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RESUMEN

TITULO: MARCADORES DE APOPTOSIS EN Leishmania panamensis INDUCIDOS POR LA
TERAPIA  FOTODINAMICA  UTILIZADO  FTALOCIANINA DE ALUMINIO COMO
FOTOSENSIBILIZADOR"

AUTORES: VALDIVIESO QUINTERO, Wilfredo, ESCOBAR RIVERO, Patricia"
PALABRAS CLAVES: Apoptosis, terapia fotodinamica, muerte celular, Leishmania.

DESCRIPCION:

La muerte celular programada es un proceso altamente regulado descrito en células de mamifero y
organismos unicelulares. Diferentes compuestos con actividad anti-Leishmania inducen la
expresién de marcadores de apoptosis. El tratamiento fotodinamico (TFD) utilizando ftalocianina de
aluminio clorada (PcAICI) ha mostrado efectividad contra diferentes especies de Leishmania. El
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del TFD con PcAICI en la expresion de marcadores
de apoptosis en promastigotes y amastigotes intracelulares de L. panamensis.

Se determing la internalizacion y localizacion intracelular de la PcAICI por microscopia confocal y la
actividad de los compuestos luego del TDF por microscopia luz y por MTT. Se determinaron la
expresién de marcadores de muerte celular 0, 6,1 2 y 24 horas post irradiaciéon. Los cambios
morfolégicos se determinaron por microscopia luz, la actividad mitocondrial, expresion de
fosfatidilserina y fragmentacion del ADN por fluorescencia y/o electroforesis y la actividad de
caspasa 3 por una prueba colorimétrica.

La PcAICI fue internalizada en promastigotes y en células THP-1 y se encontré localizacion
mitocondrial en las células THP-1. La susceptibilidad al TFD fue observada en los promastigotes
con CCgyp= 0,14+ 0.02uM y en los amastigotes la muerte se presentd a la par con la muerte de la
célula hospedera en concentraciones superiores a 0,18 uM. Se observaron cambios morfol6gicos
asociados con apoptosis (diminucién del tamafio celular y pérdida del nucleo y el kinetoplasto) y
fragmentacion del ADN luego del TFD en promastigotes y amastigote intracelulares.
Adicionalmente en promastigotes se observaron otros marcadores como la expresion de
fosfatidilserina y pérdida de la actividad mitocondrial, pero no se observé actividad de caspasa 3.
La expresion de los marcadores de apoptosis observados aumenté con el paso del tiempo.

Este estudio muestra que promastigotes y amastigotes intracelulares de L. panamensis son
susceptibles al TFD y que la muerte por este tratamiento induce la expresién de marcadores de
apoptosis sin la activacion de enzimas con actividad de caspasa 3.

" Tesis de grado. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas
Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director de Tesis Patricia Escobar
Rivero Bacteriéloga, M.Sc., Ph.D
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ABSTRACT

TITLE: APOPTOSIS MARKERS IN Leishmania panamensis INDUCED BY PHTODYNAMIC
TREATMENT USING ALUMINUN CHLORIDE PHTHALOCYANINE AS PHOTOSENSITIZER

AUTHORS: VALDIVIESO QUINTERO, Wilfredo, ESCOBAR RIVERO, Patricia”
KEYWORDS: Apoptosis, photodynamic therapy, cellular death, Leishmania

DESCRIPTION:

Programmed cell death is a highly regulated process described in mammalian cells and protozoa.
Different compounds with anti-Leishmania activity induce the apoptosis markers expression.
Photodynamic therapy (PDT) using aluminum phthalocyanine chloride (PcAICI) has shown
effectiveness against different species of Leishmania. The aim of this study was to determine the
effect of PDT-PcAICI in the expression of markers of apoptosis in promastigotes and intracellular
amastigotes of L. panamensis.

We determined the internalization and intracellular localization of PcAICI by confocal microscopy
and the compounds activity after the PDT by light microscopy and MTT. We determined the
expression of markers of cell death 0, 6.1 2 and 24 hours post irradiation. Morphological changes
were determined by light microscopy, mitochondrial activity, expression of phosphatidylserine and
DNA fragmentation by fluorescence and / or electrophoresis and caspase 3 activity by a colorimetric
test.

The PcAICI was internalized in promastigotes and THP-1 cells and mitochondrial localization was
found in THP-1 cells. The susceptibility to PDT was observed in promastigotes with CCqo= 0.14 +
0.02 yM and the amastigotes death appeared r with the host cell death at concentrations above
0.18 uM. There were morphological changes associated with apoptosis (decrease in cell size and
loss of nucleus and kinetoplasto) and DNA fragmentation after PDT in promastigotes an intracellular
amastigotes. Additionally, other apoptosis markers were observed in promastigotes as the
expression of phosphatidylserine and loss of mitochondrial activity, but there was no caspase 3
activity. The expression of apoptosis observed increased with time.

This study shows that promastigotes and intracellular amastigotes of L. panamensis are susceptible
to PDT and that death by this treatment induces the expression of apoptosis without the activation
of enzymes with caspase 3.

" Thesis of degree of Master in Basic Biomedical Science
Faculty of Health, Master in Basic Biomedical Science, Thesis director Patricia Escobar Rivero
Bacteriologa, M.Sc., Ph.D
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INTRODUCCION

Las Leishmanias (Familia Trypanosomatidae) son parasitos flagelados que alterna
como promastigotes en el mosquito vector y como amastigotes intracelulares en
las células fagociticas de sus hospederos mamiferos. Varias especies de
Leishmania son consideradas como los agentes causales de la leishmaniasis.
Esta enfermedad constituye un problema de salud publica en 88 paises alrededor
del mundo incluyendo a Colombia. En nuestro pais, el nimero de casos
reportados por afio va en aumento segun las cifras de los afios entre 2000 y 2005;
(Rincon et al., 2009; Saravia and Nicholls, 2006). Esta enfermedad es de gran
impacto social dado a las diversas manifestaciones clinicas que van desde las
formas cutaneas hasta formas mas severas con compromiso de érganos internos.
La manifestacion clinica prevalente en nuestro pais es la forma cutanea, siendo L.
panamensis la especie responsable en la mayoria de los casos (Saravia and
Nicholls, 2006; Saravia et al., 2002). Los esquemas de tratamiento utilizados son
extensos e invasivos, pueden tener efectos secundarios o ser inefectivos (Soto et
al., 2005; Velez et al., 2009).

Como aporte al desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento
de la leishmaniasis, en este caso para la leishmaniasis cutanea (LC), el laboratorio
quimioterapia del CINTROP y el CICAT han venido estudiando la efectividad del
tratamiento fotodinamico (TFD) (Escobar et al., 2006). Este se basa en la
aplicacion topica o sistémica de compuestos llamados fotosensibilizadores (FS),
los cuales al ser excitados con un a luz de longitud de onda (A) especifica
interactian con el oxigeno molecular presente en el medio generando especies

reactivas de oxigeno (ERO) téxicas para las células (Juzeniene et al., 2006).
Uno de los FS evaluados en nuestro laboratorio con gran efectividad sobre la

Leishmania es la ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI). Hemos establecido un

modelo in vitro orientado a determinar el efecto del sistema FS-LUZ sobre la
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sobrevida de los parasitos y sus células hospederas. En este sistema los parasitos
libres o intracelulares luego de ser tratados con el FS son iluminados y luego
analizados por técnicas sencillas de laboratorio. Generalmente el efecto de los
compuestos sobre el parasito se da en un tiempo final que en nuestro caso es de
24 horas post-irradiacion (p.i.) similar a otros autores que trabajan con sistemas
laser quienes realizan la evaluacién a las 18 horas p.i. (Akilov et al., 2006).

Sin embargo no se tenian registros de los procesos desencadenados
inmediatamente después de la irradiacion y hasta 24 horas después. No se
conoce en qué momento se mueren los parasitos?, cual es el mecanismo de
muerte que esta sucediendo?, es necrosis o0 es apoptosis? Era muy posible que
en Leishmania se estuvieran presentando efectos similares a los que induce la
TFD en el modelo de células tumorales donde el TFD induce la muerte de
diferentes lineas celulares por apoptosis 0 necrosis dependiendo del tipo de FS
utilizado, del sistema de iluminacion y del tipo de célula en estudio (Huang et al.,
2005; Huerta et al., 2007; Kessel et al., 2000; Klener et al., 2006; Plaetzer et al.,
2005)(Kessel et al., 2000; Moor, 2000).

Los mecanismos de muerte desencadenados por diferentes estimulos fisicos o
quimicos en las formas de promastigote y amastigote de Leishmania empiezan a
dilucidarse aportando al conocimiento de la biologia, de las vias de sefalizacion
que desencadenan la muerte celular y también en la busqueda de nuevos blancos
terapéuticos. Se sabe que la Leishmania, en presencia de diferentes compuestos
o medicamentos como la novobiocina, miltefosina, pentamidina, como también
ante la presencia de estimulos fisicos o quimicos tales como cambios de
temperatura o peroxido de hidrogeno, puede expresar marcadores de muerte
celular asociados con procesos apoptéticos como fragmentacion de ADN,
despolarizacibn mitocondrial, cambios morfolégicos especificos, expresiéon de
fosfatidilserina entre otros (Das et al., 2001; Dutta et al., 2005; Paris et al., 2004;
Verma and Dey, 2004).
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No se tienen reportes sobre los mecanismos implicados en la muerte de
promastigotes o amastigotes intracelulares de L. panamensis frente a cualquier
estimulo incluyendo el TFD. Por esta razon se realiz6 el presente trabajo con el fin
estudiar el efecto del TFD utilizando la PcAICI como FS en la expresion de
marcadores de apoptosis en promastigotes y amastigotes intracelulares de L.

panamensis desde un tiempo 0 a un tiempo final (24-48 horas) post tratamiento

En este trabajo se presenta inicialmente una revision sobre la leishmaniasis, su
agente etiolégico, los compuestos y tratamientos utilizados entre estos el TFD, del
cual se menciona su fundamento e importancia como estrategia promisoria para la
eliminacion de la Leishmania. Adicionalmente se muestra el estado del arte sobre
los procesos de muerte en células de mamifero y en parasitos, y los marcadores
de apoptosis estudiados en Leishmania. Posteriormente, se muestran los objetivos
planteados para este estudio y el disefio metodoldgico propuesto, el cual se basé
en la evaluacion de la internalizacion de la PcAICI por lo promastigotes y células
THP-1 (utilizadas en este estudio para la produccion de amastigotes
intracelulares), la identificacion por medio de la biusqueda de las condiciones que
inducen la muerte del 90% de los parasitos (CCg) luego del TFD y por ultimo, la
evaluacion de la expresibn de 5 marcadores de muerte relacionados con

apoptosis.

El estudio de internalizaciéon de la PcAICI, basado en la utilizacion de la
microscopia confocal se realizd para demostrar no solo si la PcAICI puede ingresar
al interior de las células, también permite identificar si existe una preferencia del
compuesto por acumularse en algun lugar especifico u organela citoplasmatica.
Las condiciones como tiempo de incubacion de la PcAICI e intensidad de luz
(irradiacidon), necesarios para alcanzar la CCgy en los promastigotes fueron
definidas para posteriormente identificar la expresion de marcadores de apoptosis.
Estas condiciones también fueron determinadas para la miltefosina y el perdxido

de hidrogeno, dos compuestos utilizados como controles dado que se ha
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reportado en la literatura, son capaces de inducir la expresion de marcadores de

apoptosis en la Leishmania.

Se escogieron 5 marcadores de apoptosis, cambios morfologicos, expresion de
fosfatidilserina (FSe), pérdida de la actividad mitocondrial, actividad de caspasa 3
y fragmentacion nuclear, que de acuerdo a lo reportado en la literatura, se
expresan en especies de Leishmania del Nuevo y Viejo mundo y que ofrecen
informacion sobre las posibles rutas bioquimicas que podrian ser activadas luego
del TFD. Adicionalmente, el estudio de estos marcadores permite establecer

diferencias con otros procesos de muerte celular como la necrosis y la autofagia.

Los resultados obtenidos en este estudio aportan al conocimiento sobre la forma
como la TFD-PcAICI induce la muerte en parasitos y en como los promastigotes y
amastigotes intracelulares de L. panamensis pueden responder a un estimulo de
muerte especifico, dato del que no se tenian reportes previos. La utilizacion del
TFD como inductor de muerte es otro dato importante derivado de este estudio,
hecho que es de gran importancia dada la plasticidad y direccionamiento que
puede obtenerse en el TFD.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

En esta revision se presenta inicialmente un panorama sobre la leishmaniasis, su
agente etioldgico, y los compuestos y metodologias utilizadas para su tratamiento,
para posteriormente profundizar en el TFD y su utilidad en la eliminacion de este
parasito. Los diferentes procesos de muerte celular programada seran relatados a
la luz de sus marcadores caracteristicos e implicaciones fisiologicas en células de
mamifero para luego adentrarse en lo que se conoce al respecto de procesos de
muerte celular programada en Trypanosomatidos y especificamente en la

Leishmania.

1.1 LEISHMANIASIS

1.1.1 Definicién y formas clinicas. La leishmaniasis es una zoonosis que
enmarca un conjunto de manifestaciones clinicas desencadenadas por la infeccién

con diferentes especies del género Leishmania.

Esta enfermedad es endémica en al menos 88 paises, estimandose alrededor de
350 millones de individuos expuestos, 12 millones de personas infectadas, y una
incidencia anual de al menos 2 millones de casos de leishmaniasis cutanea (LC) y
al menos medio millobn de leishmaniasis visceral (LV) (Desjeux, 2004). En
Colombia la enfermedad se encuentra distribuida en gran parte del territorio
nacional y en menor proporcién en la costa Caribe como se muestra en la Figura 1
(Ovalle et al., 2006; Saravia et al., 2002). El nimero de casos reportados ha
venido en ascenso estimandose para el 2007 alrededor de 14.000 casos nuevos
(King et al., 2004; Ministerio de la proteccion social, 2007). La forma clinica
prevalente es la LC (95% de los casos reportados) siendo L. panamensis la

especie mas involucrada (Instituto Nacional de Salud, 2009; Ovalle et al., 2006).
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El parésito es transmitido a los humanos a través de la picadura de insectos
flebotomineos de los géneros Phlebotomus, en el Viejo Mundo y Lutzomyia en
paises del Nuevo Mundo. En Colombia, se han reportado al menos 7 especies de
Lutzomya responsables de la trasmision estableciéndose ciclos de trasmision

selvatica y peridoméstica (Ministerio de la proteccion social, 2007).

Entre las manifestaciones clinicas se encuentra la LC, leishmaniasis mucocutanea
(LMC), leishmaniasis cutanea difusa (LCD) y la leishmaniasis visceral (LV).

La LC se caracteriza por presentar lesiones ulceradas de tamafio variable, Unicas
o multiples entre 2 semanas y 6 meses después de la infeccién. Algunas lesiones
pueden no ulcerarse y permanecer como placas o nodulos (Bailey and Lockwood,

2007; Ministerio de la proteccion social, 2007; Reithinger et al., 2007).

