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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad causada por el parasito protozoario
flagelado del género Leishmania y es transmitido por las hembras del género
Lutzomyia. El parasito presenta dos formas: amastigotes y promastigotes, y en
humanos esta enfermedad puede presentarse como: leishmaniasis visceral,
leishmaniasis cutanea difusa, leishmaniasis cutanea y leishmaniasis
mucocutanea, de las cuales en el Ecuador solo hay reportes de las dos ultimas.
Para tratar esta enfermedad se usan medicamentos que suelen ser toxicos,
costosos y generan muchos efectos secundarios importantes, por lo que es
necesario desarrollar nuevos tratamientos frente a esta enfermedad. En esta
investigacion se evalud la actividad antiparasitaria y citotoxica de diferentes
bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina frente a Leishmania mexicana.
Se encontr6 que solo dos compuestos (LD8 y LD12) fueron activos frente a los
parasitos y los ICso calculados frente a Leishmania fueron: para LD8 fue de 243,5
UM y de 145,9 uM para LD12, ademas, se determin6 que el primer compuesto
es de accién rapida mientras que el segundo es de accion lenta, sin embargo,
ambos compuestos presentaron una alta citotoxicidad. Se descartdé un dafio en
el potencial de membrana como posible mecanismo de accién de estos
compuestos y se realiz6 un andlisis de la relacidén estructura-actividad de los

compuestos activos.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by the flagellate protozoan parasite of the
genus Leishmania and is transmitted by female sandflies of the genus Lutzomyia.
The parasite has two forms: amastigotes and promastigotes, and in humans, this
disease can occur as; visceral leishmaniasis, diffuse cutaneous leishmaniasis,
cutaneous leishmaniasis and mucocutaneous leishmaniasis, of which in Ecuador
there are only reports of the last two. To treat this disease, drugs used are often
toxic, expensive and produce many significant side effects, therefore is
necessary to develop new treatments against this disease. In this research the
antiparasitic and cytotoxic activity of different Schiff bases derived from 4-
aminoantipyrine against Leishmania mexicana was evaluated. It was found that
only two compounds (LD8 and LD12) were active against parasites and
calculated ICsp against Leishmania were: to LD8 was 243, 5 uM and 145, 9 uM
for LD12, also, it was determined that the first compound is fast acting while
second is slow acting, however, both compounds showed high cytotoxicity.
Damage to the membrane potential as a possible mechanism of action of these
compounds was discarded, and a structure—activity relationship of the active

compounds was performed.
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1 CAPITULO I. Introduccién

1.1 Antecedentes

Entre las enfermedades olvidadas se encuentran la leishmaniasis, la malaria, el
chagas, la tripanosomiasis, la tuberculosis, el colera, el rotavirus y la lepra, entre
otras (Pedrique et al, 2013, pp. €373, e374). Segun la OMS, la leishmaniasis ha
sido clasificada en la categoria | de enfermedades emergentes que no presentan
control para su erradicaciéon (Montalvan, 2013). La leishmaniasis es endémica
en paises pobres y en vias de desarrollo, afectando a las personas mas pobres
en paises en desarrollo. A pesar de las investigaciones y los avances existentes
en la produccion de nuevos farmacos asi como en el diagndstico de la
enfermedad, en su conjunto no se han logrado resultados lo suficientemente
efectivos (Desjeux, 2004, p. 316; Chan, 2013). A estos factores también se
suman, que debido al bajo incentivo econdémico que existe por parte de los
gobiernos de turno y que los consumidores de los futuros farmacos serian
personas de bajos recursos, las farmacéuticas han demostrado un interés muy
limitado en la investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos contra estas
enfermedades olvidadas (Abdi, Gustafsson, Ericsson y Hellgren, 1995, p.1;
Khan, Mughal, Samreen, Perveen y Choudhary, 2008, p. 243).

En una revision bibliogréafica realizada por Bafuls, Hide y Prugnolle (2007, p. 3),
los autores sefialan que estudios realizados entre los aflos 2000 al 2005
demostraron una reactivaciéon de algunos focos en paises como lItalia, China,
Israel y Brasil, pese a que otros estudios refieren la poca importancia que se le
da a la severidad de este tipo de infecciones y su impacto socioecondémico. En
los dltimos afos se le ha dado importancia a las coinfecciones, en especial con
el VIH, ya que implica un problema mas serio para los paises desarrollados,
aunque también se han reportado otro tipo de coinfecciones con malaria,
schistosomiasis, tuberculosis y chagas (Selvapandiyan, Ahuja, Puri y Krishnan,
2015, p. 1659).



Histéricamente el tratamiento de la leishmaniasis se ha basado en el uso de 6
farmacos, de los cuales, los méas usados son los medicamentos denominados de
primera linea, que consisten en preparaciones de antimoniales pentavalentes
tales como el Pentostam® (estiboglucano de sodio) y el Glucantime®
(antimoniato N-metilglucamina) (Gutiérrez, Seabra, Reguera, Khandare vy
Calderén, 2016, p. 154). Ambos medicamentos fueron disefiados y hasta la
actualidad son utilizados para combatir todos los tipos de leishmaniasis (visceral,
cutdnea y mucocutanea). Las dos formulaciones antes mencionadas han
resultado ser bastante efectivas contra la enfermedad, pero su eficacia se mide
en relacién a la cantidad de antimonio que se administra al organismo, lo que
provoca toxicidad en el individuo. Ademas, los farmacos deben ser
administrados por periodos largos (minimo 21 dias), ocasionando que los
pacientes no logren terminar el tratamiento (Abdi et al., 1995, p.1). Cuando estos
medicamentos no resultan efectivos, se utilizan los tratamientos de segunda
linea que incluyen la anfotericina B y la pentamidina, para el tratamiento de la
leishmaniasis visceral; mientras que para tratar la leishmaniasis cutanea y
visceral se utilizan la miltefosina y el fluconazol. El uso de estos medicamentos
presenta varios problemas tales como: su alto costo, la alta toxicidad, la dificil
administracion y los serios efectos secundarios (Mohapatra, 2014, pp. 5, 6).
Debido a todo lo antes expuesto, surge la necesidad del abordaje de nuevas
lineas de investigacion, con el fin de desarrollar nuevos medicamentos y

vacunas.

Las bases de Schiff son compuestos organicos que contienen un doble enlace
carbono-nitr6geno (imino), con el atomo de nitrégeno enlazado a un grupo arilo
o alquilo, y se obtienen, principalmente, mediante la condensacion de una amina
primaria alifatica o aromatica con un compuesto activo de carbonilo. Estos
compuestos son intermediarios importantes en un numero de reacciones
enzimaticas que involucran el grupo amino de ciertas enzimas con el grupo
carbonilo del sustrato (Eliot y Kirsch, 2004, pp. 383-385), son ligandos comunes
en quimica de coordinacion (Kumar, Nath y Saxena, 2009, p. 991) y presentan
una amplia gama de actividades bioldgicas (Azam, Singh, Khokhra y Prakash,
2007, pp. 446-447; Kajal, Bala, Kamboj, Sharma y Saini, 2013, p. 1; Da Silva et



al., 2011, p. 1). Las bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina y sus
complejos metélicos muestran una gran variedad de actividades biolégicas y
aplicaciones (Alam, Lee y Bari, 2014, p. 613; Elemike, Oviawe y Otuokere, 2011,
p. 6). Es importante mencionar que no existen reportes previos de la actividad
leishmanicida de bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina, razén por la
cual este proyecto de titulacion se propone investigar la actividad leishmanicida
de estos compuestos, y de esta forma contribuir en el estudio de nuevas
moléculas con actividad potencial contra este parasito y que puedan emplearse

como punto de partida para el desarrollo de nuevos tratamientos.

1.2  Justificacién

Estudios realizados en los ultimos afios muestran que Leishmania mexicana es
la principal especie de este parasito que se encuentra ampliamente distribuida
en las zonas endémicas en el Ecuador (Kato et al., 2005, pp. 88, 91; Kato et al.,
2007, pp. 324-326), cubriendo las zonas subtropicales, tropicales y altas andinas
del pais. Esta especie es responsable de la leishmaniasis cutanea, que segun la
Direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, es la principal forma en la que
se manifiesta esta infeccion en el Ecuador (Kato, Calvopifia, Criollo y Hashiguchi,
2013, p. 2). Es por esto que se ha escogido esta especie de Leishmania para su

estudio en este trabajo de titulacion.

Previo a la realizacién de este trabajo se habian probado las doce bases de
Schiff derivadas de 4-aminoantipirina frente a Leptomonas. Las Leptomonas son
pardsitos protozoarios pertenecientes a la familia Trypanosomatida, orden
Kinetoplastida al igual que la Leishmania. Hasta hace algunos afios se sabia que
estos parasitos no eran capaces de infectar a los humanos, si ho, que su ciclo
de vida se restringia a diferentes insectos que no incluian fleb6tomos. Sin
embargo, en la India se ha identificado una coinfeccién Leptomonas-Leishmania
en pacientes con leishmaniasis visceral e incluso se han reportado vectores de
Leishmania infectados con Leptomonas en Nepal (Bhattarai et al., 2009, p.

1090). Tanto Leptomonas y Leishmania presentan algunas caracteristicas



similares como por ejemplo: identidad de sus secuencias gendmicas,
antigenicidad y fisiologia. Previo a estos importantes hallazgos, se conocia que
Leptomonas solo presentaba la forma promastigote y no la amastigote. Sin
embargo, tras infectar ratones con Leptomonas, los parésitos se transformaron
en amastigotes en los macréfagos de los animales, con la peculiaridad de que
en esta fase eran incapaces de replicarse. Por lo tanto, a pesar de que no existe
ninguna evidencia que indique que este tipo de coinfeccion pudiera darse en
pacientes con leishmaniasis cutdnea y mucocutanea tampoco se podria
descartar esta posibilidad. Se conoce que los tratamientos comerciales que se
utilizan para tratar la leishmaniasis suelen ser efectivos contra las Leptomonas,
aunque se necesitan mas estudios que sustenten estas evidencias
(Selvapandiyan et al., 2015, pp. 1657-1660).

Como compuestos de estudio se han escogido varias bases de Schiff derivadas
de 4-aminoantipirina debido a la facilidad de su sintesis, asi como también a la

variedad de actividades biologicas reportadas para este tipo de compuestos.

En base a lo antes mencionado y a la amplia fundamentacion bibliografica que
apoya el estudio, el propésito de esta investigacion consiste en evaluar si los
compuestos previamente descritos tienen actividad antiparasitaria frente a
Leishmania mexicana tanto en su forma de promastigote, como amastigotes

intracelulares que infectan macréfagos de forma in vitro.

1.3 Alcance

Esta investigacion permitira conocer la actividad leishmanicida de las bases de
Schiff derivadas de 4-aminoantipirina frente a Leishmania mexicana en estado
de promastigotes y amastigotes intracelulares que infectan macréfagos murinos
inmortalizados derivados de médula 0sea. Se propone ademas, determinar la
carga parasitaria y viabilidad celular tras el tratamiento con los diferentes
compuestos, lo que permitira comprobar la efectividad de los mismos en

comparaciéon con los medicamentos que se emplean de forma rutinaria en el



tratamiento de esta enfermedad. Por Gltimo, se propone estudiar si el mecanismo
de accion de estos compuestos sobre el parasito, en su forma promastigote, se
basa en dafios en la membrana celular del mismo. Este trabajo de investigacion
se propone contribuir con informacion relevante que incentive futuros estudios
basados en estos compuestos 0 compuestos similares para el tratamiento de la

leishmaniasis en sus formas cutdnea y mucocutanea.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General
Evaluar la actividad leishmanicida y citotoxica de diferentes bases de Schiff

derivadas de 4-aminoantipirina.

1.4.2 Objetivos Especificos
I.  Determinar la actividad leishmanicida de las bases de Schiff derivadas de

4-aminoantipirina frente a Leishmania mexicana.

Il.  Establecer la concentracion inhibitoria media (ICso) de las bases de Schiff
derivadas de 4-aminoantipirina.

lll.  Analizar la actividad toxica de los compuestos mencionados en
macréfagos infectados y en los parasitos mediante citometria de flujo y
gRT-PCR.

1.5 Hipbtesis

Las bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina presentan actividad
leishmanicida frente a Leishmania mexicana tanto en los estados de

promastigotes, amastigotes axénicos y amastigotes intracelulares.



2 CAPITULO Il. Marco teérico

2.1 Leishmaniasis

Se han encontrado cerdmicas de las culturas Preincaicas de Ecuador, Colombia
y Perq, en las cuales se representaban lesiones y deformaciones faciales
caracteristicas de la leishmaniasis y que han ayudado a estimar que esta
enfermedad ya se encontraba presente en Sudamérica en los afios 400-900 DC.
Del mismo modo, debido a ceramicas encontradas en Ecuador especificamente,
se conoce que la leishmaniasis cutdnea y la mucocutanea aparecieron antes de
la llegada de los espafoles, incluso los conquistadores escribian acerca de
lesiones que presentaban los incas en su piel (Calvopifia, Armijos y Hashinguchi,
2004, p. 663).

La leishmaniasis es una enfermedad causada por parasitos del género
Leishmania cuando es transmitido por el fleb6tomo hembra del género
Lutzomyia, vector identificado para América (Alcolea et al., 2014, p. 2). Se debe
tomar en cuenta que la enfermedad también puede ser transmitida por otras vias
entre las que se encuentran transfusiones sanguineas y transmisién congénita
(Géllego, 2004, p. 666). Afecta a 88 paises a nivel mundial, de los cuales 72 son
paises desarrollados y 13 son subdesarrollados (Desjeux, 2004, p. 307; Bafiuls
et al., 2007, p. 2). En Ecuador es considerada un problema de salud publica,
debido a que tiene una gran dispersion en el territorio y afecta principalmente a
las personas mas pobres que habitan las zonas rurales. Anualmente en nuestro
pais existe un promedio de 3'500.000 habitantes que se encuentran en riesgo de

transmision (Montalvan, 2013).

Esta parasitosis es prevalente en lugares donde tanto los vectores como los
huéspedes se encuentran en numero suficiente, ya que existe una permanente

transmision (Berman, 1997, p. 684).



2.1.1 Leishmania

La Leishmania es un parasito protozoario flagelado perteneciente al orden
Kinetoplastida y la familia Trypanosomatidae. Requiere de un vector, ya sea
Phlebotomus o Lutzomyia, que se alimente de sangre infectada con el parasito
para poder completar su ciclo de vida y seguir reproduciéndose y propagandose
(Bogtish, Carter y Oeltmann, 2005, p. 97). El parasito puede infectar de manera
natural a diferentes 6rdenes de mamiferos, entre los cuales se encuentran:
canidos, primates no humanos, marsupiales, roedores y cionidos. Como se
puede evidenciar, los humanos no se encuentran en esta lista debido a que se
cree que en la mayoria de casos son huéspedes accidentales. La capacidad que
tiene este parasito de infectar diferentes huéspedes se debe a que su ciclo no
se restringe a un Unico ambiente, ya que una sola especie puede encontrarse en
diferentes entornos y desarrollarse en diferentes especies de flebétomos. Otro
factor que lo convierte en un microorganismo complicado es que se ha
encontrado diferentes especies de Leishmania en un mismo huésped. Este
microorganismo parasita de manera eficiente los macrofagos presentes en
mamiferos (Bafiuls et al., 2007, pp. 5, 9). También es importante mencionar que
diversas especies de Leishmania actiian como patégenos oportunistas y suelen
incrementar su infeccién en pacientes con otros trastornos como el VIH (Alcolea
et al., 2014, p. 2).

