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La leishmaniasis es una enfermedad de importancia en salud publica que afecta a
cerca de 12 millones de personas en el mundo y cuyo de primera eleccion son los
antimoniales pentavalentes aunque estos presentan problemas como toxicidad y
aparicion de resistencia. Recientemente se han realizado estudios in vivo que
evallan la eficacia de la terapia fotodinAmica (TFD) en el tratamiento de la
leishmaniasis cutanea, con resultados prometedores.resultados obtenidos en los
experimentos. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto fototoxico del acido
aminolevulinico sobre amastigotes intracelulares de L. chagasi.

Se evalué la produccion de Protoporfirina IX (PplX) a partir de acido
aminolevulinico (ALA) por células THP-1 no infectadas e infectadas con L. chagasi
y su localizacién subcelular y la fototoxicidad de ALA, acido aminolevulinico metil-
ester (MAL) y PplX sobre las células THP-1, los promastigotes y los amastigotes
intracelulares de L. chagasi.

Las células THP-1 produjeron PplX a partir de ALA, cuya localizacién fue
mitocondrial tanto en células infectadas como no infectadas.

El ALA y MAL mostraron fototoxicidad (irradiacion a 2,5 J/cm?2) sobre las células
THP-1 con CLsp de 0,19 y 0,27 mM respectivamente. No hubo diferencias en la
fototoxicidad entre el ALA y el MAL (p> 0,005) No se observo fototoxicidad del ALA
o MAL sobre promastigotes de L. chagasi. La PpIX exdégena tuvo un efecto
fototdxico contra los promastigotes de L. chagasi con CLspde 3,7 UM e CLgo de 5,0
UM,

No se observo actividad del ALA o MAL in vitro sobre los amastigotes
intracelulares de L. chagasi. Se observé una sensibilidad aumentada de las
células THP-1 no infectadas tratadas con ALA o MAL a la irradiacion respecto a
las células THP-1 infectadas. No hubo actividad fototéxica in vitro del ALA o MAL
sobre los amastigotes intracelulares. Se hace necesario estudiar el mecanismo de
la TFD in vivo.

" Tesis de grado de Maestria en Ciencias Bésicas Biomédicas
Facultad de Salud, Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas, Dra Patricia Escobar Rivero



TITLE: in vitro ACTIVITY OF AMINOLEVULINIC ACID AGAINST Leishmania
chagasi.”

AUTHORS: MATEUS SANCHEZ, Jairo Enrique, PAEZ MOZO, Edgar,
MARTINEZ ORTEGA, Fernando, ESCOBAR RIVERO, Patricia

KEY WORDS: Aminolevulinic acid, Photosensitizer, Ph  otodynamic therapy,
Leishmania.

Leishmaniasis is a group of diseases that affects near 12 million people. Treatment
of first chioce are the pentavalent antimonials, that presents problems as toxicity
and the raise of resistance. There are recent studys in vivo of the eficacy of
photodynamic therapy (PDT) in vivo.in the treeatment of cutaneous leishmaniasis
with encouraging results.

The aim of this study was to evaluate the phototoxc effect of aminolevulinic acid in
intracellular amastigotes of L. chagasi

We evaluated the Protoporphyrin IX (PplX) production induced by aminolevulinic
acid (ALA) by infected and uninfected THP-1 cells and it's subcellular localization
and the phototoxicity of ALA, aminolevulinic acid methyl-ester (MAL) and PplX over
THP-1 cells and L. chagasi promastigotes and intracellular amastigotes.

THP-1 cells produced PplX from ALA, and it has a mitochondrial localization in
uninfected and infected cells.

ALA and MAL showed phototoxicity (Irradiation: 2,5 J/cm?) on THP1 cells with
LCso= 0.19 and 0.27 respectively. There were no differences in phototoxicity
between ALA and MAL (p> 0,005). There were no phototoxic effects of ALA or
MAL on L. chagasi promastigotes. Exogenous PpIX was internalized by L. chagasi
and had a phototoxic effect (LCso= 3,7 uM and LCgqy de 5,0 puM).

There was no in vitro activity of ALA or MAL against intracellular amastigotes. A
higher sensitivity to irradiation was observed on uninfected THP-1 cells treated with
ALA or MAL than the one observed in the infected THP-1 cells treated with ALA or
MAL. There was no in vitro phototoxic activity or ALA or MAL against intracellular
amastigotes. It is necessary to evaluate the mechanisms of action of PDT.
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INTRODUCCION

Se conoce como leishmaniasis al conjunto de enfermedades producidas por
parasitos del género Leishmania. La enfermedad se encuentra distribuida en areas
tropicales y subtropicales del mundo y tiene una incidencia anual de 1,5 a 2
millones de casos y 350 millones de personas se encuentran en riesgo. (Desjeux,
1999). En Colombia, la enfermedad se presenta en focos endémicos en zonas
rurales, registrandose en 2005 alrededor de 18.095 casos, de los cuales 17.983
correspondieron a leishmaniasis cutanea, 60 a leishmaniasis mucocutanea y 54 a
leishmaniasis visceral (Saravia y Nichols, 2006).

El tratamiento de primera opciébn en leishmaniasis son los antimoniales
pentavalentes (Glucantime® y Pentostam®), que han sido utilizados por méas de
60 afios y como segunda opcion la anfotericina B (AmB) y la pentamidina
(Pentacarinat®). Estos medicamentos tienen una efectividad variable,
dependiendo de la ubicacion geografica y del estado inmunoldgico del paciente.
Entre los inconvenientes de su uso se pueden mencionar protocolos largos de
administracion, aplicacion parenteral, toxicidad variable y en algunos casos altos
costos (Yamey et al, 2002; Davies et al, 2002, Croft et al, 2005). Esto ha motivado
el estudio de nuevas terapias para el tratamiento de todas las formas de la
leishmaniasis, enfrentandose a factores tales como la variacion de la sensibilidad
a los medicamentos entre especies de Leishmania spp y los diferentes
requerimientos farmacocinéticos de las formas cutanea y visceral de la
enfermedad.

Una de las estrategias utilizadas en esta busqueda es el intercambio terapéutico o
“piggy back”, que consiste en evaluar la actividad de compuestos con comprobada
efectividad contra otros microorganismos sobre Leishmania spp. Tal es el caso de
la AmB y Miltefosina, que ya se encuentran en uso y en ensayo clinico
respectivamente y de sustancias como los azoles (antifungicos) y el Imiquimod
(antiviral) y la paromomicina (antibiético), que han mostrado actividad
leishmanicida (Croft et al, 2006). Recientemente, se ha evaluado la efectividad de
la terapia fotodinamica (TFD) contra la leishmaniasis.

La TFD ha sido utilizada como una alternativa en el tratamiento de enfermedades
neoplasicas y no neoplasicas desde los afios setenta (Huang, 2005). Esta terapia
se basa en la capacidad que tienen ciertos compuestos conocidos como
fotosensibilizadores (FS) de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) toxicas
para la célula blanco ante la irradiacion con un haz de luz de determinada longitud
de onda. Entre los FS utilizados en la clinica se destaca el acido aminolevulinico
(ALA) como precursor metabdlico de la Protoporfirina IX (PpIX). El ALA no se
comporta como un FS, pero es el precursor de la via metabdlica de sintesis del
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grupo HEMO, la cual termina en la adicién de hierro a la PplX (que actia como
FS) por la ferroquelatasa para formar HEMO.

Dentro de las ventajas del ALA se cuenta la eliminacion rapida y la via de
administracion, que puede ser topica para enfermedades de la piel u oral para
enfermedades de cavidad oral o tracto digestivo. Su desventaja esta relacionada
con el caracter hidrofilico de la molécula, lo que dificulta su entrada a la célula,
aunque el uso de sus ésteres ha disminuido este problema. (Triesscheijn et al,
2006).

La efectividad de la TFD ha sido evaluada en el tratamiento de la leishmaniasis en
estudios in vivo e in vitro, utilizando diferentes FS. Se ha encontrado que la
ftalocianina de aluminio es eficaz en la eliminacion de promastigotes de L.
panamensis y L. chagasi (Escobar et al, 2006, Dutta et al, 2005) y se han
realizado estudios in vivo con ALA en los que se han reportado curacion de
lesiones de leishmaniasis cutanea con una mejor cicatrizacion que el tratamiento
tradicional (Ghaffarifar et al, 2007, Gardlo et al, 2003). Sin embargo, en estudios in
vitro con L. major no se ha logrado la eliminacién de los amastigotes intracelulares
del parasito, lo que discrepa con los hallazgos encontrados in vivo (Kosaka et al,
2007)

El objetivo de este trabajo fue el de evaluar el efecto de la terapia fotodinamica

sobre L. chagasi, como un modelo in vitro que permita explicar los hallazgos in
Vivo.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 LEISHMANIASIS

1.1.1 Definicion y distribucién geografica. La leishmaniasis es un conjunto de
enfermedades resultante del parasitismo de las células del sistema fagocitario
mononuclear por parte de un protozoario flagelado del género Leishmania. Este es
introducido por la picadura de un insecto flebotomineo que en el Viejo Mundo
pertenece al género Phlebotomus y en el Nuevo Mundo al género Lutzomyia (de
Almeida et al, 2003).

Las leishmaniasis se encuentran distribuidas en Norte, Centro y Sur América,
Europa, Asia y Africa y son endémicas en éareas tropicales y subtropicales del
mundo abarcando al menos 88 paises, con una prevalencia de 12 millones de
casos y una incidencia anual de 1.5 a 2 millones de casos. En América se han
reportado casos desde el norte de Argentina hasta el sur de Texas con la
excepcion de Uruguay y Chile. En Colombia es una patologia endémica en casi
todo el territorio nacional, exceptuando San Andrés Islas. Se estima que en el pais
existen 10 millones de personas en riesgo de contraer la enfermedad
(http://www.ins.gov.co )

1.1.2 Formas Clinicas. La enfermedad se caracteriza por exhibir diferentes
formas clinicas que se presentan de acuerdo con la especie involucrada en la
infeccion (Tabla 1) y pueden ser tegumentarias o viscerales.

1.1.2.1 Leishmaniasis cutanea (LC). La LC comprende un amplio rango de
manifestaciones y severidad de la infeccion. En general, después de la picadura
del vector se presentan papulas que evolucionan a nédulos y posteriormente a
lesiones ulcerativas con una depresion central y bordes elevados, siendo este tipo
de lesiones caracteristicas de infeccion por L. major y por especies del Nuevo
Mundo. Algunas lesiones no se ulceran sino que permanecen como placas o
nddulos, presentacion clinica caracteristica de la infeccion por L. aethiopica y por
el complejo L. donovani (Herwaldt, 1999, Hepburn, 2003, Bailey y Lockwood,
2007).

1.1.2.2 Leishmaniasis cutanea difusa (LCD). Se caracteriza por la aparicion de
lesiones no ulcerativas debidas a la diseminacion hematogena del parasito a areas
como la cara, extremidades y region inguinal. Es la manifestacion més rara de la
enfermedad y es de dificil tratamiento. Es causada por L. aethiopica
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en el Viejo Mundo y por el complejo L. mexicana en el Nuevo Mundo (Herwaldt,
1999, Gonzalez y Velez, 2006, Bailey y Locwood, 2007)

Tabla 1. Especies de Leishmania relacionadas con infeccién en el
hombre.