Figura 1. Distribucion geografica de la leishmaniasis en Colombia discriminado por
agente etioldgico.
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Tomado de Ovalle y colaboradores 2006 (Ovalle et al., 2006).
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Las caracteristicas intrinsecas del parasito como infectividad, patogenicidad y
virulencia y el estado inmune del huésped determinan la expresion de las
manifestaciones clinicas, encontrandose un espectro de enfermedad desde casos
totalmente asintomaticos hasta casos con manifestaciones de tipo tegumentario o
visceral (Murray et al., 2005). Existe una gran influencia de la especie parasitaria

infectante tal como se muestra en la tabla 1.

La LMC ocurre como resultado de la diseminacion por sangre, sistema linfatico o
por extension afectando preferencialmente la mucosa nasal aunque también la
mucosa de la faringe, boca, laringe, trdquea. El 50% de los casos se manifiesta
durante dos afios después a la aparicion de la Ulcera cutanea inicial (Ministerio de
la proteccion social, 2007; Osorio et al., 1998). La LCD es rara (Ver tabla 1) y se
caracteriza por la presencia de ndédulos en diferentes areas del cuerpo. A
diferencia de la LC, el tratamiento es complicado y la evolucion no tiende a la

curacion espontanea de las lesiones (Herwaldt, 1999; Reithinger et al., 2007).

Tabla 1. Relacion entre las especies de Leishmania patégenas para el hombre y
las clinicas de la enfermedad

Especie implicada Forma clinica Distribucion geogréfica

L. (Viannia) braziliensis LC, LMC Sur América, Centro
América

L. (Viannia) panamensis LC, LMC Norte de Sur América y Sur
de Centro América

L. (Viannia) peruviania LC Perl

L. (Viannia) guyanensis LC Sur América

L. (Viannia) colombiensis LC Norte de Sur América

L. (Leishmania) amazonensis LC, LV, LCD Sur América

L. (Leishmania) mexicana LC, LCD Centro América, Mexico,
USA, Sur América

L. (Leishmania) aethiopica LC, LCD Etiopia, Kenia

L. (Leishmania) major LC Centro y Sureste de Asia,
Medio oriente y Norte de
Africa

L. (Leishmania) tropica LC Centro y Sudeste de Asia,

Medio oriente y Norte de
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Especie implicada Forma clinica Distribucion geogréfica

Africa

L. (Leishmania) donovani LV, LC Africa, Centro y Sureste de
Asia

L. (Leishmania) infantum LV, LC Europa, Norte de Africa,

Centro y Sur América.

LC: leishmaniasis cutanea, LMC: leishmaniasis mucocutanea, LCD: leishmaniasis
cutanea diseminada, LV: leishmaniasis visceral. Basado en la tabla publicada por
Reithinger 2007.

La LV conocida también como Kala-azar es la forma mas severa de la enfermedad
y fatal si no se trata. El parasito se disemina hacia diferentes érganos del sistema
reticulo endotelial como nodulos linfaticos, bazo, higado y médula 6sea. La
enfermedad sigue un curso crénico aunque pueden observarse casos fulminantes
sobre todo en pacientes infectados con el virus del VIH (Neuber, 2008). Alrededor
del 6-20% de los casos de LV tratados pueden presentar luego de 6 meses 0 5
afos la reactivacion de la infeccion con presencia de maculas hipocrémicas,

papulas eritematosas faciales y nédulos (Salotra and Singh, 2006).

1.1.2 Agente etiolégico. La Leishmania pertenece al orden Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Este a su vez se divide en dos
subgéneros: Leishmania y Viannia, clasificacion adoptada por Lainson y Shaw en
1987 (Correa et al., 2005). El primero esta restringido al Nuevo Mundo, mientras
que el subgénero Leishmania esta distribuido en el Viejo y Nuevo Mundo (Kerr,
2000). Este parasito tiene un ciclo digenético dado que pasa por dos estadios
morfologicamente diferentes. Primero esta el promastigote que es una forma
flagelada presente en el hospedero invertebrado desarrolldndose en el intestino
del vector y transformandose de una forma no infectiva de promastigote prociclico
la cual se multiplica activamente a una forma infectiva para el hospedero mamifero
conocida como promastigote metaciclico (da Silva and Sacks, 1987). Los
promastigotes metaciclicos son introducidos al hospedero vertebrado donde

acceden a las células del sistema fagocitico mononuclear como macrofagos por
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mecanismos de reconocimiento receptor-ligando que involucran receptores de
complemento, receptores barredores (scavenger receptors) y receptores de
manosa y moléculas expresadas por el parasito como la gp63 y los LPG. Una vez
en el macréfago los promastigotes se transforman en amastigotes, forma

replicativa e intracelular presente en los fagolisosomas (Vannier-Santos et al.,
2002).

Figura 2. Ciclo de vida del la Leishmania
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Basado en el grafico de Reithinger 2007 (Reithinger et al., 2007).

26



1.2 TRATAMIENTO DE LA LEISHMANIASIS

El esquema de tratamiento actual se basa en el uso de antimoniales pentavalentes
(SbY) recomendado por la OMS como medicamentos de primera linea. Como
segunda opcion se utiliza la anfotericina B (AmB), la pentamidina y la miltefosina
(Ministerio de la proteccion social, 2007; Soto and Soto, 2006a).

1.2.1 Tratamientos sistémicos. Los SbV utilizados son el estibogluconato de
sodio (Pentostam®) y el antomoniato de meglumina (Glucantime®) (ver
estructuras en la Figura 3). El tratamiento es parenteral utilizando dosis de
20mg/Kg de peso por 20-30 dias dependiendo de la forma de la enfermedad. La
efectividad puede ser hasta del 95% con excepcion de la region de Bihar del Norte
en la India en donde es del 65% en casos con LV (Berman, 1996; Ouellette et al.,
2004; Sundar and Chatterjee, 2006). El uso de estos compuestos puede ocasionar
elevacion de enzimas cardiacas y afecciones gastrointestinales en un 30% de los
casos, disminucion de la onda T del electrocardiograma en un 10% de los casos.
De manera ocasional se puede presentar trombocitopenia y neutropenia (Gontijo
and de Carvalho Mde, 2003). La eficacia de los SbV es dependiente del estado
inmunitario del paciente agravando el problema de tratamiento en pacientes
infectados con VIH (Murray, 2001)

La AmB es un polieno derivado del hongo Streptomyces nodosum utilizada en
leishmaniasis desde los afios sesenta (Sundar et al., 2006). Su aplicacién puede
diaria o alternada por un perido de tiempo no mayor de 43 dias y debe ser
monitoreada de forma intrahospitalaria y se utiliza una dosis de 0,75 a 1 mg/Kg de
peso por dia por 15 a 20 dias para LV (Jha, 2006). La utilizacion de AmB puede
ser producir inicialmente escalofrios y tromboflebitis y en casos de toxicidad
severa puede presentarse un efecto nefrotéxico y cardiotoxico (Sundar et al.,
2006). Se han preparado formulaciones liposomales de AmB (AmBisome®,

Abelcet®, Amphocil®) las cuales disminuyen la toxicidad sin embargo son hasta 10
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veces mas costosas que la terapia con ShY (Gradoni et al., 2003). La dosis
recomendada son de 3-5mg/Kg de peso al dia por 3-5 dias 0 una dosis Unica de
15 mg/kg de peso (Jha, 2006; Murray et al., 2005).

La miltefosina (hexadecilfosfocolina) es un alquilfosfolipido utilizado inicialmente
en cancer. Su actividad leishmanicida fue descubierta a mediados de los ochenta
y constituye el primer tratamiento oral efectivo contra leishmaniasis. Es utilizado en
la India para el tratamiento de la LV y en Colombia es utilizado para el tratamiento
de la LC. Se utilizan dosis de 2 a 5 mg/Kg de peso al dia por 28 dias. Se ha
demostrado su teratogenicidad en ratones y se ha observado resistencia
experimentalmente. Se han demostrado que su actividad depende del estadio y
especie de Leishmania involucrada presentando una mayor eficiencia en
pacientes con LC producida por L. panamensis que en pacientes con LC
infectados con L. braziliensis y L. mexicana (Escobar et al., 2002).(Soto and
Berman, 2006; Soto and Soto, 2006b).

La pentamidina (Pentacarinat®) puede utilizarse como isetionato o metanosulfato
de pentamidina. Inicialmente fue utilizado para el tratamiento de la nheumonia por
Pneumocystis carinii, y actualmente utilizado para el tratamiento de la
leishmaniasis. En LV se utilizan dosis de 3-4 mg/Kg de peso cada 48 horas hasta
un maximo de 10 inyecciones aplicados intramuscularmente. Presenta contra
indicaciones en pacientes insulinodependientes y en raros casos puede

observarse shock y miocarditis (Olliaro et al., 2005).

Los azoles son compuestos pueden ser administrados oralmente con eficacia
variable en leishmaniasis (Minodier and Parola, 2007). Los mas utilizados son
Fluconazol, Itroconazol, y el Triazol (SCH56592). El Fluconazol ha sido probado
en LC con una eficacia del 79% en Arabia (Alrajhi et al., 2002) y el Itroconazol en
LMC eficacia del 60% en Brasil (Amato et al., 2000). El Triazol ha sido probado in

en ratones BALB/c infectados con L. amazonensis y L donovani encontrandose
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que una dosis de 60mg/Kg/dia reduce las lesiones cutdneas o disminuye la carga
parasitaria en bazo e higado (Al-Abdely et al., 1999).

1.2.2 Tratamientos localizados. Hace referencia a la utilizacion de cremas,
unguentos, inyecciones u otros tratamientos en el sitio de las lesiones
tegumentarias. En este grupo también se encuentran los tratamientos fisicos como

el TFD, la termoterapia, ultrasonido o la remocion de la lesion por curetaje.

La paramomicina (PM, Leshkutan®) es un antibiético aminoglucésido con accion
antibiotica producido por varios tipos de Streptomyces y utilizado para el
tratamiento de enfermedades parasitarias como giardiasis, amebiasis o0 en
infecciones por Cryptosporidium. Su uso tépico se remonta a 1960; sin embargo
actualmente se llevan a cabo ensayos clinicos para evaluar la efectividad de su
aplicacion parenteral en LC y LV (Croft et al., 2006). Varias formulaciones de PM
han sido producidas ya sea con cloruro de metil-benzotenio o con urea con
actividades reportadas de 69 y 85,7% de curacion respectivamente (Arana et al.,
2001; Shazad et al., 2005). Sin embargo algunos estudios muestran una baja
actividad de este compuesto (Khatami et al., 2007; Neva et al., 1997).

El imiquimod (Aldara®) se utiliza en cremas de 5% de concentracién. Es un
inmunomodulador que permite que se active una respuesta celular Thl con
liberacion del interferon o/f y las IL 1, IL6 y IL 8 y la expresion de la oxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) (Megyeri et al., 1995; Minodier and Parola, 2007) (Buates
and Matlashewski, 1999). Ha sido probado en combinacion con Glucantime
obteniéndose tasas de curacion del 90% luego de 6 meses de seguimiento
(Arevalo et al., 2001). Su uso como monoterapia no es recomendado ya que se
observa que es efectivo en las primeras dos semanas de tratamiento pero ocho

semanas hay reactivacion de las lesiones (Seeberger et al., 2003)
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Los métodos fisicos constituyen una alternativa en el tratamiento de la LC, sin
embargo deben ser utilizados con precaucion en los casos de LC en el nuevo
mundo dado que podrian facilitar la diseminacion del parasito a ganglios y
mucosas (Bailey and Lockwood, 2007). La aplicacion tépica de nitrégeno liquido
sobre a las lesiones de LC por 20 o 30 segundos han mostrado curacion del 100%
de los casos tratados en pacientes de Egipto, Jordan e Israel y soldados
estadounidenses (Blum et al., 2004; Willard et al., 2005). De otro lado, el aumento
de la temperatura de las lesiones hasta 55°C por 5 minutos, inducida por o por
laser infrarrojo, permitid la curacion de 177 pacientes de 178 tratados en un
periodo de 6 semanas, aunque tiene como desventaja la formacién de vesiculas
cutdneas en las zonas de tratamiento (Blum et al., 2004). El aumento de la
temperatura también ah sido probado utilizando radiofrecuencia por lapsos de 30
segundos permite la curacion de las lesiones de pacientes con LC (Willard et al.,
2005).

El curetaje es otra técnica aplicada para el tratamiento de lesiones locales por LC.
Se basa en el raspado de la remocion de los bordes de la lesién previo tratamiento
con lidocaina. El tratamiento fue efectivo en 73 de 78 pacientes de Pakistan
(Currie, 1983).

1.2.3 Tratamiento fotodinamico (TFD)

1.2.3.1 El TFD: generalidades. Sus inicios se remontan a los estudios de Raab
quien observé muerte de cultivos bacterianos en presencia de acridina y luz.
Luego en 1903 von Tapiener y Jesionek utiliz6 eosina tépica para el tratamiento
de tumores (O’Riordan et al 2005). En 1960, Samuel Schwartz mostré que tejidos
neoplasicos de pacientes tratados con una mezcla de porfirinas (hematoporfirina
derivada o HpD) eran fluorescentes con luz ultravioleta. A comienzos de los afios
setenta, Dougherty y colaboradores establecieron un protocolo para la produccion

de HpD a gran escala al tiempo que se desarrollaban fuentes de luz apropiadas
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que permitian acceder a O6rganos internos como vejiga, pulmoéon y eséfago
(Dougherty et al.,, 1998). Actualmente el TFD es ampliamente utilizado para el
tratamiento de enfermedades tumorales (Schuitmaker et al., 1996) e infecciosas
(Wainwright, 1998). Se han desarrollado diferentes sistemas de iluminacién con
tipos e intensidades de la luz regulada y se han sintetizado una gran variedad de
compuestos fotosensibles llamados fotosensibilizadores (FS) (Gilaberte et al.,
2006).

El TFD se basa en la capacidad que tienen los FS de excitarse en presencia de
luz de longitud de onda (L) especifica e interactuar con el oxigeno molecular para
producir especies reactivas de oxigeno (ERO) (Ochsner, 1997; Osiecka et al.,
2003). El proceso involucra la absorcion de un foton de luz por parte del FS
permitiendo que este pase de un estado basal a uno excitado altamente inestable
conocido como singulete, cuya vida media es de 10° a 10° segundos. El FS en
estado singulete puede volver a su estado basal emitiendo fluorescencia (luz de A
mayor) o puede realizar interaccion intersistemas que le permite pasar a un estado
triplete cuya vida media es de 10 segundos (Luksiene, 2003). El FS excitado en
estado triplete puede llevar a cabo reacciones de Tipo | que involucran la
transferencia de electrones o atomos de hidrogen a las moléculas organicas
produciendo una forma radicalaria del FS que a su vez reacciona con el oxigeno
para formar peréxido, iones superéxido y radicales hidroxilo, o reacciones de Tipo
Il en donde la energia se trasfiere directamente del FS excitado al oxigeno en
estado basal generando singlete de oxigeno (°0.) y FS en estado basal (Ver
Figura 3)(Konan et al., 2002)
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Figura 3. Modelo de produccion de ERO en el TFD
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El FS en estado basal es excitado por un fotén de luz y pasa a un estado de
singulete excitado, en este estado el FS puede volver al estado basal emitiendo
luz o realizar un cruce intersistema y convertirse en una tripleta excitada. Esta
Gltima puede interaccionar con moléculas organicas para formar radicales
hidroxilo, peréxido y superéxido (Reaccién tipo I) o directamente con el oxigeno
para formar oxigeno singulete y FS en estado basal (Reaccion tipo Il). Basado en
el diagrama presentado por Konan 2002 (Konan et al., 2002).