A pesar de los adelantos en la investigacion a nivel molecular y el mayor
entendimiento en la evolucién genética, hasta la actualidad no se tiene muy claro
el funcionamiento de este microorganismo en poblaciones en un habitat natural.
Esto se debe a que este parasito tiene un ciclo de vida bastante complejo ya que
puede llegar a infectar a un rango amplio de huéspedes, se encuentra distribuido
en diferentes nichos ecologicos, y ademas, puede producir una variedad de
sintomas clinicos muy amplios en las personas infectadas. Es por esto que la
Leishmania es considerada como un modelo bioldgico complejo desde diferentes

puntos tales como el ecoldgico, genético y filogenético (Bafuls et al., 2007, p. 3).



2.1.1.1 Morfologia

Se pueden diferenciar dos formas del parasito: amastigote y promastigote. Los
amastigotes son considerados como parasitos obligatorios de los macréfagos y
rara vez de otro tipo de células de las que se encuentran en el sistema inmune
del huésped (Croft y Coombs, 2003, p. 502). Presentan una forma ovoide y se
transforman cuando ingresan a las células del sistema inmune.
Morfolégicamente presentan un nucleo voluminoso y pueden o no tener un
pequefio flagelo (Fig. 1a) (Bogtish et al., 2005, pp. 98-101).

Los promastigotes solo se encuentran en el insecto. Difieren estructuralmente de
los amastigotes ya que son mas elongados que los anteriores y desarrollan un
flagelo libre que les sirve tanto para movilizarse a través del medio como para
fijarse en la pared intestinal del vector. Este flagelo emerge desde un cuerpo
basal que se encuentra en estrecha relacion con el kinetoplasto (estructura
caracteristica de los miembros pertenecientes al orden kinetoplastida) (Fig. 1b).
Subyacente a la membrana plasmatica, se forma una red subpelicular de
microtubulos que provee un soporte estructural limitado en ambas formas
parasitarias (Bogtish et al., 2005, pp. 98-101).
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Figura 1. Morfologia de los estados bioldgicos de la Leishmania.

Tomado de Teixeira et al, 2013, p. 2.

a) Representacion de los organulos presentes en amastigote de Leishmania spp.
b) Representacion de los organulos presentes en promastigote de Leishmania spp.




2.1.1.2 Composiciéon genética

Varios estudios han sugerido que algunos cromosomas de Leishmania son
diploides y otros son aneuploides. (Bafuls et al., 2007, p. 14). EI DNA
mitocondrial se encuentra en el kinetoplasto (kDNA) (Bogtish et al., 2005, pp. 98-
101), que constituye el 10-20% del DNA total y consiste en una red formada por
varias cadenas circulares de DNA concatenados que se dividen en dos clases:
los maxicirculos homogéneos y los minicirculos heterogéneos. Los maxicirculos
son considerados como la parte funcional del DNA mitocondrial y tienen un peso
de 20kb mientras que los minicirculos tienen un peso aproximado de ~0.8kb
(Bafiuls et al., 2007, p. 15). Se piensa que el kDNA es el responsable de que
ocurra la metamorfosis de una forma a otra del parasito (Bogtish et al., 2005, pp.
98-101).

2.1.1.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida del parasito es dimérfico, ya que presenta dos morfologias, y es
digenético, pues se desarrolla en diferentes huéspedes (Alcolea et al., 2014, p.
2). Estas dos etapas son: la etapa extracelular o promastigote y la etapa

intracelular o amastigote (Bafiuls et al., 2007, p. 4).

El ciclo de vida comienza cuando un flebétomo hembra del género Lutzomyia se
alimenta de sangre de un huésped vertebrado que contiene macréfagos
infectados con amastigotes, y los pardsitos ingresan en su organismo; estos se
transforman en promastigotes prociclicos en el intestino medio del vector, y
mientras los promastigotes se encuentren anclados al intestino del vector, la
sangre es excretada de su organismo (Descoteaux y Turco, 1999, pp. 342, 345).
Los promastigotes prociclicos migran a la probdscide del vector y se diferencian
en promastigotes metaciclicos (Alcolea et al., 2014, p. 2), esta fase también es
conocida como la fase infectiva, la cual dura entre 8 y 20 dias desde que fue

ingerido (Desjeux, 2004, p. 306). El parasito es transmitido al huésped durante
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la picadura de la mosca; las partes bucales de la misma cortan la piel (Bates,
2007, p. 1099) e inyectan saliva al huésped, para evitar que la sangre se coagule,
liberando promastigotes metaciclicos a la piel del hospedero por medio de la
regurgitacion. Los promastigotes se adhieren a la superficie celular con la ayuda
del flagelo, por medio de la union de los lipofosfoglicanos y la glicoproteina GP63
presentes en la superficie del parasito, con los receptores que se encuentran en
los macrofagos (Teixeira et al., 2013, pp. 1-2). De inmediato los parasitos son
fagocitados por los macréfagos dentro de unas vacuolas especializadas
denominadas fagosomas o vacuolas fagociticas, en donde se transforman en
amastigotes (Alcolea et al., 2014, p. 2), algunos de los cuales se quedan unidos
al macréfago mientras que otros quedan libres en la vacuola (Teixeira et al.,
2013, p. 2) y logran reproducirse por fision binaria (Bafuls et al., 2007, p. 6). Esta
transformacioén se da gracias a la alta temperatura y el bajo pH que encuentra el
parasito dentro del fagosoma y estas condiciones van a dar una sefal para su
diferenciacion (Descoteaux y Turco, 1999, p. 343; Bates et al., 2007, p. 1099).
Los pardsitos incrementan en nimero hasta que la célula finalmente se lisa, el
material sale logrando infectar otras células y continta el ciclo (Fig. 2) (Bafuls et
al., 2007, p. 6).
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Figura 2. Ciclo de vida de la Leishmania.
Tomado de Reithinger et al, 2007, p. 584.
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2.1.1.4 Taxonomia

A partir de 1970 se han utilizado varios criterios para definir las distintas especies
del parasito, tales como datos inmunoldgicos, bioquimicos y genéticos (Bafiuls
et al., 2007, pp. 6-7). Este parasito pertenece al orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae y género Leishmania (Fig. 3) (Bogtish et al., 2005, pp. 55-56).
Todos los miembros que pertenecen al género Leishmania son parasitos que
afectan a los mamiferos. El género Leishmania se divide en dos subgéneros
Leishmania y Viannia, esta clasificacion depende de la locacion del parasito en

el intestino del vector (Bafiuls et al., 2007, pp. 6-7).
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s
I L. tropica
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Protozoa \
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L. guyanensis (| |, guyanensis
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Figura 3. Clasificacion taxonémica de las especies de Leishmania spp.
Tomado de Bafiuls et al, 2007, p. 7.
a) Las abreviaciones L. sianifican Leishmania.

Viannia
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2.1.2 Vector

Los vectores invertebrados de la leishmaniasis son insectos pequefios
pertenecientes al orden Diptera, conocidos como flebétomos (Bafiuls et al., 2007,
p. 5), de la familia Psychodidae (Alcolea et al., 2014, p. 2) y subfamilia
Phlebotominae. Se han descrito seis géneros, de los cuales dos son
considerados de importancia médica: Phlebotomus que se distribuyen en
Europa, Africa y Asia y que se subdivide en 12 subgéneros; y Lutzomyia que se
encuentra en América y que se subdivide en 25 subgéneros (Fig. 4). Estos
dipteros varian de una region a otra, en algunos casos pueden portar una o
varias especies mientras que existen algunas especies de Phlebotomus que solo
permiten el crecimiento de un solo tipo de Leishmania (Bafuls et al., 2007, p. 5).
En nuestro pais se han descrito més de 60 especies de fleb6tomos en donde se
encuentran incluidas 55 especies que pertenecen al género Lutzomyia
(Calvopina et al., 2014, pp. 663, 667).

Figura 4. Vectores de la Leishmania.

a) Tomado de Wikinshaw y Kelly, 2013. b) Foto tomada bajo el estereoscopio en el Centro
de Investigacion Traslacional por el tesista de la carrera de Ingenieria de Biotecnologia
Gustavo Pérez.

a) Vector perteneciente al género Phlebotomus.

b) Vector perteneciente al género Lutzomyia.

2.1.3 Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis

En animales menos adaptados, entre los que se encuentran los humanos, la
infeccion que produce este tipo de parasitos puede variar en un amplio rango de
patologias. En algunos casos la enfermedad es asintomatica, mientras que en
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otros aparecen papulas en la piel y dafio de las mucosas. Los casos mas graves
se presentan en la forma visceral. En humanos esta enfermedad puede
presentarse en cuatro formas: leishmaniasis cutanea, leishmaniasis cutanea
difusa, leishmaniasis mucocutanea y leishmaniasis visceral (Bafiuls et al., 2007,
p. 10).

2.13.1 Leishmaniasis cutanea

Esta manifestacion clinica es causada por la proliferacion del parésito en las
células fagociticas que se sitian en la piel. En América se ha logrado identificar
gue los principales causantes son los miembros pertenecientes a los complejos
de L. mexicana como son L. mexicana, L. venezuelensis y L. amazonensis; y los
complejos de L. braziliensis en los que se encuentran L. braziliensis, L.
guyanensis y L. panamensis. La forma cutanea normalmente empieza con la
aparicion de papulas, las cuales se transforman en ulceras y luego finalmente
desaparecen de manera espontanea. Las cicatrices que dejan estas
laceraciones pueden llegar a durar afos luego de que la enfermedad sand. Estas
lesiones muy rara vez llegan a convertirse en nodulares (Fig. 5) (Berman, 1997,
p. 686).

Figura 5. Lesiones nodulares en la parte externa del antebrazo derecho. Al momento de
tomar estas imagenes el paciente tenia 31 afios y era procedentes de México.
Tomado de Rébago et al, 2006, p. 344.
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En Ecuador se pueden diferenciar dos tipos de leishmaniasis cutanea,
dependiendo de la posicion geografica en la que se encuentre el paciente: el tipo
andino y el tipo de tierras bajas, sin embargo, este tipo de leishmaniasis suele
curarse sola, por lo que estos casos no son reportados a las instituciones
competentes lo que impide la obtencion de datos fiables (Calvopifia et al., 2014,
p. 663). El tipo andino se encuentra en las tierras altas del pais y se caracteriza
porque presenta una sola lesién, con un tamafo aproximado de 5 mm de
diametro. Segun datos obtenidos por Calvopifia y sus colaboradores (2014, pp.
665, 667), el 92% de las lesiones se producen en la cara. El tipo de las tierras
bajas se caracteriza porque se generan varias lesiones, las cuales, en el 53.8 al
92% de los casos afectan las extremidades, mientras que otras partes del cuerpo
como el tronco, los parpados, el cuero cabelludo y genitales también suelen ser
afectadas, pero en menor proporciéon. Estas lesiones son himedas y pueden

asociarse a infecciones bacterianas secundarias.

2.1.3.2 Leishmaniasis cutanea difusa

La leishmaniasis cutanea difusa es una variacién crénica y progresiva de la
leishmaniasis cutanea que se conoce como una enfermedad de larga duracion
(Fig. 6), y ocurre debido a que los individuos presentan afectaciones en su
respuesta inmune mediada por células (Kumar, 2013, p. 3). La severidad de este
tipo de infeccion estd dada por las lesiones diseminadas, ya que el organismo
no se cura de manera espontanea y existen recaidas tras haber culminado el
tratamiento establecido (Bafiuls et al., 2007, p. 10; Desjeux, 2004, pp. 306, 309).
En América es causada por el complejo de Leishmania mexicana y en Europa,

Asia y Africa por Leishmania aethiopica (Kumar, 2013, p. 3).
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a)

Figura 6. Paciente infectado con leishmaniasis cutanea difusa.
Tomado de Pérez, Solias y Rodriguez, 2006, pp. 486-488.

a) Maculas, papulas y placas eritematosas generalizadas en el tronco.
b) Nodulos en manos.

¢) Nédulos en piernas.

2.1.3.3 Leishmaniasis mucocutanea

La leishmaniasis mucocutanea también conocida como espundia (Bafiuls et al.,
2007, p. 11), se produce cuando las membranas de las mucosas nasal y bucal
son afectadas por el parasito pudiendo ser destruidas de manera parcial o
completa. Entre las mucosas afectadas se encuentran las del tabique, faringe,
labio superior (Calvopifia et al., 2004, p. 667), boca, garganta y nariz, como se
explica en el informe de la reunidon del Comité de Expertos de la OMS sobre el
Control de las Leishmaniasis (Organizacion Mundial de la Salud, 2010). La
infeccion empieza por la mucosa de la nariz, se puede extender hacia la laringe
y la orofaringe, y luego ocurre la infeccion en la boca (Berman, J., 1997, p. 686).
Todo este cuadro ocasiona disnea y puede provocar deformidades en la cara e
incluso mutilaciones (Fig. 7) (Bafuls et al., 2007, p. 11). Esta enfermedad puede
ser la secuela de una leishmaniasis cutanea que no fue tratada de manera
correcta. No sana de manera espontanea, evoluciona de manera lenta, y puede
extenderse por meses y hasta afios. Se ha identificado como primer causal a la
Leishmania braziliensis (Berman, 1997, p. 686) y suele ser prevalente en

bosques tropicales (Calvopifia et al., 2004, p. 663).
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a)

Figura 7. Paciente de 29 afios, infectado con VIH tipo | y con leishmaniasis mucocutanea.
Tomado de Gois, Badaré, Schooley y Rios, 2015, pp. 2-3.
a) Presenta lesiones y malformaciones en la cara y obstruccién nasal.

2.1.34 Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral es conocida como kala azar. Se desarrolla en el
sistema de fagocitos mononucleares del higado y bazo, los parasitos se
multiplican Unicamente dentro de las células fagociticas. En el caso de América
es causada por la especie Leishmania infantum (Leishmania chagasi). Esta

enfermedad suele ser fatal si no es tratada (Berman, 1997, p. 684).

Segun un estudio realizado por Berman (1997, pp. 684-685) existen cuatro

presentaciones clinicas que son:

e Leishmaniasis visceral clasica. Se caracteriza por presentar sintomas como
fiebre, pancitopenia y hepatoesplenomegalia (Fig. 8).

e Enfermedad visceral leve, no progresa a kala azar clasico. Segun este
estudio se pueden presentar diferentes manifestaciones como fiebre,

malestar, organomegalia, fatiga cronica, tos, dolores abdominales y diarrea.
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Leishmaniasis visceral como componente del SIDA, debido a que, como ya
se habia mencionado anteriormente, la Leishmania es un parasito
oportunista.

Enfermedad sudanesa que incluye leishmaniasis post kala azar. También se
la conoce como PKDL por sus siglas en inglés (Post-Kala azar Dermal
Leishmaniasis). La leishmaniasis visceral es una enfermedad endémica en
Sudan, este tipo de leishmaniasis se caracteriza porque los pacientes
muestran maculas y papulas que primero rodean la boca. Aquellas que no
sanan de manera espontanea se dispersan por toda la cara o por otras partes
del cuerpo y llegan a formar nédulos y ulceraciones, ademas, se han
identificado algunos sintomas como ardor de pies asi como otros sintomas

neuroldgicos.

