.

La Concentracion Inhibitoria 50 (Clso) es la concentracion de principio activo
capaz de reducir a la mitad el crecimiento de los parasitos. Analogamente, la
Concentracion Citotoxica 50 (CCso) se refiere a los macréfagos. De la relacion
entre estos surge el indice de Selectividad (IS = CCso/Clso): cuanto mayor sea

este parametro, mejor perfil farmacoterapéutico tendra el principio activo.

Para hallar la Clso y la CCso de cada derivado de la WA, se representan
graficamente los datos de fluorescencia obtenidos en los ensayos anteriores,
frente a la concentracién de principio activo de cada pocillo. Los puntos obtenidos
son ajustados mediante software (SigmaPlot 12.0) a una ecuacion de curva

estandar de cuatro parametros, de la que obtenemos la Clso y CCso.

El siguiente paso es indagar en los mecanismos de muerte celular inducidos
en T. cruzi por los compuestos que presentaron un IS aceptable; para ello es
necesario estudiar una poblacion de parasitos que esté en su mayor parte en
proceso de muerte. Esto se consigue trabajando con la Clgo de cada compuesto,
que se puede calcular en la pagina web de GraphPad, gracias a su opcion de

calculos rapidos “Compute ECanything from ECso”."

3.2.4. Elucidacién de los mecanismos de muerte

Para ello se incuban los parasitos durante 24 horas con la Cleo de los
compuestos en medio LIT, en un volumen final de 200 pL. Después, se llevan a
cabo los ensayos correspondientes siguiendo el protocolo de los kits comerciales
empleados (donde se especifica la concentracién de reactivo y de células que
se debe emplear, tiempos de incubacion, etc.). Los resultados se interpretan con

el lector de placas o el microscopio invertido de fluorescencia EVOS FL.

La eleccion de los ensayos a realizar se basO en varios estudios previos
llevados a cabo en el Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud

Publica de Canarias (IUETSPC). Los kits implicados han demostrado gran

" Recurso disponible en: https://www.graphpad.com/quickcalcs/ECanythingl1/
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eficacia y utilidad, permitiendo obtener resultados consistentes, tanto en

kinetoplastidos como en otros organismos, como amebas.3? 33 34 35,36, 37

REACTIVO . CONSIDERACIONES
PRUEBA COMERCIAL FUNDAMENTO TEORICO ESPECIALES
La enzima luciferasa cataliza la
Cell Titer-Glo® regcci.én _de oxidaciép de la Iuciferiqa a
Luminescent oxiluciferina, que emite fluorescencia.
Niveles de ATP Cell Viability El ATP necesario para ello lo aportan Tras haber incubado
Assay las células metabdlicamente activas, los parasitos, se
de forma que la luminiscencia es trasladan de la placa
proporcional a estas. transparente a una
opaca; por una parte,
o para evitar la
JC-1lesun coI(.)ranFe cationico que se fotodegradacion del
acumyla en el interior ca}rgado . reactivo, y por otra,
JC-1 neggtlvamente de las mltogondnas, para que la
Potencial de Mitochondrial emltlendonfluorescen(_n? roja en su fluo.rescen.cia dg cada
membrana Membrane, forma de “agregados-J” (590 nm). pocillo no interfiera en
mitocondrial Potential Assay Cuando el potencial de la membrana la lectura de los

Kit

mitocondrial (A%Wm) se reduce, el
colorante emite fluorescencia verde en
forma de mondmeros (529 nm),
localizandose fuera de la mitocondria.

colindantes.

Estrés oxidativo

CellRox Deep
Red Oxidative
Stress Reagent

Cuando las células no son capaces de
eliminar las especies reactivas de
oxigeno (ROS) que se generan, sufren
estrés oxidativo. El reactivo CellRox,
incoloro en su estado reducido, es
capaz de reaccionar con estas ROS y
oxidarse, emitiendo fluorescencia roja
(665 nm).

Debe trabajarse con
un control positivo,
que se consigue
afiadiendo H202
media hora antes de
leer los resultados,
logrando asi la
formacion de ROS.

Condensacién
de cromatina 'y
deteccién de
células muertas

Vybrant™
Apoptosis Assay
Kit #5, Hoechst
33342/Propidium
lodide

El colorante Hoechst es capaz de
unirse a la cromatina de los parasitos y
emitir fluorescencia azul (461 nm), de
modo que cuando se observa este
color intensamente, sabremos que la
cromatina esta condensada (indicador
de apoptosis).

El yoduro de propidio (PI) solo es
permeable a la membrana de las
células muertas, de modo que se une
al ADN de estas y emite fluorescencia
roja (617 nm).