El tipo de respuesta celular de el TFD depende de del FS utilizado (estructura,
solubilidad), de la cantidad de ERO generadas, del tipo de célula implicada, de la
internalizacion y localizacién intracelular del FS y de las condiciones de
iluminacion empleadas. De tal suerte que la muerte celular bajo el TFD puede
dirigir procesos de apoptosis o necrosis (Moor, 2000).

Algunas ventajas que tiene el TFD sobre otras terapias locales es que puede ser

altamente selectivo dado que el FS puede ser dirigido especificamente al tejido

afectado y la luz pude ser restringida Unicamente a la zona que se encuentra en
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tratamiento. Por otra parte se sabe que la utilizacion del TFD en lesiones de piel
permite un resultado cosmético favorable (Gilaberte et al., 2006).

1.2.3.2 Fuentes de luz. Se han utilizado desde lamparas de gas de baja potencia
(tubos fluorescentes) hasta la nueva generacion de laser ajustables de estado
sélido como el de neodimio (YAG). Los requerimientos que debe cumplir una
fuente de luz ideal incluyen penetracion de la luz a través de tejidos hasta su sitio
de accion, las A utilizadas deben estar entre 600 y 1200 nm que permite una
penetracion en piel de hasta 5 mm. La dosificacién de la luz (J/cm?) debe ajustarse
a cada protocolo y FS en particular dado que dosis bajas pueden llevar a efectos
sub-letales no efectivos o dosis muy altas pueden llevar a un rapido consumo del
oxigeno molecular que disminuye la eficacia terapéutica. Lo recomendado es el
fraccionamiento de la dosificacion lo que permite la reoxigenacion del tejido
(Gilaberte et al., 2006).

1.2.3.3 FS utilizados. Los FS son moléculas generalmente heterociclicas, que
generalmente son sintetizadas u obtenidas de extractos naturales. Las
caracteristicas que definen una molécula para su uso en el TFD son: selectividad
por el tejido o célula blanco, distribucidn homogénea en el tejido blanco, caracter
lipofilico alto para que pueda difundir facilmente a través de las membranas
biologicas, rapida acumulacion en los tejidos luego de su administracion, vida
media corta y rapida eliminacion de los tejidos normales, activacion a longitudes
de onda de éptima penetracion tisular (A mayores a 630 nm), gran producciéon d
especies reactivas de oxigeno en especial de oxigeno singlete (*O,). Los
diferentes FS utilizados en el TFD se pueden agrupar en 7 grupos como Sse

muestra en la Tabla 2.

1.2.3.4 Ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI). La PcAICI (ver estructura en
la Figura #) es una molécula macrociclica, hidr6foba con un log P (coeficiente de

particion octanol/agua) calculado de 7,3 (http://www.molinspiration.com/cqi-
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http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties

bin/properties) y peso molecular de 574,96 g/mol. Aunque posee un peso

molecular alto, su caracter hidrofobico le permite interactuar facilmente con
bicapas lipidicas (Kasim et al., 2004). Esta caracteristica fue documentada por
Bonneau y colaboradores, donde se muestra que la interaccion de la PcAICI
disulfonada con la lipoproteina de baja densidad (LDL) ocurre por la porcion
hidréfoba de la PcAICI dejando los grupos sulfonados en contacto con el ambiente
hidrofilico (Bonneau et al., 2004).

La PcAICI presenta un alto rendimiento cuantico (0.88) en comparacién con otras
ftalocianinas (PcCu= 0.43, H,Pc=0,56) permitiendo una mayor interacciéon con el
oxigeno del medio circundante y por tanto una alta produccion de ERO
(Frackowiak et al., 2001). La PcAICI y sus derivados han sido ampliamente
utilizados en el TFD para la eliminacion de células tumorales y menos activos en

células normales (Daziano et al., 1998).

Tabla 2. Clasificacion de los principales FS utilizados en el TFD.

Grupo Nombre del FS
Hematoporfirina derivado
Porfirinas Dihemato porfirin éter/ester

Porfimero sodico
Precursores  Acido 5-aminolevulinico y sus derivados
de porfirinas

9-Acetoxi-2,7,12,17-tetra-N-propilporficeno
Porficenos 2-Hidroxietil-7,12,17-tris(metoxietil) porficeno
Bis-hidroxietil-7,12-di-N-propilporficeno
Ftalocianina de aluminio clorada y sus derivados
Ftalocianinas Ftalocianina de Zinc y derivados
Ftalocianina de Silicio
Clorin eg y derivados
Derivado del anillo A de la benzoporfirina
Feoforbido A
Bacteriofeoférbido
Fluoreceinas
Antracenos
Otros Hipericina
Fenotiazinas
Purpurinas
Basado en LuksSiené 2003 (Luksiene, 2003).

Clorinas

Feoférbidos
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Inactivando selectivamente células TF-1 (células de eritroleucemia) y la de
linfocitos de sangre periférica (Daziano et al., 1998). La PcAICI y sus derivados ha
sido utilizada con éxito en la eliminacion in vitro e in vivo de células tumorales y
parasitos (Chan et al., 1986; Escobar et al., 2006; Kolarova et al., 2007).

1.2.3.5 TFD en leishmaniasis. Los estudios iniciales utilizaron promastigotes de
L. amazonensis trasnfectados con las enzimas necesarias para la sintesis del
grupo hemo. El proposito de esto fue lograr que los promastigotes, al ser
incubados con &cido d&-aminolevulinico (ALA), pudiesen sintetizar uroporfirina
como FS para posteriormente inducir la muerte del parasito utilizando luz
ultravioleta (Sah et al., 2002). Posteriormente se utilizd el ALA para tratar lesiones
de pacientes con LC observandose cura parasitologica y dermatologica en 5
lesiones tratadas al cabo de 12 semanas (Gardlo et al., 2003).

Los estudios utilizando precursores o derivados de porfirinas (carbaporfirinas,
acenaftoporfirinas, ALA) son la gran mayoria del total de estudios de TFD en
Leishmania. Estos estudios han mostrado una gran efectividad para la eliminacion
del parésito de las lesiones presentes en ratones infectados con L. major (Kosaka
et al., 2007) aunque se ah observado que la muerte de los amastigotes en el
tratamiento con ALA esta mediada por la muerte de la célula hospedera, dando

cuenta de la poca selectividad del tratamiento (Akilov et al., 2007).

Estudios posteriores utilizaron las PcAICI y PcZn para eliminar promastigotes,
amastigotes axénicos y amastigotes intracelulares de Leishmania, observandose
una gran eficacia de la PcAICI para inducir la muerte de promastigotes de L.
panamensis, L. chagasi y L. amazonensis (Dutta et al., 2005; Escobar et al.,
2006).

Los dltimos estudios apuntan al estudio del direccionamiento de los diferentes FS

utilizando biomoléculas como la LDL que aseguran la internalizacion del

compuesto y la llegada al fagolisosoma de macréfagos infectados para asi
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eliminar los amastigotes intracelulares responsables del dafio en la infeccién en el

hospedero humano.

1.3 MUERTE CELULAR PROGRAMADA (MCP)

Las MCP es un proceso genéticamente regulado que interviene en la homeostasis
y desarrollo de organismo multicelulares y recientemente se ha visto también en
organismos unicelulares (Ameisen, 2002). Los primeros estudios se realizaron en
1963 con ayuda de microscopia de luz transmitida y electrénica en los cuales se
observaron los cambios que presentaban las células musculares de las polillas
(Antheraea pernyi) durante la pupacion (Lockshin and Williams, 1965).
Posteriormente, se publicaron los hallazgos encontrados por Kern et al en 1965
utilizando el modelo de muerte de hapatocitos por isquemia (Kerr, 1965), en donde

observo que algunas células disminuian su tamafo, y condensaban su cromatina.

Hoy se conoce que la MCP es un proceso altamente organizado y regulado,
diferentes estimulos como la deprivacion de nutrientes o agentes fisicos y
quimicos pueden inducir el bloqueo de una o varias vias metabdlicas
indispensables para la supervivencia celular (Schultz and Harrington, 2003).
Diferentes tipos de muerte, cada uno con caracteristicas especificas e
implicaciones fisiolégicas diferentes, pueden ser observados dependiendo de la
via metabdlica afectada y del grado de inhibicion de la misma (Daniel, 2000; Fink
and Cookson, 2005). Dada la gran heterogeneidad entre las diferentes
caracteristicas de los procesos de muerte, en el afio 2005 un panel de expertos en
MCP se reunio para elaborar una propuesta sobre su clasificacion y nomenclatura.
A continuacion se presenta una breve descripcion de los procesos de muerte
celular relacionados con un proceso de MCP: apoptosis, necrosis, autofagia y

otros.
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1.3.1 La apoptosis. Es un proceso de muerte fisioldgica, no inflamatorio que
implica la programacion genética de la célula para promover cambios morfolégicos
y bioquimicos que conducen a su muerte y eliminacién. El proceso de apoptosis
se ha visto involucrado en la metamorfosis (perdida de la cola de lo renacuajos),
eliminacion de membranas interdigitales en la formacion de los dedos de los fetos
humanos, eliminacion del endometrio al iniciarse la menstruacion y como repuesta
fisiologica a células potencialmente dafiinas como las células infectadas pro virus,

células tumorales y células con lesiones en el ADN (Cascales, 2003).

Dependiendo del tipo celular, el proceso de muerte puede desencadenarse por
ausencia de sefales para la supervivencia de la célula o por estimulos que
induzcan el proceso de muerte. Ejemplos de los primero son las células
hematopoyéticas en donde se ha observado que la ausencia del factor estimulador
de colonias granulocitico monocitcas (GM-CSF) favorece la apoptosis en
neutréfilos (Moulding et al., 1999) y de en células BA/F3 (linea celular linfoide
derivada de raton) donde la vialbilidad y la capacidad de proliferacion son
dependientes de la presencia de este factor, caso contrario las células expresan
marcadores de apoptosis (Liu et al., 2000). Los estimulos inductores de muerte
son diversos entre los que se pueden describir niveles altos de agentes oxidantes
al interior de la células, lesion del ADN por luz ultravioleta; moléculas como el Fas
y el factor de necrosis tumoral (TNFa) que se unen a sus receptores especificos
ligando del FAS (FasL 6 CD95) y TNFR respectivamente.

Pueden distinguirse dos grandes vias para la ejecucion del proceso de apoptosis

en células de mamifero llamadas via extrinseca y via intrinseca (Figura 4).

La via de activacion extrinseca inicia con la union de la molécula mensajera con
los receptores transmembrana conocidos como receptores de muerte (death
receptors, DR) entre los cuales se conocen 6 tipos diferentes. Fas, TNFR1, DRS3,

DR6, ligandos inductores de apoptosis relacionados con el TNF (TRAIL) en donde
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se identifican dos, el TRAIL-R1 6 DR4 y el TRAIL-R2 6 DR5. Estos receptores
poseen una porcion intracelular que se denominada dominios de muerte (DD)
ubicada en la porcion C terminal. La activacion de los receptores permite la
oligomerizacién de este y el reclutamiento de proteinas como el FADD y otras
proteinas efectoras de muerte que llevan finalmente a la activacion de las
caspasas (del inglés cysteine-aspartic proteases) 8 y 10 quienes activan a su vez
otra serie de caspasas, llamadas efectoras, (caspasa 2, 3y 6 y 7) (Van Cruchten
and Van Den Broeck, 2002).

Las caspasas 3 y 7 median el clivaje de la poli(ADP-ribosa) polimerasa
involucrada en la fragmentacion del ADN y degradacion de las lamininas
permitiendo la pérdida de la integridad de la membrana nuclear (Timmer and
Salvesen, 2007). Se conoce que estas enzimas también son responsables de los
cambios morfolégicos observados en la célula bajo apoptosis como la pérdida de
la adherencia, formaciéon de globulaciones en la membrana plasmatica y
alteraciones del citoesqueleto dado que caspasa 3 y 6 pueden interactuar con
quinasas como la quinasa activada p21 (Pak2) y la quinasa relacionada con la
Ste20 (SLK) que intervienen en el remodelamiento de la actina y la miosina en
células de mamifero (Hacker, 2000).
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Figura 4. Eventos principales ocurridos en las via de activacion extrinseca e
intrinseca de la apoptosis en células de mamifero.
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La apotosis puede iniciarse por la activacion de a., via extrinseca o b., via
intrinseca que desencadena la activacién de caspasas que finalmente llevan a la
ejecucion del proceso de apoptosis. La via extrinseca e intrinseca se coenctan a
través de la activacion de la proteina Bid. Modificada de Daniel 2000 (Daniel,
2000).
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La via intrinseca o también llamada via de activacion mitocondrial es iniciada tras
la salida del citocromo c desde el espacio intermembrana de la mitocondria hacia
el citoplasma. La salida del citocromo ¢ esta mediada por moléculas como el tBid
quien permite la formacion de un poro en la mitocondria y la posterior salida del
citocromo c. La formacion del poro también permite la salida de una molécula
llamada segundo activador mitocondrial de caspasas (Smac)/DIABLO (Schultz and
Harrington, 2003).

Con la salida del citocromo C se induce la polimerizacién del factor de apoptosis
activador de proteasas (Apaf)-1 quien a su vez activa la caspasa 9 y esta la
caspasa 3. Adicionalmente la Apaf contribuye también a la fragmentacion del ADN

en el nacleo (Li et al., 1997).

El citocromo c, es entonces una molécula importante en el desenlace del proceso
de muerte a través de la via intrinseca. Existen diferentes vias por las cuales la
mitocondria puede permitir la salida del citocromo c. Una es el clivaje de la
proteina Bid, por parte de la caspasa 8, quien interactia con las proteinas Bax/Bak
permitiendo la formacién del poro en la mitocondria y la subsecuente salida del
citocromo C. Por otro lado, el dafio en el reticulo endoplasmatico permite la salida
de grandes cantidades de calcio hacia el citoplasma permitiendo su acumulacién
en la mitocondria y seguidamente la salida del citocromo c. Esta via es redundante
ya que el citocromo c fuera de la mitocondria puede interactuar con los receptores
de inositol-1,4,5-trifosfato (InsP3) permitiendo la salida de mas calcio desde dentro
del RE (Mattson and Chan, 2003) y permitiendo la expresion de la fosfatidilserina

(FSe) en la cara externa de la membrana plasmatica.

La expresion de fosfatidilserina (FSe) en la cara externa de la membrana
plasmatica se debe a la activacion de un proceso conocido como “lipid
scrambling” regulado por la proteina escramblasa que es sensible a los cambios

en los niveles intracelulares de calcio (Ca2+) y a su vez a la inhibicion de otra
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proteina llamada trasnlocasa encargada de realizar el movimiento de los
fosfolipidos como la FSe hacia la cara interna de la membrana plasmatica (Pittoni
and Valesini, 2002).