Figura 8. Paciente con leishmaniasis visceral.

Tomado de Gonzélez et al, 2008, p. 33.

a) Presenta inflamacion del bazo (esplenomegalia) e inflamacion del higado
(hepatomeaalia).

2.1.4 Distribucién geografica en Ecuador

El incremento en la incidencia de la leishmaniasis puede atribuirse a diferentes

causas, por ejemplo, migraciones internas a zonas alejadas del espacio urbano,

migracion de los vectores ocasionada por el cambio climético, cambios en el uso
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de la tierra y el movimiento de personas que se encuentran en zonas no
endémicas (turistas o inmigrantes). Estos factores pueden provocar un aumento
de la exposicion de los seres humanos a los ciclos de vida zoonoticos del

parasito (Calvopifia et al., 2004, p. 665).

Figura 9. Casos de leishmaniasis reportados en Ecuador hasta la semana 53 del afio 2015.
Tomado de la gaceta epidemioldgica semanal No. 53 del Ministerio de Salud Publica, 2015.
a) La intensidad del color rojo depende del nimero de casos que se presentan por provincia.

Se han reportado casos en 23 de las 24 provincias del pais, siendo Las Islas
Galapagos la Unica excepcién tal como se menciona en el proyecto de vigilancia
y control de vectores para la prevencion de la transmision de enfermedades
metaxénicas en el Ecuador por el Servicio Nacional de Control de enfermedades
transmitidas por vectores artrépodos (SNEM) (Montalvan, 2013). La ultima
evidencia que se obtuvo de casos de leishmaniasis en Ecuador fue hasta la
semana 53 del afio 2015 cuando se reportaron un total de 1.401 casos, de los
cuales el mayor nimero de afectados se encontraron en la provincia de
Pichincha (Fig. 9), segun se menciona en la gaceta epidemiologica No. 23
(Ministerio de Salud Publica, 2015). En el Ecuador se han podido identificar seis

especies de Leishmania: L. panamensis, L. guyanensis, L. braziliensis, L.
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amazonensis, L. major-like y L. mexicana, y como se puede observar en la tabla

1 cada especie provoca un tipo de manifestacion clinica (ver tabla 1).

Tabla 1. Distribucion geogréafica de las especies de Leishmania, la forma clinica en el ser
humano, los vectores y los huéspedes.

panamensis-
guyanensis

PARASITO FORMA VECTOR HUESPED
CLINICA
PACIFICO

L. panamensis LCL, LCD Lu. trapidoi Canis familiaris

L. guyanensis LCL Lu. trapidoi NI

L. panamensis/ | LCL Lu. trapidoi Canis familiaris

guyanensis

L. braziliensis LCL NI NI

L. amazonensis | LCL NI Sciurus vulgaris
Potos flavus
Tam tetradacyla

L. major-like LCL NI NI

L. mexicana LCL, LCD NI NI

REGION ANDINA
L. mexicana LCL Lu. ayacuchensis | Canis familiaris
L. major-like LCL, LCD NI NI
REGION AMAZONICA
L. braziliensis LCL, LMC NI NI
L. braziliensis/ | LCL Lu. serrana NI

Nota: las abreviaciones mencionadas en el cuadro significan: LCL, Leishmaniasis cutanea
localizada; LCD, Leishmaniasis cutdnea difusa; LMC, Leishmaniasis mucocutanea; Lu.,

Lutzomyia; NI, No identificado. Tomado de Calvopifia et al., 2004, p. 666.

2.1.5 Epidemiologia

La epidemiologia de este parasito es bastante diversa ya que se han podido

identificar 20 especies de Leishmania que son patdgenos para los seres
humanos (Desjeux, 2004, p. 306).

Se han descrito 3 ciclos epidemioldgicos entre los que se encuentran:

1. Ciclo primitivo o silvestre: en este caso la infeccion a humanos es

estrictamente accidental y la transmisién se produce en focos silvestres.
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2. Ciclo secundario o peridoméstico: el huésped del parésito es un animal
domeéstico o peridoméstico. La enfermedad es transmitida por las moscas
antropofilicas, es decir moscas que se encuentran especialmente adaptadas
para parasitar al ser humanao.

3. Ciclo terciario o estrictamente antroponético: no existen los huéspedes
animales. Los vectores son antroponoticos, es decir que su reservorio es el

ser humano (Bafuls et al., 2007, pp. 7-8).

Las tendencias epidemioldgicas de la Leishmania estan relacionadas con varios

factores de riesgo:

e Cambios del medio ambiente en donde circulan.

e Migracién de personas de zonas rurales a zonas urbanas.

e Ampliaciébn de las ciudades hacia las zonas donde son endémicos los
pardsitos, ya sea por construccion de nuevas carreteras, para generar
mineria, promocion del turismo hacia zonas mas apartadas, entre otras.

e La malnutricion es otro factor de riesgo debido a que se incrementa la
severidad de la enfermedad, ya que el sistema inmune del paciente suele

deprimirse (Desjeux, 2004, p. 308).

2.1.6 Incidenciay prevalencia

La Organizacién Mundial de la Salud, en el afio 2002, estimé que el nimero de
casos nuevos de leishmaniasis por afio es de 2.357.000 y el nimero de personas
gue se encuentran en riesgo de contraer esta enfermedad es de 350 millones
(Bafiuls et al., 2007, p. 2). A pesar de que estos datos son bastante confiables
se considera que existen mas casos de los que son reportados, debido a

diferentes factores como por ejemplo:

e Un numero considerable de casos no son diagnosticados, son mal
diagnosticados o no son reportados por el paciente o el médico tratante.
e En algunos paises no se la considera como una enfermedad de declaracion

obligatoria.
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e Ladistribucion de los lugares de transmision dentro de las zonas endémicas

es, por lo general, discontinua (Desjeux, 2004, p. 307).

2.1.7 Tratamientos

Tanto el Ministerio de Salud publica del Ecuador como la OMS recomiendan que
se usen los antimoniales pentavalentes como farmacos de primera linea. De
estos, el antimoniato de meglumina (Glucantime®) (Fig. 10a) es el Unico que se
encuentra disponible para el pablico sin receta médica y suele ser distribuido de
manera gratuita por el Ministerio. Sin embargo, los tratamientos tradicionales son
ampliamente usados en zonas rurales del Ecuador, debido a la falta de recursos
0 acceso a estos tratamientos convencionales. Estas terapias consisten en la
aplicacion de plantas medicinales, cauterizacién de las heridas con metales
calientes, uso de las cenizas del tabaco, acidos fuertes o cera caliente. Estos
meétodos no han sido estudiados por lo que su eficiencia no ha sido comprobada,
pero se han podido identificar efectos adversos, como consecuencia de este tipo
de préacticas ya que aparecen dafios en la piel por gquemaduras, se promueven
las infecciones secundarias y quedan cicatrices mas grandes y peores que las

ocasionadas por la propia enfermedad (Calvopifia et al., 2004, pp. 665, 668).

El tratamiento que se debe seguir dependeréa del tipo de manifestacion clinica de
leishmaniasis que presenta la persona infectada (Satoskar y Durvasula, 2014, p.
81). Es necesario mencionar cuales medicamentos son utilizados en cada caso

de la enfermedad (ver tabla 2):
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Tabla 2. Medicamentos utilizados para cada manifestacion clinica de la leishmaniasis.

Manifestacion Medicamentos
Clinica

Leishmaniasis | Antimoniales pentavalentes, la Anfotericina B, la
visceral Pentamidina y la Miltefosina. Los dos dltimos

medicamentos se utilizan cuando los antimoniales

pentavalentes no tienen efectos contra el parasito o

cuando existe intolerancia por parte del paciente.

Leishmaniasis | Antimoniales pentavalentes y en JUltima instancia la

mucocutdnea | Pentamidina.

Leishmaniasis | Los mismos medicamentos que en el caso anterior pero
cutanea se puede utilizar el ketoconazol.

Tomado de Abdi et al., 1995, pp.6, 7
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Figura 10. Estructura quimica de los medicamentos usados para el tratamiento de la
leishmaniasis.

Tomado de Abdi et al., 1995, pp. 17, 21.

a) Antimonio de gluconato.

b) Antimonio de meglumina.

¢) Pentamidina.

d) Anfotericina.

2.1.7.1 Tratamientos de primera linea

Los tratamientos de primera linea, como ya se menciono anteriormente, son los

antimoniales pentavalentes. Estos medicamentos son administrados por via
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parenteral por periodos amplios y son la opciébn mas econdémica que existe en el
mercado para tratar la leishmaniasis, segin se menciona en el manual de
diagnéstico y tratamiento detallado por el Ministerio de salud publica y bienestar
social (2001).

Los antimoniales pentavalentes son utilizados desde el afio 1912, y no fue sino
hasta el afio 1947 que se empez06 a usar el primer medicamento que demostro
ser eficiente en pacientes con leishmaniasis (el estibogluconato de sodio,
Pentostam®) (Fig. 10b). Hasta la actualidad este medicamento y el antimoniato
de meglumina son utilizados como terapia principal en todos los casos de
leishmaniasis como lo menciona Berman (1997, p. 689) y el Ministerio de Salud

Publica y Bienestar Social en el Manual de diagnéstico y tratamiento (2001).

Los antimoniales pentavalentes presentan una respuesta eficiente y rapida frente
a casos de leishmaniasis cutanea, aunque los sintomas no se normalizan por
completo, pudiendo durar meses después de que el tratamiento haya concluido
(Berman, 1997, p. 689). Durante muchas décadas estos medicamentos han sido
la base para tratar esta enfermedad, sin embargo presentan una alta toxicidad y
hay reportes que indican que los parasitos han empezado a generar resistencia
(Satoskar y Durvasula, 2014, p. 81; Gutiérrez et al., 2016, p. 154). Estos
compuestos empiezan a tener efecto en el organismo cuando se reducen a su
forma trivalente, y actian especificamente sobre la forma amastigote, inhibiendo
la tripanotion reductasa, enzima responsable de regular el estrés oxidativo en el
parasito. Como consecuencia de esto, se inhibe la actividad glicolitica y se
reduce la generacién de guanidina y ATP. La efectividad y la especificidad de
estos medicamentos radica en que, a diferencia de las células humanas, la
Leishmania utiliza tripanotion y no glutation, ademds, los macréfagos son
capaces de almacenar los antimoniales permitiendo que el medicamento actle
de manera mas prolongada contra los parasitos segun se evidencia en el Manual
de diagndstico y tratamiento detallado por el Ministerio de Salud Publica y
Bienestar Social (2001).

Entre los efectos secundarios que pueden presentar estos medicamentos se

encuentran: dolores de cabeza, articulares, musculares, abdominales; pérdida
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de apetito, fiebre, mareos, nauseas, vomitos y erupciones en la piel, entre otros,
ademas hay reportes de: cardiotoxicidad, aunque esta se produce con menor
frecuencia que los sintomas anteriores segun lo detallado en el Manual de
diagnéstico y tratamiento escrito por el Ministerio de Salud Publica y Bienestar
Social (2001).

2.1.7.2 Tratamientos de segunda linea

21.7.21 Pentamidina

Es una diamina aromética (Fig. 10c) utilizada para el tratamiento de la
leishmaniasis cuando los antimoniales pentavalentes han dejado de ser efectivos
debido a la resistencia del parasito (Singh, Kumar y Singh, 2012, p. 488). Sin
embargo, se ha reportado que el parasito también suele generar resistencia a
este medicamento tras un corto periodo de exposicion. No se conoce su
mecanismo de accidn exacto, sin embargo, estudios previos han demostrado
gue la pentamidina se une al surco menor del DNA e inhibe la topoisomerasa ll,
afecta la biosintesis de poliaminas e inhibe el complejo Il en la cadena
respiratoria (Polonio y Efferth, 2008, p. 279). Debido a que la eficacia de este
medicamento ha ido decayendo, la resistencia que presenta el parasito y los
efectos secundarios que existen, su empleo ha sido prohibido en algunas partes
del mundo, como en la India (Singh et al., 2012, p. 488).

Entre los efectos secundarios reportados se encuentran: hipoglicemia,
hipotensién, nefrotoxicidad, mialgias, dolor en el lugar de la inyeccion,
taquicardia, sabor a metal, nauseas, dolores de cabeza, adormecimiento, entre
otros. Estos efectos secundarios se presentan cuando se administran bajas
dosis en el paciente, lo que no descarta que pudieran existir otros problemas o
agravarse los antes mencionados cuando se usan dosis mas altas y tiempos de
tratamiento mas prolongados. Debido a esto, la pentamidina no es recomendada

para pacientes con leishmaniasis visceral (Singh y Sivakumar, 2004, p. 309).
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21.7.2.2 Anfotericina B

Es una macrolactona que tiene actividad antifingica y leishmanicida (Fig. 10d).
Se obtiene a partir del actinomiceto Streptomyces nodosus y se utiliza cuando el
parasito ha generado resistencia contra los medicamentos de primera linea y la
pentamidina (Abdi et al., 1995, pp. 17, 18). Segun el Ministerio de Salud Publica
y Bienestar Social (2001) en el Manual de diagnéstico y tratamiento, debido a
que es un medicamento altamente tdxico, se recomienda que su administracion
sea efectuada por personal capacitado en ambiente hospitalario, de tal forma

gue se pueda controlar cualquier efecto adverso.

El mecanismo de accidon se basa en la union de la anfotericina con el ergosterol
de la membrana celular, lo que provoca su deterioro. Este mecanismo genera la
formacion de poros en la membrana del parasito y se eliminan electrolitos como
el potasio, lo que conduce a la muerte celular (Mohapatra, 2014, p. 5). También
se atribuye su muerte al dafio oxidativo (Abdi et al., 1995, p. 17; Mohapatra,
2014, p. 5). Se menciona gque este medicamento es altamente toxico debido a
gue también se une al colesterol, principal esterol presente en las membranas
celulares del ser humano como se evidencia en el Manual de diagnostico y

tratamiento (Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social, 2001).

En el mercado se pueden encontrar varias formulaciones del medicamento, entre
las mas destacadas se encuentra la anfotericina B (Fig. 10d) y anfotericina B
liposomal, esta ultima es mejor asimilada y tolerada por el cuerpo, y es menos

toxica para el organismo (Mohapatra, 2014, p. 5).

Este farmaco presenta un rango amplio de efectos secundarios, entre los cuales
se encuentran: fiebre y escalofrios (frecuentes luego de unas pocas horas de ser
administrado el medicamento), dolor de espalda, nduseas, vomitos, calambres
estomacales, nefrotoxicidad, trombocitopenia transitoria, anemia, disminucion de
la funcion renal, hipopotasemia, hiporexia, cambios del comportamiento, y
menos frecuente, una reaccion anafilactica; como se detalla en el informe de la
reunion del Comité de Expertos de la OMS sobre el Control de las Leishmaniasis
(2010), Abdi et al (1995, p. 19) y en el Manual de diagndstico y tratamiento
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emitido por el Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social (2001).