Alteracion de la
permeabilidad
de la membrana

SYTOX® Green

El fluoréforo SYTOX Green solo puede
atravesar la membrana celular cuando
esta presenta una permeabilidad
alterada. En estos casos, accede al
interior celular, se une al ADN y emite
fluorescencia verde (523 nm).

En la practica, estos
dos ensayos pueden
llevarse a cabo de
forma conjunta sin
que haya
interferencias.

El Pl debe afadirse
en Ultimo lugar,
debido a su posible
toxicidad (es
teratdgeno y
mutageno).

Tabla 4: Ensayos para estudiar los mecanismos de muerte celular [38, 39, 40, 41, 42].
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4. Resultados y discusion
4.1. Actividad tripanociday citotoxica. Alteraciones

morfoldgicas.
Los compuestos estudiados fueron nombrados como “PILB”, seguido de un

namero identificativo. En este TFG se ha trabajado desde PILB2s hasta PILBg3s.

Tras un primer ensayo, se hacen varias repeticiones de los ensayos
correspondientes, para minimizar el error de los resultados. Estos quedan
reflejados en la Tabla 5, y se comparan con los datos disponibles para el

benznidazol, ya que es uno de los principios activos de referencia.

COMPUESTO Clso (ug/mL) CCso (Mg/mL) IS
PILB2s 0,219 + 0,050 1,027 £ 0,077 4,680
PILB2s 0,177 £ 0,035 1,432 £+ 0,052 8,101
PILB27 0,372 £ 0,038 0,419 + 0,021 1,126
PILB2s 0,103 + 0,015 3,100 + 0,154 30,040
PILB2g 0,907 £ 0,078 2,756 + 0,034 3,038
PILB30o 0,450 + 0,049 2,862 + 0,010 6,364
PILB3:1 0,659 + 0,041 2,536 + 0,034 3,846
PILB32 1,089 + 0,175 1,832 £+ 0,259 1,682
PILB3s3 >50 51,393 + 0,921 -
PILB34 0,994 + 0,030 3,027 £ 0,151 3,046
PILB3s 10,637 + 2,300 15,676 + 1,841 1,474
PILB3s >50 26,150 + 1,229 -
PILB37 6,167 + 0,301 19,940 + 1,465 3,233
PILB3s > 50 > 200 -

Benznidazol 1,810 104,100 57,514

Tabla 5: Valores de Clsp, CCso € IS de las withanolidas estudiadas y del benznidazol.

Vemos que PILBs3, PILB3s y PILB3s presentaron una Clso muy alta, por lo que
no se realizaron estudios posteriores con los mismos. Los demas compuestos
presentaron una actividad resefiable, destacando el PILBzs, cuya actividad es

17,54 veces mayor que la del benznidazol.

Las placas también se observaron al microscopio para tener una idea del valor
aproximado de las Clso, basandonos en el aspecto de los parasitos en
comparacion con un control negativo. En esta practica, los epimastigotes del
control negativo presentaron una elevada movilidad ondulante y morfologia

alargada, tanto en rosetas como libres. Tras tratarlos con los derivados de WA
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Figura 7: Epimastigotes de T. cruzi tras 72 horas de incubacion (objetivo de 40X). A) Control
negativo; B) Pocillo correspondiente al compuesto PILB32 a una concentracion de 5 ug/mL. Fotografias
tomadas con el microscopio EVOS FL.

se presentan pequefios, redondeados y casi inmdviles, asi como disminuyen en
cuanto al numero total y a las rosetas observadas (Figura 7). Se ha visto que
algunos compuestos también producen un agrandamiento de las vacuolas, como
PILB2s (Figura 8).

Los ensayos de citotoxicidad muestran resultados variados: encontramos
desde compuestos inocuos (PILB3s) hasta otros cuya toxicidad es muy superior
a la del benznidazol, como el PILB27. Ademas, parece haber correlacion entre
las propiedades toxicas y terapéuticas, pues los valores mas altos de Clso
coinciden con los mas altos de CCso.

En general, la actividad antiparasitaria frente a T. cruzi de las withanolidas es

buena, pero la elevada toxicidad que presentan es su principal limitacién. Esto
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se refleja en los valores de IS obtenidos, ya que en ningun caso se mejoran los
datos obtenidos por el benznidazol.

Figura 8: Epimastigotes de T. cruzi tras 72 horas de incubacion (objetivo de 40X). Pocillo
correspondiente al compuesto PILB2s a una concentracion de 0,625 pg/mL. Las flechas sefialan las
vacuolas aumentadas. Fotografias tomadas con el microscopio EVOS FL.

Resulta resefiable PILB2s, un compuesto que presenta un IS = 30,04, lo que
lo hace un buen candidato para llevar a cabo el estudio de los procesos de
muerte celular que desencadena en los parasitos. En menor medida, también
resultaron interesantes PILB2s y PILB3o, por lo que se incluyen en los estudios

de dianas de accion en los parasitos.