1.3.2 Necrosis. Se define como el tipo de muerte celular que incluye la ruptura de
la membrana plasmética, dilatacion de las organelas citoplasméticas (Kroemer et
al.,, 2005). Hasta hace unos afos la definicion de necrosis era negativa,
pensandose como el procesos de muerte celular que esta presente cuando no hay
apoptosis o autofagia, sin embargo, desde hace algunos afios esta tomando
fuerza la idea de que la necrosis también podria ser un proceso de muerte
organizado dirigida también por una maquinaria bioquimica altamente regulada
similar al proceso de apoptosis.(Proskuryakov et al., 2002). Otra definicion dice
que la necrosis es realmente una etapa final en los eventos de muerte celular, asi
cuando es ejecutado el proceso de apoptosis y los cuerpos apoptéticos no son
fagocitados, estos podrian estallar finalizando el proceso como una necrosis
(Majno and Joris, 1995).

La necrosis se ha reportado como un evento frecuente en las células de tejidos
expuestos a isquemia prolongada, a cambios bruscos de temperatura y exposicion
a acidos. Se ha propuesto que la necrosis, de la misma forma que la apoptosis
podria estar mediada por estimulos fisiolégicos. Algunos ejemplos reportados son
las neuronas corticales expuestas a glutamato o linfocitos T expuestos a TNF y la
activacion de canales de calcio (Proskuryakov et al., 2002).

También se ha postulado una via de activacion del proceso de necrosis en la que
se concibe que los estimulos desencadenantes de la necrosis podrian
desestabilizar de alguna forma los lisosomas, liberando en el citoplasma las
calpainas que resultarian como las enzimas efectoras de este proceso (Syntichaki

and Tavernarakis, 2002).
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1.3.3 Otra formas de MCP. La Autofagia Es un proceso altamente conservado en
la evolucion que ocurre en todas las células eucariotas. Se diferencia de otros
procesos de por qué el citoplasma y otros organelos son secuestrados en grandes
vesiculas que se unen posteriormente a lisosomas para llevar a cabo la
degradacion. Se ha visto autofagia en céncer, cardiomiopatias, enfermedades
neurodegenerativas y se especula sea un mecanismo de defensa contra
patogenos intracelulares. El desarrollo de este procesos lleva consigo 7 pasos:
induccion, seleccion carga y embalaje, nucleacion y formacion de la vesicula,
expansion de la vesicula y maduracion, direccionamiento, contacto y fusion de la
vesicula con el lisosoma y quiebre de la vesicula intraluminal con formacion del

cuerpo autofagico.

La oncosis se define como un proceso anterior a la muerte celular en el cual se
presenta hinchamiento celular con pérdida de la permeabilidad de la membrana
plasmatica. El proceso finalmente lleva al consumo de los recursos de energia
celulares y falla de las bombas idnicas ubicadas en la membrana plasmaética.
Puede ser debido agentes que intervengan en la formacion de ATP en la
mitocondria. El calcio puede inducir una muerte por oncosis ya que podria activar
enzimas como la calpainas que media el clivaje de proteinas del citoesqueleto y

proteinas de la membrana plasmatica.

La piroptosis es una via proinflamatoria que termina en la activacién de caspasa
que procesan las proformas de citoquinas inflamatorias como IL-1B e IL-18 con

caracteristicas morfoldgicas similares a la apoptosis

1.3.4 Métodos de estudio del proceso apoptotico. Se ha desarrollado
diferentes técnicas para el estudio de los marcadores de de apoptosis dado que la
evaluacion de un unico marcador puede no ser suficiente para definir el procesos

de muerte involucrado tras un estimulo determinado.
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Los cambios morfologicos pueden ser evaluados pro microscopia de Iluz
transmitida utilizando coloraciones de contraste, sin embargo la técnica de
referencia es la microscopia electronica con la que se realizaron los primeros
reportes de las diferencias entre los cambios morfolégicos de las células
apoptoéticas y necroéticas. La desventaja de la utilizacibn de la microscopia
electronica reside en la utilizacién de protocolos y equipos especializados lo que
dificulta su utilizacion para la evaluacion de un gran nimero de muestras (Huerta
et al., 2007).

Uno de los marcadores de muerte mas estudiados es la fragmentacion del ADN el
cual puede determinarse observando el patrén de distribucién del ADN luego de
realizarse la electroforesis del ADN de las células expuestas al estimulo de
muerte. La fragmentacion se determina por observacion de un patron de bandeo
escalonado (patron en escalera) correspondiente al corte del ADN a nivel de los
nucleosomas lo que permite obtener fragmentos de ADN de diferentes tamafios en
multiplos de 200 pb. En 1992 el grupo de Gavrieli reporté una técnica que permite
identificar la fragmentacion en el ADN sin desintegracion de la célula. Esta técnica
se basa en el marcaje enzimatico de los extremos libre del ADN producto de la
degradacion y su posterior visualizacibn con compuestos coloreados o
fluorescentes. La ventaja de este sistema es que puede identificarse y
cuantificarse el numero de células que presentan la fragmentacion y estimarse que
tan fragmentado esta el ADN (Gavrieli et al., 1992; Huerta et al., 2007).

Los ensayos que determinan la expresion de la FSe en la cara externa de la
membrana plasmatica se basan en la utilizacion de la anexina V, una proteina de
35 kDa dependiente de calcio que muestra una alta afinidad por la FSe. La
anexina V ah sido conjugada con diferentes tintes para su uso en microscopia de
luz transmitida o de fluorescencia permitiendo la evaluacién de este marcador en
células vivas y tratadas con fijadores. La introduccién de marcadores fluorescentes

ha permitido la lectura de este marcador utilizando citometria de flujo, una técnica
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versatil que permite cuantificar la expresion del marcador en cada célula
individualmente y estudiar simultdneamente la presencia de otros marcadores

como la fragmentacion del ADN evaluado por TUNEL. (Huerta et al., 2007).

La actividad de diferentes enzimas involucradas en el proceso de apoptosis como
las caspasas son evaluadas por la utilizacion de métodos colorimétricos en los
cuales un sustrato especifico de la enzima en estudio, es marcado con una
molécula incolora, pero que luego de la actividad de la caspasa produce un
cambio de color que puede ser cuantificado. También se ha reportado la utilizacién
de anticuerpos como el CM-1 quien reconoce especificamente la forma activa de
la caspasa 3 (Huerta et al., 2007; Willingham, 1999).

Se ha propuesto que el primer evento en la activacién de la apoptosis por dafio
mitocondrial involucra la pérdida del potencial de membrana mitocondrial con la
subsecuente liberacién del citocromo c al citoplasma. Se han utilizados tintes
vitales fluorescentes para la estimacion del potencial de membrana mitocondrial
entre ellos la rodamina 123, el mitotracker y recientemente se ha introducido la
utilizacion del JC-1, un compuesto fluorescente que tiene la capacidad de emitir
fluorescencia de dos longitudes de onda diferentes dependiendo si existe 0 no
presencia de potencial de membrana. Como se ha referido anteriormente, la
utilizaciéon de compuestos fluorescentes para la medicion de este marcador trae
consigo la ventaja de evaluar varios marcadores simultaneamente (Huerta et al.,
2007; Willingham, 1999)

1.3.5 Apoptosis en Leishmania. En organismos unicelulares como la
Leishmania spp, quien es un parasito los marcadores de apoptosis en presencia
de diferentes estimulos, no se conocen las vias moleculares que podrian activar o

inhibir un proceso de muerte organizado.
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Publicaciones recientes han mostrado que promastigotes de diferentes especies
de Leishmania y otros trypanosométidos expresan marcadores de apoptosis, pero
no todos los marcadores son expresados bajo un mismo estimulo (Bruchhaus et
al., 2007; Duszenko et al., 2006). Dado que este parasito es el agente causal de la
leishmaniasis, se cuenta con una gran variedad de agentes fisicos y quimicos que
inducen la muerte de promastigotes, amastigotes axénicos y amastigotes
intracelulares, producto de los estudios encaminados a la busqueda de nuevas

alternativas terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad.

Recientemente se ha demostrado la efectividad del TFD para la eliminacion de
promastigotes y amastigotes de Leishmania spp y también se ha descrito que el
TFD utilizando diferentes FS puede inducir apoptosis en células de mamifero

(Almeida et al., 2004; Moor, 2000), por este motivo se realiz6 el presente estudio.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de marcadores de apoptosis en promastigotes y amastigotes

intracelulares de L. panamensis luego de la TFD con PcAICI.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto fototoxico de la PcAICI en promastigotes y amastigotes

intracelulares de L. panamensis
Identificar el comportamiento a través del tiempo de los marcadores de apoptosis

evaluados en promastigotes y amastigotes intracelulares de L. panamensis luego
de la TFD con PcAICI.
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se dividi6 en dos fases (ver Figura 5). En la primera los
métodos se orientaron a determinar la internalizacion, localizacién subcelular y
actividad de los compuestos con o sin TFD y en la segunda fase a evaluar la
expresion de los marcadores de apoptosis en los promastigotes y amastigotes
intracelulares de L. panamensis luego del TFD.

3.1 REACTIVOS QUIMICOS Y COMPUESTOS

Como reactivos se utilizaron: PMA, Hoechst 33342, MTT, la sonda JC-1, ioduro de
propidio, medio de cultivo Schneider (adquiridos todos de Sigma-Aldrich, St Louis,
USA), el DMSO (Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italia), el medio de cultivo RPMI
1640 y el SFB (obtenidos de Gibco, Grand Island, NT, USA).

La ftalocianina de aluminio clorada (PcAICl) fue adquirida de Sigma-Aldrich, el
peroxido de hidrogeno fue adquirido de MERK, Darmstadt, Germany y la
miltefosina fue adquirida de Cayman Chemicals, Michigan, USA. Ver estructuras

Figura 6.

Se prepararon soluciones madres de los compuestos en DMSO para la PcAICl y
en medio de cultivo RPMI 1640 sin SBF para la miltefosina y el perdxido de
hidrégeno. Las soluciones de trabajo fueron preparadas en medio RPMI 1640 sin
SBF inmediatamente antes de los experimentos. Para la PcAICI se procurd que la

concentracion de DMSO en contacto con las células fuese inferior al 1%.
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Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia llevada a cabo para el desarrollo de
este estudio
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Figura 6. Estructura de los compuestos utilizados en este estudio.

Nombre PcAICI Miltefosina Peré6xido de
hidrégeno

Estructura*

Peso molecular 574,96 407,6 34,02

Férmula C32H16AICIN8 C21H45NO4P H202

*Estructuras realizadas con el programa Molinspiration

(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties).

3.2 PARASITOS Y CELULAS

Se utilizaron promastigotes de L. panamensis (MHOM/PA/71/LS94) los cuales
fueron mantenidos en medio Schneider con 10% de SBF inactivado (SBFi) a 25°C.
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Se les realizé una curva de crecimiento y los parasitos fueron utilizados en fase de

crecimiento exponencial en todos los experimentos.

Se utilizaron las células humanas de leucemia monocitica aguda (THP-1, ATCC
TIB 202) las cuales fueron cultivadas en el medio RPMI 1640 suplementado con
10% de SBFi a 37°C, 5% de CO,, 95% de humedad relativa. Las células se

transformaron a su fenotipo adherente con 80 ng/mL de PMA por 72 horas.

Los amastigotes intracelulares se obtuvieron infectando las células THP-1
transformadas con promastigotes utilizando un radio de infeccion célula: parasito
de 1: 10 durante 48 horas a 32°C, 5% de CO,, 95% de humedad relativa. El
porcentaje de infeccidn fue determinado contando el nimero de células infectadas

por cada 300 células observadas.

3.3 REGISTRO FOTOGRAFICO

El registro fotografico fue realizado utilizando la camara Nikon Coolpix 5100 en
modo automatico. Para cada caso se tomaron por lo menos 10 fotos de campos
microscépicos independientes para lo experimento en los que se utiliz6 el
microscopio de fluorescencia o de luz transmitida. Las fotos posteriormente fueron
procesadas con el Software ADOBE Photoshop CS4 (Adobe Systems
Incorporated, San José, USA).

3.4 INTERNALIZACION Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PcAICI

3.4.1 Internalizacion de la PcAICI. Se determiné en parasitos y en células THP-

1 utilizando microscopia confocal.

Los promastigotes (1 x 10° parasitos/mL)) fueron cultivados en cajas de 24 pozos
con 5 uM de PcAICI por 24 horas a 25°C. Las células THP-1 (3 x 10° células/mL)
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fueron transformadas sobre laminillas de vidrio en placas de 24 pozos y se
incubaron con 5 uyM de PcAICI por 24 horas a 37°C, 5 % de CO,, 95% de

humedad relativa.

Los paréasitos y las células se lavaron dos veces con PBS pH 7,2 y se observaron
en el microscopio confocal (Olympus FluoView 1000) utilizando tanto DIC para
observar la estructura y morfologia de los parasitos como un laser de argén
mistilinea (457nm, 488nm y 515nm) para excitar los compuestos fluorescentes. La
presencia de PcAICI se observé afiadiendo a las imagenes un pseudocolor rojo. Al
menos 3 campos fueron registrados. Se realizé reconstruccion en tres

dimensiones de los promastigotes tomando al menos 10 planos focales (Anexo 1).

3.4.2 Localizacibn mitocondrial. Se determind en células THP-1 por

microscopia confocal.

Las células THP-1 transformadas e incubadas con 5 yM de PcAICI por 24 horas
fueron tratadas con la sonda JC-1 por 15 minutos a 37°C. Las laminas fueron
lavadas dos veces con PBS y luego observadas con el microscopio confocal
utilizando DIC y un laser de argon multilinea (457nm, 488nm y 515nm) vy el filtro
predeterminado para Alexa fluor 488 para PcAICI y el JC-1. La presencia de
PcAICI se observé afadiendo a las imagenes un pseudocolor rojo y la presencia
del JC-1 afiadiendo un pseudocolor verde. La co-localizacion de la PcAICl y del
JC-1 se observo por la presencia de un pseudocolor amarillo al superponer las
imagenes de la PcAICI y JC-1. Se tomd registro de por lo menos 3 campos

diferentes.

3.5 ACTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS

3.5.1Tratamiento fotodinamico (TFD). EI TFD se realiz6 utilizando un

fotorreactor biolégico marca Luzchem (Luzchem Research Inc, Ontario, Canada)

50



(Figura 7a) el cual permite una rotacion contante de las placas, un control de la
temperatura y una emision de luz en el espectro visible (400-700 nm, figura 7b).
Las células fueron irradiadas por 32 minutos utilizando una fluencia de 12000 lux
(5 julios/cm?). La temperatura se ajusté dependiendo de la célula a tratar siendo
de 37°C para las células THP-1, de 32°C para los amastigotes intracelulares y de
25°C para los promastigotes. Previamente parasitos y células fueron expuestos a
la irradiacion por 35 minutos para determinar el TFD sin compuesto induce alguin

tipo de alteracion en la morfologia o viabilidad celular.