AGENTE CAUSAL FORMA DISTRIBUCION GEOGRAFICA
CLINICA
L. (Viannia) braziliensis LC, Sur América, Centro Ameérica.
LMC
L. (Viannia) panamensis LC, Norte de Sur América y Sur de
LMC  Centro América
L. (Viannia) peruviana LC Peru
L. (Viannia) guyanensis LC Sur América
L. (Viannia) colombiensis LC Norte de Sur América
L. (Leishmania) amazonensis LC, LV, Sur América
LCD
L. (Leishmania) mexicana LC, Centro América, México, USA, Sur
LCD  Ameérica
L. (Leishmania) aethiopica LC, Etiopia, Kenia
LCD
L. (Leishmania) major LC Asia central, Medio oriente, Norte
y Este de Africa
L. (Leishmania) tropica LC Centro y Sureste de Asia, Medio
oriente y Norte de 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. Algunos autores sostienen que L. chagasi se origind a
partir de cepas de L. infantum traidas a América en tiempos ancestrales (Momem y Cupoalillo,
2000). Tabla modificada de Reithinger, 2007

1.1.2.3 Leishmaniasis mucocutanea (LMC). Comienza como una inflamacion
y congestion nasal seguida de ulceracion de la mucosa nasal y perforacion del
septum. La LMC se debe a la capacidad del parasito de migrar a los tejidos
mucosos por via linfatica o hematdégena. La LMC puede ser causada por L.
panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis, L. major y L. infantum pero es
mas frecuentemente asociada con L. braziliensis. Usualmente la LMC esté
limitada a América del Sur (Gontijo y Ribeiro, 2003, Reithinger et al, 2007)

1.1.2.4 Leishmaniasis recidivans (LR). Conocida como leishmaniasis lupoide,
consiste en la recurrencia de infeccion lesiones curadas de LC causadas por L.
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tropica o L. braziliensis (Marovich et al, 2001, Markle y Makhoul, 2004, Bailey y
Lockwood, 2007)

1.1.2.5 Leishmaniasis visceral (LV). Conocida comunmente como kala-azar
es una enfermedad sistémica caracterizada por una variedad de sintomas
dentro de los que se incluyen hepatoesplenomegalia, fiebre recurrente, anemia,
pancitopenia, pérdida de peso y debilidad. La enfermedad es invariablemente
fatal si no es tratada (Herwaldt, 1999, Hailu et al, 2005).

1.1.2.6 Leishmaniasis post kala-azar (LPKA). Es una forma clinica frecuente
en la India y Sudan (6-20% de todos los casos de LV) que se presenta entre 6
meses y 5 afios después de un tratamiento aparentemente exitoso de la LV. Se
caracteriza por la presencia de multiples maculas hipocromicas, papulas
eritematosas y nodulos (Bittencourt et al, 2002).

1.1.3 Agente causal. Los paréasitos del género Leishmania fueron descritos de
manera independiente por William Leishman y Charles Donovan en 1903
(Herwaldt, 1999, Vannier-Santos, Martiny y de Souza 2003). El género
Leishmania se divide en dos subgéneros: Leishmania y Viannia, clasificacion
adoptada por Lainson y Shaw en 1987 basandose en el patrén de desarrollo
del parasito en el vector (Correa, Brazil y Soarez, 2005). El subgénero Viannia
esta restringido al Nuevo Mundo, mientras que el subgénero Leishmania esta
distribuido tanto en el Nuevo como en el Viejo Mundo (Kerr, 2000). Estudios
recientes sugieren que ante la separacion del supercontinente Gondwana en la
era mesozoica, el ancestro comun Euleishmania evolucioné por separado
como L. (Leishmania) en Africa y como L. (Viannia) en Sur América (Momen y
Cupolillo, 2000).

Leishmania sp. es un parasito digenético, es decir que su ciclo de vida
involucra dos estadios. En el hospedero invertebrado los parasitos proliferan en
su forma flagelada conocida como promastigote, mientras que en el hospedero
vertebrado es un parasito intracelular obligado, inmdvil que infecta
principalmente fagocitos mononucleares conocido como amastigote (Figura 1;
Vannier-Santos, Martiny y de Souza, 2002).

Los promastigotes son células alargadas de 5 a 20 por 1 a 4 ym y un flagelo
anterior de cerca de 20 uym de largo. El desarrollo del parasito en el intestino
del vector incluye la transformacion de una forma no infectiva y que se divide
activamente conocida como promastigote prociclico a una forma infectiva que
no se divide conocida como promastigote metaciclico (Da Silva y Sacks, 1987).

La infeccion del hospedero vertebrado por Leishmania tiene lugar con la
introduccion de promastigotes metaciclicos durante la ingesta de sangre del
vector, quien lacera los tejidos dérmicos y vasos sanguineos superficiales
formando un hematoma en donde son introducidos los parasitos. Una vez en la
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sangre, los promastigotes se unen a los fagocitos mononucleares por medio de
los receptores del complemento y receptores de manosa-fucosa entre otros,
valiéendose de moléculas expresadas en su superficie, como el LPG y gp63.
Una vez en el macrofago, los promastigotes sufren modificaciones morfoldgicas
y bioquimicas transformandose en amastigotes, que son células oblongas de 2
por 4 um. El ciclo se cierra cuando la hembra del vector ingiere macrofagos
infectados o0 amastigotes libres del hospedero infectado y estos se diferencian
en promastigotes prociclicos y proliferan en el intestino del vector (Vannier-
Santos, Martiny y de Souza, 2002).

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania
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1. El vector toma se alimenta con sangre e inyecta los promastigotes en la piel. 2. Los
promastigotes son fagocitados por macréfagos y se transforman en amastigotes. 3. El vector se
alimenta con sangre del hospedero infectado e ingiere los amastigotes. 4. Los amastigotes se
transforman en promastigote en el intestino del vector.
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1.2 TRATAMIENTO

El tratamiento actual de la leishmaniasis se basa en el uso de antimoniales
pentavalentes, que han sido los medicamentos de primera linea desde hace
mas de 60 afilos. Como segunda linea se cuenta con compuestos como la
pentamidina y la Anfotericina B. La tabla 2 muestra los medicamentos que son
utilizados actualmente en el tratamiento de la leishmaniasis y algunos de los
compuestos que se encuentran en investigacion para tal fin.

1.2.1 Antimoniales pentavalentes. Los antimoniales pentavalentes han sido
los medicamentos de primera linea en el tratamiento de la leishmaniasis desde
hace casi un siglo. A este grupo de compuestos pertenecen el estibogluconato
de sodio conocido comercialmente como Pentostam® (85 mgSh/ml) y el
antimoniato de meglumine conocido comercialmente como Glucantime® (100
mg Sb/ml). Para la LC, el tratamiento con antimoniales es parenteral, con una
dosis de 20 mg/Kg de peso al dia por 28 dias. En el caso de la LV se utiliza la
misma dosis pero se recomienda administrar el tratamiento por 30 dias. La
efectividad del tratamiento puede ser de hasta el 95% exceptuando en algunos
sitios como la provincia de Bihar del Norte en la India, en donde la resistencia
al medicamento para los casos de LV puede llegar hasta el 65% (Ouellette,
1996, Berman, 1996, Sundar, 2006). No obstante, los regimenes de tratamiento
utilizados crean una morbilidad considerable, estando relacionados con
elevacion de las enzimas cardiacas en un 30% de los casos, afecciones
gastrointestinales en un 30% de los casos, disminucién de la onda T del
electrocardiograma en un 10% de los casos y artralgias y mialgias en un 50%
de los casos. De manera ocasional se puede presentar trombocitopenia y
neutropenia (Gontijo y Ribeiro, 2003). Por otra parte, se ha comprobado que la
accion de los antimoniales pentavalentes depende del sistema inmune del
hospedero (inmunodependencia), especialmente de la inmunidad célular, lo
que causa que el tratamiento sea menos efectivo en pacientes con HIV/SIDA
(Murray, 2001, Jha, 2006).

1.2.3 Anfotericina B . La anfotericina B (Fungizone®) es un antibiético
polieno aislado del hongo Streptomyces nodosum que se utiliza principalmente
en el tratamiento de las micosis Su uso en el tratamiento de la leishmaniasis se
remonta a los afos sesenta (Agrawal, Ray y Sundar, 2005, Sundar y Chaterjee,
2006). La dosis indicada en LV es de 0,75 a 1 mg/kg de peso al dia por 15 a 20
dias (Jha, 2006), pero se relaciona casi siempre con reacciones secundarias
como fiebre, escalofrios, y tromboflebitis y ocasionalmente con efectos téxicos
severos como miocarditis, hipocalemia severa y disfuncion renal que pueden
llevar a la muerte, por lo que se hace necesario la hospitalizacion del paciente
para monitoreo constante (Sundar y Chaterjee, 2006).

Estos efectos téxicos de la AmB han sido disminuidos notoriamente mediante

el uso de formulaciones del compuesto asociadas a lipidos, lo que favorece la
internalizacion preferencial por parte de las células del sistema fagocitario
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monocitico, alcanzando de esta manera una entrega dirigida del compuesto a
los parasitos, resultando en una mayor eficacia y menor toxicidad (Gradoni,
Gramiccia y Scaloni, 2003, Sundar y Chaterjee, 2006). Existen tres
formulaciones lipidicas de Anfotericina B disponibles comercialmente:
AmBisome®, Abelcet® y Amphocil®, cuya dosis recomendada es de 3-5 mg/Kg
de peso al dia por 3-5 dias o una dosis Unica de 15 mg/kg de peso (Murray,
2004, Jha, 2006). El principal inconveniente de estas formulaciones es su alto
costo, que puede llegar a ser hasta 10 veces mayor que la terapia
convencional.

Tabla 2. Medicamentos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis.

MEDICAMENTO FORMA DOSIS VIA DE
CLINICA ADMINISTRACION
Antimoniales LC 20 mg/Kg al dia Parenteral
Pentavalentes por 20 dias.
LV 20 mg/Kg al dia

por 30 dias.

Pentamidina LC 4 mg/Kg de peso Parenteral
dia por medio por
20 dias.

LV 3 mg/Kg peso dia
por medio por 8

dias.

Anfotericina B LC, LV 0,75-1 mg/Kg de Parenteral
peso al dia.

Anfotericina B LC, LV 18-24 mg/Kg de Parenteral
lipidica peso al dia.
Hexadecilfosfo- LC, LV 2-5 mg/kg de Oral
colina peso por 28 dias
Paromomicina LC Unguento al 5% Topica
Imiquimod LC Crema al 5% Tépica
Fluconazol LMC 4 mg/Kg de peso Oral

al dia

LC: leishmaniasis cutanea, LMC: leishmaniasis mucocutanea, LV: leishmaniasis visceral

1.2.4 Hexadecilfosfocolina . La hexadecilfosfocolina (Miltefosine) es un
alquilfosfolipido sintetizado originalmente como agente anti-cancer. Su efecto
anti-Leishmania fue descubierto a mediados de la década de los ochenta y se
constituye en el primer tratamiento oral efectivo contra la leishmaniasis.
Miltefosine se ha registrado como tratamiento para la LV en la India y para la
LC en Colombia. Se utilizan dosis de 2 a 5 mg/Kg de peso al dia por 28 dias.
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Las principales limitaciones de este compuesto estan relacionadas con su
teratogenicidad en ratones, el desarrollo potencial de resistencia, que ha sido
observado experimentalmente y la baja ventana terapéutica (Murray, 2001,
Prasad et al, 2004). Se ha encontrado que la sensibilidad de las especies de
Leishmania al medicamento es variable. Para leishmaniasis cutdnea por L.
panamensis se lograron porcentajes de curacion del 91% en pacientes
colombianos, mientras que en Guatemala, la tasa de curacion para
leishmaniasis cutanea causada por L. braziliensis y L. mexicana fue de 33 y
60% respectivamente. Recientemente se demostré una diferencia in vitro en la
sensibilidad a la miltefosina entre amastigotes de L. donovani y L. braziliensis
de entre el 3 y 20 veces. Estas diferencias podrian tener repercusiones en el
uso clinico del compuesto (Soto y Soto, 2006).