2.1.7.2.3 Otros

Existen otros medicamentos alternativos que han sido utilizados en casos de
leishmaniasis como la Paromomicina (Aminosidina), un aminoglucésido usado
como antibidtico en el tratamiento de infecciones intestinales (Berman, 1997, p.
694). Este medicamento ha demostrado tener pocos efectos secundarios, alta
eficacia eliminando al parasito y su administracion se realiza en un intervalo de
tiempo menor. En estudios de su mecanismo de accién se ha encontrado que

inhibe la sintesis proteica (Mohapatra, 2014, p. 6).

Los agentes orales han demostrado ser eficaces como tratamiento para la
leishmaniasis cuando se los administra en terapias combinadas, sin embargo
cuando se pretende tratar pacientes con leishmaniasis cutanea que se
encuentran en sus primeras etapas, se puede utilizar este medicamento como
monoterapia con el fin de curar de manera mas eficiente y rapida la enfermedad.
A pesar de que este tipo de medicamentos son los menos efectivos, son también

los que menos toxicidad provocan en los pacientes (Berman, 1997, pp. 695-696).
Entre estos fArmacos se encuentran:

e Miltefosina (Impavido®): segun lo escrito en el Manual de diagnéstico y
tratamiento detallado por el Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social
(2001), a este medicamento se lo considera como un medicamento de
tercera opcion en el tratamiento de leishmaniasis cutanea vy
mucocutanea. Es un medicamento apto para pacientes cardiacos pero
debe ser administrado bajo vigilancia puesto que el medicamento puede
provocar hepatotoxicidad. Este constituye el primer medicamento que se
administra por via oral que resulta en una tasa del 94% de cura de la
leishmaniasis visceral, y se ha demostrado que altera el metabolismo
alquilo-lipidico del parasito, lo que provoca apoptosis y por ende la
muerte del mismo (Mohapatra, 2014, p. 6).
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e Azoles: entre los azoles que han demostrado ser efectivos contra la
Leishmania spp. se encuentran el ketoconazol, el fluconazol e el
itraconazol. Estos medicamentos son antifingicos, sin embargo, han
demostrado ser eficientes leishmanicidas y hoy en dia se los utiliza como
una alternativa oral para tratar la leishmaniasis cutanea. El mecanismo
de accion se basa en la inhibicion de la enzima del citocromo P450 e
interrumpe la biosintesis del ergosterol. Esto ocasiona una alteracion en
la integridad de la membrana, la permeabilidad y no permite la correcta
desintoxicacion de las células (Gupta, Daigle y Floey, 2015, p. 326;
Gaudiano, Valderrama, Cardenas, 2015, p. 226).

e Allopurinol: inhibe el catabolismo de las purinas en las células de
mamiferos y el anabolismo de las purinas en la Leishmania. Se utiliza en

pacientes con leishmaniasis cutanea (Singh y Sivakumar, 2004, p. 311).

Los agentes locales fueron disefiados para tratar la leishmaniasis cutanea. Entre
sus ventajas se encuentran su facil administracion, la cual se puede realizar de
manera ambulatoria, y tanto la toxicidad como la absorcién del farmaco en la
circulacién sistémica son minimas. Los principales problemas de estos
tratamientos radican en que la leishmaniasis cutanea no es una enfermedad
superficial, y se produce porque la forma amastigote reside en la dermis y en
algunos casos logra diseminarse hacia el sistema linfatico y las membranas de
la mucosa. Debido a esto, para que los agentes locales tengan un efecto
beneficioso deben infiltrarse en lo profundo de la lesién y la enfermedad no debe
haberse distribuido por todo el organismo (Berman, 1997, pp. 696-697).

2.1.7.3 Nuevas investigaciones

Desde hace varios afios han emergido investigaciones cuya finalidad consiste
en reemplazar las terapias existentes, debido a todos los problemas que
ocasionan los medicamentos antes mencionados. Lo que se persigue es que se
puedan administrar por via no parenteral, tiempos mas cortos de administracion,

toxicidad baja o nula y que sean mas efectivos para combatir al parasito
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(Berman, J., 1997, p. 684). Otro enfoque que se puede desarrollar es la
identificacion y descubrimiento de genes de interés, para desarrollar nuevos
medicamentos que eliminen o inhiban los productos de los mismos. Con este fin
se puede emplear la bioinformatica para identificar genes o familias de genes
que codifican para proteinas cuyas funciones sean conocidas y puedan ser

consideradas como posibles blancos terapéuticos (Bariuls et al., 2007, p. 62).

Entre los medicamentos nuevos que ya se encuentran en etapas avanzadas de
investigacion podemos encontrar: el sustito de la 2-quinolina, medicamento
derivado de plantas que ha demostrado tener una actividad contra la Leishmania
tanto en pruebas in vitro como in vivo. La 8-aminoquinolina, medicamento que
se encuentra en pruebas de fase Il como leishmanicida, causa la muerte del
parasito mediante la fragmentacion de la cromatina, la produccion elevada de
diversas especies reactivas de oxigeno y la elevacion del calcio intracelular
(Mohapatra, 2014, p. 6).

2.1.8 Prevencion

La principal estrategia para prevenir el contagio de la leishmaniasis consiste en
la identificacion de los grupos de riesgo y en la eliminacion de los factores que
favorecen la picadura de la mosca y favorecen la transmision de la enfermedad.
Entre estos factores se encuentran: la agricultura, las actividades mineras, el
ingreso de militares y la caza en zonas de riesgo (De Vries y Reedjik, 2015, p.
105). Si la enfermedad ya empez6 su curso, es importante la deteccién temprana
y Su posterior tratamiento, asi como también tener un control adecuado de los
animales considerados como huéspedes. El control de los vectores se logra
mediante el uso de insecticidas de accién residual, es decir, que permanecen
mas tiempo activos y logran eliminar a las Lutzomyias de manera mas eficiente,

ya que aun son bastante sensibles a los mismos (Desjeux, 2004, pp. 310-311).

Otra medida necesaria, la mas efectiva y rentable, es la educacion a la poblacién.

Se debe explicar a las personas residentes en zonas endémicas que deben
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reducir al méximo el riesgo de las picaduras de los fleb6tomos, tomando para
ello las debidas precauciones, como por ejemplo: usar la vestimenta adecuada,
usar repelentes, colocar mosquiteros cuyas aberturas sean al menos tres veces
menores que la del tamafio de los flebétomos y de preferencia que estén

impregnados con insecticidas (De Vries y Reedjik, 2015, pp. 105-106).

En los ultimos afios se han realizado esfuerzos importantes en la investigacion y
desarrollo de vacunas contra la leishmaniasis, ya que esta seria la solucién ideal

para llegar a erradicar esta enfermedad (De Vries y Reedjik, 2015, p. 107).

2.2 Bases de Schiff

Fueron sintetizadas por primera vez en 1864 por Hugo Schiff, y nombradas asi
en su honor. Las bases de Schiff, también conocidas como azometinos o iminas,
son compuestos organicos de formula general R1iR2C=NR3 (Fig. 11) que se
forman cuando una amina primaria reacciona con una cetona o un aldehido (Da
Silva et al., 2011, p. 1; Perentena, Gonzalez, Celis, Valbuena y Colina, 2015, p.
6).

Figura 11. Estructura general de una base de Schiff o imina.
Tomado de da Silva et al, 2011, pp. 2.

En las iminas Rs puede ser un arilo, alquilo o heterociclo, mientras que Ri1y R2
pueden ser un heterociclo, alquilo, arilo o hidrogeno (Qin, Long, Panunzio y
Biondi, 2013, p. 12267). Cuando R1 es un alquilo o arilo y R2 es un hidrogeno
estos compuestos se llaman aldiminas, mientras que si ambos Ri1 y Rz son
alquilos o arilos reciben el nombre de cetiminas (Layer, 1966, p. 489), siendo las

bases de Schiff uno de los subgrupos importantes de las cetiminas. Estos
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compuestos presentan una amplia gama de actividades biologicas (Kajal et al.,
2013, p. 1) entre las que se incluyen: actividad antibacterial, antimalarica,
antifingica, antiviral, antiinflamatoria (Da Silva et al., 2011, p. 1), analgésica,
antihelmintica, anticonvulsiva, antitubercular, anticancerigena, antioxidante,
herbicida (Kajal et al., 2013, p. 1), antidepresiva y anti degenerativo (Azam,
Singh, Khokhra y Prakash, 2007, pp. 446, 447). Ademés se ha reportado su
actividad contra la infertilidad, poseen propiedades antipiréticas, actividad
sinérgica con los insecticidas y pueden actuar como reguladores en el
crecimiento de las plantas (Kumar et al., 2009, p. 292). Otros usos reportados
son como: catalizadores, intermediarios en sintesis organica (Kajal et al., 2013,
p. 1), estabilizadores de polimeros, inhibidores de corrosion, y para la obtencién
de pigmentos y colorantes (Da Silva et al., 2011, p. 1). Estas iminas se
encuentran presentes en diversos compuestos ya sean naturales o sintéticos y
se ha demostrado que muchas de sus actividades biolégicas se deben a la
presencia de estos mismos grupos (Kajal et al., 2013, p. 1).

2.2.1 Sintesis

Existen diferentes rutas sintéticas para la obtencion de bases de Schiff, entre las

mas importantes tenemos:

e Condensacion de aldehidos o cetonas con aminas primarias

Desde el siglo XIX se han descrito varios métodos para la sintesis de estos
compuestos. El método clasico, y el mas usado, se basa en la condensacion de
una cetona o un aldehido 1 con una amina primaria 2 para formar una
carbinolamina 3 la cual luego de eliminar el agua forma la imina 4 (Fig. 12). La
eliminacién del agua de la reaccion es importante ya que esta reaccion es
reversible, y para esto se puede usar una destilacion azeotrépica, un agente
desecante (tamices moleculares), o solventes deshidratantes, como el

ortoformiato de trimetilo o el ortosilicato de tetrametilo. Este método es mas
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efectivo cuando las aminas son altamente nucleofilicas y a su vez, los

compuestos carbonilo son altamente electrofilicos (Da Silva et al., 2011, p. 2).

Una innovacion que destaca, es aquella en la que se utiliza irradiacion de
microondas. Esta es una técnica relativamente simple, presenta una gran
selectividad, la reaccion logra tener una mayor eficiencia en un periodo corto y
ocasiona un dafio medioambiental menor que otras técnicas descritas. Para
implementarla no se necesitan cantidades grandes de solventes aromaticos y se
elimina el aparato de Dean-Stark para la remocion azeotropica de agua (Da Silva
et al., 2011, p. 2).

Figura 12. Sintesis de bases de Schiff 4 a partir de compuestos de carbonilo 1 y aminas
primarias 2.
Tomado de Qin et al, 2013, p. 12267.

e Oxidacién aerdbica

Es un método nuevo, por el cual se preparan iminas 7 a partir de aminas 6 y
alcoholes 5 por medio de procesos oxidativos en tandem (Fig. 13) (Qin et al.,
2013, p. 12268). En esta reaccion se obtiene el compuesto de carbonito in situ

el cual se condensa con la amina tal como se indicé en el punto anterior.

Cat
R SoH + RNH, — = H1-"Q~.'\N,R2

5 ] 7

Figura 13. Sintesis oxidativa de iminas a partir de alcoholes y aminas.
Tomado de Qin et al, 2013, p. 12268.

Asi mismo, se desarrollé6 un método mas eficiente siguiendo el mismo enfoque,
a partir de la oxidacion de una amina 8 para la obtencion de iminas 9 (Fig. 14)
(Qin et al., 2013, p. 12268), utilizando como oxidantes al aire, oxigeno puro o

peréxido de hidrégeno, catalizados mediante luz, generadores de radicales
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libres, o diferentes catalizadores metalicos, entre otros (Largeron, 2013, pp.
5226, 5228).

Figura 14. Sintesis oxidativa de iminas a partir de aminas.
Tomado de Qin et al, 2013, p. 12268.

e Adicion de reactivos organometalicos a nitrilos

La adicion de reactivos Grignard u organilitios al cianuro de arilo o alquilo (10)
permite obtener cetiminas no sustituidas 12 o cetonas dependiendo de las
condiciones de hidrolisis utilizadas para descomponer la metaloimina
intermediaria 11 (Fig. 15) (Qin et al., 2013, p. 12268).

i Ar i Ar
Ar——N —= >—N~. - > NH
R [M]

10

11 [M] = MgX or Li 12

Figura 15. Adicion de reactivos organometalicos al cianuro.
Tomado de Qin et al, 2013, p. 12269.

e Reaccién de fenoles y fenol éteres con nitrilos

Esta reaccion permite obtener cetiminas 15 con alto rendimiento, para esto se
mezcla el nitrilo 14 con fenol (13) o éter y se satura la solucién con HCI (g) o se
usa ZnClz cuando los fenoles son poco reactivos (Fig. 16) (Qin et al., 2013, p.
12269).
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Figura 16. Sintesis de cetiminas a partir de fenol y nitrilo.
Tomado de Qin et al, 2013, p. 12269.

2.2.2 Actividades bioldgicas de diferentes bases de Schiff

e Actividad antiviral: las bases de Schiff derivadas de abacavir (Fig. 17) son
consideradas como profarmacos de abacavir, estos compuestos son

efectivos contra el virus de inmunodeficiencia humana tipo | (Da Silva et al.,
2011, p. 6).

A\ CH;
NH ]\J\H
N e N =M H
71X ¢ |
<y L, N P 2o,
0 CD
~oH “~oH
Figura 17. Bases de Schiff derivadas de abacavir con actividad antiviral.
Tomado de da Silva et al, 2011, p. 6.

e Actividad antibacterial: algunas bases de Schiff derivadas de Isatin 16 han
mostrado actividad antibacterial contra algunas bacterias de interés clinico
como Escherichia coli, Vibrio cholerae, Enterococcus faecalis. Asi como N-
(saliciden)-2-hidroxianilina (17) que demostr6 ser efectivo contra
Mycobacterium tuberculosis (Fig. 18) (Da Silva, et al., 2011, p. 2).
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Figura 18. Bases de Schiff con actividad antibacterial.
Tomado de da Silva, D., et al, 2011, p. 2.

e Actividad antifungica: algunas bases de Schiff derivadas del quitosano 18
presentan actividad antifangica asi como algunas bases de Schiff derivadas
de piperonil 19 han sido efectivas frente a Trychophyton rubrum vy
Epidermophyton floccosum (Fig. 19) (Da Silva et al., 2011, pp. 3-4).

18 19
Figura 19. Bases de Schiff con actividad antifungica.
Tomado de da Silva et al, 2011, pp. 4-5.

e Actividad antimalarica: bases de Schiff como la ancistrocladidina (20) han

demostrado tener un efecto contra el protozoo Plasmodium falciparum (Fig.
20) (Da Silva et al., 2011, p. 2).

20

Figura 20. Bases de Schiff con actividad antimalarica.
Tomado de da Silva et al, 2011, p. 3.
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e Actividad antihelmintica: una serie de bases de Schiff que contienen 4 (3H)-
quinazolina en su estructura, han mostrado moderada actividad
antihelmintica frente a P. posthuma y de estos, el compuesto 21 ha mostrado
una alta actividad antihelmintica (Fig. 21) (Kajal et al., 2013, p. 4).

o008

= M=

H =

o

0

21

Figura 21. Bases de Schiff con actividad antihelmintica.
Tomado de Kajal et al, 2013, p. 5.

e Actividad antituberculosa: se ha especificado que una de las bases de
Schiff derivadas del indolin-2,3-diona y carbohidrazidas del acido nalidixico
22 (Fig. 22), presentan actividad antituberculosa contra las cepas
Mycobacterium cheleneo, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium smegmatis
y Mycobacteriu, intraccllulave (Kajal et al., 2013, p. 4).