Figura 7. Sistema de irradiacion
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a. Equipo utilizado, fotorreactor biologico Luzchem. b. Espectro de luz visible
emitido por el equipo (tomado del “General Manual for Luzchem Photorreactors”,
seccion 3 Lamp emission spectra).
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3.5.2 Actividad de los compuestos en promastigotes de L. panamensis. Los
promastigotes (1 x 10° parasitos/mL)) en cajas de 96 pozos fueron tratados con
diferentes concentraciones de PcAICI (0,02-1,66 uM), miltefosina (1,66 uM-135
UM) y peréxido de hidrégeno (187,5-3000 uM) por 24 horas a 25°C. Parasitos
controles fueron mantenidos sin compuesto. Posteriormente se realiz6 el TFD y 24
horas después los parésitos fueron suspendidos en PBS-formalina al 3,7% para
ser contados microscopicamente utilizando una camara de Neubauer. Se
determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento comparando el crecimiento
de los parasitos tratados con los compuestos con los parasitos control no
tratados. Para todos los experimentos se realizaron controles donde los parasitos

no fueron sometidos al TFD.

La actividad de los compuestos fue expresada como concentracion capaz de
inhibir el 90% de los parasitos (Clgg) calculadas por analisis de regresion sigmoidal

utilizando el software MSXIfit™, ID Bussines solutions, Guildford UK.

Se realizaron dos experimentos independientes en los cuales se probaron los

compuestos por triplicado (n=6).

Teniendo en cuenta la actividad de los compuestos al TFD y los no expuestos se
calculo el indice fototéxico (IF) que establece la relacion entre la actividad del
compuesto en oscuridad y la actividad del compuesto luego del TFD, utilizando la
férmula: CCgq oscuridad / CCgq irradiado. Se considero fotoactivo aguel compuesto
con IF = 3 (Lock and Friend, 1986).

3.5.3 Actividad de los compuestos en células THP-1. Las células THP-1 (1 x
10° células/mL) fueron transformadas en placas de 96 pozos y tratadas con
diferentes concentraciones de PcAICI (0,02-1,66 pM) por 24 horas a 37°C, 5% de
CO,, 95% de humedad relativa, pasado este tiempo se adicion6 la miltefosina
(1,66 pM-135 pM) y peroxido de hidrogeno (187,5-3000 uM) e inmediatamente se
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realizé el TFD. Células controles fueron mantenidas sin compuesto. La muerte
celular fue evaluada 24 horas pi utilizando la prueba de reduccion de MTT (Young
et al., 2005). Brevemente, las células fueron incubadas con MTT (5 mg/ml) y
después de 4 horas los cristales de formazan fueron solubilizados con DMSO. Las
placas se llevaron a lectura en un lector de microplacas (Anthos 2020) y se
leyeron con una A de 580 nm. El porcentaje de muerte celular fue calculado
utilizando la formula: % de muerte celular = (1-DO de las células tratadas /
promedio de las DO de las células control) x 100. En todos los experimentos se

realizaron controles donde las células no fueron sometidas al TFD.

La actividad de los compuestos fue expresada como la concentracidén citotdxica
para el 90% de las células (CCg) calculadas por analisis de regresion sigmoidal.
Los datos mostrados fueron obtenidos de dos experimentos independientes en los
cuales se analizaron las variables por triplicado (n=6).

Se calculé el IF como se describié anteriormente. Se calculd el indice de
selectividad (IS) que establece la relacion entre la actividad del compuesto en
parasitos y en células de mamifero. Se calculé siguiendo la férmula IS= CCyy de
las células THP-1 / CCyy paréasitos sean promastigotes o amastigotes.

3.5.4 Actividad de los compuestos en amastigotes intracelulares de L.
panamensis. Las células THP-1 infectadas con promastigotes de L. panamensis
(fase estacionaria de crecimiento) en laminas para inmunofluorescencia (Cel-Line)
fueron tratadas con diferentes concentraciones de PcAICI (0,02 uM-1,66 uM), por
24 horas. La miltefosina (0,06 uM-5 uM) fue adicionada inmediatamente antes del
TFD. Células infectadas controles fueron mantenidas sin compuesto. Se realizo el
TFD. Luego de 72 horas las laminas fueron fijadas con una solucion de
formaldehido al 10% y metanol por 10 minutos y coloreadas con Giemsa. El
porcentaje de infeccién fue determinando microscépicamente por conteo directo

contando el nimero de células infectadas en 300 células. La actividad de los
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compuestos fue determinada comparando el nimero de células infectadas para
cada compuesto con el numero de células infectadas en las células control. La
actividad de los compuestos fue expresada como la concentracion citotoxica para
el 90% de las células (CCqyp) calculadas por analisis de regresion sigmoidal
utilizando el software MSXIfit™, ID Bussines solutions, Guildford UK. Los datos
mostrados fueron obtenidos de dos experimentos independientes en los cuales se
analizaron las variables por triplicado (n=6). Se calcul6é el IF como se describio
anteriormente. Se calculé el indice de selectividad (IS) como se describio

anteriormente

3.6 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE APOPTOSIS
LUEGO DE LA TFD

3.6.1 Tratamiento de los pardsitos. Los promastigotes (1 x 10°
promastigotes/mL) fueron tratados con PcAICI (CCg= 0,14 + 0,02 uM, por 24
horas), miltefosina (CCgo= 5,37 = 0,14 uM, por 5 minutos) y peroxido de hidrégeno
(CCgo= 720,28 * 150,27 M, por 5 minutos). Parasitos controles fueron
mantenidos sin tratamiento. Después se aplicé el TFD y se determinaron los
marcadores de apoptosis 0, 6, 12 y 24 horas p.i. En todos los experimentos se

realizaron controles donde los promastigotes no fueron sometidos al TFD.

Los amastigotes intracelulares fueron tratados con PcAICI (1,6 uM) por 24 horas y
posteriormente se realizaron dos lavados con PBS. La miltefosina (5 puM) se
adicion6 inmediatamente antes del TFD. Parasitos controles fueron mantenidos
sin tratamiento. Después se aplico la TDF y se determino los cambios
morfologicos, expresion de FSe, activacion de caspasa 3, actividad mitocondrial y
fragmentacion de ADN. Luego de la adicion de compuestos y el TFD, las células
fueron lavadas con PBS pH=7,2 a las 0, 24, 48 y 72 horas post irradiacion y

posteriormente fijadas utilizando formol 2% en PBS pH=7,2. En todos los
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experimentos se realizaron controles donde los amastigotes intracelulares no

fueron sometidos al TFD.

3.6.2 Cambios morfoldgicos. Luego del TFD los promastigotes fueron lavados
con PBS a 10.000 rpm por 1 minuto y se trataron con 50 pL de formalina 3,7% en
PBS. Se colocaron sobre laminas de vidrio las cuales se dejaron secar a
temperatura ambiente. Las células THP-1 infectadas con amastigotes
intracelulares fueron lavadas dos veces con PBS y luego fijadas con formalina
3,7% por 10 minutos y con metanol absoluto por 1 minuto. El metanol se dejé

evaporar a temperatura ambiente.

Las laminas de promastigotes y de amastigotes intracelulares fueron coloreadas
con Giemsa y fotografiadas con magnificacion de 1000 aumentos en microscopio
de luz transmitida. Se realiz6 el registro fotografico de al menos 10 campos para
condicion evaluada. Se registraron los cambios en el tamafio y la forma celular,
conformacion de la cromatina, presencia o ausencia de ndcleo, kinetoplasto y

flagelo.

3.6.3 Expresion de fosfatidilserina (FSe). Se utilizdé la prueba comercial de
Annexin-V-Fluos staining (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany). Se prepard
una soluciéon Annexin-V y ioduro de propidio (solucion de marcaje) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Veinticuatro horas después del TFD los
promastigotes fueron tratados con la solucion de marcaje por 10 minutos a
temperatura ambiente y colocados entre laminas y laminilla para ser observados
en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) utilizando el filtro B2A
(Excitacion= 450-490, filtro dicréico= 500, Emision=515). La expresion de FSe fue
observada como presencia de color verde. Se contaron los parasitos de color

verde (FSe+) en 300 células contadas.
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Los resultados se expresaron como el porcentaje de promastigotes positivos para
FSe (FSe +).

3.6.4 Activacién de caspasa 3. Se utilizd la prueba comercial de ApoAlert
Colorimetric Assay Kit (BD Bioscience). Luego del TFD los promastigotes fueron
lisados con solucién de lisis de células (Lysis buffer™) y posteriormente tratados
con DEVD-pNA, sustrato incoloro pero que la ser clivado por caspasa 3 se libera
el pNA produciendo color amarillo. EI cambio de color se cuantificé midiendo la
absorbancia en un lector de microplacas (Anthos 2020) utilizando el filtro de 405
nm. Los resultados se expresaran como el promedio + la desviacion estandar de
nmoles de pNA producidos. Como control positivo de la prueba se utilizaron
células HelLa expuestas previamente a 100 uM de etopdésido durante 48 horas.

Como controles negativos se utilizaron promastigotes sin compuesto y sin el TFD.

3.6.5 Potencial de membrana mitocondrial. Luego del TFD los promastigotes
fueron lavados dos veces con PBS centrifugando a 10.000 rpm por 1 minuto. Los
parasitos fueron tratados con la sonda JC-1 (20 uM) diluida en PBS por 10
minutos a 37°C, 5% de CO2. Los parasitos fueron lavados dos veces y colocados
entre laminas y laminilla para ser observados en un microscopio de fluorescencia
con el filtro B2A (Exitacion= 450-490, filtro dicréico= 500, Emision= 515). La
presencia de potencial de membrana mitocondrial se observé cémo presencia de
color amarillo-naranja en el cuerpo de los promastigotes producto de la
dimerizacion del JC-1 al interior de las mitocondrias activas. La pérdida del
potencial de membrana se observé como ausencia de color amarillo o naranja en
el cuerpo del parasito. El fue cuantificado por conteo directo de los parasitos con
potencial de membrana en 300 células. Los resultados se expresaron como el

porcentaje de promastigotes con potencial de membrana.

56



3.6.6 Fragmentacién de ADN

3.6.6.1 Electroforesis del ADN en gel de agarosa. Luego del TFD los
promastigotes fueron lavados dos veces con PBS. El ADN fue extraido por el
método de “Salting-Out” utilizando la solucion de lisis (10mM Tris-HCI,
10mMEDTA pH 8.0, 50mM NaCl), proteinasa K (20 mg/mL) y SDS (10%) y
agitacion fuerte con vortex para permitir la lisis celular y la liberacion del ADN. Las
proteinas fueron retiradas de la solucién por precipitacion al afiadir acetato de
sodio (5 M) e incubando posteriormente en hielo por 5 minutos. La suspension fue
centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos. El ADN fue precipitado con isopropanol
frio (2:1, viv) y lavado dos veces con etanol 70% frio, para retirar el exceso de
sales. ElI ADN se dejo secar por 30 minutos para eliminar el etanol y se suspendio
en 20 yL de TE 1X. EIl ADN obtenido fue almacenado a -20°C hasta su corrido por

electroforesis.

Para la electroforesis en gel de agarosa, el ADN fue descongelado a TA y
calentado a 60°C por 30 minutos. EI ADN se mezclo con buffer de carga (10 mM
Tris-HCI (pH=7,6), 0,03% de azul de bromofenol, 0,03% de xileno cianol, 60% de
glicerol y 60 mM de EDTA) y servido en un gel de agarosa 1,2% en buffer TAE 1X.
La electroforesis se realizo durante 1 hora a 75 voltios. EI ADN fue visualizado

sumergiéndolo en una solucion de bromuro de etidio 1 pg/mL por 10 minutos.

La fragmentacion del ADN fue evaluada por la presencia de patron
oligonucleosomal como el reportado por Sagata y colaboradores (Nagata et al.,
2003).

3.6.6.2 Marcaje de ADN in situ técnica de TUNEL. Se utilizé la prueba comercial

de TACS™ 2 TdT-Fluor In Situ Apoptosis Detection Kit (Trevigen, Inc) siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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Luego del TFD los promastigotes o amastigotes intracelulares fueron fijados con
formaldehido y deshidratados por pases sucesivos en etanol 70%, 95% y 100%
por 5 minutos cada vez. Las muestras fueron permeabilizadas con una solucion de
lisis de células (Cytonin™) por 30 minutos, lavadas con agua destilada,
sumergidas en buffer de marcaje (1X TdT buffer labeling) por 5 minutos y tratadas
con la solucién de marcaje que contiene (Labelling reaction mix) por 1 hora en
camara hiumeda. Esta solucidn contiene la enzima que pega los dNTPs marcados
a los extremos libres presentes en el ADN fragmentado. El revelado de la prueba
se realiz6 adicionando la solucién de revelado (Strep-Fluor solution) que contenia
un compuesto fluorescente que puede unirse especificamente a los dNTPs
adicionados por la enzima. Las muestras fueron leidas utilizando un microscopio
de fluorescencia (Nikon eclipse E 400) equipado con el filtro B2A (Excitacion= 450-
490, filtro dicr6ico=500, Emision=515). Se realiz6 un segundo marcado
adicionando Hoechst 33342 (1 pg/mL) por 5 minutos a TA para visualizar la

presencia de ADN total en todas las células.

La presencia de fragmentacién en al ADN se observo de color verde cuando las
laminas se observaron con microscopia de fluorescencia utilizando el filtro B2A
(Excitacion= 450-490, filtro dicroico= 500, emisién= 515). La presencia de todo el
ADN se observd de color azul utilizando el filtro UV2A (Excitacion= 330, filtro
dicroico=400, emision=420). Para los promastigotes se contaron los parasitos con

fragmentacion del ADN en 300 células observadas.
Los resultados se expresaron para los promastigotes como porcentaje de

promastigotes TUNEL+ y para los amastigotes intracelulares como presencia o

ausencia de fragmentacion de ADN.
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3.7 ANALISIS DE RESULTADOS

Las diferencias estadisticamente significantes en la actividad de cada compuesto
en oscuridad y luego del TFD fueron determinadas utilizando la prueba t de
Student.

Las diferencias entre las actividades de los 3 compuestos en los promastigotes o
en los amastigotes intracelulares se determinaron utilizando el test de analisis de
varianza de una via (ANOVA, por sus siglas en inglés) y utilizando la prueba de
multiples comparaciones de Tukey's como post-test.

Las diferencias en el comportamiento en el tiempo de cada compuesto, con
respecto a un marcador de apoptosis especifico se analizaron obteniendo el area
bajo la curva para cada compuesto y posteriormente comparando estos datos con
ayuda de ANOVA de una via. Para todos los analisis se consideré un valor de p
menor de 0,05 (p<0,05) como estadisticamente significante. Los analisis se

realizaron utilizando el software GraphPad Prism version 5.03

59



4. RESULTADOS

Los resultados muestran inicialmente los efectos de la PcAICI en los parasitos y
células en términos de internalizacion y del efecto inhibitorio que inducen cuando
son sometidos a irradiaciones o cuando son mantenidos en oscuridad.
Posteriormente basados en estos resultados se muestran los efectos del
tratamiento fotodinamico en los marcadores de apoptosis en los parasitos desde el
momento en que se termina la irradiacion hasta 24-72 horas después. Se muestra
el efecto sobre los cambios morfoldgicos, la expresion de FSe, la alteracién de la
permeabilidad de la membrana plasmatica, la actividad de caspasa 3, los cambios
en la actividad mitocondrial y la fragmentacion del ADN todos estos conocidos
como marcadores de apoptosis. Paralelamente se estaran mostrando los
resultados encontrados con compuestos de referencia como la miltefosina y el

peroxido de hidrogeno.