1.2.5 Agentes en desatrrollo.

1.2.5.1 Paromomicina. La paromomicina (aminosidina) es un antibiético
aminoglucésido utilizado en el tratamiento de la diarrea por Giardia, amebas o
Cryptosporidium. Este agente fue identificado como leishmanicida desde 1960
y ha sido evaluado en ensayos clinicos para LC y LV (Croft et al, 2006).
Actualmente existen dos preparaciones topicas disponibles para el uso en
leishmaniasis: paromomicina Sulfato al 15% disuelta en una base suave de
parafina bien sea con 12% de metil- benzotenio cloruro o con 10% de urea. Se
ha demostrado que el uso de paromomicina tépica en cualquiera de sus
preparaciones puede alcanzar porcentajes de curacion del 69% en Iran
(Shazad, Abbaszadeh y Khamesipour, 2005) y del 85,7% en Guatemala (Arana
et al, 2001). Sin embargo, existen también reportes en los que no se encuentra
una buena actividad de paromomicina, como el de Neva et al, quien evalud la
paromomicina en 55 pacientes con LC en Honduras y no hallé diferencias en
cuanto a la actividad del compuesto y el placebo (Neva et al, 1997). Igualmente
en Iran, la formulacion de paramomicina con 10% de urea no tuvo eficacia en el
tratamiento de lesiones cutaneas. Se piensa que existen variaciones en la
respuesta al tratamiento con paromomicina dependientes de la especie de
Leishmania y del tipo de lesion. Ademas, se hace necesario el desarrollo de
nuevas formulaciones de paromomicina que mejoren la farmacodinamica del
compuesto (Croft et al, 2006).

1.2.5.2 Imiquimod. EIl imiquimod (Aldara®) es utilizado en enfermedades de la
piel inducidas por el virus de papiloma humano (HPV). Este compuesto es un
modificador de la respuesta inmune que actda principalmente en los monocitos
y macrofagos, induciendo una respuesta Thl con un incremento en la
liberacién de interferén a, factor de necrosis tumoral a e interleucinas 1, 6 y 8
(Minodier y Parola, 2007). Estudios in vitro han demostrado que el tratamiento
con imiquimod induce la expresion de oxido nitrico sintasa en macréfagos
infectados con L. donovani (Buates y Matlashewski, 1996). También se ha
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reportado el uso exitoso de imiquimod en combinacion con antimoniales
pentavalentes (Arevalo et al, 2001). En este caso, el uso topico de una crema
de imiquimod al 5% dia por medio por 20 dias al tiempo con la administracion
de 20 mg/Kg de peso diario de Glucantime resulté en tasas de curacién
cercanas al 90% después de 6 meses (Arevalo et al, 2001). Sin embargo, el
uso de imiquimod como monoterapia en pacientes con leishmaniasis del Viejo
Mundo mostro una efectividad unicamente durante las dos primeras semanas,
dado que después de ocho semanas las lesiones mostraron progresion
(Seeberger, Daoud y Pammer, 2003).

1.2.5.3 Azoles. De la misma manera que la AmB, los medicamentos
antifangicos conocidos como azoles, pueden inhibir la sintesis de ergosterol
mediante la inhibicion de la demetilacion del lanosterol. Estos compuestos
pueden ser administrados oralmente, pero su eficacia varia entre especies de
Leishmania (Minodier y Parola, 2007). En un estudio en Arabia, el 79% de los
pacientes tratados con Fluconazol tuvieron curacién completa de sus lesiones
(Alrahi et al, 2002). En un estudio piloto en Brasil, se encontr6 que la
administracion oral de 4 mg/Kg de peso al dia de Itraconazol lograba un 60%
de curacion de lesiones de LMC en pacientes del hospital de la facultad de
medicina de la universidad de Sao Paulo (Amato et al, 200).

1.2.5.4 Métodos fisicos. Los métodos fisicos constituyen una alternativa en el
tratamiento de LC, sin embargo deben ser utilizados con precaucion en los
casos de LC del Nuevo Mundo por la posibilidad que tienen la mayoria de las
especies involucradas de migrar hacia los ganglios y mucosas (Bailey y
Lockwood, 2007). Se ha encontrado que la aplicacion de frio o calor en las
lesiones de la LC puede ser de utilidad en el tratamiento de la enfermedad. La
aplicacion topica de nitrégeno liquido con un hisopo en las lesiones de LC por
20 a 30 segundos dio como resultado porcentajes de curacion de hasta el
100% en pacientes en Egipto, Jordan e Israel (Blum, 2004) y en soldados
norteaméricanos que adquirieron la enfermedad en Iraq (Willard, 2005). En
otros estudios realizados en Turquia, la efectividad de la crioterapia ha sido
menor que la del tratamiento estdndar con estibogluconato de sodio
intralesional. La aplicacion de calor puede ser realizada mediante un laser o por
radiofrecuencia. En el primer caso, la aplicacion de una temperatura de 55°C
por 5 minutos dio como resultado la curacion de 177 pacientes de 178 tratados;
sin embargo, la aplicacién de este tratamiento esta relacionada con la aparicion
de vesiculas cutdneas (Blum et al, 2004). La aplicaciéon de calor mediante
radiofrecuencia por lapsos de 30 segundos dio como resultado la curacion de
25 pacientes de 26 tratados (Willard et al, 2005).
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1.3 TERAPIA FOTODINAMICA

1.3.1 Historia y fundamento . El uso de la TFD fue inicialmente reportado hace
mas de 100 afos, cuando Oscar Raab observd que la iluminacién de cultivos
microbianos en presencia de acridina resultaba en muerte celular.
Posteriormente, en 1903 von Tapiener y Jesionek utilizaron eosina tépica para
el tratamiento de tumores cutaneos en la clinica de dermatologia de Munich
(O’Riordan,Akilov y Hassan, 2005). Sin embargo, fue hasta 1960 cuando inici6
la era actual de la TFD, con los trabajos de Lipton y Baldes, quienes
encontraron que los tejidos neoplasicos de pacientes quirargicos de la clinica
Mayo presentaban fluorescencia bajo luz ultravioleta después de la
administracion de una mezcla de porfirinas preparada por Samuel Schwartz,
quien experimentd con varios productos sintéticos para formar lo que el llamé
hematoporfirina derivativa (HpD). A comienzos de los afios setenta el grupo de
investigacion de Dougherty en el Roswell Park Cancer Institute establecié un
protocolo para la elaboracion de HpD a gran escala al tiempo que se
desarrollaban fuentes de luz apropiadas que permitian la entrega de flujos de
luz significativos en sitios como vejiga, pulmoén y esoéfago, lo que generé el
desarrollo de diversos protocolos de TFD en varias partes del mundo
(Dougherty et al, 1998, Huang, 2005).

La TFD se basa en la capacidad de compuestos conocidos como
fotosensibilizadores (FS) de excitarse en presencia de luz e interaccionar con el
oxigeno molecular para formar especies reactivas de oxigeno (ROS) (Figura 2).
El proceso inicial en el mecanismo de fotosensibilizacion es la absorcién de un
fotdn de luz por parte del FS (1FS), que pasa de un estado basal a un estado
excitado altamente inestable conocido como singulete (1FS*), cuya vida media
es de 10° a 10° segundos. El FS singulete excitado puede volver a su estado
basal emitiendo fluorescencia o realizar lo que se conoce como cruce
intersistema que le permite pasar a un estado de triplete (3FS*), cuya vida
media es de 10 segundos.

Este FS en estado de triplete puede realizar dos tipos de reaccion: la primera o
de Tipo | involucra la transferencia de electrones o atomos de hidrogeno a
moléculas organicas produciendo una forma radical del FS que a su vez
reacciona con el oxigeno para formar peréxido, iones superéxido y radicales
hidroxilo. La segunda reaccién o de Tipo Il esta mediada por el proceso de
transferencia de energia directamente del FS excitado al oxigeno en estado
basal generando oxigeno singulete y FS en estado basal (Luzkiene, 2003,
Castano et al, 2004, Triesscheijn et al, 2006).

Las ROS generadas por la TFD tienen un margen de migracién muy corto, por
lo que el dafio oxidativo ocurre Unicamente en el area circundante al sitio
celular en donde se localice el FS. Esta localizacion depende de la estructura
qguimica del FS y al igual que la dosis de luz utilizada, es importante de cara al
mecanismo de muerte celular generado por la TFD, que puede ser necrosis o
apoptosis. De manera general se cree que a bajas dosis de luz el efecto
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observado es de apoptosis mientras que a altas dosis de luz se induce
necrosis. Por otra parte, los FS localizados en la membrana celular inducen
principalmente necrosis, probablemente debido a la pérdida de integridad de la
membrana citoplasmatica y la pérdida de ATP, mientras que los FS localizados
en la mitocondria inducen principalmente apoptosis, ocasionada por liberacion
del citocromo c (Castano et al, 2004, Nayak, 2005, Juzeniene y Moan, 2005).

La TFD esta aprobada o se encuentra en investigacién para un gran numero de
enfermedades malignas, inflamatorias, degenerativas e infecciosas (Ver Tabla
4). La TFD tiene ventajas sobre otro tipo de tratamientos, principalmente
relacionados con el dafio reducido al tejido conectivo y al mantenimiento de la
integridad funcional de los 6rganos tratados y la posibilidad de ser repetida en
casos de recurrencia, lo que seria muy dificil con la cirugia o la radioterapia.

Dentro de las patologias mas frecuentemente tratadas se encuentran varios
tipos de cancer como el de eséfago, pulmén, vejiga y préstata, enfermedades
de la piel como el acné y verrugas y algunas enfermedades infecciosas como el
molusco contagioso y la infeccion por Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina. Recientemente se ha evaluado el uso de la TFD en el tratamiento de
la LC (Shakley et al, 1999).

1.3.2 Fotosensibilizadores y fuentes de luz. El primer FS utilizado fue la
hematoporfirina derivativa (HpD), que mostraba ciertos inconvenientes como la
fotosensibilizacion a largo plazo del paciente y la falta de una banda de
absorcion adecuada a 650 nm, ademéas de una acumulacion deficiente en el
tumor. Esto sirvié para definir el FS ideal, que se caracteriza por tener bajos
niveles de toxicidad en la oscuridad, absorber luz a longitudes de onda
mayores a 630 nm, lo que permite una mayor penetracion en los tejidos, tener
bandas de absorcion relativamente altas para minimizar la dosis de FS
requerida para lograr el efecto deseado y su sintesis debe ser relativamente
sencilla. El FS debe ser un compuesto sencillo, soluble en agua y soluciones
acuosas y de eliminacion rapida para evitar la fotosensibilizacion prolongada
del paciente (Castafio et al, 2004, Huang, 2005).

Estos requisitos son cumplidos por una serie de sustancias (Tabla 3) que en su
mayoria poseen un anillo heterociclico similar al del grupo HEMO. Los FS se
clasifican segun su estructura en tres grandes familias: (i) los FS basados en
porfirina como el Photofrin, la Benzoporfirina Derivativa y la Protoporfirina 1X
producida a partir de acido aminolevulinico (ALA), (ii) FS basados en clorofila
como las clorinas, bacterioclorinas y purpurinas y (iii) las tinciones como las
Ftalocianinas y Naftalocianinas. Se pueden clasificar también segun la época
en que fueron desarrollados, de manera que a los FS desarrollados en la
década de los setenta se les conoce como FS de primera generacion (i.e.
Photofrin), a los derivados de porfirinas y FS sintéticos desarrollados en los
ochenta como de segunda generacion (i.e. ALA, ftalocianinas) y a las
modificaciones realizadas a estos ultimos, como la asociacién con anticuerpos
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o liposomas se les conoce como FS de tercera generacion (Huang, 2005,
Juzeniene y Moan, 2005).

Otra variable de importancia en la TFD es la fuente de luz. Inicialmente se
utilizaron lamparas de descarga de gas convencionales (tubos fluorescentes)
para alcanzar la fotosensibilizacién, pero el desarrollo del laser con fibra Gptica
permitié la expansion de la aplicabilidad de la técnica en medicina, haciendo
posible la entrega de luz endoscépicamente a cualquier cavidad del cuerpo. A
este grupo de laser pertenecen el laser de vapor de cobre y laser ajustables de
estado solido como el laser de neodimio (YAG). Pese a sus ventajas, estos
laser son costosos, inmoviles y emiten una sola longitud de onda, por lo que se

Figura 2. Reacciones presentes en la terapia fotod inamica
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El FS en estado basal es excitado por un fotén de luz y pasa a un estado de singulete excitado.
El singulete excitado puede volver al estado basal emitiendo luz o realizar un cruce
intersistema y convertirse en una tripleta excitada. La tripleta excitada puede interaccionar con
moléculas organicas para formar radicales hidroxilo, peroxido y superéxido (reaccion Tipo ) o
directamente con el oxigeno para formar oxigeno singulete y FS en estado basal (reaccion Tipo

).

hizo necesario el desarrollo de fuentes de luz mas versatiles como las lamparas
de metal halogeno que emiten luz entre 600 y 800 nm con alta potencia,
lamparas de xendn ajustables entre 400 y 1200 nm y laser portatiles de Galio-
Aluminio-Arsénico que producen luz entre 770 y 850 nm (Huang, 2005, Nayak,
2005).