/ 0

CH,
CH,CgH;

CH,CH;

Figura 22. Bases de Schiff con actividad antitubercular.
Tomado de Kajal et al, 2013, p. 6.

e Actividad anticonvulsiva: una serie de bases de Schiff de 4-(1,3-dioxo-1,3-
dihidro-2H-isoindol-2-il)-N-fenil metiliden o fenil etiliden benzohidrazidas
sustituidas 23 (Fig. 23), han mostrado actividad anticonvulsiva y han sido

menos toxicas que la fenitoina usada como tratamiento estandar (Kajal et al.,
2013, p. 7).
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Figura 23. Bases de Schiff con actividad anticonvulsiva.
Tomado de Kajal et al, 2013, p. 7.

e Actividad antidepresiva: estudios in vivo muestran que bases de Schiff
derivadas de la hidracida del acido isonicitinico 24 (Fig. 24) presentan una

significante actividad antidepresiva (Kajal et al., 2013, p. 7).

N—

NH Ar
fo) N
24

Figura 24. Bases de Schiff con actividad antidepresiva.
Tomado de Kajal et al, 2013, p. 7.

e Actividad analgésicay anti-inflamatoria: bases de Schiff de estructura 25
derivadas de sidnona (Fig. 25) exhiben buenas propiedades analgésicas y

antiinflamatorias (Kajal et al., 2013, p. 7).

OCH;

N S
\ ?:
H;C N /
CH, CH, ’I 3
N
-5~ o
25

Figura 25. Bases de Schiff con actividad analgésica y anti-inflamatoria.
Tomado de Kajal et al, 2013, p. 8.
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Actividad leishmanicida: Segun estudios in vitro realizados por Khan et al.
(2008, pp. 245-246) algunas bases de Schiff derivadas de Isatin, tal como la
3-(fenilimino)-1H-indole-2-ona 26, poseen un rango variable de actividad
leishmanicida. Asi mismo en un estudio efectuado por Shujha et al. (2010,
pp. 2904, 2908-2909), los compuestos dibutiltinestafio (IV) [N-(2-
oxidobenziliden)-N*-(oxidometileno) hidracina] y dietilestafio (IV) [N-(2-
oxidobenziliden)-N-(oxidometileno) hidracina] 27 han demostrado ser
buenos candidatos para eliminar los promastigotes de la Leishmania. Al-
Kahraman, Madkour, Ali y Yasinzai (2010, p. 665) demostraron que algunos
azometinos 28 presentan actividad leishmanicida frente a Leishmania major
mientras que estudios realizados por Al-Kahraman, Singh y Yasinzai (2011,
p. 491) probaron que algunos arilazometrinos de la clase de N-(2-tieniliden)
aminas 29 con diferentes sustituciones presentan una significativa respuesta

contra estos parasitos (Fig. 26).

Figura 26. Bases de Schiff con actividad leishmanicida.
Tomado de (a) Khan et al, 2008, pp. 244, (b) Shujha et al, 2010, pp. 2909, (c) Al-Kahraman
et al, 2010, pp. 661-662.
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2.2.3 Bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina

La 4-amino-1,5-dimetil-2-fenilpirazol-3-ona (30), una pirazolona también

conocida como 4-aminoantipirina (Fig. 27), es una lactama de 5 miembros

derivada del pirazol. El nombre de antipirina que tiene este tipo de compuestos
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fue acufiado por Knorr debido a la propiedad antipirética que exhibe. Bases de
Schiff derivadas de 30 han sido obtenidas, en su mayoria, por medio de la
condensacion de esta amina con aldehidos en soluciones acuosas o alcohdlicas
(Raman, Johnson y Sakthivel, 2009, pp. 693-694). Estos compuestos han sido
objeto de estudio por las diferentes propiedades que presentan, y han sido
empleados para generar compuestos fluorescentes, diferentes catalizadores,
agentes quimioterapéuticos (Jeyanthi, Livingston y Sheela, 2014, p. 307), y han
demostrado poseer un rango amplio de actividades biologicas entre las que se
encuentran: actividad analgésica, antiviral, antimicrobiana, antifingica (Shoaib,
Rahman, Aliy Naveed, 2015, p. 332), antiinflamatoria, antipirética, antirreumatica
(Alam, Choi y Lee, 2012, p. 4103), antioxidante (Alam y Lee, 2011, p. 93),
antitumoral (Markovic¢ et al., 2010, p. 18) entre otras.

HoN  CHag

o) N’N“CHS

30

Figura 27. Estructura quimica de la 4-aminoantipirina.
Tomado de Kolliopoulos, Kampouris y Banks, 2015, p. 3245.
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3 CAPITULO lIl. Metodologia

3.1 Cultivo del estado promastigote del parasito Leptomonas.

Para cumplir los objetivos trazados en este trabajo de titulacion, primeramente
se empled el parasito Leptomonas de referencia MHOM/B2/82/BEL-21. Esta
cepa se mantiene de forma rutinaria en el Centro de Investigacion Traslacional
(CIT) de la Universidad de las Américas (UDLA).

La fase promastigote de Leptomonas se mantuvo mediante pases secuenciales
de cultivos de 7 dias en medio fresco BHI (Bacto Brain Heart Infusion) (Sigma-
Aldrich, EE.UU, 53286) suplementado con Hemina (Hemin Chloride)
(Calbiochem®, Merck Millipore, EE.UU, 3741) y 10% de suero fetal bovino (FBS)
inactivado (Fetal Bovine Serum, Eurobio, Francia, CVFSVF06-01) y 1% de
penicilina-estreptomicina 5000 U/mL (Penicillin-Streptomycin, Thermofisher
Scientific EE.UU, 15070-063). Cada pase se realiz6 en una relaciéon 1:14
(parasitos: medio) y se mantuvo a una temperatura de 27°C en frascos de cultivo
de 25 mL (Graziose et al., 2012, p. 457).

3.2 Cultivo del estado promastigote del parasito Leishmania mexicana

Por otra parte se trabajé con el parasito Leishmania mexicana de referencia
LM379. Esta cepa fue donada por la Universidad Cayetano Heredia (Lima-Peru)
y se la mantiene de forma rutinaria en el CIT de la UDLA.

La fase promastigote de L. mexicana se mantuvo mediante pases secuenciales
de cultivos de 4 dias en medio Schneider de Drosophila (1X) (SDM) (Schneider’s
Drosophila Medium; Gibco®, Thermofisher Scientific, EE.UU, 21720-024) que
contiene L-glutamina y bicarbonato de sodio. EI medio se suplementd con 20%
de FBS inactivado y 1% de penicilina-estreptomicina. Cada pase se realizé en

una relacion 1:2 (parasitos: medio) y se mantuvo a una temperatura de 24°C en
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frascos de cultivo de 25 mL (Oliviera et al., 2011, p. 2377; Mentink y Moseer,
2001, p. 1142).

3.3 Cultivo de macrofagos murinos inmortalizados derivados de

médula 6sea

En otro grupo de experimentos se trabaj6 con macroéfagos murinos
inmortalizados derivados de médula ésea que fueron donados por Cherylin M.
Sirois PhD del laboratorio de Eicke Latz, MD, PhD de la Universidad de Bonn
Alemania y se las mantiene de forma rutinaria en el CIT de la UDLA.

Los macrofagos se mantuvieron mediante pases secuenciales de cultivos de 4
dias en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Gibco®,
Thermofisher Scientific, EE.UU, 21063029) modificado con alto contenido de
glucosa, que contiene L-glutamina y HEPES. El medio se suplement6 con 10%
de FBS inactivado y 1% de penicilina-estreptomicina. Cada pase se realizé en
una relacion 0.5:10 (células: medio) y se mantuvieron a una temperatura de
37°C, con 5% de CO2y 18% de O: en frascos de cultivo de 75 mL (Graziose et
al., 2012, p. 458).

3.4 Cultivo del estado amastigote intracelular del parasito Leishmania

mexicana

Para poder infectar los macrofagos, los parasitos deben encontrarse en su fase
infectiva (promastigotes metaciclicos), para conseguirlo, se cambiaron las
condiciones del medio, tratando de que sean iguales a las que se encuentran en
la probdscide del vector. Con este objetivo, se acidificé el medio SDM agregando
HCI 1M hasta llegar a un pH de 5.4 y se dej6 incubar por 3 dias a 24°C (Bates y
Tetley, 1993, p. 194).
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En placas de 6 pocillos (Costar®, Corning, EE.UU, 3516) se sembr6é una
densidad de células de 1,5x108 células/pocillo 14 horas antes de la infeccién en
las condiciones antes mencionadas. Transcurrido este intervalo de tiempo se
realizaron dos lavados con PBS (Phosphate Buffered Saline; Gibco®,
Thermofisher Scientific, EE.UU, 10010-023) y se procedi6 a realizar el contaje
de los parasitos en una camara de Neubauer, la densidad se ajusté con medio
RPMI 1640 (1X) (Roswell Park Memorial Institute; Gibco®, Thermofisher
Scientific, EE.UU, 22400-089) suplementado con 20% FBS y 1% de penicilina-
estreptomicina, estableciendo una relaciéon 1:10 (macrofagos: parasitos) por
pocillo. Se afiadieron los promastigotes metaciclicos a los pocillos con células y
se incub6 a 37°C con 5% de CO2y 18% de O: por 2 horas (Oliviera et al., 2011,
p. 2378).

3.5 Bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina
3.5.1 Sintesis

Las bases de Schiff 31 que se probaron en este proyecto de titulacion fueron
sintetizadas previamente por el investigador de la Universidad de las Américas
Jorge Heredia PhD, mediante la condensacion directa de la 4-aminoantipirina
(30) con los respectivos aldehidos aromaticos 32 usando etanol como solvente

(Alam, Choi y Lee, 2012, pp. 4103-4104), tal como se muestra en la figura 28.

. L o
EtOH, A |
@\N/j/NHg + HJ\Q ©\N ) N\\/@
N N
’ 30 32 2

Figura 28. Esquema de la sintesis de bases de Schiff 31 mediante la condensacion de 30
con diferentes aldehidos aromaticos 32.
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3.5.2 Concentraciones de bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina

Los compuestos en cuestion se disolvieron en dimetil-sulféxido (DMSO)
(Calbiochem®, Merck Millipore, EE.UU, 67-68-5), fueron filtrados con filtros de
polipropileno con poros de 0,2 um de didmetro (Nalgene™, Thermofisher
Scientific, EE.UU, 725-2520), alicuotados y almacenados a -80°C. En la tabla 3
se pueden observar las concentraciones de las soluciones stock usadas para la
determinacion de la actividad leishmanicida y citotoxica de los compuestos LD1-
LD12, las cuales estuvieron limitadas por la solubilidad de los compuestos en el
solvente utilizado; mientras que en la tabla 5 se muestras las concentraciones

usadas para la determinacion del ICso de los compuestos LD8 y LD12.

Tabla 3. Bases de Schiff utilizadas con las respectivas concentraciones de las soluciones madre.

Concentracion final por pocillo de la Sol. Stock [uM]
Codigo Ensayos actividad Ensayos actividad leishmaniciday

antiparasitaria citotoxica

LD1 858,0 429,0

LD2 8134 406,7

LD3 529,2 264,6

LD4 741,0 370,5

LD5 741,0 370,5

LD6 761,8 380,9

LD7 888,0 4440

LD8 787,7 393,8

LD9 773,2 386,6

LD10 375,6 187,8

LD11 239,2 119,6

LD12 709,5 354,8

Nota: el compuesto LD5 no se pudo disolver completamente en DMSO por lo que se decidioé
utilizarlo en suspension.
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Tabla 4. Concentraciones utilizadas para la determinacion del ICso.

Concentracion final por pocillo [uM]
Codigo Ensayos actividad | Ensayos actividad Ensayos
antiparasitaria leishmanicida citotoxicidad

787,7 393,8 196,9

708,9 315,1 157,5

630,2 236,3 98,6

551,4 189,0 78,8

472,6 157,5 49,5

393,8 126,0 39,4
LD8 315,1 78,8 19,7

236,3 39,4 9,8

157,5 19,7

78,8 9,8

39,4

19,7

709,5 354,8 177,4

638,6 283,8 147,6

567,6 212, 9 88,8

496,7 147,6 70,95

425,7 70,95 44,6

354,8 35,5 35,5
Lb12 283,8 17,7 17,7

212,9 8,9 8,9

147,6

71,0

35,5

17,7

3.6 Determinacion de la actividad leishmanicida de los compuestos

Se recolectaron los parasitos del medio de cultivo en su fase logaritmica de
crecimiento (4 dias tras el pase), se contaron en una camara de Neubauer y se
ajustd la densidad de los mismos a 1.0x107 parasitos/mL con medio SDM. Se
adicionaron 100uL de la suspension de parasitos en una micro placa de 96
pocillos de fondo plano a la cual se agregd 1 pL de la solucion stock de cada
compuesto (ver tabla 3), los pocillos restantes se emplearon para los diferentes

controles del experimento. Como controles negativos se emplearon: los
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parasitos sin tratamiento y con DMSO al 1%, y el control positivo fue la
pentamidina [100 pg/mL] (Sigma-Aldrich, EE.UU, P0457). Las placas se dejaron
incubar por 48 horas a 24°C (Brenzan et al., 2007, p. 717).

Se realiz6 el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol o
también denominado como ensayo de MTT. Se disolvieron 5 mg de MTT en 1mL
de Solucion Hank (1X) (Gibco®; Thermofisher Scientific, EE.UU, 14185052), y
se esterilizd usando un filtro de polipropileno de 0,2 um (Nikzad, S., Baradaran,
M., y Nasri, P., 2014, p. 432). Una vez transcurrido el intervalo de tratamiento
con los compuestos se agregd MTT al 5% al volumen final de cada pocillo y se
incubo por 4 horas protegiendo las placas de la luz. Tras la incubacién se detuvo
la reaccion con 100uL de una solucién al 25% de dodecil sulfato de sodio (SDS)
(UltraPure™ Thermofisher Scientific, EE.UU, 15525-017) en 2-propanol (Sigma-
Aldrich, EE.UU, 270490) al 50%; se homogenizé6 la mezcla y se dejé incubar por
20 minutos a temperatura ambiente. La lectura de la absorbancia se realiz6 en
un lector de microplacas multi deteccion (Synergy™HT, BioTek) a 570nm y
630nm (Dutta, Mandal, Mandal y Chatterjee, 2007, p. 83; Graziose et al., 2012,
p. 458).

El célculo del porcentaje de viabilidad se realiz6 empleando la siguiente
ecuacion:
Absorbancia de la muestra — Absorbancia del blanco

% de Viabilidad = x 100
% de Viabilida Absorbancia control — Absorbancia del blanco

(Ecuacion 1)
Sun et al., 2014, p. 1055.