4.1 EFECTOS DE LOS COMPUESTOS EN LOS PARASITOS Y CELULAS

4.1.1 La PcAICI fue internalizada por los parasitos y las células THP-1. La
PcAICI fue internalizada por los promastigotes de L. panamensis luego de 24
horas de tratamiento, ubicandose en el citoplasma con un patron de distribucion
granular a lo largo del cuerpo del parasito (Figura 8b). No se observo fluorescencia
rodeando el citoplasma y tampoco el flagelo. La internalizacion fue confirmada por
superposicion de las imagenes de los parasitos tomadas con microscopia
diferencial de contraste de interferencia (DIC) y con fluorescencia (Figura 8c).
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Figura 8. Internalizacion de la PcAICI en promastigotes de L. panamensis

Microfotografias de promastigotes de L. panamensis expuestos a 5 uM de PcAICI
tomadas con el microscopio confocal Olympus FV1000 utilizando un aumento de
1000X. a. Promastigotes captados con DIC. b. La PcAICI se observa en color rojo.
c. Superposicion de las imagenes a y b. En el extremo inferior derecho se muestra
para cada fotografia, la ampliacion digital de un solo promastigote.

La PcAICI fue internalizada por las células THP-1 transformadas luego de 24 horas
de tratamiento observandose en el citoplasma y en menor proporcion en las
prolongaciones citoplasmaticas (Figura 9b, color rojo). La PcAICI se co-localizé en
las mitocondrias observandose un color amarillo en la Figura 9d resultante de la
superposicion de las imagenes de las células tratadas con PcAICI (color rojo) y
con la sonda mitocondrial (color verde).
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Figura 9. Internalizacion de la PcAICI en células THP-1 y localizacion mitocondrial.

Microfotografias de una célula THP-1 expuesta a 5 uM de PcAICI tomadas con
aumento de 1000X. a. Célula THP-1 observada con DIC. b. Distribucion de la
PcAICI al interior de la célula (color rojo), c. Distribucion de las mitocondrias
marcadas con la sonda JC-1 (color verde), d. Co-localizacién de la PcAICI y las
mitocondrias (color amarillo).

4.1.2 Los promastigotes y las células THP-1 fueron fotosensibles al
tratamiento con PcAICI. La PcAICI inhibi6 el crecimiento de los promastigotes de
L. panamensis y fue toxica para las células THP-1, 24 horas después de la

irradiacion.
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La PcAICI mostré una actividad de CCso 0,06 £ 0,01uM y CCqyo de 0,14 + 0,02 uM
en los promastigotes y de CCsp 0,37 = 0,14 yM y CCqy 4,66 + 2,26 uM en las
células THP-1 (Tabla 1).

La PcAICI en las concentraciones ensayadas no fue toxica para los paréasitos ni las
células en condiciones de oscuridad (células no irradiadas, 0J/cm?).

El IF (CCy en la oscuridad/CCgqy después de irradiacion) de la PcAICI para los
promastigotes fue >35 y para las células fue de >3 mostrando el requerimiento de
la irradiacién para la actividad del compuesto.

El IS (CCy en células THP-1 después de irradiacion / CCgqy en parasitos después
de irradiacion fue mayor a 37,71 indicando una actividad mas selectiva del
compuesto hacia los parasitos que hacia las células THP-1.

4.1.3 Los amastigotes intracelulares y su célula hospedera fueron
fotosensibles a la PcAICI. La PcAICI a las maximas concentraciones evaluadas
de 1,66 y 0,55 uM indujo alteraciones en la célula hospedera y destruccion de los
amastigotes intracelulares de L. panamensis, 72 horas después de irradiacion
(Figura 10b).

Las alteraciones observadas en las células fueron: aumento en el niumero de
vacuolas, acidofilia (cambios en la captacibn de la tincion de Giemsa),
irregularidades en la membrana nuclear y en menor proporcion disminucién del
tamafo de los ndcleos (picnosis) (Figura 10b). Concentraciones de PcAICI de 0,18
MM o menores no indujeron cambios ni en las células ni en los parasitos. Los
porcentajes de inhibicion de los paréasitos a las diferentes concentraciones de

PcAICI utilizadas no pudieron ser calculados por lo anterior.
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Figura 10. Efecto de la PcAICI en células infectadas con L. panamensis después
de irradiacion.

a.

Microfotografias de amastigotes intracelulares de L. panamensis (1000 X,
coloracién de Giemsa). a. Células infectas no tratadas, la flecha blanca muestra
un amastigote, en la esquina inferior derecha se muestra amastigotes ampliados
digitalmente; se indica el nucleo (flecha negra) y el kinetoplasto (flecha roja). b.
Células infectas tratadas con 1,6 uM de PcAICI, 72 horas después irradiar; se
observan vacuolas (flechas verdes), cambio en la coloracién del citoplasma
(acidofilia), membrana nuclear irregular y restos de amastigotes donde ya no es
distinguible el nacleo o el kinetoplasto (flechas naranjas).

4.1.4 La miltefosina y el per6xido de hidrogeno fueron activos contra
parasitos y células THP-1. El tratamiento con miltefosina y peréxido de hidrogeno
fue toxico para promastigotes de L. panamensis observandose una CC90 de 5,37
+ 0,14 y 720,28 + 150,27 uM respectivamente. Para las células THP-1se obtuvo
una CC90 de 48,82 + 5,84 y 17942,39 + 956,38 respectivamente (Tabla 3).

La miltefosina fue activa en amastigotes intracelulares con una CC90 de 3,81 +

0,21 uM. La actividad del perdoxido de hidrégeno contra esta forma parasitaria no

fue evaluada.
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Estos compuestos también fueron activos en oscuridad encontrdndose un IF
inferior a 1,27, sin embargo se encontraron diferencias estadisticamente
significantes (p<0,05) en el comportamiento de los promastigotes tratados
miltefosina en oscuridad y luego del TFD. No se observaron diferencias en lo
promastigotes tratados con peroxido en oscuridad o luz. (Tabla 1). Los IS
encontrados para estos compuestos fueron mayores a 9 (Tabla 3).

4.1.5. Criterios para el analisis de expresion de los marcadores de apoptosis
en promastigotes y amastigotes intracelulares. Dado que la PcAICI mostré un
efecto selectivamente fototoxico y que la miltefosina también mostrd diferencias
significativas (p<0,05) en el comportamiento en oscuridad y luego del TFD, la
evaluacion de la expresion de los marcadores de apoptosis se realizd Unicamente
con los compuestos expuestos al TFD y no en oscuridad. Como controles se
tomaron promastigotes no tratados y en oscuridad.

Tabla 3. Actividad de los compuestos en pardsitos y células. Se muestra la
actividad de la PcAICI, miltefosina y perdoxido de hidrogeno en promastigotes,
macrofagos y amastigotes intracelulares de L. panamensis irradiados (5 J/cm2) o
no (0 J/cm?2).

CCg® uM * DE"

Compuesto No irradiados Irradiados IS* IF¢
(0J/cm?) (5 Jlcm?)
Promastigotes >5 0,14 + 0,02 37,71 >35
PCAICI AmTalgtli3 étes >15 4,66 + 2,26 >3
: 9 >5 >0,18 ND® >27
intracelulares
Promastigotes 6,87 + 0,64 537+0,14 9,09 1,27
. . THP-1 21,4 +0,97 48,82 + 5,84 0,43
Miltefosina Amastigotes
. 3,39+0,78 3,81+0,21 12,81 0,88
intracelulares
Promastigotes 748,38 £23,83 720,28 £150,27 18,13 1,03
Peroxido o(lje THP-1 13570,49+3945,30 17942,39+956,38 0,75
hidrégeno Amastigotes NR' NR NR

intracelulares

& Concentracion citotoxica 90. ® Desviacién estandar. ¢ indice de Selectividad
calculado dividiendo los valores de CCgqy para las células THP-1 sobre el valor de
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la CCqo de promastigotes y/o amastigotes intracelulares. ¢ indice de Fototéxicidad
calculado por la division de los valores de CCgqy de los compuestos en oscuridad
sobre la CCgy de los compuestos irradiados (5 J/cm?). ¢ No determinado al no
poder realizar los célculos con los datos obtenidos.  No realizado en este estudio.
Los valores mostrados corresponden al promedio de datos obtenidos en dos
experimentos independientes (n=6).

4.2 EFECTOS DEL TRATAMIENTO EN LA EXPRESION DE MARCADORES DE
APOPTOSIS

El efecto del TFD sobre los promastigotes se evallio determinando la expresion de
5 marcadores de apoptosis: cambios morfoldgicos, expresion de fosfatidilserina
(FSe) en la membrana externa del parasito, actividad de caspasa 3, pérdida del
potencial de membrana mitocondrial y fragmentacion del ADN. La evaluacién se
realiz6 en cuatro tiempos posteriores al TFD: inmediatamente después de la
irradiacion (0) y 6, 12 y 24 horas p.i.

El efecto en las formas intracelulares se determind evaluando los cambios
morfologicos y la fragmentacion del ADN in situ por la técnica de TUNEL. Los

tiempos escogidos para esta evaluacion fueron 0, 24, 48y 72 p.i.

4.2.1 El tratamiento fotodindmico con los compuestos indujo cambios
morfolégicos en los parasitos. Inmediatamente después de la irradiacion, lo
promastigotes disminuyeron su tamafio (figura 11b) comparados con los
promastigotes control (figura 1l1a). Con el paso del tiempo, se observo
fragmentacion del nucleo, picnosis, y finalmente, 24 horas después de la
irradiacion los parésitos perdieron el nucleo, el kinetoplasto y el flagelo y también
se observé acidofilia (Figura 11 b-c). No se observaron cambios en la morfologia
de los promastigotes utilizados como control en ninguno de los tiempos evaluados.
Los amastigotes intracelulares tratados con 0,55 uM de PcAICI aumentaron
ligeramente su tamafio inmediatamente después de la irradiacion, y se observo

fragmentaciéon del nucleo. Veinticuatro horas después se observaron los
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amastigotes Unicamente con su contorno sin el nucleo ni el kinetoplasto, esta

condicidn se mantuvo hasta las 72 horas p.i. (Figura 12).

Con esta concentracion de PcAICI también se observaron cambios en las células
THP-1 infectadas. Los cambios comenzaron a evidenciarse inmediatamente
después de la irradiaciébn con una gran vacuolizacion del citoplasma. Veinticuatro
horas después de la irradiacion la célula se encontraba totalmente destruida con
desintegracion del citoplasma, pérdida del nucleo en la mayor cantidad de las
células acompafiado de acidofilia. EI numero de células THP-1 en los pozos
comenzd a disminuir 24 horas después de la irradiacion y hacia las 72 horas el
namero disminuyo en aproximadamente un 95%. Concentraciones de PcAICI
inferiores o iguales a 0,18 yM no afectaron los amastigotes intracelulares ni a las

células hospederas.

El tratamiento con miltefosina y el perdxido de hidrogeno indujeron cambios en los
promastigotes y amastigotes intracelulares de L. panamensis luego del TFD. Se
observé una reduccién del tamafio de los promastigotes pero a diferencia de la
PcAICI, el cambio se hizo evidente soOlo hasta las 12 horas. Se observo
fragmentacion del nicleo y pérdida del kinetoplasto hacia las 24 horas post
irradiacion en los dos compuestos. Los amastigotes intracelulares tratados con
miltefosina mostraron fragmentacién del ADN y cambios en la morfologia 24 horas
después de la adicibn de este compuesto y a las 72 horas no se observaron
amastigotes intracelulares en las células hospederas. Por otra parte, y a diferencia
de lo observado con PcAICI, el tratamiento con miltefosina en las concentraciones

evaluadas, no indujo cambios en las células hospederas (dato no mostrado).
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Figura 11. Cambios morfoldgicos de promastigotes después del tratamiento
fotodinamico con PcAICI.
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Microfotografias de promastigotes de L. panamensis (1000 aumentos, coloracién
de Giemsa). a. Promastigotes no tratado control, se indica la posicién del ndcleo
(flecha negra) y el kinetoplasto (flecha roja). De b hasta e, promastigotes tratados
con PcAICI e irradiados, observados inmediatamente después de la irradiacién (b),
6 (c), 12 (d) y 24 horas (e) después. La flecha azul indica nucleos fragmentados.

68



Figura 12. Cambios morfologicos de amastigotes intracelulares después del
tratamiento fotodinamico con PcAICI.

Control no tratado PcAICI OH pi

PcAICI 24h pi PcAICI 72h pi

Microfotografias de amastigotes intracelulares de L. panamensis (1000 aumentos,
coloraciébn Giemsa). a. Amastigotes control, se indica la posicién del nucleo
(flecha negra) y el kinetoplasto (flecha roja). De b hasta d, amastigotes
intracelulares tratados con PcAICI e irradiados, observados inmediatamente (b),
24 (c) y 72 horas (d) después de la irradiacion.
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4.2.2 EIl tratamiento fotodinAmico con los compuestos indujo la expresion
de fosfatidilserina (FSe) en promastigotes. Inmediatamente después de la
irradiacion se observo expresion de FSe en los promastigotes de L. panamensis
tratados con PcAICI. Los parasitos que expresaban FSe se observaron de color
verde utilizando el microscopio de fluorescencia (Figura 13b). La expresion de este
marcador fue dependiente del tiempo p.i. observandose 19, 48, 62 y 78% de
parasitos positivos a las 0, 6 12 y 24 horas p.i. respectivamente (Figura 13C). La
PSe se expreso significativamente mas en los promastigotes tratados con PcAICIl y
peroxido de hidrégeno en comparacién con los promastigotes no tratados
(p<0,05). ElI comportamiento de la miltefosina en los promastigotes no fue
significativamente diferente de los promastigotes no tratados (p>0,05). Sélo el

10% de los promastigotes no tratados expresaron FSe.
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Figura 13. Efecto del tratamiento fotodinamico con PcAICI en la expresion de FSe
en promastigotes de L. panamensis.
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Microfotografias de promastigotes de L. panamensis (1000 X) marcados con
anexina-V para determinar la expresion de FSe. a. Se observa un promastigote
FSe positivo de color verde, b. El mismo campo tomado con luz transmitida, se
observa un promastigote que no tomo la anexina-V (flecha roja). c. Cambios en el
porcentaje de expresion de FSe en promastigotes tratados con PcAICI, miltefosina
o peréxido de hidrégeno, tiempo después de la irradiacion. La grafica muestra el
promedio * la desviacion estandar de dos experimentos independientes.