1.3.3 Acido Aminolevulinico. El acido aminolevulinico (ALA) constituye un
nuevo enfoque en la terapia fotodinamica, dado que involucra la administracion
de un precursor metabdlico de un FS. El 4cido aminolevulinico es sintetizado
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naturalmente por las células a partir de Glicina y Succinil Coenzima A e
internalizado en la mitocondria para integrarse a la via metabdlica de sintesis
del grupo HEME (Figura 3), la cual termina con la conversion de Protoporfirina
IX (PpIX) en HEME por la enzima ferroquelatasa. Dicha via es regulada por
retroalimentacion cuando la concentracion de HEME aumenta, inhibiendo la
sintesis de ALA por la enzima ALA sintetasa. De esta manera, al administrar
ALA exogeno, se evade el punto de regulacién de la via metabdlica y se
sobrepasa la capacidad catalitica de la ferroquelatasa, dando como resultado la
acumulacion de PplX, que es el compuesto que actua como FS. Dentro de las
ventajas del ALA se cuentan la acumulacion selectiva en el tejido blanco, la
flexibilidad en las vias de administracion, que pueden ser oral, intravenosa o
topica, no se genera una fotosensibilizacion prolongada del paciente y por no
ser el ALA un precursor metabdlico del FS muestra muy baja toxicidad en la
oscuridad (Peng, 1997, Castano et al, 2004, Quiang et al, 2006, Casas y Batlle,
2006 Juzeniene y Moan, 2007 ).

Tabla 3. Fotosensibilizadores de uso comun en la cl inica.

FOTOSENSIBILIZADORES DE USO COMUN

Fotosensibilizador ~ Abreviacion Nombre genérico Fabricante
Polihematoporfirin Porfimer Photofrin Axcan Pharma,
eter/ester sodio Inc
Hematoporfirina HpD Photosan SeelLab F&E
derivativa GmbH
Benzoporfirina BPD-MA, Visudyne Novartis
derivativa monoécido verteporfin pharmaceuticals
anillo A
Acido 5 ALA Levulan DUSA
aminolevulinico Pharmaceuticals,
Inc
Metilaminolevulinato MLA Metvix PhotoCure ASA
Meta- MmTHPC, Foscan Biolitec AG
tetrahidroxifenilclorina  Temoporfin
Ftalocianina de PcAIS;.4 Photosens General Physics
Aluminio sulfonada Institute
Azul de Toluidina O TBO SaveDent PAD Denfotex, Ltd

1.3.4 TFD en leishmaniasis. El uso de la terapia fotodinamica en
leishmaniasis tuvo su origen con los estudios de Sah et al en el 2002. Se ha
descrito que Leishmania carece de algunas de las enzimas de la via de sintesis
del grupo HEME, por lo que no pueden sintetizar sus propios anillos pirrolicos.
La transfeccion de los genes que codifican para ALA deshidratasa y
porfobilinogeno deaminasa en los parasitos de Leishmania llevdo a la
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produccion de porfirinas por parte del parasito, aunque estos siguieron siendo
dependientes de la hemina en el medio de cultivo. Estos parasitos porfiricos
fueron sensibles a la irradiacion con luz UV y mas aun al infectar a macrofagos
J774 con los parésitos porfiricos e irradiarlos con luz UV, se caus6 muerte de
las células J774. No se observd toxicidad en las células infectadas con
parasitos no transfectados, lo que indica que los parasitos porfiricos tuvieron la
capacidad de fotosensibilizar a las células J774 (Sah et al. 2002).

Estudios posteriores han evaluado la eficacia de la TFD en la eliminacién de
formas extracelulares en intracelulares de Leishmania utilizando diferentes FS
en estudios in vivo e in vitro. La ftalocianina de aluminio (PcAl) demostré ser
efectiva en la eliminacion de promastigotes de L. amazonensis. La incubacion
de los promastigotes por 16 horas con 5 pg/ml de PcAl seguida de irradiacion
con una luz roja de longitud de onda mayor a 650 nm con una potencia de 1
Jlcm?resulté en una destruccién del 50% de los parésitos.

Los amastigotes axénicos e intracelulares infectando macrofagos murinos
J774.2 mostraron un comportamiento similar ante el mismo tratamiento (Dutta
et al, 2005). Estos hallazgos fueron confirmados cuando promastigotes de L.
panamensis y L. chagasi fueron tratados con PcAl y ftalocianina de Zinc
(Pczn). Se encontré que la incubacion de los parasitos por 24 horas con las
ftalocianinas y su posterior irradiacion con un laser a 670 nm con potencias de
10, 5y 2,5 Jicm? resultaba en destruccion de los promastigotes. También se
encontré que la PcAl fue mas activa que la PcZn y que los promastigotes de L.
chagasi fueron mas sensibles que los de L. panamensis al tratamiento con PcAl
(Escobar et al, 2006).

En el caso del ALA, estudios in vivo han demostrado la curacion de lesiones de
LC utilizando la TFD. En 2003, se sometié a un paciente libio de 34 afios con
10 lesiones de LC causadas por L. donovani a TFD, utilizando la solucién
comercial Metvix® (20% ALA) en parches por 5 horas e irradiando con una luz
de 570 a 670 nm a una potencia de 75 J/cm?. Todas las lesiones mejoraron
después de 4 a 6 sesiones de TFD y mostraron criterios clinicos de curacion
después de 20 sesiones. Después de 16 meses de la ultima sesién de TFD no
habian signos clinicos de recurrencia y los titulos de anticuerpos contra L.
donovani estaban en un nivel normal (Gardlo, 2003). Por otra parte, en 2006 se
trataron 5 pacientes con LC con una solucion de ALA al 10% en parches por 4
horas e irradiacién con una luz de 570-670 nm y una potencia de 100 J/cm?.
Después de 2 sesiones, no habia evidencia histolégica de la presencia de
amastigotes. Las lesiones disminuyeron de tamafo y desaparecieron a las dos
semanas después de la cuarta sesion (Ghaffarifar et al, 2007).

Pese a esto, estudios comparativos entre la actividad de la TFD con ALA in
Vivo e in vitro han tenido resultados divergentes. En dichos trabajos se encontro
que el tratamiento in vivo con ALA al 20% por 4 horas y la posterior irradiacion
con un laser de 635 nm a una potencia de 50 J/cm? sobre lesiones de LC
causada por L. major en ratones BALB/c lograba una disminucién en el nimero
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de paréasitos aislados de la lesion, asi como del numero de macrofagos
presentes en el tejido. Sin embargo, el tratamiento in vitro con ALA 1 mM por 6
horas y la posterior irradiacion con un laser de 635 nm a potencias desde O
hasta 50 J/icm? no fue efectivo en la eliminacién de los amastigotes
intracelulares de L. major infectando células J774.2. Esto hace suponer que el
efecto de la TFD observado en los experimentos in vivo es posible que no fuera
causado por la eliminacion directa del parasito sino por mecanismos indirectos
como la disminucion en el numero de monocitos en el area tratada (Kosaka et
al, 2007, Akilov et al, 2007)

Figura 3. Via metabdlica de sintesis del grupo HEME

ALA PBG
ALa -Deshidratasa,  pORFOBILINOGENO deam'”asal
ALA HIDROXIMETILBILANO
sintetasa
UPG Il
GLICINA + ALA cosintetasa

SUCINIL CoA exégeno UROPORFIRINOGENO III

l UPG
decarboxilasa
COPROPORFIRINOGENO I
PPG l CPG oxidasa
oxidasa

PROTOPOREIRINA IX <«— PROTOPORFIRINOGENO IX

Ferroquelatasa

HEME

El ALA es formado a partir de glicina y succinil coenzima A por la enzima ALA sintetasa, que se
localiza en la membrana mitocondrial interna. Las siguientes enzimas, que llevan a la sintesis
de coproporfirinogeno Ill, que vuelve a la mitocondria, en donde es metabolizada hasta
protoporfirina I1X. La enzima ferroquelatasa le adiciona hierro al anillo tetrapirrolico de la
protoporfirina IX para formar HEMO.
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Tabla 4. Usos aprobados o en investigacion de la TFD.

Enfermedad Fotosensibilizador Referencia
Tumores esofagicos Photofrin Dougherty et al,
1998, Huang,
2005
Céncer de pulmén Photofrin Dougherty et al,
1998
Lesiones malignas y pre- ALA Huang, 2005
malignas de piel
Acné vulgaris ALA Huang, 2005
Céancer de vejiga HpD Triescheijn et al,
2006
Degeneracion macular Verteporfin Huang, 2005
Keratosis actinica ALA Nayak, 2005,
Quiang et al,
2006
Psoriasis ALA Nayak, 2005
Molusco contagioso HpD Nayak, 2005
Linfoma de células T cutaneo ALA Quiang et al,
2006
Hiperplasia de glandulas ALA Quiang et al,
cebéaceas 2006
Staphylococcus aureus SnC6 Embleton et al,
2006
Leishmania spp ALA, PcAl Dutta et al, 2006,
Escobar et al,
2006

ALA: Acido aminolevulinico. Photofrin: Polihematoporfirin eter/ester. HpD: Hematoporfirina
derivativa. SnC6: tin(1V) clorin e6. PcAl: Ftalocianina de Aluminio.
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2. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de esta investigacion se siguié el orden establecido en la
Figura 4. Inicialmente se establecio la capacidad de producir Protoporfirina IX
(PpIX) por las células THP-1 y la localizacion subcelular después del
tratamiento con &cido aminolevulinico (ALA). Posteriormente se realizaron los
ensayos de toxicidad después de irradiacion y en la oscuridad en células THP-
1 no infectadas, promastigotes de L. chagasi y amastigotes intracelulares de L.
chagasi.

Figura 4. Diagrama de flujo de las principales etap  as llevadas a cabo en
esta investigacion

Ensayos de solubilidad y estabilidad en solucion de
los compuestos ALA, MAL y PpIX (por
espectrofotometria)

l

Ensayos de produccion de PplX producida a partir
de ALA (por microscopia de fluorescencia)

A 4
Ensayos de localizacidén subcelular de PplX
producida a partir de ALA (por microscopia de
fluorescencia y microscopia confocal)

l

Ensayos de Toxicidad

A 4 A 4

Tratamiento con Tratamiento con Tratamiento con ALA
ALA, MAL y PpiX en ALA, MAL y PplX y MAL exégena en
celulas THP-1 (por exdgena en amastigotes
MTT) promastigotes de L. intracelulares de L.
chagasi (por chagasi (por
recuento directo) recuento directo)

ALA: Acido aminolevulinico, MAL: acido aminolevulinico metil-ester PplX: protoporfirina IX
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2.1 Quimicos y reactivos

El &cido aminolevulinico hidrocloruro (ALA, CINH3CH,CO(CH,),COOH,
167.6 g/mol), acido aminolevulinico metil-ester (MAL,
CINH3CH>CO(CH;),COOCHS3, 181.7 g/mol) Protoporfirina IX (PplX), forbol 12-
miristato 13- acetato (PMA), Hoeschst 33342 (bis benzimida (29- [4-etoxifenil]-
5-[4-metil-1-piperazinil]-2,59-bi-1H-benzimidazol) trihidrocloruro), Anfotericina B
(AmB), MTT (3-(4, 5-dimetilthiazolil-2)-2, 5-difeniltetrazolio bromuro) y hemina
fueron adquiridos de Sigma- Aldrich (St Louis, USA). El dimetil sulféxido fue
obtenido de Carlo Erba Reagenti (Rodano, Italia). EI medio de cultivo RPMI
1640 y el suero bovino fetal (SBF) fueron obtenidos de Gibco (Grand Island,
NY, USA). La sonda mitocondrial MitoTracker y el Hoescht 33342 fueron
obtenidos de Molecular probes (Eugene, USA). La sonda mitocondrial JC-1
(5,5, 6,6’ -tetracloro- 1,1’ ,3,3" —tetraetil benzimidazolil- carbocianin yoduro) fue
gentilmente donada por la Dra Susana Fiorentino del Grupo de Inmunobiologia
y Biologia Celular, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia. Las
soluciones stock de ALA y MAL fueron preparadas en medio RPMI 1640 sin
SBF. La PpIX fue disuelta en DMSO antes de diluirla en RPMI 1640. La
concentracion de DMSO fue inferior al 2%. Las soluciones fueron preparadas
inmediatamente antes de cada experimento.