4.2. Relaciones estructura — actividad

Las estructuras quimicas de los derivados de WA son conocidas, y se pueden
relacionar con los resultados observados. En primer lugar, la adicién de cadenas
alifaticas cortas (acetato, butirato, propionato), un benceno o carbamoil, ha
logrado valores de Clso entre 0 y 1 pg/mL, pero también se relaciona con una
alta citotoxicidad (CCso entre 0 y 3 ug/mL); lo vemos reflejado en los compuestos
PILB2s a PILB32, y PILBza.

Por el contrario, la presencia de cadenas alifaticas largas (lauroato, PILB3s y
PILB3s) o halogenadas (bromoacetato, PILB33; haloidrina, PILB37), asi como de
grupos epodxido (PILBss), se relaciona con una baja actividad tripanocida y
citotoxica. Sin embargo, Fumiko Abe et. al (2006) indican que es imprescindible
un sistema enona en el anillo A para la actividad antiparasitaria*®, por lo que
PILB3s probablemente sea inactivo por la ausencia de dicha estructura, y no por
la presencia de grupos epoxido.
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En la busqueda de farmacos activos es mas conveniente realizar
modificaciones quimicas de la WA que incluyan radicales pequefios y no
halogenados. Los compuestos con mejor IS cumplen con esta premisa: PILB2s
contiene dos grupos acetato, PILB2s lleva un p-nitrobenzoato, y PILB3o, un
butirato.

4.3. Mecanismos de muerte celular

o Niveles de ATP

La primera técnica empleada nos permite determinar el nivel de ATP presente
en los parasitos, observandose una disminucion muy significativa en los que
fueron incubados con los productos analizados. Esto significa que,
efectivamente, se produce un importante descenso de los niveles celulares de

ATP tras el tratamiento con las withaferinas.

100+ -+ -+ -
mm PILB 26

B PILB 28
s PILB 30

% %k ok %k
3% 3k %k %k
% %k %k %k

50+

Porcentaje de inhibicion del ATP
con respecto al control negativo (%)

Figura 9: Representacion gréafica del cambio en los niveles de ATP de los epimastigotes de T. cruzi
tratados con withanolidas (Cleo) respecto al control negativo (100%). El nUmero de asteriscos hace
referencia a la significancia estadistica de las diferencias observadas. Elaborada con GraphPad Prism
9.0.

o Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial (AWm) también se ve alterado. Esto
se deduce de la ratio entre la fluorescencia roja y verde, que emiten los parasitos
tras ser tratados con el reactivo JC-1, de forma que a menor ratio, menor AWm.

En los compuestos analizados se observa como el AWm se ve aumentado. Esto
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representa una diferencia respecto a los resultados de otros estudios frente a los

parasitos del género Leishmania, pues en ese caso el valor de AWmn disminuye.?®

2 200-

= mm PILB 26
B up mm PILB 28
5 = PILB 30
S 1004

o

w

£ 501

(5]

(]

Q.

(2]

g o

T. cruzi

Ratio entre fluorescencia roja y verde
(535/595nm) de los pocillos con derivados de WA

Figura 10: Representacion grafica del cambio en el AWmn de los epimastigotes de T. cruzi tratados
con withanolidas (Cleo) respecto al control negativo (100%). El nUmero de asteriscos hace referencia a
la significancia estadistica de las diferencias observadas. Elaborada con GraphPad Prism 9.0.

o Estrés oxidativo, condensacion de cromatina y permeabilidad de la

membrana plasmatica

Para interpretar los resultados de los ensayos restantes, recurrimos al
microscopio EVOS FL, que permite observar la fluorescencia de los colorantes.
Cuando se realizan las pruebas de estrés oxidativo, confirmamos que existen
ROS en el interior de las células tratadas que han oxidado al colorante CellRox,

haciendo que emita fluorescencia de color rojo intenso.

La dltima prueba engloba el uso de tres fluoréforos distintos. Por una parte,
el colorante de Hoechst se une al ADN de los pardsitos, permitiendo distinguir
aquellos que presentan cromatina condensada y, por tanto, sufren apoptosis
(fluorescencia azul intensa), de los que no (azul mas tenue). Por otra, la
fluorescencia roja (PIl) y verde (SYTOX Green) indican la presencia de células
muertas y alteracion de la permeabilidad de las membranas, respectivamente.

Combinando esta informacién, también podemos saber si los parasitos estan en
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fase temprana o tardia de apoptosis. En el primer caso solo se observan de color

azul, en el segundo, también se observa la roja.