4.2.3 EIl tratamiento fotodinamico con los compuestos indujo alteraciones
en la membrana plasméatica de promastigotes. Se observd alteracion de la
membrana plasmatica evidenciada por la internalizacion de ioduro de propidio (IP)
(Figura 14a). El dafio en la membrana plasmatica fue mas pronunciado en la
PcAICI y peroxido de hidrogeno con respecto a los promastigotes control (p<0,05).
No se encontraron diferencias significativas entre el dafio en la membrana

plasmatica inducido por la miltefosina y el encontrado en los promastigotes no
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tratados (p>0,05). Adicionalmente, el marcaje con anexina permiti6 observar
globulaciones en la membrana plasmética (figura 14b) presente so6lo en los

promastigotes tratados con miltefosina (seccion 4.2.1).

Figura 14. Efecto del tratamiento fotodindmico con PcAICI en la alteracion de la
integridad de la membrana plasmatica en promastigotes de L. panamensis.
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Microfotografias de promastigotes de L. panamensis (1000 X) marcados con IP o
PSe para observar el dafio en la integridad de la membrana plasmatica. a.
Promastigote en donde el IP se observa unido al ADN del nucleo y el kinetoplasto
(color rojo). b. Promastigote con alteracion de la membrana observada con PSe. c.
Porcentaje de promastigotes IP positivos tratados con PcAICI, miltefosina o
perdxido de hidrégeno, tiempo después de la irradiacién. La grafica muestra el
promedio * la desviacion estandar de dos experimentos independientes.

4.2.4 El tratamiento fotodinamico con los compuestos no indujo la actividad
de caspasa 3 en promastigotes. Cuando los promastigotes fueron tratados con
PcAICI, miltefosina o peréxido de hidrégeno, no se observé actividad de caspasa 3
en los promastigotes después del TFD. Como control interno de la técnica se

utilizaron las células HelLa las cuales mostraron actividad de caspasa 3 luego del
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tratamiento con 100 uM de etopdsido por 48 horas (Figura 15, barra verde). La
actividad de caspasa 3 fue inhibida en células HelLa al adicionar el inhibidor
especifico (DEVD-fmk) indicando la especificidad de la reaccion (Figura 15 barra

naranja).

Figura 15. Actividad de caspasa 3 en promastigotes de L. panamensis y células
HelLa
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Produccion pNA a partir del clivaje de DEVD-pNA. Como control se utilizaron
células Hela tratadas con 100 uM de etopésido por 48 horas en ausencia o no del
inhibidor especifico de caspasa 3 DEVD-fmk (barra verde y naranja
respectivamente). Se estudio la produccién de pNA en promastigotes no tratados
(barra azul), o tratados con la respectiva CCqy de PcAICI (barra roja), miltefosina
(barra violeta) y peréxido de hidrogeno (barra celeste) tiempo después de la
irradiacion.
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4.2.5 El tratamiento fotodindmico con los compuestos inducen cambios en
el potencial de la membrana mitocondrial de promastigotes. El tratamiento
con PcAICI, miltefosina y peroxido produjo la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial de los promastigotes después de irradiar, esto se observdé como
fluorescencia verde al interior del citoplasma (Figura 16b, flechas blancas). El
comportamiento en el tiempo de los promastigotes tratados fue significativamente
diferente (p<0,05) con respecto al comportamiento de los parasitos control no

tratados (Figura 16c).

No se observaron diferencias significativas entre el comportamiento de los
promastigotes tratados con PcAICI, miltefosina o peroxido. Los promastigotes no
tratados no presentaron cambios en el potencial de membrana mitocondrial en los

diferentes tiempos evaluados.

La presencia de potencial de membrana en los promastigotes fue observado como
fluorescencia roja/amarilla en el citoplasma de los promastigotes (Figura 16b). Al
menos el 95% de los promastigotes control no tratados presento potencial de

membrana mitocondrial en todos los tiempos evaluados.
El comportamiento de los promastigotes tratados con miltefosina no fue

significativamente diferente del control hasta 6 horas post irradiacién, después de

este tiempo el potencial disminuyé hasta un 48%.

74



Figura 16. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial en promastigotes.
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La sonda JC-1 se utilizé para evaluar la presencia (fluorescencia amarilla) o
ausencia de potencial de membrana mitocondrial en promastigotes (a y b
respectivamente). La evaluacion se llevd en cuatro tiempos pi en promastigotes
no tratados (linea verde) o tratados con la CCgyy de PcAICI (linea azul), miltefosina
(linea roja) y peroxido de hidrégeno (linea negra). La grafica muestra el promedio
+ la desviacion estandar de dos experimentos independientes.

4.2.6 El tratamiento fotodindmico con los compuestos induce fragmentacién
progresiva del ADN en los paréasitos. La fragmentacion del ADN en los
promastigotes se evidencié por la presencia de fluorescencia verde en el nucleo
y/o el kinetoplasto (Figura 17b, d). Simultineamente se observo el ADN con
fluorescencia azul para confirmar la presencia de ADN en muestras observadas

como negativas.

Inmediatamente después de la irradiacion el 24,3% + 8,9% de los promastigotes
tratados con PcAIClI presentaban fragmentacion del ADN nuclear. La
fragmentacion aumento hasta observarse en el 67,8% + 16,7,94,8 + 1,2% y 96,8 +
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4,4% luego de 6, 12 y 24 horas p.i. respectivamente (Figura 17e). Luego de 6
horas la fragmentacion dejé de ser exclusivamente nuclear para observarse
también en el ADN del kinetoplasto. La fragmentacion en los promastigotes no
tratados fue solo del 6% a las 24 horas post irradiacion. En este estudio no se
determind la fragmentacion de ADN inducida por miltefosina o peroxido de
hidrégeno.

Figura 17. Fragmentacion de ADN en promastigotes de L. panamensis.
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El ADN de los parésitos fue visualizado con la sonda fluorescente azul Hoechst
33342 (a y c) y los extremos libres del ADN (fragmentacién) se observaron de
color verde indicando los promastigotes positivos para la técnica de TUNEL (b y
d). El porcentaje de promastigotes TUNEL positivos fue cuantificado en cada
tiempo (e). Las fotografias mostradas son representativas de al menos 20 campos
observados. El grafico de barras muestra el promedio + la DS de dos
experimentos independientes.

La fragmentacion del ADN en los amastigotes intracelulares se evidencio
inmediatamente después de la irradiacion; en este tiempo no se observo
fragmentaciéon del ADN de la célula hospedera. (Figura 18b y e). Después de 24
horas, la fragmentacion de ADN fue evidente también en la célula hospedera

(figura 18c y f, flechas blancas).
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En este estudio no se determind la fragmentacion de ADN inducida por miltefosina

o peroxido de hidrégeno en los parasitos.

Figura 18. Fragmentacion de ADN de amastigotes intracelulares de L.
panamensis.

Hoechst
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El ADN de los amastigotes intracelulares de L. panamensis fue visualizado con la
sonda fluorescente azul Hoechst 33342 (a, b, ¢) y los extremos libres del ADN
(fragmentacion) se observaron de color verde (d, e y f). Células THP-1 infectadas
no tratadas fueron utilizados como control (A y D). En la esquina inferior izquierda
se muestra la ampliacién digital de los amastigotes. Las fotografias mostradas son
representativas de al menos 20 campos observados.



4.2.7 La fragmentacion del ADN de los promastigotes presenta un patrén
nucleosomal. La electroforesis del ADN de promastigotes tratados con PcAICI,
miltefosina o peroxido permitio la observacion de un patrén oligonucleosomal
desde el tiempo 0 hasta 24 horas post irradiacion. Las bandas se observaron en la
regidbn comprendida entre las bandas con pesos moleculares de 2,027 y 501 pb
(Figura 19 puntas de flecha). ElI comportamiento de los promastigotes tratados
con peréxido de hidrogeno fue similar al observado con la PcAICI. La miltefosina
también mostro patron de fragmentacion oligonucleosomal pero sélo después de 6
horas post irradiacion. La fragmentacion del ADN también se observé en los
promastigotes control.

Figura 19. Electroforesis de ADN de promastigotes de L. panamensis tratados con
PcAICI, miltefosina o peroxido de hidrégeno.
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El ADN de los promastigotes tratados o no con PcAICI, miltefosina o peroxido de
hidrogeno fue extraido y puesto en gel de agarosa 1,2 % para su separacion.
PM= patrén de peso molecular para el cual se utilizaron dos marcadores de peso
de ADN, Lambda/Hind IIl + pUC19/Mspl. Las puntas de flecha indican la presencia
de fragmentacion oligonucleosomal. Las fotos son representativas de al menos 3
experimentos independientes.
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5. DISCUSION

En este trabajo se demostr6 que el TFD con PcAIClI en promastigotes y
amastigotes intracelulares de L. panamensis expresan muchos de los marcadores
asociados con apoptosis en metazoos. El tratamiento fotodindmico utilizando
diferentes tipos de FS ha demostrado ser efectivo in vivo e in vitro en la
eliminacion de los parésitos de Leishmania (Akilov et al., 2007; Dutta et al., 2005;
Escobar et al., 2006; Ghaffarifar et al., 2006; Kosaka et al., 2007). No se conocen
bien cuales son los mecanismos de muerte involucrados en este proceso aunque
se sabe que en el modelo de cancer el TFD puede inducir apoptosis en células
tumorales (Almeida et al., 2004; Moor, 2000). Es necesario determinar cuales son
los mecanismos de muerte inducidos ya sea por los medicamentos actualmente
utilizados o por las nuevas terapias. Estos estudios conllevan a la identificacion de
eventos moleculares que dirigen este proceso aportando no solo al conocimiento
sobre la biologia del parasito sino estableciendo nuevos blancos terapéuticos en
Leishmania (Mehta and Shaha, 2004; Roy et al., 2008) y/o en otras patologias
(Kumar et al.). Ademas podrian orientar al estudio de los fendmenos de resistencia
(Paris et al., 2004). Se conoce que la Leishmania expresa algunos marcadores de
apoptosis en presencia de diferentes estimulos como farmacos, agentes fisicos
como temperatura, moléculas inductoras de apoptosis en células de mamifero o el
mismo proceso de diferenciacion que sufre el parasito a través del ciclo de vida
(Bruchhaus et al., 2007; Duszenko et al., 2006). Este estudio mostré que la PcAICI
al ser internalizada por los parasitos y las células era capaz de inducir la muerte
después del TFD e inducir la expresién de marcadores involucrados posiblemente

en apoptosis en los parasitos.

Inicialmente en este trabajo se demostraron caracteristicas importantes de la
relacion PcAICI: parasito como la internalizacion, localizacion subcelular y su
actividad antiparasitaria después del TFD. Al igual que lo encontrado con varios

FS en diferentes lineas celulares de mamifero, la PcAICI fue internalizada por los
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parasitos y las células THP-1 mostrando una distribucion bésicamente
citoplasmatica. La internalizacion del compuesto era de esperarse por el carécter
hidrofébico que posee lo que permite su difusibn pasiva a través de las
membranas celulares (Chan et al., 1986; Morris et al., 2003; Nunes et al., 2004).
Sin embargo otros mecanismos de entrada como endocitosis, internalizacion a
través de canales o por receptores no pueden ser descartados (Bonneau et al.,
2004; Chan et al., 1997; Dubuc et al., 2008). La distribucién citoplasmatica de la
PcAICI se sido demostrada claramente por ejemplo en células aisladas de
meningiomas humanos donde la PcAICI es internalizada y localizada en el
citoplasma (Malham et al., 1996).

En las formas libres de Leishmania se ha observado que ciertos FS como los
analogos de benzofenoxazinas y las carbaporfirinas pueden ser internalizados y
acumulados por promastigotes de L major y L. tarentolae respectivamente (Akilov
et al., 2006; Morgenthaler et al., 2008). El patron de distribucion observado en L.
tarentolae con las carbaporfirinas fue similar al un patrén de distribucion granular

encontrado con PcAICI-L. panamensis en este trabajo.

La localizacién mitocondrial de la PcAICI en células infectadas con L. panamensis
fue un hallazgo importante ya que la mayoria de estudios de este tipo han sido
realizados principalmente en sistemas celulares libres de microorganismos.
Aunque los FS al ser internalizados pueden acumularse en diferentes organelas
celulares como la mitocondria, aparato de Golgi, reticulo endoplasmaético, nucleo o
permanecer en el citoplasma. (Teiten et al., 2003) algunos como la ftalocianina de
zinc (PczZn) y la protoporfirina IX (PplX han mostrado preferiblemente una
localizacion mitocondrial (Alexandratou et al., 2005; Chen et al., 2008; Fabris et al.,
2001). En contraste, algunos FS de caracter hidrofilico como la PcZn modificada
con grupos de ftalonitrilo o sulfato han mostrado ubicasen preferentemente en los
lisosomas de células como Hep2 y meningioma (Li et al., 2008; Malham et al.,

1996). Sin embargo en este trabajo no se puede descartar la localizacion en otra
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organela ya que so6lo se utilizo una sonda especifica de mitocondrias (Teiten et al.,
2003).

La localizaciéon mitocondrial de la PcAICI, acorde con lo descrito por ejemplo para
la PcZn y la Pc4 (Fabris et al., 2001; Usuda et al., 2003) podria favorecer la accién
del FS sobre la célula hospedera y no sobre el parasito en este caso la
Leishmania que habita en un fagolisosoma. Igualmente podria determinar las
moléculas o estructuras que son afectadas inicialmente, dado el corto periodo de
vida de las especies reactivas de oxigeno (ERO) que se generan después de la
irradiacion. Se ha encontrado que los FS que se ubican en las mitocondrias de
células de mamifero desencadenan procesos de tipo apoptético, ya que la
produccion de ERO luego de la irradiacion, conlleva a la desestabilizacion de la

membrana mitocondrial y salida del citocromo C, suceso que en células de

mamifero redunda en la activacion de la via intrinseca de la apoptosis (Kessel and
Luo, 1998; Kim et al., 1999). En caso que la PcAICI mostrara una localizacion
mitocondrial en la Leishmania como en las células THP-1, la producciéon de ERO
podria orientar a la activacion de un proceso de muerte por apoptosis como se ha
visto en promastigotes de L. donovani tratados con rotenona quien inducen la

produccion de ERO al interior de la mitocondria (Mehta and Shaha, 2004).