Acido Acido Protoporfirina
aminolevulinico aminolevulinico IX
(ALA) metil-ester (MAL) (PpIX)

2.2 Células y parasitos

La linea celular de leucemia monocitica humana aguda, THP-1 (ATCC) fue
mantenida en medio RPMI 1640 con 10% de SBF (v/v) a 37 °C con 5% CO,. Las
células fueron transformadas a su fenotipo adherente mediante el tratamiento con
PMA 10% por 72 horas. Los promastigotes de L. chagasi (MHOM/BR/74/PP75)
fueron gentilmente donados por el Centro Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Medicas (CIDEIM) Cali, Colombia. Los parasitos fueron
mantenidos en medio RPMI 1640 con 10% de SBF (v/v) y hemina (25 mg/L) a

28°C.
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2.3 Fotorreactor biolégico

Para los experimentos de fototoxicidad se utilizé un fotorreactor biologico disefiado
como tesis de grado por la estudiante de quimica Rocio del Pilar Nifio. Dicho
fotorreactor bioldgico cuenta con cuatro lamparas (50W, 120V) y un filtro rojo
(Edmund Industrial Optics) con un rango espectral de 597 a 752 nm. Ademas, esta
acoplado a un sistema de recirculacién de agua refrigerada que permite que la
temperatura se mantenga estable en 37C en el compartimiento en donde se
realiza la irradiacion. Para esto se estandariz6 que la temperatura del agua
refrigerada circulante debia estar en 10C para man tener una temperatura de 37C
por dos horas.

Figura 5. Fotorreactor biolégico

Fotorreactor biologico

2.4 Estudios de solubilidad y estabilidad en soluci on de ALA y PplX.

La solubilidad del ALA, MAL y PpIX fue evaluada disolviendo los compuestos en
PBS pH 7,2, medio RPMI 1640 y DMSO. Las concentraciones utilizadas fueron de
5,0 mM para el ALA y el MAL y de 0,001 mM para la PplIX. La estabilidad de los
compuestos en solucion fue determinada espectrofotométricamente, realizando un
barrido en el rango visible con las soluciones recién preparadas y a las 24 y 48
horas para el ALA y 10, 30 y 60 minutos para la PpIX. Las soluciones fueron
mantenidads a 4T y protegidas de la luz. La desaparicion de las bandas
caracteristicas de los compuestos fue interpretada como degradacion de los
mismos en solucion.

2.5 Produccién de PplX inducida por ALA por las cél ulas THP-1

Las células THP-1 transformadas (8 x 10°cel/ml) en laminas de fluorescencia
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fueron incubadas con diluciones 1:3 de ALA y MAL (0,16-5,0 mM) a 37C, 5% CO ,
por 24 horas. El medio fue retirado y se agregé Hoescht 33342 a una
concentracion de 0,07 upg/mL por 10 minutos. Células incubadas sin ALA ni
Hoescht 33342 fueron utilizadas como control. Las laminas fueron lavadas con
PBS y observadas en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E4000) (40x,
filtro UV2A Ex=330-380nm, DM=400nm, BA=420nm). Las preparaciones fueron
fotografiadas usando una camara digital (CCD) Nikon Coolpix 5000. Células THP-1
incubadas sin ALA fueron utilizadas como control. La presencia de fluorescencia
roja es interpretada como produccion de PpIX. Ademas, se evaluo la
internalizacion de PplX exdégena (0.0062 mM) por microscopia de fluorescencia.

2.6 Localizacion celular de la PpIX inducida por AL A en las células THP-1

La localizacion subcelular de la PpIX producida a partir de ALA fue evaluada
teniendo en cuenta la fluorescencia del compuesto. Para esto, se utilizaron dos
técnicas diferentes, microscopia de epifluorescencia y microscopia confocal. Para
los experimentos en el microscopio de epifluorescencia, las células fueron
transformadas en ldminas de fluorescencia, incubadas con (ALA 1,6 mM) por 5
horas, 37 C, 5% CO ,, lavadas e incubadas con MitoTracker Green FM (200 nM)
por 1 hora a 37°C, 5% CO,. Las células fueron observadas en el microscopio de
fluorescencia Nikon Eclipse E4000 (40x, filtros UV2A para la PpIX y B2A Ex=450-
490, DM=500, BA=515 para Mitotracker). Se utiliz6 el software Adobe PhotoShop
para procesar las imagenes. La aparicion de un color amarillo-naranja es indicativo
de que la PpIX producida a partir de ALA y las mitocondrias marcadas ocupan el
mismo espacio en la célula. Para los experimentos en el microscopio confocal, las
células fueron incubadas con ALA (1,6 mM) por 24 horas 37C, 5% CO ,, lavadas e
incubadas con la sonda mitocondrial JC-1 (10 pug/ ml) por 10 minutos. En ambos
casos, ceélulas incubadas sin ALA fueron utilizadas como control. Las células
fueron observadas en un microscopio confocal Olympus FV1000. Las muestras
fueron excitadas con un laser de argon de 488 nm y la emision fue separada
utilizando un filtro dicréico de 580 nm. Las imagenes son mostradas con pseudos-
color rojo para la PpIX y verde para el JC-1. Como antes, la presencia de un color
amarillo-naranja es indicativo de que la PpIX producida a partir de ALA y las
mitocondrias marcadas ocupan el mismo espacio en la célula.

2.7 Ensayos de fototoxicidad en células THP-1 difer  enciadas

Las células THP-1 diferenciadas (8 x 10° cel/ml) fueron incubadas con diluciones
1:3 de ALA y MAL (0,16- 5,0 mM) y PpIX (0,001- 0,000001 mM) por 5 horas, 37C,
5% CO.. El medio de cultivo fue reemplazado por medio RPMI 1640 con 10% SBF
fresco y las células fueron irradiadas a una fluencia de 2,5 J/cm? usando un
fotorreactor biolégico. Se mantuvieron controles en la oscuridad. La viabilidad
celular fue evaluada mediante el ensayo de reduccion del MTT de acuerdo al
protocolo descrito por Mossman. Brevemente, una solucién de MTT (10 ng/ml) fue
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agregada a las células después de la irradiacion y estas fueron incubadas a 37°C,
5%CO, por 4 horas. Los cristales de formazan formados fueron disueltos con
DMSO y se midieron las densidades oOpticas (DO) en un lector de microplacas
(Sensident Scan Merck) a una longitud de onda de 580 nm. EIl porcentaje de
toxicidad fue calculado segun la siguiente formula: toxicidad (%) = 1- (DO grupo
tratado/ DO grupo control) x 100. La toxicidad en las células irradiadas se expreso
como fototoxicidad, mientras que la toxicidad en las células mantenidas en la
oscuridad se expres6 como citotoxicidad. La actividad de los compuestos fue
expresada como concentracion letal ClLsg y ClLgp, calculada por analisis de
regresion lineal sigmoideo usando el software MSxIfit™; ID Business Solutions,
Guildford, UK. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo
de 4 realizados (n=3).

2.8 Ensayos de fototoxicidad en promastigotes

Promastigotes en fase exponencial tardia de crecimiento (2 x 10° parasitos/mL)
fueron incubados con diluciones 1:3 de PplIX (0,0003-0.3 mM), ALA y MAL
(0,16 -5,0 mM) y AmB (0,03 -1,0 uM) por triplicado para cada concentracion por
24 hora a 28°C. Las células fueron irradiadas a una fluencia de 2,5 J/cm?
usando el fotorreactor bioldgico. Una placa fue mantenida en la oscuridad como
control. La inhibicion en el crecimiento de los promastigotes fue evaluada por
microscopia de luz, contando el nimero de promastigotes en un hemocitémetro
de Neubauer 24 horas después de la irradiacion. El porcentaje de inhibicion del
crecimiento fue calculado por comparacién con los controles no tratados. La
actividad de los compuestos fue expresada como concentracion letal ClLsy ¥
CLgo, calculadas por regresion lineal sigmoidea usando el software MSxIfit™; ID
Business Solutions, Guildford, UK. Los datos mostrados corresponden a un
experimento representativo de 3 realizados (n=3). En un experimento adicional,
los parasitos fueron incubados con PpIX (0,001 mM) por 24 horas y se
obtuvieron imagenes de epifluorescencia con la camara (CCD) Nikon Coolpix
5000.

2.9 Ensayos de fototoxicidad en amastigotes intrace  lulares

Las células THP-1 diferenciadas en placas de cultivo Lab-tek™ de 16 pozos
(Life Technologies, Paisley, UK), fueron infectadas con promastigotes de L.
chagasi en fase estacionaria a una proporcion parasito:célula de 10:1 por 24
horas a 37°C con 5% CO,. El porcentaje de infeccion fue calculado en laminas
fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa, contando las células infectadas
(con al menos un amastigote intracelular) en un total de trescientas células. Los
cultivos infectados fueron incubados con ALA y MAL (0,05-5,0 mM) y AmB
(0,03- 1,0 uM) por 5 horas a 37°C, 5% CO,. Las placas fueron irradiadas en el
fotorreactor a 2,5 J/icm?. Se mantuvieron células en la oscuridad como control.
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Se evaluo el efecto fototdxico del tratamiento con ALA y MAL sobre los
amastigotes de L. chagasi en células THP-1, la actividad de la fototoxicidad del
con ALA y MAL sobre las células THP-1 infectadas y no infectadas y las
alteraciones morfoldgicas inducidas por la terapia fotodinamica con ALA o MAL
sobre células y parasitos.

2.9.1 Fototoxicidad del ALA y MAL sobre los amastig  otes de L. chagasi en
células THP-1. La actividad de los compuestos fue determinada
microscopicamente en laminas coloreadas con Giemsa. Los resultados fueron
expresados como porcentaje de células infectadas tanto en los controles como
en las células tratadas. Se calcularon concentraciones inhibitorias Clsg y Clgo
usando el software MSxIfit™; ID Business Solutions, Guildford, UK. Los datos
mostrados corresponden a un experimento representativo de 3 realizados
(n=3).

2.9.2 Fototoxicidad del ALA y MAL sobre las células THP-1 infectadas y
no infectadas. Se comparé la toxicidad de la TFD con ALA y MAL sobre
células THP-1 infectadas con L. chagasi y células THP-1 no infectadas. Un
grupo de células THP-1 diferenciadas en laminillas circulares fueron infectadas
con promastigotes de L. chagasi y otro grupo de células se mantuvo sin
infectar. Ambos grupos fueron incubados con ALA y MAL 0,5y 1,6 mM por 24
horas e irradiados a 2,5 J/cm?. La viabilidad celular fue evaluada mediante
recuento directo con el colorante eosina amarilla, que permite diferenciar las
células muertas de las vivas y expresada en términos de porcentaje de
toxicidad, que fue calculado en trescientas células.