3.7 Determinacion de la actividad citotoxica de las bases de Schiff frente

a macrofagos murinos inmortalizados derivados de médula ésea

Para determinar la actividad citotoxica de las bases de Schiff derivadas de 4-

aminoantipirina frente a macréfagos murinos inmortalizados derivados de la
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médula 0sea se recolectaron los macréfagos con la ayuda de un raspador de
células de 23 cm (Nunc™, Thermofisher Scientific, EE.UU, 179693), y se
contaron en una camara de Neubauer tefiidos con Trypan Blue (Sigma-Aldrich,
EE.UU, 93595), con el objetivo de discriminar las células vivas de las muertas,

la densidad celular se ajusté a 5x10* células/ mL con medio DMEM.

La suspension celular se sembré en un volumen final de 200 pL en micro placas
de 96 pocillos de fondo plano y se agregaron 2 uL de la solucion stock de cada
compuesto por pocillo (ver tabla 3) el resto de los pocillos se empled para los
diferentes controles del experimento. Como controles negativos se emplearon
los macrofagos sin tratamiento y los macrofagos tratados con DMSO al 1%, y
como controles positivos, macrofagos tratados con pentamidina y macréfagos
tratados con podofilotoxina [10 uM] (Sigma-Aldrich, EE.UU, P4405). Las células
se dejaron incubar por espacio de 48 horas a 37°C con 5% de CO2y 18% de O2
(Graziose et al., 2012, p. 458).

Transcurrido el tiempo de incubacion con los compuestos se agregé MTT al 5%
a cada pocillo y se procedi6 a incubar durante 4 horas protegiendo las placas de
la luz. Una vez transcurridas las 4 horas de la reaccion, se eliminé el medio y se
realizaron dos lavados con PBS, se afiadio la solucion de parada y se siguieron
los pasos del protocolo mencionados previamente en el punto 3.6.

3.8 Establecimiento de la concentracién inhibitoria media (ICso) de las
bases de Schiff

Tras valorar los resultados y elegir los compuestos que presentaron una mejor
actividad leishmanicida se procedié a preparar diluciones de los mismos para
realizar una curva de concentracion y determinar la concentracion inhibitoria
media (ICso), es decir, la concentracion a la que los parasitos mueren en un 50%,
en Leishmania mexicana y la concentracion citotéxica media (CCso), es decir la
concentracion a la que los macréfagos mueren en un 50%, en macréfagos

murinos inmortalizados (ver tabla 4). Para esta metodologia se sigue el protocolo
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descrito en el punto 3.6 para determinar el ICsoy en el punto 3.7 para determinar
el CCso con una modificacion: se agregaron solamente los compuestos

escogidos LD8 y LD12 a diferentes diluciones.

Para determinar el ICso se utilizé el software GraphPad Prism (GraphPad

Sofware.Inc version 6.07). Este programa utiliza la siguiente férmula:

v = Parte inferior + (parte superior — parte inferior) (Ecuacion 2)

1+ 10(LogIC50—X><pendiente)

GraphPad Software, 2015.

El mismo programa transforma todos los datos que se obtienen en el eje de las
X para su posterior analisis (Graziose et al., 2012, p. 457). En la figura 29 se
puede observar una curva tipica que se obtiene con el programa, en donde se
distinguen los diferentes elementos que se toman en consideracion para realizar
los calculos empleando la ecuacion 1. En el eje de las X se encuentran los datos
de los diferentes experimentos, transformados a Logaritmo, mientras que en el

eje de la Y se encuentran las diferentes concentraciones utilizadas.

3000+

P. superior ; . .1

2000 I
Pendiente

10004

P. inferior

T T T,
Blank 10 108 107 10% 105 10* NS

Figura 29. Curva sigmoidal tipica observada en el calculo del ICso.
Tomado de GraphPad Software, 2015.
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3.9 Determinacion del tiempo-respuesta

Se realiz6 una prueba para determinar el tiempo/ respuesta de ambos
compuestos, con este objetivo, se probaron los compuestos a la concentracion
del ICsoa 48 horas, 24 horas y 12 horas, realizando para cada intervalo de tiempo

el procedimiento previamente descrito en el punto 3.6.

3.10 Dafio del potencial de membrana por citometria de flujo

Los parésitos se colectaron del medio de cultivo en su fase logaritmica (4 dias
luego del pase), se contaron en una camara de Neubauer y se ajusté la densidad
de los mismos a 1.0x107 parasitos/ mL en medio SDM. Se sembraron 100 pL de
la suspension de los parasitos en micro placas de 96 pocillos de fondo coénico
(Nunc™, Thermofisher Scientific, EE.UU, 249935), se agregé 1 yuL de ambos
compuestos a las siguientes concentraciones: para LD8 125,0 pL, 77,3 uLy 51,4
pL y para LD12 100,0 pL, 60,0 pL y 25,0 pL, tomando en cuenta la curva que se
obtuvo del software GraphPad Prism. Algunos pocillos se destinaron a los
controles del experimento (Brenzan et al.,, 2007, p. 717). Como controles
negativos se cultivaron los pardsitos sin tratamiento en presencia del fluoréforo
bis-(acido 1,3-dibutilbarbiturico) trimetino oxonol (DIBAC4(3)) (Sigma-Aldrich,
EE.UU, D8184), los parasitos sin tratamiento y sin el fluoréforo DiIBAC4(3) y los
pardasitos tratados con DMSO al 1% con el fluoréforo; como controles positivos
los parasitos tratados con pentamidina y los parasitos tratados con digitonina a
una concentraciéon por pocillo de 25uM (Sigma-Aldrich, EE.UU, D141),
compuesto que ocasiona un dafio en el potencial de membrana de las células
(Reméo et al., 2014, p. 3), ambos en presencia del fluoroforo. Las placas se
dejaron incubar por 30 minutos, 1 hora, 3 horas y 6 horas respectivamente a
24°C (Brenzan et al., 2007, p. 717).

Se analizé el cambio del potencial de membrana que ocurre en el parasito en

estado promastigote prociclico tras la aplicacion de los tratamientos respectivos,
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en los diferentes intervalos de tiempo previamente descritos. Para cumplimentar
este objetivo, se agregaron 10uL del fluoréforo a una concentracién de 5 ng/mL
en cada pocillo y se dejo incubar por 10 minutos a 24°C. El ensayo se realiz6
mediante el uso del citdmetro de flujo (BD accuri™ C6 Flow Cytometer) utilizando
el filtro 6ptico FL1 que detecta la emisién entre 533/30 nm y se midieron 1x104
eventos por cada ensayo. Los datos obtenidos de las lecturas de las muestras
fueron analizados en el software BD CSampler™ Analysis Software de BD
Biosciences version 1.0.264.21 (Plock, Sokolowska-Kdeler y Presber, 2001, p.
145).

3.11 Andlisis de la carga parasitariay viabilidad celular por gqRT-PCR

Tras la infeccion de los macrofagos como se describe en el punto 3.4 y
transcurridas 2 horas post infeccion, se realizaron dos lavados con PBS para
remover los parasitos que no infectaron las células. Posteriormente se agregaron
30 pL del compuesto LD8 a la concentracion obtenida del 1Cso, varios pocillos
fueron destinados a los controles. La placa se incub6 por 24 horas a 37°C, 5%
CO2y 18% de O2. Como controles negativos del experimento se emplearon los
macréfagos sin tratamiento, los parasitos sin tratamiento, los macréfagos
infectados sin tratamiento y los macréfagos tratados con DMSO al 1%; como
control positivo se empled los macréfagos infectados tratados con pentamidina

a la concentracion antes mencionada.

Transcurridas las 24 horas de incubacion se removio el medio y se realizo la
extraccion del RNA total, para lo cual se siguieron las instrucciones del fabricante
del kit PureLink® RNA Mini Kit (Thermofisher Scientific, EE.UU, 12183025). El
DNA residual se removio por digestion con DNasas utilizando el PureLink®
DNase Set (Thermofisher Scientific, EE.UU, 12185010) siguiendo las
indicaciones del fabricante, y el RNA total extraido se cuantifico con la ayuda del
lector de microplacas multi deteccion (van den Bogaart, Schoone, Adams y
Schalling, 2014, p. 15).
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En la PCR cuantitativa (qQRT-PCR), método por el cual se obtiene de manera
rapida la medicién de la cantidad del producto de PCR (Rahman, Uddin, Moue y
Setu, 2013, pp. 1-3), se emple6é como gen de expresion constitutiva la §-2M
(beta-2 microglobulina) humana, mientras mas cantidad existe de este material
mayor cantidad de macrofagos viables se encuentran en el experimento, y para
el andlisis de la carga parasitaria, la secuencia que codifica para la subunidad
18S del RNA ribosomal que se encuentra conservada en los parasitos del género
Leishmania spp y que indica que mientras mas cantidad se obtenga mas
cantidad de parasitos vivos se encuentra en el ensayo (van den Bogaart et al,
2014, pp. 15-16, 17-19). Como lo especifica van den Bogaart y sus
colaboradores (2014, pp. 15-16) la subunidad del RNA ribosomal 18S se
amplific6 con los primers: sentido 5 -CCAAAGTGTGGAGATCGAAG-3',
antisentido 5-GGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3"; y se uso la sonda 5'-6FAM-
ACCATTGTAGTCCACACTGC-3'-NFQ. Para amplificar la 8-2M se utilizaron los
primers: sentido 5-GGCTATCCAGCGTACTCCAA-3', anti sentido 5'-
GATGAAACCCAGACACATAGCA-3' y se emple6 la sonda 5-6VIC-
GATGAAACCCAGACACATAGCA-3-NFQ'. Los primers y sondas fueron
proporcionados por Thermofisher Scientific, EE.UU (van den Bogaart et al.,
2014, pp. 15-16).

Para la reacciébn de PCR se siguieron las especificaciones del inserto de
TagMan® RNA-to-CT™ 1-Step Kit (Applied Biosystems®, Thermofisher
Scientific, EE.UU, 4392938). Para llevar a cabo la reaccion de gRT-PCR en el
caso de las células se agregaron 20 ng/ pL de cada muestra de RNA, 5uL de la
mezcla TagMan® RT-PCR (2X), 1 uL de la sonda y de los primers (1X), 0,25uL
de la enzima TagMan® RT y se complementd con agua DEPC a un volumen
final de 10uL. Para la reaccion, en el caso de los parasitos, se agregaron 3L de
cada muestra de RNA (a la maxima concentracion obtenida), 5uL de la mezcla
TagMan® RT-PCR (2X), 0,32 uL de los primers, 0,2 uL de la sonda, 0,25uL de
la enzima TagMan® RT y se complemento con agua DEPC a un volumen final
de 10puL. La PCR se llevé a cabo en el termociclador en las siguientes

condiciones: 10 minutos a 50°C, 5 minutos a 95°C seguido por 45 ciclos, cada
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uno de 30 segundo a 95°C y 45 segundos a 60°C (van den Bogaatrt et al., 2014,
pp. 15-16).

3.12 Anadlisis estadistico

El disefio experimental empleado fue completamente al azar (DCA), lo que
implica que todos los tratamientos presentaron un arreglo aleatorio. Se
realizaron al menos tres experimentos independientes para cada analisis y cada
tratamiento por triplicado. Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando
el software SPSS de IBM Corporation version 23.0. La diferencia en la
significancia estadistica se calcul6 con la prueba ANOVA y se utilizo la prueba
de Tukey con un nivel de confianza del 95% para establecer las diferencias
significativas entre las medias de los controles y los tratamientos. Las diferencias
entre dos parametros se consideraron estadisticamente significativas a un valor

de P (significacion asintética) menor que 0,05.
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4 CAPITULO IV. Resultados y Discusién

4.1 Sintesis de las bases de Schiff de 4-aminoantipirina

La sintesis de las bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina se realizo
mediante la condensacion entre 30 y los diferentes aldehidos 32-34, tal como se
observa en la figura 30. En la tabla descrita en la misma figura, se describen las
diferentes combinaciones de sustituyentes que fueron utilizados para todos los

compuestos.

\
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R, R4
32 Q R3
N Nx
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LD5 H OH OMe H
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LD9 H OH OH H

LD10 H OMe OH OMe

LD11 H H NMe, H

LD12 OH H H NO;

Figura 30. Esquema de la sintesis de las diferentes bases de Schiff derivadas de 4-
aminoantipirina.
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4.2 Andlisis de la actividad antiparasitaria y leishmanicida de las bases
de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina.

Con el fin de comparar el efecto de estos compuestos frente a diferentes
parasitos se decidi6 realizar, en las primeras etapas del estudio, ensayos con
Leptomonas y Leishmania. Para evaluar el efecto antiparasitario de las doce
bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina, se les administr6 a ambos
parasitos, la concentracion mas alta de los compuestos, especificada en la tabla
4,y se dejaron incubar por espacio de 48 horas. Transcurrido este intervalo de
tiempo se realizo el ensayo de MTT. Los datos obtenidos fueron expresados en
porcentaje de viabilidad, se calculé el promedio de los porcentajes de los
diferentes ensayos y se procedié a su analisis. El efecto que ocasioné cada uno
de los compuestos fue comparado con el un compuesto de actividad
leishmanicida conocida. En el caso de Leptomonas se utilizé la anfotericina y
para Leishmania la pentamidina.

En la figura 32 se puede observar que los compuestos con mejores resultados
frente a las Leptomonas fueron LD8 y LD12. El compuesto LD8 a una
concentracion de 787,7 UM generd un porcentaje de viabilidad de 26,7% * 6,2%,
mientras que el compuesto LD12 a una concentracion de 709,5 uM gener6 un
porcentaje de viabilidad de 33,2% + 10,6%. LD3, LD5-LD7 y LD10 no
presentaron actividad mientras que LD1, LD2, LD4, LD9 y LD11 generaron

porcentajes de viabilidad entre el 70%-90%.

Una préactica comun para el andlisis de las actividades de nuevos compuestos
consiste en realizar un analisis de estructura-actividad (SAR) para lo cual se
sintetizan compuestos que incorporan diferentes grupos funcionales en
diferentes partes de su estructura y se analiza su respuesta (Bello et al., 2001,
p. 5047). Si se analiza la estructura de las bases de Schiff se puede observar
gue LD8 presenta una extension en la conjugacién de la imina y el anillo
aromatico no presenta ningun sustituyente, mientras que en LD12 se observa un
hidroxilo (grupo electro dador) en posicién orto y un nitro (grupo electro aceptor)

en posicion meta (respecto al OH). Es bastante evidente el efecto sinérgico que
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ejercen los dos sustituyentes en el anillo en el compuesto LD12 ya que cuando
estos estan separados, hidroxilo en LD2 y nitro en LD3, la actividad es baja en
el primer caso y nula en el segundo. El hidroxilo en posicion orto puede formar
un puente de hidrogeno intramolecular con el nitrégeno de la imina (Issa, Khedr
y Rizk, 2005, p. 624), el cual, debido a los efectos inductivos, de campo y
resonante del grupo nitro, favoreceria el tautomerismo ceto-endlico para generar
el tautdmero ceto 35 (Fig. 31), el cual podria ser en parte, el responsable de la

actividad observada.

Figura 31. Compuesto LD12.

En la figura 32 también se puede observar el efecto del DMSO, que es el reactivo
empleado como solvente de los compuestos, y se establecid, que la mejor
concentracion de DMSO para utilizar frente a estos parasitos es el 2% ya que
genero un porcentaje de viabilidad del 93,2% + 29,7%.