La PcAICI mostré actividad sobre los paréasitos y células so6lo después de ser
sometida al TFD. Este resultado fue importante ya que confirmaba que la actividad
del compuesto era dependiente de la luz presentando en consecuencia indices
fototdxicos elevados. Inicialmente se determind que la A de la luz utilizada (400-
700 nm) y la fluencia de 5 julios/cm? eran inocuas para las células. Esto es una
gran ventaja en este tipo de tratamiento donde se utilizan fuentes de luz con
lamparas fluorescentes para uso doméstico (Silvania “cool white”) la cual no
utiliza radiacion ionizante. Es sabido que la radiacion ionizante tiene efecto directo
sobre el ADN induciendo la muerte de células de mamifero por arresto en el ciclo
celular (Mothersill and Seymour, 1998; Shackelford et al., 1999).
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Los FS son compuestos que se activan con luz a una A especifica. Sin la luz (TFD)
la molécula no es excitada y no se desencadena la produccion de ERO. Por eso
en todos los casos se encontraron IF mayores de 3. Cuando se utilizaron los
compuestos de referencia se encontraron IF en el orden de 0,43 hasta 1,27, lo
cual significa que los compuestos tienen una actividad similar con luz y sin luz. Por
ejemplo con la miltefosina, que fue el medicamento control del estudio, el cual es
activo contra esta y otras especies de Leishmania (Croft et al., 1996; Santa-Rita et
al.,, 2004; Seifert et al.), se observaron IF bajos. Aunque hay una ligera
dependencia de la luz en la actividad con los promastigotes, en las células THP-1
se observaron IF menores que cero. El tratamiento con el peroxido de hidrégeno
en parasitos y células también presentd IF bajos siendo los promastigotes y
amastigotes intracelulares de L. panamensis susceptibles al tratamiento tanto con
luz como sin luz. La actividad del peroxido de hidrégeno contra Leishmania ha sido
menos estudiada, sin embargo se ha encontrado que concentraciones del
compuesto (10 veces mas que los utilizadas en este trabajo) inducen la muerte de
promastigotes de L. donovani una hora después de ser adicionado (Das et al.,
2001). La utilizacion de estas dos moléculas (miltefosina y el peréxido de
hidrégeno) en este estudio fue importante dado que por un lado se conocia su
actividad anti-Leishmania y por otro se habia demostrado que inducian la
expresion de diferentes marcadores de apoptosis en promastigotes de L. donovani
(Das et al., 2001; Paris et al., 2004).

La actividad de la PcAICI después del TFD fue diferente en las células estudiadas
siendo en promastigotes > amastigotes intracelulares > células THP-1. La
actividad del TFD con PcAICI en promastigotes han sido evaluado en otras
especies de parasitos siendo mas activas en L. chagasi que en L. panamensis
cuando se utiliza el mismo esquema de irradiacion (Escobar et al., 2006).
Igualmente ha sido evaluada en células de mamifero siendo méas activas en

células tumorales que en células de cultivos primarios (Daziano et al., 1998). En
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células derivadas de meningioma la actividad se encontré entre elevada (Malham
et al., 1996). Sin embargo estos resultados dependen tanto de la fuente de luz, la
fluencia, los tiempos de tratamiento, el tipo de células entre otros (de Castro Pazos
et al., 2003).

La mayor actividad de la TDF en promastigotes podria estar relacionada con una
mayor acumulacion del FS en las células o por incapacidad de los parasitos para
defenderse de las ERO producidas tras el TFD. Se sabe que la Leishmania posee
mecanismos enzimaticos de detoxificacion como peroxidasas, (Dolai et al., 2008) y
las peroxidoxinas (Barr and Gedamu, 2003). Estos mecanismos la protegen de
peréxido de hidrégeno, hidro peréxido, radicales hidroxilo y especies reactivas de
nitrégeno como el éxido nitrico. Sin embargo, algunos parasitos de Leishmania
carecen de algunas enzimas que intervienen en la eliminacién de las ERO como
se ha visto en L. donovani quien carecen de actividad de catalasa y glutation
peroxidasa (Abok et al., 1988; Murray and Cartelli, 1983). Igualmente posible que
los mecanismos de detoxificacion del parasito sean insuficientes para inactivar la
gran cantidad de ROS que posiblemente induzcan por el TFD. Igualmente, aunque
poco es conocido, ella sean incapaces de eliminar algunas ROS como el oxigeno
singulete, el cual es producido cuando da lugar las reacciones de tipo Il tras la

activacion de la PcAICI.

La actividad de. TFD en las células THP-1 era de esperarse dado que ellas son
células tumorales diferenciadas. La TFD con PcAICI y con otros FS ha sido
demostrada en otras células tumorales fagociticas como J774, U937 (Mroz et al.,
2007; Xue et al., 2005). Esta caracteristica posiblemente intervino en la actividad
del compuesto mostrando una baja selectividad (1S=12,81). Esto podria sugerir
gue la muerte del amastigote se presenta como un efecto de la muerte de la célula
hospedera, como lo ha descrito Akilov y colaboradores donde macréfagos
tumorales J774.2 infectados con L. major y tratadas con acido-6-aminolevulinico
(ALA) fueron destruidos (Akilov et al., 2007). En la busqueda de un compuesto
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activo contra Leishmania uno de los criterios importantes es el IS. Se espera
encontrar IS alto con los compuestos lo cuales equivaldrian al indice terapéutico
que deben mostrar los farmacos utilizados en los pacientes. Estudios orientados
hacia la busqueda de selectividad de los compuestos han conjugado FS con
biomoléculas para dirigir la ruta de internalizacion y la célula blanco (Taquet et al.,
2007). Igualmente seria recomendable evaluar este tipo de compuestos utilizando
células hospedera no tumorales como macréfagos de sangre periférica o

macrofagos peritoneales de raton (Daziano et al., 1998).

Por otro lado la mayor actividad del TFD con PcAICI en células THP-1 infectadas
que en las no infectadas sugiere que los amastigotes de Leishmania podrian estar
afectando de alguna manera propiedades intrinsecas de las células. Se conoce
que estos pueden alterar procesos bioquimicos en su células hospedera como la
via de sefalizacion dependiente de NF-kB de la célula como se ha visto en la
infeccion de macrofagos derivados de médula 6sea de ratdn infectados con L.
major, L. mexicana y L. braziliensis (Calegari-Silva et al., 2009; Donovan et al.,
2009; Gregory et al., 2008; Kamir et al., 2008).

A continuacién se discutirdn los resultados encontrados en el comportamiento de
los marcadores de muerte que sucedieron inmediatamente después del TFD con
PcAICI expresados estos (exceptuando los morfolégicos) en una sola grafica (Ver
Figura 20) y mostrando el comportamiento de los marcadores en las fases de
apoptosis descritas segun Saraste y Pulkki en el 2000. En la Fase 1 o de
Iniciacion: (32 minutos, irradiacion), la PcAICI es internalizada por los parasitos, se
distribuye en el citoplasma y posteriormente la PcAICI se activa con luz visible
para generar ERO. En la Fase 2 o de ejecucion: (tiempo 0 hasta 12 horas pi), las
ERO producidas inducen la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
cambios morfolégicos y activacion de rutas bioquimicas que permiten externalizar
la FSe y la fragmentaciéon del ADN. En la Fase 3 o de degradacién: (12 horas

hasta 24 horas pi) que inicia en el tiempo en que al menos el 70% de los
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promastigotes presenta pérdida de la actividad mitocondrial, expresion de FSe y
fragmentacion de ADN.

Figura 20. Comportamiento en el tiempo de la expresion de los diferentes
marcadores de apoptosis en promastigotes de L. panamensis luego del TFD con
PcAICI.
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En este estudio los parasitos después del TFD mostraron cambios morfoldgicos
similares a los descritos anteriormente en células de mamifero apoptéticas como
reduccion del tamafo celular, condensacion del citoplasma, presencia de
globulaciones en la membrana, y condensaciéon de la cromatina nuclear (Saraste

and Pulkki, 2000). Otros cambios morfoloégicos descritos en Leishmania
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relacionados con autofagia o necrosis no fueron encontrados (Dutta et al., 2007;
Dutta et al., 2005). Los cambios morfolégicos encontrados podrian sugerir la
implicaciéon de un mecanismo apoptotico, los cuales también han sido inducidos
por otros compuestos como la estaurosporina, novobiocina, y miltefosina (Arnoult
et al., 2002; Singh et al., 2005; Verma et al., 2007). Los cambios inducidos con
miltefosina y perdéxido de hidrégeno encontrados fueron concordantes con los
hallazgos reportados para promastigotes de L. donovani donde se sugiere que los
promastigotes adoptan formas esféricas, condensacion citoplasmatica vy
fragmentacion del nacleo (Das et al., 2001; Paris et al., 2004). Aunque los estudios
realizados en apoptosis de formas intracelulares de parasitos o microorganismos
en general son mas escasos, la fragmentacion del ADN en amastigotes
intracelulares ha sido demostrada con ayuda de técnicas de marcaje in situ como
la técnica de TUNEL. (Lindoso et al., 2004; Sereno et al., 2001; Zangger et al.,
2002). En este trabajo se encontré fragmentacion del ndcleo de los amastigotes
resultado corroborado con la prueba de TUNEL. Ademas se observaron cambios
en la estructura tipica redondeada del amastigotes similares a los reportados por
Dutta para el tratamiento de amastigotes axénicos de L. amazonensis con PcAICI
(Dutta et al., 2005).

Otras alteraciones presentes en el proceso de apoptosis son la expresion de Fse
en la cara externa de la membrana y cambios en la actividad mitocondrial. En este
trabajo se observd que la FSe se expresa después de la induccién de la muerte
con PcAICI rdpidamente pero en menor proporcion que la fragmentacion del ADN.
Otros inductores de apoptosis en células de mamifero muerte como inhibidores de
la cadena respiratoria (Mehta and Shaha, 2004), camptotepcina (Sen et al., 2004)
o dihidropirimidona (Singh et al., 2009) también inducen la expresion de Fse.
Adicionalmente el marcaje con anexina V permitié observar las globulaciones en la
membrana plasmaética, caracteristico del proceso de apoptosis en células de
mamifero (Hacker, 2000; Saraste and Pulkki, 2000) que no fueron evidentes con la

coloracion de Giemsa.
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La actividad mitocondrial de los promastigotes disminuyé luego del TFD como se
ah reportado también para células de mamifero expuestas al TFD con diferentes
FS (Almeida et al., 2004). El dafio mitocondrial es también uno de los estimulos
desencadenantes del proceso apoptético como se ha mostrado en promastigotes
de L. donovani expuestos a la novobiocina la cual desestabiliza la mitocondria
permitiendo la salida del citocromo C y la posterior activaciéon de caspasas
efectoras (Singh and Dey, 2007; Singh et al., 2005). Aunque se observé dafio
mitocondrial expresado como pérdida del potencial de membrana mitocondrial, no
observamos actividad de caspasa 3 en los promastigotes lo que sugiere que otras
proteinas debes estar participando en la fase ejecutora del proceso de muerte en
los promastigotes de L. panamensis. Proteinas como las metacaspasas que
tienen sitios de accion diferentes a las caspasas han sido encontrados como

responsables de la muerte celular programa en L. donovani (Lee et al., 2007).

El porcentaje de promastigotes que expresaron los marcadores de apoptosis, a
excepcion de la actividad de caspasa 3, fue incrementando con el paso del tiempo
(Figura 20). Esto podria indicar que el comportamiento de la poblacion es
heterogénea dado que no todos los promastigotes expresan los marcadores al
mismo tiempo y existen algunos que no llegan a expresarlos. Una posibilidad es
la existencia de una sefializacibn por parte de los promastigotes afectados
inicialmente, que potencie la muerte de otros promastigotes dentro de la misma
poblacion. Esta idea ha sido planteada como una forma de control de la poblacion
parasitaria en Trypanosoma brucei, quien produce la prostaglandina D, (PGD,)
que a su vez puede inducir la muerte de formas prociclicas de este parasito
(Duszenko et al., 2006). EIl control de la poblacion parasitaria también se ha
observado en amastigotes intracelulares de L. chagasi en donde se observo
muerte por apoptosis (evidenciada por fragmentacion del ADN) de los amastigotes
presentes en el bazo de hamsters 90 dias después de la infeccion (Lindoso et al.,
2004).

87



6. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion hace aportes al conocimiento de la biologia de
la L. panamensis y del los mecanismos de accion del TFD, al desarrollo de nuevos
blancos terapéuticos, a la implementacion de metodologias, a la formacion

cientifica y a la implementacion de lineas de investigacion

Aporte al conocimiento de la biologia de la L. panamensis y de los
mecanismos de accion del TFD:

Este estudio muestra la expresion selectiva de algunos marcadores de apoptosis
en promastigotes y amastigotes intracelulares L. panamensis luego del TFD con
PcAICI dato del que no se tenian registros previos. Adicionalmente se presenta al
TFD como un inductor de muerte celular en promastigotes y amastigotes
intracelulares hecho que permitiria utilizar esta estrategia para profundizar en el
estudio de las vias bioquimicas implicadas en muerte celular programada. Dada
la plasticidad que tiene el TFD reflejada en una gran variedad de FS, con
diferentes blancos subcelulares, y de diferentes opciones de irradiacion, se
podrian estudiar los procesos de muerte celular desencadenados por el dafio de

diferentes organelas intracelulares especificas.

Aporte al desarrollo de nuevos blancos terapéuticos

Los resultados mostrados permiten establecer que promastigotes y amastigotes
intracelulares de L. panamensis pueden sufrir un proceso de muerte organizado
inducido por diferentes estimulos tal cual se ha mostrado para otras especies de
Leishmania y células de mamifero. Este es un paso indispensable para estudios
posteriores que permitan dilucidar las bases moleculares de este proceso,
permitiendo establecer semejanzas o diferencias con los procesos de muerte en
células de mamifero y posteriormente postular nuevos blancos terapéuticos para

el desarrollo de compuestos altamente selectivos.
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Implementacion de nuevas metodologias

El desarrollo de la metodologia propuesta, permiti6 la estandarizacion e
implementacion de técnicas para la evaluacion de marcadores de apoptosis con
las que no se contaba en el laboratorio. También permitid el establecimiento de
nuevas metodologias para el estudio de la internalizacion de compuestos
fluorescentes y de los cambios morfolégicos en células crecidas directamente
sobre laminas para inmunofluorescencia. El estudio de los diferentes marcadores
estudiados permiti6 adquirir experiencia y conocimiento sobre marcajes

intracelulares con compuestos fluorescentes.

Aporte a la formacion cientifica

El desarrollo del presente trabajo de investigacion permitié determinar que el TFD
con PcAICI induce un proceso de muerte celular en promastigotes y amastigotes
intracelulares de L. panamensis, expresando marcadores morfologicos Yy
bioquimicos similares a los observados en el proceso de apoptosis en células de

mamifero.

Cabe resaltar que no se contaban con estudios previos sobre las respuestas

morfologicas y bioquimicas de la L. panamensis a estimulos de muerte.

Otro aporte importante fue la utilizacién del TFD como estimulo inductor de muerte
y de la expresion de marcadores de apoptosis, un hallazgo importante dadas las
ventajas que tiene el TFD como la utilizacién de diferentes FS con diferentes
localizaciones subcelulares, hecho que permite estudiar las respuestas de muerte
derivadas de la afectacion de organelas especificas al interior de parasitos u otras

células susceptibles.

89



Aporte al desarrollo de nuevas lineas de investigacion.

El estudio de las respuestas celulares a compuestos y terapias con potencial uso
en el tratamiento de la leishmaniasis es una nueva linea de investigacion que se
comienza a desarrollar con la presente propuesta. Esta linea permitira incursionar
en el estudio de la biologia celular de parasitos y lineas celulares a diferentes
tratamientos. Producto del desarrollo de este trabajo se elabor6é y ejecuté una
propuesta de investigacion.
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