2.9.3 Alteraciones morfoldgicas inducidas por la te rapia fotodinamica con
ALA o MAL sobre células THP-1 infectadas y amastigo  tes intracelulares
de L. chagasi. Se obtuvo un registro fotografico de los cambios morfolégicos
en las células THP-1 infectadas con L. chagasi irradiadas coloreadas con
Giemsa usando la camara (CCD) Nikon Coolpix 5000. Los resultados son
expresados como presencia o ausencia de alteraciones en el nicleo y
citoplasma de las células y de los parasitos.
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3. RESULTADOS

3.1 Solubilidad del ALA y PplIX y estabilidad en sol  ucion

El ALA fue soluble en las soluciones acuosas, como el tampon fosfato salino
(PBS pH 7,2) y RPMI 1640. La protoporfirina 1X (PplX) fue insoluble en
soluciones acuosas, pero presentd solubilidad en el solvente dimetilsulféxido
(DMSO). La inestabilidad del ALA en solucién se evidencio por un experimento
de espectrofotometria (espectro UV-Visible), en el que se evidencid la pérdida
de los picos caracteristicos de absorcion después de 12 horas de la
preparacion de las soluciones (Figura 6).

La PplX exdgena también presentd inestabilidad en DMSO, comenzando a
degradarse a los 10 minutos de preparada la solucion. Debido a estos
hallazgos, las soluciones de los compuestos debieron ser preparadas
inmediatamente antes de cada experimento.

3.2 Produccién de PplX a partir de ALA por las célu  las THP-1

Las células THP-1 diferenciadas produjeron PpIX a partir de ALA exdgeno
después de 5 horas de incubacion a las concentraciones evaluadas. Se
encontrd6 una curva dosis respuesta sin incremento cualitativo en la
fluorescencia a concentraciones mayores de 1,6 mM. No se observo
fluorescencia en las células incubadas sin ALA o MAL. En la Figura 7 se
observa la PpIX (roja) y los nacleos marcados con Hoescht 33342 (azules) bien
delimitados. No se observa localizacion nuclear de la PplX producida a partir de
ALA.

Ademas, en la Figura 8 se observa que las células THP-1 tratadas con PpIX
exdgena internalizaron la PplX observandose la fluorescencia roja
caracteristica del compuesto.

3.3 Localizacion subcelular de la PplX producida a  partir de ALA en
células THP-1

La PpIX producida a partir de ALA tiene una localizacion mitocondrial, segun lo
mostrado en la Figura 9. Esta localizacion mitocondrial fue demostrada
mediante microscopia de fluorescencia y confirmada por microscopia confocal.
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En la Figura 9a se observan imagenes de epifluorescencia de las células THP-
1 produciendo PplX a partir de ALA exdgeno. Esta PplX producida a partir de
ALA muestra un patron citoplasmatico difuso, que se superpone con el
mostrado por las mitocondrias marcadas con MitoTracker Green mostrado en
la Figura 9b. Esto se pone en evidencia al superponer las imagenes en la
Figura 9c. El color naranja resultante es indicativo de localizacion mitocondrial.

Figura 6. Espectro de absorcién en el rango UV-Visi  ble del acido
aminolevulinico disuelto en PBS (pH 7,2).
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a. Solucién de ALA recién preparada. Espectro UV- Visible de la solucién de ALA 5 mM
disuelto en PBS pH 7,2. Obsérvense los picos de absorbancia caracteristicos del compuesto a
202 y 268 nm.

Absorbance (AU)

I
200 300 400 500 600 700 800 900 Wavelength (nm

b.Solucion de ALA después de 12 horas de preparada Espectro UV-Visible de la solucion de
ALA 5,0 mM disuelto en PBS pH 7,2 a las 12 horas de preparada la solucion. Obsérvese la
disminucién en los picos de absorcién, asi como el desplazamiento del pico de 202 a 210 nm a
las 12 horas de preparadas las soluciones.
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C.. Espebtro de absorcién UV-Visible de una solucién de PpIX 0,001 mM disuelta en DMSO. El
espectro rojo corresponde a la solucién recién preparada, el azul a la solucién a los 10 minutos,
el espectro verde a la solucién a los 30 minutos, el espectro rosado a la soluciéon a los 60
minutos y el espectro aguamarina a la soluciéon a los 90 minutos. Obsérvese que la PpIX se
empieza a degradar en solucion desde los 10 minutos.

Figura 7. Células THP-1 no infectadas produciendo P plX a partir de ALA
exégeno

a. PpIX b. Control

En la Figura 7a se observa la fluorescencia roja caracteristica de la PpIX producida a partir de
ALA exégeno (flecha blanca) y los nlcleos azules marcados con Hoescht 33342. No se
observa fluorescencia en los controles (Figura 7b). (aumento 40x)

Estos hallazgos fueron comprobados mediante microscopia confocal.
Utilizando esta técnica, se evalué la localizacién subcelular de la PplX
producida a partir de ALA en células THP-1 no infectadas y adicionalmente se
evaluo la localizacion en células THP-1 infectadas con L. chagasi (El porcentaje
de infeccion fue del 50%).
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Figura 8. Células THP-1 con PplIX exdgena internaliz  ada

a. PpIX b. Control

En la Figura 8a se observan las células THP-1 no infectadas mostrando la fluorescencia roja
tipica de la PplX , poniendo en evidencia la intrnalizacion del compuesto. No se observa
fluorescencia en los controles (Figura 8b) (aumento 40x)

En la Figura 10a se observan las imagenes de microscopia confocal de la
distribucion de la PpIX producida a partir de ALA; en la Figura 10b las
mitocondrias marcadas con JC-1 en células THP-1 no infectadas (panel
superior) e infectadas (panel inferior). Una vez mas, al superponer las
imagenes de la PpIX y de las mitocondrias en la Figura 10c, se obtiene un color
naranja indicativo de localizacion mitocondrial de la PplX. No se observan
diferencias aparentes en los patrones de distribucion de la PplX producida a
partir de ALA de las células no infectadas respecto a las células infectadas

3.4 Toxicidad de ALA, MAL y PpIX exdgena en células  THP-1.

El acido aminolevulinico (ALA) y el acido aminolevulinico metil-ester (MAL)
presentaron actividad sobre las células THP-1 no infectadas después de la
irradiacion a 2,5 J/cm?. La actividad fue de ClLsp= 0,19 mM (IC: 0,14-0,23 mM )
para el ALA y CLsp= 0,27 mM (IC: 0,21-0,32 mM) para el MAL (Tabla 5). No se
observo toxicidad de los compuestos en células THP-1 no irradiadas. Se present6
un efecto de dosis respuesta a concentraciones de ALA y MAL entre 0,16 y 1,6
mM, sin aumento en la actividad a concentraciones mayores (Figura 11).

Concentraciones de ALA y MAL mayores de 15 mM fueron toxicas para las células
THP-1 no infectadas en la oscuridad.

Al comparar la fototoxicidad del tratamiento con ALA con la fototoxicidad del
tratamiento con MAL sobre las células THP-1 no infectadas e irradiadas, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (t de student p> 0,05).

No se observo toxicidad de la PplX exdgena sobre las células THP-1 no infectadas
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irradiadas o no irradiadas a las concentraciones evaluadas (CLsp> 0,001 mM). A
concentraciones superiores a 0,001 mM se observo interferencia de la PplX con la
técnica del MTT debido al color marrén oscuro de la PplX, por lo que no se
pudieron evaluar concentraciones superiores del compuesto.

Figura 9. Localizacién subcelular de la PplX produc  ida a partir de ALA en

células THP-1 no infectadas observada por epifluore  scencia.

a. PpIX b. Mitotracker c. Superposicién

La PplIX producida a partir de ALA exdgeno (Figura 9a) y las mitocondrias marcadas con
MitoTracker (Figura 9b) se superponen al unir las imagenes (Figura 9¢), dando como resultado
la aparicion de un color naranja, indicativo de que la PplX producida a partir de ALA se
encuentra en las mitocondrias. (aumento 40x)

3.5 Toxicidad de ALA y PpIX exdgena en promastigote s de L. chagasi

El tratamiento con ALA no tuvo efecto fototdxico contra los promastigotes de L.
chagasi (CLso>5 mM) a las concentraciones evaluadas.

La incubacion de los promastigotes de L. chagasi con PpIX exdgena y su
posterior irradiacion fue fototoxica para el parasito, con CLso= 3,7 x 10 (IC no
determinados) y CLgo= 5,0 uM. Se observé un efecto de dosis respuesta para la
PpIX exdgena a las concentraciones evaluadas (Figura 13).

Los promastigotes de L. chagasi fueron sensibles a la AmB, que presentando

una actividad de CLso= 4,0 x 10°> mM (IC 3,4 x 10°>- 5,7 x 10° mM). No se
observo fototoxicidad del compuesto.
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Figura 10. Localizacidon sub-celular de la PpIX prod  ucida a partir de ALA
en células THP-1, observada por microscopia confoca |

Células THP-1 no infectadas

Células THP-1 infectadas con L. chagasi

120X

a.. PpIX b. JC-1 c. Superposicién

La PpIX producida a partir de ALA (Figura 10a) y las mitocondrias marcadas con JC-1 (Figura
10b) tienen la misma localizacién celular, lo que se pone en evidencia al unir las imagenes, por
la aparicién de un color amarillo (Figura 10 ¢) tanto en células no infectadas como en células
infectadas.



Tabla 5. Actividad de ALA, MAL, PpIXy AmB en célul as THP-1,
promastigotes y amastigotes intracelulares de L chagasi.

CL50 (mM)
Jlcm? (LC)
ALA MAL PpIX AmB
Células 0 >5,0 >5,0 >0,001 N.D
THP-1
(no infectadas) 2,5 0,19 0,27 >0,001 N.D
(0,14-0,23) (0,21-0,32)
Promastigotes 0 >5,0 >5,0 >0,3 4,0x 10°
(formas libres) (3,4 x10°-5,7
X 10'5)
2,5 >5,0 >5,0 3,7x10° | 6,0x10”
(2,0x10°-2,3
X 10'5)
Amastigotes 0 >5,0 >5,0 N.D 3,4x10™
Intracelulares (3.3x 19;14-3,7
x10™)
(infectando 2,5 >5,0 >5,0 N.D N.D
células THP-1)

Valores de CLs, en mM con limites de confianza Pgs (LC). Intensidad de la luz expresada en
Jlcm?. Los resultados mostrados en la Tabla 5 corresponden a 1 experimento representativo de
3 realizados para cada compuesto. (n=3). N.D: No determinada. ALA: acido aminolevulinico,
MAL: acido aminolevulinico metilester, AmB: anfotericina B.

3.6 Ensayos en amastigotes intracelulares de L. chagasi en células THP-1

La incubacion de las células THP-1 infectadas con L. chagasi con ALA o MAL y
su posterior irradiacion a 2,5 Jicm® no tuvo efecto fototdxico sobre los
amastigotes intracelulares de L. chagasi. Sin embargo se observaron eventos
interesantes, relacionados con el efecto de la irradiacion sobre las células THP-
1 infectadas y no infectadas y las alteraciones morfologicas inducidas por la
irradiacion sobre las células infectadas.

3.6.1 Toxicidad de ALA y MAL en amastigotes intrace lulares de L.
chagasi.

No se observé actividad anti-Leishmania del ALA o MAL sobre los amastigotes
intracelulares de L. chagasi después de 24 horas de tratamiento e irradiacion a
2,5 Jicm?. Tampoco se encontr6 un efecto anti-Leishmania en las células
infectadas tratadas y no irradiadas (Tabla 5). Los porcentajes de infeccion en
los pozos tratados con ALA o MAL e irradiados respecto de aquellos tratados
pero no irradiados fueron similares. Ambos compuestos presentaron Cl > 5 mM
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Figura 11. Toxicidad de ALA y MAL en células THP-1.
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Las células THP-1 fueron tratadas con acido aminolevulinico (ALA) y acido aminolevulinico
metil-ester (MAL) seguln lo descrito en Materiales y Métodos. La Figura muestra la toxicidad
sobre células THP-1 no infectadas en la oscuridad (AO J/cmz) y después de irradiadas (m2,5
J/cmz). Los datos corresponden a 1 experimento representativo de 4 realizados (n=3).