En los ensayos realizados, se observé que la gran mayoria de los parésitos
estaba en fase de apoptosis temprana y sin alteraciones membranales. Aunque

menos numerosos, también los habia en fase tardia, los cuales si presentaban

alteraciones en la permeabilidad de la membrana.

Control
T. cruzi
20 ym 20 ym ‘ 20 pm

Control
Hz0;

20 ym 20 ym 20 ym

| s mm— L —
PILBs
20 ym 20 ym 20 pm

Figura 11: Resultados de la prueba de deteccion de ROS (objetivo de 100X). Se empled el kit
comercial CellRox. Primera columna: transmisién; segunda columna: fluorescencia roja; tercera columna:
combinacion de los dos anteriores. Fotografias tomadas con el microscopio EVOS FL.
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Figura 12: Resultados de la prueba de condensacién de cromatina, células muertas y alteraciones
en la permeabilidad de la membrana (objetivo de 100X). Se emplearon los kits comerciales Vybrant™
Apoptosis Assay Kit #5 (Hoechst 33342/Propidium lodide) y SYTOX® Green. Primera columna:
transmisién; segunda a cuarta columna: fluorescencias verde, azul y roja, respectivamente.

20 pm

El mecanismo de muerte celular mas probable que estan sufriendo los
epimastigotes es la muerte celular programada o apoptosis, caracterizada por
alteraciones mitocondriales, como descenso en los niveles de ATP por los
requerimientos energéticos del proceso, la formacion de ROS, condensacion de
la cromatina, etc.** Este proceso de muerte programada es el que consideramos
mas interesante en la terapia antiparasitaria, para no generar una excesiva
respuesta inflamatoria en el paciente en caso de ser aprobada para su uso en

humanos.

4.4. Estudio comparativo y discusién final

Raiza B. Peres et. al (2021)*° ya estudiaron el potencial tripanocida de
numerosos compuestos presentes en plantas, llegando a la conclusion de que
los mas activos, obtenidos de las hojas de Aureliana fasciculata, eran

withanolidas. Sin embargo, tuvieron una toxicidad muy alta frente a fibroblastos



murinos y células cardiacas. Otros autores destacan la actividad leishmanicida

de estos extractos, incluso frente a formas intracelulares.*®

Estas lactonas también han sido estudiadas a partir de otras especies. Bravo
B., José A. et al (2001) llegaron a la conclusién de que los compuestos de
Dunalia brachyacantha son mas activos frente a Leishmania que
Trypanosoma.*’ Por su parte, Shinya Nagafuji et al. (2004) confirmaron que las
withanolidas de Physalis angulata poseen mayor actividad tripanocida sobre
formas tripomastigotes que epimastigotes.“®

Dentro de este grupo de compuestos, la WA es uno de los més activos,
destacando su capacidad antineoplasica, relacionada con la induccién de
apoptosis en células cancerigenas. Esto se ha demostrado en lineas celulares y
modelos animales experimentales (para tratar glioblastomas, enfermedades
dermatolégicas, cancer de mama, etc.).?® 4% °0 Este fenédmeno también se ha
observado en parésitos del género Leishmania spp., evidencidndose con la

formacion de ROS o alteraciones mitocondriales.?8: 30

Los derivados ensayados en este TFG comparten varias caracteristicas con
las withanolidas previamente estudiadas: son inductores apoptéticos activos
frente a kinetoplastidos, cuya fuente es de origen vegetal, y que pueden
presentar citotoxicidades considerables. Sus respectivos valores de Clso frente a
T. cruzi son muy inferiores a los de otros compuestos, incluido el benznidazol, y

se han alcanzado IS bastante altos.

En definitiva, las withanolidas representan un amplio abanico de posibilidades
terapéuticas contra la enfermedad de Chagas, resultado de una gran variedad
de moléculas que parten de la misma estructura. Por tanto, es necesario seguir
indagando en los mecanismos farmacoldgicos, citotoxicos y bioquimicos
implicados, asi como profundizar en las relaciones estructura actividad, para

poder actualizar y mejorar las lineas de tratamiento actuales.
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. Conclusiones

Los compuestos derivados de la WA han demostrado una potente
actividad tripanocida, llegando a superar al benznidazol, farmaco de
referencia para la tripanosomiasis americana.

Los parasitos tratados sufren alteraciones morfoldgicas y estructurales
relevantes en presencia de las withanolidas.

Los compuestos mas activos incluyen cadenas cortas y no halogenadas
en las posiciones 4 y 27 de la WA.

PILB2s se posiciona como el compuesto con mejor IS, seguido de PILB2s
y PILB3o.

Los resultados obtenidos evidencian que el mecanismo de muerte celular
inducido por los compuestos analizados frente a T. cruzi es un proceso de

tipo apoptético.
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