Cuando se realizé el experimento del efecto sobre Leishmania mexicana (Fig.
33) se pudo apreciar el mismo comportamiento de los compuestos que el
observado en Leptomonas siendo los compuestos mas activos LD8 y LD12.
Concretamente, frente a este parasito, LD8 (a una concentracion de 393,8 uM)
arrojé un porcentaje de viabilidad de 27,5% + 2,9%, mientras que LD12 (a una
concentracion de 354,8 uM) mostr6 un valor de 15,3% + 8,3%. Los compuestos
LD1, LD3, LD5, LD6, LD10y LD11 no presentaron actividad, mientras que LD2,
LD4 y LD7 mostraron muy baja actividad ya que los porcentajes de viabilidad
observados oscilan entre el 70-80%. Solamente LD9 a una concentracion de
386,6 UM mostré un porcentaje de viabilidad de 53,7%. Al analizar la estructura
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de los compuestos activos, se aprecia el mismo efecto en LD12 que el observado

en el caso de Leptomonas.
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Figura 32. Actividad antiparasitaria de las bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina
frente a Leptomonas.

a) CN: control negativo, A: anfotericina, D 2,5: DMSO al 2,5%, D 2%: DMSO al 2%, D 1%:
DMSO al 1%. *P < 0,05, **P = 1,00, ***P = 0,93.

Al analizar el efecto del solvente se pudo evidenciar que el parasito Leishmania
es mas sensible al DMSO que Leptomonas. En este caso la mejor opcién fue
usar el DMSO al 1%. Con esta concentracion se obtuvo un porcentaje de
viabilidad del 81,2% + 6,2%. Este efecto es importante, especialmente cuando
se estan estableciendo nuevos protocolos ya que al realizar este tipo de ensayos
con el solvente previo a los ensayos con los compuestos, permite determinar la
concentracion 6ptima y asegurar que los resultados sean fiables y no dependan

del solvente usado.



55

120,00

100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

(J% Q oo

Q’\/Q

% VIABILIDAD

00'»0’1/’5 >

0

Figura 33. Actividad leishmanicida de las bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina
frente a Leishmania mexicana.

a) CN: control negativo, P: pentamidina, D 2,5: DMSO al 2,5%, D 2%: DMSO al 2%, D 1%:
DMSO al 1%. *P < 0,05, **P = 1,00, ***P = 0,63.
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La concentracion del solvente utilizado en esta investigacion (DMSO) es elevado
en comparacioén con lo reportado en otros estudios, esto se debe a que la
solubilidad de las bases de Schiff estudiadas en este Trabajo de Titulacion es
baja, por lo que se realizaron ensayos con diferentes concentraciones del
solvente con el fin de establecer el porcentaje que ejerciera un menor efecto
sobre los pardsitos y que a su vez proporcionara concentraciones altas del
compuesto para el tratamiento. Gonzalez y sus colaboradores (2005, p. 138)
utilizan DMSO al 0,1% y especifican que el solvente no presenta ningun tipo de
interferencia. Otros autores reportan el uso de concentraciones mas altas, asi
Van de Ven, et al. (2012, p. 145) reportan una concentracion final del 0,6%, y
Keurulainen, et al., (2015, p. 1677) utilizan DMSO al 1% tanto en parasitos como

en células, que coincide con el porcentaje empleado en estos experimentos.

Los resultados de actividad de los compuestos se analizaron estadisticamente,
para lo cual se realiz6 un ANOVA con un nivel de confianza al 95%. La hipotesis

nula (HO) y la hipétesis alternativa (H1) que se plantearon fueron las siguientes:
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HO: Las medias son iguales.
H1: Las medias son diferentes.

De acuerdo con los resultados presentados en la tabla 5 se pudo concluir que
existe una diferencia significativa entre los tratamientos para ambos parasitos.
El valor F se confronté con el valor critico (VC) y se puede apreciar que los
valores de F son mayores que el VC, por lo cual se acepta la hipétesis alternativa,
gue establece que todos los tratamientos presentan una diferencia significativa
entre ellos. Resultado que se corrobora con un valor P menor a 0,05.

Tabla 5. Andlisis estadistico de la actividad de LD1-LD12 mediante ANOVA.

Leptomonas Leishmania mexicana
F 443 72,0
Valor critico 1,72 1,73
P <0,0001 <0,0001

Nota: F: estadistico de prueba, P: significacién estadistica. P > 0,05 es el valor que se establece
en primera instancia con el fin de confrontar el valor obtenido de la prueba con el ya establecido
(P establecido también se lo denomina como valor a). El valor obtenido de P deber ser mayor a
0,05 para que se acepte la hipétesis nula.

Teniendo en cuenta este resultado, se procedié a realizar la prueba de
comparaciéon multiple de medias de acuerdo con el criterio de Tukey para
comparar los tratamientos por pares con respecto al control positivo en cada
caso. Esta prueba se realizé con la finalidad de determinar aquellos compuestos
que producian un efecto similar al control positivo. Por lo tanto, los compuestos
gue generan un efecto similar a la anfotericina o a la pentamidina, se consideran
de interés. Para este analisis se tomaron en cuenta las mismas hipotesis que en
el caso anterior. La variable de respuesta evaluada fue el porcentaje de viabilidad
gue generaban los compuestos tras el tratamiento. En la tabla 6 se presentan los
resultados del analisis estadistico en donde se analizan las diferencias de
medias y el valor P de la actividad de los compuestos LD1-LD12 en Leptomonas
y Leishmania mexicana. Como ya se concluy6 anteriormente, frente a ambos

parasitos, los compuestos LD8 y LD12 presentan una actividad similar a la de
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los controles positivos. Este efecto se confirma con el valor P, cuyos valores para
ambos compuestos son mayores a 0,05; aceptando la hipétesis nula.

Tabla 6. Andlisis estadistico de la actividad de los compuestos LD1-LD12 en Leptomonas y
Leishmania mexicana mediante la prueba de Tukey.

Leptomonas? Leishmania mexicana®
Tratamientos | Diferencia de medias P Diferencia de medias P
Control N -79,1* 0 -83,8* 0
DMSO -79,6* 0 -82,6* 0
LD1 -62,0* 0 -66,6* 0
LD2 -59,7* 0 -57,4* 0
LD3 -91,5* 0 -70,7* 0
LD4 -67,1* 0 -59,7* 0
LD5 -81,3* 0 -66,8* 0
LD6 -77,1* 0 -62,4* 0
LD7 -82,3* 0 -56,5* 0
LD8 -6,4 1,00 -11,2 0,63
LD9 -63,0* 0 -37,6* 0
LD10 -77,3* 0 -85,5* 0
LD11 -64,7* 0 -83,6* 0
LD12 -10,8 0,93 0,91 1,00

Nota: el simbolo * que se visualiza en el lado derecho de algunos resultados obtenidos,
representa desigualdad con respecto al control positivo. (a) Se usé anfotericina como control
positivo, (b) se usé pentamidina como control positivo. El valor obtenido de P debe ser mayor a
0,05 para que se acepte la hip6tesis nula.

4.2.1 Concentracion Inhibitoria media de las bases de Schiff derivadas de

4-aminoantipirina frente a Leptomonas y Leishmania mexicana.

Tras seleccionar los candidatos que presentaron la mejor actividad frente a los
pardsitos se realizé el andlisis de la concentracion inhibitoria media o ICso. Con
este objetivo se administraron diferentes concentraciones de los dos compuestos
activos al cultivo de cada parasito (para LD8 se utilizaron concentraciones que
oscilan entre 0,0 - 787,7 uM y para LD12 se utilizaron concentraciones que
oscilan entre 0,0 - 709,5 uM) y se les dej6 incubar por espacio de 48 horas. Los
resultados obtenidos para Leptomonas se muestran en la figura 34, y para

Leishmania mexicana en la figura 35.
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Figura 34. Graficos de dosis-respuesta de los compuestos LD8 y LD12 frente a Leptomonas
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Figura 35. Gréficos de dosis-respuesta de los compuestos LD8 y LD12 frente a Leishmania

Estos datos se ingresaron en el programa GraphPad Prism en el cual se

calcularon los valores de la ICso de los compuestos para cada uno de los

pardsitos, como se muestra en la figura 36.
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Figura 36. Gréficos de los valores de la ICso de los compuestos LD8 y LD12 para ambos
parasitos.

4.3 Evaluacion citotéxica de las bases de Schiff derivadas de 4-
aminoantipirina frente a macrofagos murinos inmortalizados

derivados de médula 6sea.

El propésito de estos experimentos fue conocer la toxicidad que generan los
compuestos en los macréfagos murinos inmortalizados derivados de médula
O0sea. Como se puede apreciar en la figura 37, todos los compuestos probados
en este Trabajo de Titulacion resultaron altamente toxicos. El tratamiento con el
compuesto LD8 condujo a porcentaje de viabilidad del 1,1% + 0,99% vy el
tratamiento con el compuesto LD12 arrojé un porcentaje de viabilidad del 4,6%
+ 3,5%. En estos experimentos se tratd a las células con los compuestos a la
concentracion especificada en la tabla 3 y se dejaron incubando por espacio de
48 horas.

Al realizar el analisis del efecto del solvente sobre macréfagos, se pudo observar
gue la concentracion del 2% resultdé muy tdéxica, mientras que el porcentaje de
viabilidad observado a una concentracion del 1% fue del 64,6% + 16,3%. Los

Unicos compuestos que presentan una toxicidad media fueron el LD4 y el LD6,
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sin embargo estos no mostraron actividad frente a los parasitos, por lo que

careen de relevancia para esta investigacion.

Al analizar el efecto del solvente (ver figura 37) se aprecia el mismo efecto que
el observado en el caso de los parésitos. El DMSO resultd ser bastante toxico
para los macrofagos, debido a la alta concentracion que se tuvo que emplear
para solubilizar los compuestos, y la necesidad de probar las mismas
concentraciones que en el caso de los parasitos para poder comparar su efecto.
En investigaciones previas Cavalcanti et al. (2014, p. 590) emplean una
concentracion del 0,1%, mientras que en estudios realizados en monocitos se ha
reportado el uso de DMSO al 0,5% (Jaguin, Fardel y Lecureur, 2015, p. 173)
aunque también se ha llegado a utilizar una concentracién del 1% en células
(Keurulainen et al., 2015, p. 1677).
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Figura 37. Citotoxicidad de las bases de Schiff derivadas de 4-aminoantipirina frente a
macrofagos murinos inmortalizados derivados de médula ésea.

a) CN: control negativo, POD: podofilotoxina, E 2%: etanol al 2%, D 2%: DMSO al 2%, D 1%:
DMSO al 1%, D 0,5%: DMSO al 0,5%. *P < 0,05, **P > 0,05.

Tras obtener los resultados antes mencionados se procedié6 a realizar el andlisis
estadistico de los datos de citotoxicidad frente a los macrofagos murinos

inmortalizados derivados de la médula 6sea, para lo cual se utiliz6 un ANOVA



61

con un nivel de confianza del 95%. La hipétesis nula (HO) y la hipotesis
alternativa (H1) que se plantearon fueron:

HO: Las medias son iguales.
H1: Las medias son diferentes.

En la tabla 7 se resumen los resultados obtenidos tras el analisis estadistico, en
los cuales se evidencia que existe una diferencia significativa en la viabilidad de
los macrofagos expuestos a los compuestos (LD1-LD12). El estadistico de
prueba se confrontdé con el valor critico y se pudo deducir que la hipétesis
alternativa se ajusta a los datos (F > VC). Esto implica que todos los tratamientos
presentan una diferencia significativa al ser comparados entre ellos. El valor P

menor que 0,05, corrobora el resultado antes mencionado.

Tabla 7. Analisis estadistico de la citotoxicidad de LD1-LD12 frente a macrofagos mediante
ANOVA.

Macréfagos
F 114,2
Valor critico 1,70
P <0,0001

Nota: El valor obtenido de P deber ser mayor a 0,05 para que se acepte la hipétesis nula.

Teniendo en cuenta este resultado, se procedié a realizar la prueba de
comparacion mdultiple de medias de acuerdo con el criterio de Tukey con el
objetivo de comparar los tratamientos por pares con respecto al control positivo
(podofilotoxina). La finalidad de esta prueba fue determinar los compuestos que
generaban una respuesta similar al control o sea, que fueran toxicos para las
células. En esta prueba se tuvieron en cuenta las mismas hipotesis planteadas
anteriormente. La variable de respuesta medida fue el porcentaje de viabilidad
gue generaba el tratamiento con los diferentes compuestos. Los resultados de
este analisis se presentan en la tabla 8, en la cual se pueden apreciar las
diferencias de las medias y el valor P. Como se puede observar,

estadisticamente los compuestos LD4 y LD6 no son compuestos toxicos para
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las células, sin embargo, se deben realizar otro tipo de experimentos para
comprobar esta conclusion; mientras que el resto de los compuestos tienen un
efecto similar al control positivo. Este resultado se corroboré con el valor P, ya

gue para los compuestos LD4 y LD6 es menor que 0,05.

Tabla 8. Analisis estadistico de la actividad citotéxica de los compuestos LD1-LD12 en
macréfagos mediante la prueba de Tukey.

Macrofagos murinos inmortalizados derivados de médula 6sea?
Tratamientos Diferencia de medias P
Control N -85,7* 0
Etanol -87,7* 0
DMSO -37,9* 0
LD1 -11,5 0,402
LD2 -4,1 1,000
LD3 10,4 0,615
LD4 -36,9* 0
LD5 9,2 0,760
LD6 -18,0* 0,006
LD7 12,0 0,343
LD8 13,2 0,299
LD9 6,3 0,986
LD10 54 0,998
LD11 -1,4 1,000
LD12 10,2 0,633
P> 0,05

Nota: (2) El control positivo usado fue podofilotoxina.

4.3.1 Concentracion citotoxica media de las bases de Schiff derivadas de
4-aminoantipirina frente a macrofagos murinos inmortalizados

derivados de médula 6sea.

A pesar de que se establecié que los compuestos LD8 y LD12 son sumamente
citotoxicos a la concentracion mas alta ensayada, se decidié realizar la
evaluacion de la concentracion citotoxica media o CCso. En la figura 38 se
aprecian las concentraciones empleadas para establecer la CCso de los
compuestos LD8 y LD12 frente a los macréfagos. Analizando ambos graficos se

puede concluir que mientras la concentracion de los compuestos disminuye de
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igual manera disminuye su toxicidad frente a los macréfagos. La CCso de ambos

compuestos se puede observar en la tabla 9.
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Figura 38. Grafico de dosis-respuesta de LD8 y LD12 frente a macréfagos murinos
inmortalizados de médula 6sea usados para el calculo del CCso

Tabla 9. Anélisis estadistico obtenido del ICso y CCso de los compuestos LD8 y LD12 con el
programa GraphPad Prism.