Figura 12. Internalizacion de PpIX exdgena por prom  astigotes de L.
chagasi

La internalizacion de PplX fue evaluada mediante la técnica de microscopia de
epifluorescencia, como se describié en materiales y métodos. Los promastigotes de L. chagasi

fueron incubados con PpIX 0,001 mM por 24 horas. La fluorescencia roja corresponde a la
PplIX internalizada. (aumento 40x)
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Figura 13. Toxicidad de PpIX exdgena en promastigot es de L. chagasi
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Promastigotes de L. chagasi fueron tratados con PplX exogena e irradiados (m) 0 no irradiados
(A) y el porcentaje de citotoxicidad fue calculado por recuento directo en hemocitometro segin
se describié en Materiales y Métodos. Los datos corresponden a un experimento representativo
de tres realizados (n=3). Se observa toxicidad de la PplX sobre las formas libres de L. chagasi
irradiadas. La toxicidad del compuesto en la oscuridad (0 J/cmz) fué inferior al 40%.

3.6.2 Disminucién de la celularidad en los pozos tr  atados con ALA o MAL
e irradiados. Se encontré una disminucion en el nimero de células en los
pozos tratados con ALA o MAL e irradiados respecto a los que fueron tratados
con ALA o MAL pero no irradiados (datos no mostrados). Esto hace pensar que
dicha disminucion esta directamente relacionada con la irradiacion de las
células tratadas con ALA o MAL. Dicho efecto se presenté a concentraciones
de ALA de 0,05y 5,0 mM a las 24 horas de incubacién en varios experimentos
realizados, por lo que se descartan inconvenientes técnicos relacionados con
desprendimiento de las células por los lavados.

3.6.3 Aumento en los porcentajes de infeccion en la s células THP-1
infectadas, tratadas con ALA o MAL e irradiadas. En tres experimentos
realizados se observé un aumento del porcentaje de infecciéon en las células
tratadas con ALA o MAL e irradiadas de entre el 12 y el 20% respecto a las
células THP-1 infectadas no irradiadas. Este fendmeno se observdé a
concentraciones de ALA entre 0,05y 5,0 mM.

3.6.4 Toxicidad de ALA y MAL después de la irradiac  ion sobre las células
THP-1 infectadas con L. chagasi y no infectadas. Los experimentos de
toxicidad en células THP-1 infectadas y no infectadas tratadas con ALA o MAL
mostraron que las células THP-1 no infectadas fueron mas sensibles a la
irradiacion que las infectadas.
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Se encontré que las células THP-1 no infectadas tratadas con ALA o MAL
fueron un 20% més sensibles a la irradiacién que las células THP-1 infectadas
tratadas con ALA o MAL. Esta diferencia en la toxicidad se observé en las dos
concentraciones examinadas (0,5y 1,6 mM).

3.6.5 Alteraciones morfolégicas presentadas por las células THP-1
tratadas con ALA o MAL e irradiadas. Se observaron algunos cambios
morfolégicos en las células THP-1 infectadas, tratadas con ALA o MAL
después de irradiacion.

Figura 14. Alteraciones morfolégicas presentadas po r las células THP-1
infectadas después del tratamiento fotodinamico

a. Control b. ALA 0,5 mM c. ALA5,0mM

Las células THP-1 fueron infectadas con promastigotes de L. chagasi, incubadas con ALA y
MAL e irradiadas segun se describido en Materiales y Métodos. La Figura 11a muestra una
célula THP-1 infectada incubada sin ALA, no irradiada (0O J/cm?. La figura 11b muestra una
célula infectada, incubada con ALA 0,5 mM e irradiada (2,5 J/cm?). La Figura 11c muestra una
célula THP-1 infectada incubada con ALA 5 mM e irradiada (2,5 J/cmz). Las flechas sélidas
muestran las vesiculas citoplasmaticas mientras que las flechas de lineas muestran los
amastigotes intracelulares. Obsérvese la aparicion de vesiculas en las células THP-1
infectadas e irradiadas, las cuales se hacen mas notorias en las células incubadas a mayor
concentraciéon de ALA (5 mM). También se observan cambios nucleares relacionados con
condensacion de cromatina. No se observan cambios morfolégicos en los amastigotes
intracelulares.

Estos cambios consistieron en la aparicion de numerosas vesiculas en el
citoplasma, acompafiados de la presencia de espacios vacios en el nucleo, lo
gue puede ser indicativo de condensacién de la cromatina. Las células tratadas
después de irradiacion lucen mas grandes y en algunos casos con pérdida de
la continuidad del citoplasma. Estos cambios no fueron observados en las
células THP-1 infectadas que no fueron tratadas con ALA o MAL ni irradiadas
(Figura 14).

Estos cambios morfolégicos no fueron observados en los amastigotes
intracelulares de L. chagasi sometidos a las mismas condiciones.
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4. DISCUSION

La terapia fotodinamica (TFD) es una opcion terapéutica que ha sido aprobada
para una variedad de enfermedades (Huang, 2005). En este estudio se evalu6
la eficacia de la terapia fotodinamica utilizando el acido aminolevulinico (ALA)
exdgenamente como  precursor del fotosensibilizador  producido
endogenamente, la protoporfirina 1X (PplIX), para eliminar amastigotes
intracelulares de L. chagasi como un modelo in vitro que permitiera soportar los
promisorios hallazgos de los experimentos in vivo. Estos hallazgos incluyen
desde la reduccion del nimero de parasitos aislados de las lesiones en
modelos murinos (Kosaka et al, 2007) hasta la desaparicion de lesiones
cutaneas en humanos (Gardlo,et al, 2003).

La TFD utilizando ALA o &cido aminolevulinico metil-ester (MAL) no presento
un efecto fototéxico sobre los amastigotes intracelulares de L. chagasi en
células THP-1, pese a que las células produjeron PpIX a partir de estos
compuestos y a que esta PplX utilizada de manera exdgena fue fototoxica para
las formas libres del parésito (promastigotes).

Las células THP-1 no infectadas e infectadas con L. chagasi produjeron PpIX
de manera endogena a partir de tratamiento con ALA y MAL. Esta produccion
fue dependiente de la dosis de los compuestos utilizados a concentraciones
entre 0,16 y 1,6 mM. La produccion de PplX a partir de ALA también ha sido
observado en otras lineas celulares. Ren et al describieron la produccién de
PpIX por parte de células de hepatocarcinoma humano QGY a partir de 2 mM
de ALA y 0,2 mM de ALA hexil-ester (Ren et al, 2002). Por otra parte, Wu et al
evalud la producciéon de PplX a partir de ALA y ALA hexil-ester en células de
neuroblastoma SK-N-SH, células de hepatocarcinoma humano QGY, vy
fibroblastos A9 encontrando que todas las lineas celulares produjeron PplX. Sin
embargo, se observaron diferencias en la concentracién de PplX producida de
acuerdo con la linea celular, hecho al parecer relacionado con la actividad de la
enzima ferroquelatasa. De esta manera, las células SK-N-SH produjeron la
mayor cantidad de PplX seguidas de las células QGY y por ultimo las células
A9. Este estudio también sugiere que la localizacion de la PplX producida a
partir de ALA debe ser mitocondrial por ser en esta organela en donde se
encuentran las enzimas necesarias para la sintesis de la PpIX (Wu et al, 2003).

La localizacion subcelular de la PplX ha sido evaluada en varias lineas
celulares. Chen et al evalud la localizacion de PplIX producida a partir de ALA
(1 mmol/L) en células de leucemia mieloide murina WEHI-3B, valiéndose del
uso de la sonda mitocondrial MitoTracker Green encontrando que la PpIX
producida a partir de ALA presentaba una localizacidon mitocondrial (Chen et al,
2001). Datos similares fueron obtenidos por Ji et al, al evaluar la localizacion
subcelular de la PpIX producida a partir de ALA (1,5 mM) en las lineas
celulares esofagicas KYSE-450, KYSE-70 y Het 1A. En este caso también se
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utilizé la sonda mitocondrial MitoTracker Green y se llegd a la conclusién de que la
PpIX producida a partir de ALA estéa confinada a la mitocondria (Ji et al, 2006).
Esta localizacion mitocondrial es importante si se tiene en cuenta que los
fotosensibilizadores que se localizan en la mitocondria estan asociados
principalmente con muerte celular por apoptosis, que al parecer no genera una
respuesta inflamatoria en el tejido circundante

El estudio de la localizacion subcelular de la PpIX producida a partir de ALA
exodgeno en células THP-1 en este trabajo se realizé inicialmente por microscopia
de epifluorescencia utilizando la sonda MitoTracker Green. Las imagenes
obtenidas mostraron una localizaciéon mitocondrial de la PpIX producida a partir de
ALA. Sin embargo, esta técnica tiene el inconveniente de permitir el paso de luz de
planos celulares diferentes al enfocado. Si se toma en cuenta el espacio
tridimensional de la célula, es posible que dos puntos aparezcan como
colocalizados cuando en realidad se encuentren uno debajo del otro. Por esto, se
utilizé paralelamente la técnica de microscopia confocal, la cual permite la
observacion de un solo plano celular, eliminando la posibilidad de que la
fluorescencia residual de planos focales diferentes al enfocado induzcan a
resultados falsos. Mediante este método se evalud la localizacion de la PpIX
producida a partir de ALA en células THP-1 no infectadas e infectadas con L.
chagasi y se ampli6 el tiempo de incubacion a 24 horas para determinar si existian
cambios respecto a lo observado por microscopia de epifluorescencia.

En el caso de microscopia confocal se utilizé la sonda fluorescente JC-1, con
idénticos resultados a los observados por la sonda MitoTracker Green en
epifluorescencia. La PplX producida a partir de ALA muestra un patron de
distribucion citoplasmatico que se superpone con el presentado por las
mitocondrias, tanto en células no infectadas como en células infectadas con L.
chagasi, lo que permite confirmar la localizacion mitocondrial de la PpIX producida
a partir de ALA.

Al comparar el patron de distribucion de la PpIX producida a partir de ALA de las
células THP-1 no infectadas con el de las células THP-1 infectadas con L. chagasi
se observo un patréon menos difuso en las células infectadas. Este fendmeno fue
descrito también por Akilov et al, quien ademas realiz6 marcaje de los amastigotes
intracelulares de L. major en células J774 con anticuerpos anti-gp63 marcados con
isotiocianato de fluoresceina. Cuando comparé los patrones de distribucion de los
amastigotes marcados con el de la PpIX producida a partir de ALA por las células
J774 infectadas encontr6 que estos se superponian, confirmando asi que los
amastigotes intracelulares de L. chagasi internalizaron la PplX y por esto el patrén
de distribucién de la PpIX en células infectadas es menos difuso que el de las
células no infectadas (Akilov et al, 2007). En los experimentos realizados en este
trabajo desafortunadamente no se contd con un anticuerpo anti-Leihsmania
marcado por eso no se puede comprobar lo anterior ni la internalizacion de la PpIX
por parte de los amastigotes intracelulares de L. chagasi.
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La produccién de PplX a partir de ALA o MAL por parte de las células THP-1 no
infectadas llevé a un efecto fototdxico cuando estas fueron irradiadas a 2,5 J/cm?.
Dicho efecto fototéxico tuvo una relacion de dosis respuesta a concentraciones
entre 0,16 y 1,6 mM, sin incrementos en la toxicidad a concentraciones superiores
a 1,6 mM, lo que se correlaciona con los experimentos de produccion de PplX a
partir de ALA. Cuando se evaluaron concentraciones de ALA o MAL mayores de
15 mM se encontro toxicidad de los compuestos en la oscuridad, por lo que se
eliminaron estas concentraciones de los ensayos. Se ha encontrado que el ALA
puede causar dafios oxidativos a las células directamente debido a su capacidad
de producir reacciones de oxidacion directamente con las estructuras celulares
(Penalti et al, 1996, Ryter y Tyrell, 2000, De Siervi et al, 2002)

No se encontraron diferencias significativas entre el efecto fototoxico del ALA y el
MAL en las células THP-1 no infectadas. Se ha encontrado que las formas
esterificadas del ALA son internalizadas de manera mas efectiva que el ALA en si
(Triesscheijn et al, 2006), pero en el caso del MAL, la cadena de ester es muy
corta como para favorecer de manera notoria la internalizacion respecto al ALA,
por lo que inducen la produccién de cantidades muy similares de PplX (Xiang et al,
2001).