Toxicidad en Toxicidad en Citotoxicidad en
Leptomonas Leishmania mexicana macrofagos
ICeo Interyalo de ICeo Interyalo de CCso Interyalo de
Compuesto [uM] confianza al [uM] confianza al [uM] confianza al
95% 95% 95%
LD8 2419 | 128,4 | 455,6 | 243,5 | 208,9 | 283,7 | 16,5 91 | 30,1
LD12 154,0 80,8 2935 | 1459 | 1286 | 1656 | 88,5 | 70,0 | 11,9

4.4 Andlisis del tiempo respuesta de las concentraciones obtenidas en el
ICso.

Para determinar la rapidez de accién de los compuestos activos frente a
Leishmania mexicana, se realiz6 una evaluacion del tiempo-respuesta de los
compuestos LD8 y LD12 a las respectivas concentraciones de inhibicion media
determinadas previamente. Como se puede apreciar en la figura 39 el compuesto
LD8 a las 12 horas muestra un marcado efecto frente al parasito, y este efecto
se mantiene hasta las 48 horas post exposicidn, lo que sugiere que este es un

compuesto de accion rapida. Por su parte, el compuesto LD12 ocasiona una
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disminucion gradual en el porcentaje de viabilidad hasta reducirlo practicamente
a un tercio a las 48 horas, lo que sugiere que este compuesto es de accion lenta.
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Figura 39. Relacién Tiempo-Respuesta de LD8 y LD12 frente a Leishmania mexicana.
a) CN: control negativo, P: pentamidina, D 1%: DMSO al 1%.

Para analizar estadisticamente los resultados se realizé la prueba ANOVA con
un nivel de confianza del 95%. Las hipétesis planteadas son las mismas
propuestas en los experimentos previos. En la tabla 10 se evidencia que los
resultados del tiempo-respuesta entre los compuestos LD8 y LD12 frente a
Leishmania mexicana son estadisticamente significativos para cada intervalo de
tiempo evaluado. El estadistico de prueba se confront6 con el valor critico y se
pudo concluir que la hipoétesis alternativa se ajusta a los datos obtenidos. Este

resultado se corrobora con el valor P menor que 0,005.

Tabla 10. Andlisis estadistico del tiempo-respuesta en la actividad leishmanicida de LD8 y LD12
frente a Leishmania mexicana mediante ANOVA.

Tiempos
12 Horas 24 Horas 48 Horas
F 716,9 364,3 432,7
Valor critico 2,4 2,4 2.4
P <0,0001 <0,0001 <0,0001

Nota: El valor obtenido de P deber ser mayor a 0,05 para que se acepte la hipétesis nula.
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4.5 Andlisis de la toxicidad que ocasionan los compuestos mediante

citometria de flujo.

El proposito de este experimento fue estudiar el efecto de las bases de Schiff de
interés frente a la forma promastigote prociclico del parasito. En primera
instancia, se evalud el dafio de potencial de membrana que se genera con el
tratamiento con los diferentes compuestos, utilizando DiBAC4(3) como fluoréforo,
el cual ingresa en las células debido a su despolarizacion y se une a los
componentes intracelulares ricos en lipidos (Plock et al., 2001, p. 145). En el
grafico 40 se muestra el porcentaje de dafio de membrana ocasionado en
Leishmania mexicana tras el tratamiento con las concentraciones de los
compuestos indicadas en el gréfico, a diferentes intervalos de tiempo. Como se
puede constatar, los resultados indican que el mecanismo de accidén de estos
compuestos no esta relacionado con cambios en el potencial de membrana del

pardasito, que si se observan en el caso del control positivo, que en este caso es

la digitonina.
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Figura 40. Dafilo de membrana provocado por los compuestos LD8 y LD12 a diferentes
concentraciones frente a Leishmania mexicana.

a) L+F: Leishmania mexicana sin tratar con fluorescencia, L+D: Leishmania mexicana tratada
con digitonina (compuesto que genera un dafio de potencial de membrana), L+P: Leishmania
mexicana tratada con pentamidina. L+DMSO: Leishmania mexicana tratada con DMSO.
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Para validar estadisticamente los resultados obtenidos por citometria de flujo se
realiz6 una prueba ANOVA con un nivel de confianza de 95%. Las hipotesis
planteadas son las mismas especificadas en los experimentos previos. Los
resultados obtenidos muestran que existe una diferencia significativa entre todos
los tratamientos en cada intervalo de tiempo evaluado. El estadistico de prueba
es mayor que el valor critico, asi mismo el valor P es menor que 0,05 lo que

corrobora el resultado antes expuesto (ver tabla 11).

Tabla 11. Andlisis estadistico del dafio al potencial de membrana en Leishmania mexicana
tratado con LD8 y LD12 mediante ANOVA.

Tiempos
05H 1H 3H 6 H
F 83,49 162,53 50,29 179,32
Valor critico 2,02 2,00 2,02 2,09
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Nota: El valor obtenido de P deber ser mayor a 0,05 para que se acepte la hipétesis nula.

Como se pudo determinar que la hipétesis que se ajustaba a los resultados
obtenidos para la prueba ANOVA fue la alternativa, se decidié comparar por
pares los resultados con la prueba de Tukey, para poder corroborar que el
mecanismo de accién de los compuestos frente a los parasitos no involucraba
cambios en el potencial de membrana. Se evaluaron las mismas hipotesis
planteadas para los casos anteriores. La variable de respuesta medida fue el
porcentaje de dafio de membrana. Los resultados obtenidos para esta prueba se
resumen en la tabla 12, en donde se observa la diferencia entre medias y el valor
P que se contrasta con el valor a planteado. Estadisticamente ningun
compuesto, a ninguna de las concentraciones ensayadas a los diferentes
intervalos de tiempo, presenta un efecto similar a la digitonina por lo que se
acepta la hipétesis alternativa, y se concluye que este no es el mecanismo de
accion de los compuestos frente al parasito. El valor P también corrobora este

resultado ya que todos los valores obtenidos son menores que 0,05.
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Tabla 12. Andlisis estadistico del dafio al potencial de membrana en Leishmania mexicana
tratado con LD8 y LD12 mediante la prueba de Tukey.

Tiempo
Tratamientos 0,5H | 1H | 3H | 6H
Diferencia de medias
CN 0,36* 0,34* 0,38* 0,34*
L+P 0,37* 0,32* 0,38* 0,34*
L+DMSO 0,35* 0,32* 0,37* 0,32*
L+LD8/ 1 0,35* 0,30* 0,32* 0,28*
L+LD8/ 2 0,35* 0,32* 0,37* 0,34*
L+LD8/ 3 0,37* 0,32* 0,37* 0,34*
L+LD12/ 1 0,36* 0,33* 0,39* 0,35*
L+LD12/ 2 0,36* 0,33* 0,38* 0,34*
L+LD12/3 0,36* 0,33* 0,37* 0,33*

Nota: CN: Control Negativo, L+P: L. mexicana tratada con pentamidina, L+DMSO: L. mexicana
tratada con DMSO, L+LD8/ 1: L. mexicana tratada con LD8 a una concentracion de 393,8 uM,
L+L D8/ 2: L. mexicana tratada con LD8 a una concentracion de 243,5 uM, L+LD8/ 3: L. mexicana
tratada con LD8 a una concentracion de 189,0 uM, L+LD12/ 1: L. mexicana tratada con LD12 a
una concentracion de 283,34 uM, L+LD12/ 2; L. mexicana tratada con LD12 a una concentracion
de 145,9 uM, L+LD12/ 3: L. mexicana tratada con LD12 a una concentracién de 71,0 uM. El
simbolo * representa desigualdad con respecto al control positivo. (a) El control positivo usado
fue la digitonina. El valor obtenido de P deber ser mayor a 0,05 para que se acepte la hipétesis
nula.

4.6 Andlisis de la carga parasitaria y la toxicidad celular mediante qRT-
PCR

La finalidad de este experimento fue conocer el efecto que tienen los compuestos
frente a Leishmania mexicana en su forma amastigote intracelular. Para ello se
realizaron dos reacciones diferentes de qRT-PCR. La primera tenia como
objetivo cuantificar las células viables tras el tratamiento con el compuesto LD8
a una concentracion de 241,9 uM (ICso) por espacio de 24 horas. Los resultados
se pueden apreciar en la figura 41, en donde se encuentra la concentracion inicial
de RNA total de los macréfagos infectados y la concentracion de RNA de los
macrofagos tras los tratamientos. La concentracion de RNA de los macréfagos
tratados con DMSO fue de 25,3 ng/ L y los tratados con la pentamidina tuvieron
una concentracion de 30,4 ng/ pL. Sin embargo, la concentracion de RNA de los
macrofagos tratados con el compuesto LD8 fue de 5,3 ng/ puL. De este
experimento se puede concluir, que el compuesto LD8 tras 24 horas de
incubacion es altamente téxico, mientras que el DMSO vy la pentamidina no lo

son.
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Figura 41. Toxicidad generada en células tras el tratamiento con el compuesto LD8.
a) Cl: Células Infectadas; CI+DMSOQ: Células Infectadas tratadas con DMSQO; CI+P: Células
Infectadas tratadas con Pentamidina; CI+LD8: Células Infectadas tratadas con LD8.

En la segunda qRT-PCR se cuantifico, con las mismas muestras, la cantidad de
parasitos presentes tras los tratamientos con DMSO, pentamidina y el
compuesto LD8. En la figura 42 se observa la concentracién inicial de RNA total
de macrofagos infectados y la concentracién de RNA de parasitos Unicamente
luego del tratamiento. La concentracion de las células infectadas sin ningun
tratamiento fue de 0,35 ng/ pL mientras que la concentracién de las células
infectadas tratadas con DMSO, pentamidina y el compuesto LD8, fue de 7,30 ng/
uL, 0,38 ng/ pL y 0,43 ng/ uL respectivamente. Con estos datos se pudo concluir
que la infeccion no fue 6ptima ya que la concentracién de parasitos determinada
fue muy baja. Por otra parte, tanto la pentamidina como el LD8 no provocaron
ningun efecto en el parasito. Por el contrario, los datos obtenidos en el caso del
DMSO apuntan a que este se comportd como un agente que promovio el
crecimiento del parasito dentro de los macréfagos. Sin embargo, se necesitan

mMas experimentos que permitan confirmar este comportamiento.
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Figura 42. Toxicidad generada en la Leishmania mexicana tras el tratamiento con el
compuesto LD8.

a) Cl: Células Infectadas; CI+DMSOQ: Células Infectadas tratadas con DMSO; CI+P: Células
Infectadas tratadas con Pentamidina; CI+LD8: Células Infectadas tratadas con el compuesto
LD8.

El compuesto LD12 no pudo ser incluido en este experimento debido a

problemas técnicos.

En varios estudios para evaluar el efecto leishmanicida de diversos compuestos
se puede evidenciar que los ensayos se realizan con las dos formas del parasito,
promastigotes y amastigotes (axénicos e intracelulares) (Marin et al., 2015, p.
171; Behrouzi et al., 2008, p. 4510). No obstante, también existen varios estudios
en los que los ensayos se realizan en amastigotes intracelulares infectando
macréfagos como es el caso del estudio llevado a cabo por Gonzalez et al. (2005,
p. 138). Marin et al. (2015, p. 172) especifican que es la manera mas adecuada
para realizar experimentos para evaluar la efectividad de nuevos tratamientos
contra el parasito, debido a que esta la forma en la que se encuentran
naturalmente en los macrofagos. Asi también concluyen en un trabajo realizado
por Vermeersch et al. (2009, p. 3856), que tras realizar un estudio del efecto de
varios compuestos comerciales frente a promastigotes, amastigotes axénicos y
amastigotes intracelulares concluyeron que el modelo de amastigotes
intracelulares es el unico enfoque adecuado para determinar los compuestos

efectivos contra el parasito. En este Trabajo de Titulacion solo se ensay6 el
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efecto de las bases de Schiff sobre las formas promastigotes prociclicos y
amastigotes intracelulares, debido a que tras la transformacién de los parésitos
en amastigotes axénicos, no fueron viables en las condiciones del laboratorio.
Por lo tanto, la hipotesis que se planted inicialmente no pudo ser probada en su
totalidad.

Van den Bogaar y sus colaboradores (2014, p. 15) ensayaron los compuestos
por espacio de 72 horas para permitir un mayor efecto de los mismos. Por otra
parte, emplearon otro método para la infeccion de las células y un modelo celular
diferente. Estos factores pueden haber influido en la diferencia de resultados

obtenidos por estos autores comparados con esta investigacion.

La pentamidina, es un compuesto que elimina a los parasitos cuando se
encuentran infectando las células. El hecho de que el tratamiento con este
compuesto no haya tenido efecto alguno sobre la Leishmania mexicana indica
que el tiempo de incubacién con los compuestos debe ser mayor para permitir

una mayor efectividad de la accién de los mismos.

Los problemas técnicos presentados durante el proceso de infeccidbn no
permitieron determinar la efectividad del compuesto LD8 como compuesto
leishmanicida. Se requieren experimentos concluyentes que validen su actividad

y arrojen luz sobre su mecanismo de accién.
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5 CAPITULO VI. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Todas las bases de Schiff sintetizadas derivadas de 4-aminoantipirina presentan

un comportamiento similar frente a Leptomonas y Leishmania mexicana.

De todos los compuestos ensayados, solamente LD8 y LD12 presentaron un
efecto frente a Leishmania mexicana, sin embargo la actividad leishmanicida es

muy baja.

La presencia de un grupo OH en posicién orto con respecto al imino, sumado a
un grupo nitro en posicion meta respecto a este, juega un papel importante en la
actividad de LD12 sobre el parasito, a diferencia de lo observado en los

compuestos LD2 y LD3 que presentan estos sustituyentes de forma aislada.

Todos los compuestos probados fueron altamente toxicos frente a los
macrofagos murinos derivados de la médula 6sea. La CCso obtenida en los
ensayos realizados en las células es bajo en comparacion con la ICso
determinada en los ensayos realizados frente a Leptomonas y Leishmania

mexicana.

Los compuestos LD8 y LD12 pese a mostrar la mejor actividad biolégica frente
a Leishmania mexicana no se pueden considerar compuestos leishmanicidas

promisorios, debido a su baja actividad y alta citotoxicidad.

Tanto la pentamidina y LD8 son compuestos de accion rapida frente a
promastigotes de Leishmania mexicana, mientras que LD12 es un compuesto
de accion lenta.

Ninguno de los dos compuestos, LD8 y LD12, produce un efecto en el potencial
de membrana de los promastigotes, por lo que su modo de accién frente a estos
parasitos no involucra este mecanismo. Se esperaria que vaya por otro

mecanismo diferente.
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5.2 Recomendaciones

Probar el efecto del solvente previo a la implementacién de un nuevo protocolo

y antes de ensayar los compuestos de interés.

Ensayar diferentes metodologias para transformar los promastigotes en
amastigotes axénicos, que permitan estandarizar el método més eficiente para
el analisis de la actividad leishmanicida de diferentes compuestos en el
laboratorio.

Sintetizar compuestos similares a LD12 que presenten otros grupos
electroaceptores en el anillo aromatico y evaluar su actividad frente a los

parasitos.

Realizar estudios de estructura-actividad con mas compuestos similares a LD8
para optimizar su respuesta frente a los parasitos y los macrofagos.

Efectuar el estudio de qRT-PCR con el compuesto LD12 a las 48 horas post

tratamiento para observar su efecto en amastigotes intracelulares.

Establecer un protocolo para la infeccion de los macrofagos que sea mas

adecuado y que permita obtener un porcentaje mas alto de infeccién.
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