El tratamiento de células THP-1 con PplX exdgena y su posterior irradiacién con
2,5 Jlcm? no tuvo efecto fototdxico sobre las células a las concentraciones
utilizadas en el estudio. Ji et al describe que a diferencia de la PpIX producida
endogenamente a partir de ALA, que tiene una localizacién mitocondrial, la PpIX
exdgena es internalizada por la célula y se mantiene en el citoplasma. Esto podria
explicar la ausencia de toxicidad de la PplX exdgena, dado que las especies
reactivas de oxigeno (ROS) producidas ante la irradiacion tienen una corta vida
media y al estar en el citoplasma, no afectarian ninguna organela vital para la
célula (Ji et al, 2006).

El tratamiento con ALA exdgeno no mostré actividad sobre los promastigotes de L.
chagasi ni irradiados ni en la oscuridad. Se ha encontrado que los parasitos del
género Leishmania carecen de enzimas de la via de sintesis del grupo HEME,
como la ALA sintetasa, ALA deshidratasa y porfobilinogeno deaminasa, por lo que
deben adquirir los anillos de porfirinas de su hospedero. Estudios realizados en L.
amazonensis demostraron que transfectando al parasito con los genes que
codifican para la sintesis de ALA deshidratasa y porfobilinogeno deaminasa estos
adquirian la capacidad de acumular uroporfirina | (Sah, 2002). De esta manera,
aun cuando la deficiencia de ALA sintetasa se supera cuando se incuban los
promastigotes con ALA, la deficiencia en las otras enzimas hace que los parasitos
no se sensibilicen al no producir porfirinas.

Al tratar los promastigotes de L. chagasi con PplX exbégena, estos la

internalizaron, lo que se hizo evidente en las imagenes con microscopia de
epifluorescencia de los experimentos de internalizacion. A diferencia de lo
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encontrado en el tratamiento con PpIX exdgena en las células THP-1, la PpIX
exdgena fue fototoxica para los promastigotes de L. chagasi irradiados, sin
observarse toxicidad para los promastigotes en la oscuridad a las concentraciones
evaluadas. Estudios recientes han reportado que otros fotosensibilizadores
también son activos contra formas libres de Leishmania. Escobar et al encontré
actividad de la ftalocianina de Aluminio (PcAL) y la ftalocianina de Zinc (PcZn)
sobre promastigotes de L. panamensis y L. chagasi. Se encontré que la PcAl es
mas activa que la PcZn y que los promastigotes de L. panamensis son mas
sensibles al tratamiento fotodinAmico que los promastigotes de L. chagasi. Los
compuestos no mostraron actividad en la oscuridad (Escobar et al, 2006). De la
misma manera, Dutta et al, reportd en el 2006 actividad de la PcAl sobre formas
libres e intracelulares de L. amazonensis. La PcAl fue activa sobre promastigotes y
amastigotes axénicos (extracelulares) de L. amazonensis después de irradiados
sin actividad en la oscuridad. Ademas, al infectar células J774 con los amastigotes
axenicos incubados con PcAl e irradiar las células se observo efecto fototoxico
sobre los amastigotes y sobre las células. Cuando se trataron células J774
infectadas con amastigotes incubados sin PcAl no se obtuvo un efecto fototoxico
(Dutta et al, 2006). Estos experimentos sugieren que la PcAl internalizada por las
células J774 no tuvo efecto fototdxico sobre los amastigotes intracelulares.

En este trabajo no se encontré fotoactividad del tratamiento con ALA o MAL sobre
los amastigotes intracelulares de L. chagasi infectando células THP-1. Pese a que
las células THP-1 produjeron PplX a partir de ALA y que la PpIX mostré un efecto
fototoxico sobre los promastigotes de L. chagasi, no se obtuvo un efecto fototoxico
de la TFD con ALA o MAL sobre los amastigotes intracelulares de L. chagasi en
células THP-1. El tratamiento de las células THP-1 infectadas con ALA o MAL y su
posterior irradiacién a 2,5 J/cm? no ocasioné una reduccion en el porcentaje de
infeccidn con el parasito respecto a las células THP-1 incubadas con ALA o MAL
no irradiadas. Akilov et al reportd en el 2007 resultados similares en L. major
infectando células J774. Se encontré que la terapia fotodinamica utilizando 1 mM
de ALA e irradiando a diferentes intensidades de luz no provocaba una
disminucion en el nUmero de amastigotes intracelulares respecto a los controles.
Sin embargo, se observé una disminucion en el numero de células J774
dependiente de la intensidad de luz aplicada en la irradiacion. En el estudio de
Akilov et al se evalud la concentracion de PplX producida a partir de ALA
internalizada por los amastigotes intracelulares, encontrandose que la
concentracion de PpIX en los amastigotes no fue lo suficientemente alta como
para inducir dafio oxidativo en el parasito. Las células J774 infectadas también
presentaron alteraciones morfolégicas en el citoplasma y el ndcleo. En
experimentos in vivo encontraron que el tratamiento fotodinAmico de lesiones de
leishmaniasis cutanea en las orejas de ratones BALB/c generd una reduccion en el
nimero de amastigotes aislados de las lesiones respecto a los ratones no
tratados. Se observé también una reduccién en el nimero de macréfagos tisulares
en los tejidos tratados respecto a los tejidos que no lo fueron (Akilov et al, 2007).
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En este trabajo se encontré una disminucion en el nUmero de células en los pozos
incubados con ALA o MAL e irradiados respecto a aquellos no irradiados. Esta
baja celularidad se atribuy6 en un principio a problemas técnicos relacionados con
desprendimiento de las células en los lavados, pero la disminucion en el nimero
de células se hizo presente en todos los pozos y en varios experimentos, por lo
gue se relacion6 con el efecto fototoxico de la irradiacion sobre las células
incubadas con ALA o MAL.

Ademés, se observéo un aumento del porcentaje de infeccidn en las células
incubadas con ALA o MAL e irradiadas de entre el 12 y el 20% cuando se
comparo con el porcentaje de infeccion de las células incubadas con ALA o MAL
no irradiadas. Esto se repiti0 en los dos experimentos realizados (n=2). Esto
podria significar que la TFD con ALA favorezca la infeccion por L. chagasi o que
se hubiera dado una reduccion en el nimero de células no infectadas que hubiese
alterado el porcentaje de infeccion. Tomando en cuenta la escasa probabilidad de
gue la irradiacion de las células THP-1 infectadas e incubadas con ALA o MAL
favoreciera la infeccion de los macrofagos por L. chagasi, se procedio a comparar
la toxicidad de la incubacion con ALA o MAL e irradiacion sobre células THP-1 no
infectadas e infectadas con L. chagasi. Se encontr6 que las células THP-1 no
infectadas son mas sensibles a la irradiacién, con porcentajes de toxicidad hasta
un 20% mayores a los de las células infectadas. De esta manera, el aumento en
los porcentajes de infeccién en las células infectadas incubadas con ALA o MAL e
irradiadas se debe a una disminucion en el nimero de células no infectadas.

Tratando de explicar la baja sensibilidad de las células THP-1 infectadas a la TFD
con ALA, es posible que factores intrinsecos del paréasito estén involucrados. Se
ha encontrado que Leishmania puede inhibir la muerte celular por apoptosis en los
macrofagos infectados por diferentes vias. Una de ellas es la inhibicion de
moléculas pro-apoptéticas como la proteina cinasa C y la induccion de moléculas
anti-apoptoticas como la HSP65 y la PI3k/Akt (Heussler, 2001, Ruhland, Leal y
Kima, 2006). Sin embargo, el mecanismo mas interesante en el caso de la TFD
con ALA podria ser el descrito por Akarid et al. Este mecanismo involucra la
inhibicion de la liberacion del citocromo ¢ mitocondrial y la posterior activacion de
la caspasa 3 (Akarid et al, 2004). Se cree que este mecanismo tiene que ver con
la sensibilidad reducida de las células THP-1 infectadas a la TFD con ALA, dada la
localizacion mitocondrial de la PpIX enddgena, pero se hace necesario estudiar en
profundidad los mecanismos de muerte celular inducidos por la irradiacion tanto en
células infectadas como en células no infectadas.

Por otra parte, se observaron cambios morfolégicos dependientes de la dosis de
ALA o MAL en las células THP-1 relacionados con la aparicion de vesiculas
citoplasmaticas y condensacion de la cromatina. Estos cambios no se presentan
en las células no irradiadas ni en los amastigotes intracelulares de L. chagasi, por
lo que se cree que estan directamente relacionados con la TFD con ALA.
Hallazgos similares fueron obtenidos en el estudio de Akilov et al. Dados los
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hallazgos obtenidos en este estudio, se cree que la eficacia de la Terapia
fotodinAmica con ALA in vivo se debe a mecanismos indirectos, como la
eliminacion de los macrofagos del tejido tratado aunque no se dé una eliminacién
directa del parasito.

En este trabajo se demostro la produccion de PplX a partir de ALA por parte de las
células THP-1 no infectadas e infectadas con L. chagasi, la localizacion
mitocondrial de la PplIX producida a partir de ALA y la toxicidad de la TFD con ALA
sobre células THP-1 y promastigotes de L. chagasi. Sin embargo, no se obtuvo
toxicidad de la TFD con ALA sobre los amastigotes intracelulares de L. chagasi.
No obstante, se encontré que las células THP-1 no infectadas son mas sensibles a
la TFD con ALA que las células infectadas y que la TFD con ALA produce en estas
tltimas alteraciones morfoldgicas que podrian estar relacionadas con eventos pre-
apoptoticos.

Se hace necesario cuantificar la PplIX producida a partir de ALA por las células
THP-1 y cuanta de esta es internalizada por los amastigotes intracelulares, para lo
gue ya se ha adelantado la estandarizacion de la cuantificacion de PpIX por
cromatografia liquida de allta presion (HPLC). Se cree que también seria de
utilidad establecer las vias de muerte celular inducidos por la TFD con ALA sobre
las células THP-1, los promastigotes y sobre las células infectadas y las moleculas
involucradas en estas para entender mejor el mecanismo de accion de la TFD en
leishmaniasis.
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5. CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que las células THP-1 no infectadas e infectadas con
L. chagasi producen PplIX de manera endogena a partir de ALA exdgeno. Dicha
PpIX esta localizada en la mitocondria de las células tanto no infectadas como
infectadas. No fue posible determinar si en las células infectadas la PpIX se
localizaba ademas en los amastigotes intracelulares de L. chagasi.

La irradiacion de células THP-1 no infectadas tratadas con ALA o MAL tuvo un
efecto fototdxico dependiente de la dosis.

No se observé fototoxicidad del ALA sobre los promastigotes de L. chagasi,
probablemente debido a la incapacidad del parasito de sintetizar PpIX a partir de
ALA dada la ausencia de varias de las enzimas de esta via metabdlica. La PpIX
exogena fue internalizada por los promastigotes de L. chagasi y su irradiacion tuvo
un efecto fototoxico sobre estos.

No se observo un efecto fototoxico directo del tratamiento con ALA o MAL sobre
los amastigotes intracelulares de L. chagasi. Las células THP-1 infectadas tuvieron
una menor sensibilidad a la irradiacion que las células no infectadas y presentaron
alteraciones morfolégicas que indi8can eventos tempranos de muerte celular.
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APENDICE 1 Medicamentos utilizados en el tratamient o de la leishmaniasis
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APENDICE 2. Fotosensibilizadores utilizados enlac linica

%%

QH

Photofrin

Benzoporfirina derivativa

Ftalocianina de Aluminio

65

Hematoporfirina derivativa

QL oy e

O - O

0
H

Metatetrahidroxifenilclorina

Azul de Toluidina



