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Leishmaniasis
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Evaluacion in vitro e in vivo del
efecto del aceite esencial de Elettaria
cardamomun sobre parasitos de
Leishmania (Viannia) panamensis
Angela Maria Gémez, Norberto Chavez, Gabriela
Delgado

Grupo de Inmunotoxicologia, Departamento de

Farmacia, Universidad Nacional de Colombia, Bogot4,
D.C., Colombia

Introduccion. La leishmaniasis es una parasitosis
que afecta a 12 millones de personas en el mundo.
En la poblacién colombiana, se presenta con mayor
frecuencia la leishmaniasis cutanea asociada a
Leishmania (Viannia) panamensis. El tratamiento
convencional emplea antimoniales pentavalentes,
aunque la via de administracion y los efectos
adversosgeneranbajocumplimientodeltratamiento.
La Organizacién Mundial de la Salud impulsa
la busqueda de medicamentos antileishmania;
por ello, el empleo de aceites esenciales puede
constituirse en una alternativa terapéutica frente a
parasitosis como la leishmaniasis.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
leishmanicida de Elettaria cardamomun sobre
formas internas, tanto in vitro como in vivo,
empleando el hamster dorado (Mesocricetus
auratus) infectado con L. (V.) panamensis, como
modelo experimental

Materiales y métodos. Se realizaron tres ensayos
de citotoxicidad por triplicado sobre macréfagos de
hamster para el aceite de cardamomo, evaluados
mediante el método de resazurina. También, se
desarrollaron tres ensayos de efectividad sobre
formas intracelulares de L. (V.) panamensis,
evaluados mediante el empleo de SYBR safe
para determinar porcentajes de infeccién v,
finalmente, un ensayo in vivo en hamsteres
infectados con el parasito por via intradérmica,
posterior administracién tdpica del aceite esencial
y evaluacién de evolucion clinica.

Resultados. Mediante el empleo del programa
estadistico GraphPad Prism 5, se calculé la
concentracion letal 50 (CL,) sobre macréfagos
de hamster y la concentracion efectiva 50 (CE,,)
sobre formas internas de L. (V.) panamensis del
aceite de cardamomo, y se encontraé una CL
de 486 pg/ml, y una CE, de 88 pg/ml, que mostro

actividad selectiva del aceite de cardamomo
sobre Leishmania. La evaluacién del tratamiento
topico con el aceite de cardamomo en Ulceras
de hamsteres infectados con L. (V.) panamensis
mostré diferencias entre tratados y controles.
Conclusiones. El aceite esencial de E. carda-
momun muestra actividad selectiva frente a la
infeccion por L. (V.) panamensis.
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Actividad antileishmania de
compuestos aislados de Raputia
heptaphylla (familia Rutacea) y
su efecto citotoxico sobre células
dendriticas humanas

Diana Granados-Falla, Carlos Coy, Luis E. Cuca,
Gabriela Delgado

Escuela de Biociencias, Universidad Nacional de
Colombia, sede Medellin, y

Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota, Colombia

Introduccién. Considerando los inconvenientes
asociados al tratamiento de la leishmaniasis
(elevada toxicidad, esquemas terapéuticos
prolongados y la aparicion de cepas del parasito
resistentes a los medicamentos), es necesario
desarrollar nuevas alternativas terapéuticas mas
seguras y eficaces.

Para ello, una alternativa llamativa al momento de
buscar nuevas moléculas bioactivas es el estudio
de compuestos derivados de especies vegetales.
En el presente estudio determinamos la actividad
antileishmania de compuestos aislados Raputia
heptaphylla, asi como su actividad citotoxica sobre
células dendriticas.

Materiales y métodos. La actividad citotdxica
sobre células dendriticas se evalué mediante el
uso de la prueba de deteccion del metabolismo de
la resazurina. Las células dendriticas se obtuvieron
de monocitos de sangre periférica con suficiente
caracterizacion fenotipica (Lonza, Suiza) y su
diferenciacion in vitro se llevé a cabo enriqueciendo
el medio de cultivo con citocinas recombinantes
humanas (IL-4 y GM-CSF, BD, USA).

La evaluacion de la actividad antileishmania se
llevé a cabo mediante ensayos de citotoxicidad
sobre promastigotes y ensayos de infeccion de
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células dendriticas, asociandose una disminucion
en la emision de fluorescencia (ensayos de
resazurina), o una disminucién en el porcentaje
de células dendriticas infectadas (evaluado por
microscopiade luz, tincién de Giemsa) con actividad
antiparasitaria para algunos de los compuestos.
Resultados. En el presente estudio evidenciamos
actividad antileishmania en dos compuestos
aislados de R. heptaphylla, alcaloide N-metil-8-
metoxi-flindersina con concentraciones efectivas
50 (CE,,) de 9,4 pg/ml (sobre los promastigotes)
y 6,4 pg/ml (sobre amastigotes intracelulares),
y un seco-limonoide 11,19-dihidroxi-7-acetoxi-7-
deoxoichangina con una CE,, de 14,4 pg/mi
Unicamente sobre los amastigotes intracelulares.
Basandonos en la citotoxicidad inducida sobre
las células dendriticas, evidenciamos indices
de selectividad de 1,9 y 2,9 para el compuesto
alcaloide y limonoide, respectivamente.

Conclusiones. Las evidencias recolectadas
sugieren que dos compuestos derivados de
la especie vegetal R. heptaphylla, presentan
una actividad antileishmania llamativa frente a
promastigotes y amastigotes intracelulares de
Leishmania spp.
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Efecto de la pentamidina sobre
promastigotes de Leishmania
panamensis y de Leishmania major
Erika Torres, Gabriela Delgado
Grupo de Investigacion en Inmunotoxicologia,
Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias,

Universidad Nacional de Colombia, Bogotéa, D.C.,
Colombia

Introduccién. La pentamidina es una de las alterna-
tivas terapéuticas para tratar la leishmaniasis
cutdnea. El conocimiento de su efecto sobre
Leishmania panamensis y L. major, principales
causantes de esta enfermedad del Nuevo vy
Viejo Mundo, respectivamente, contribuye en
la determinacién de su efecto leishmanicida y
de los esquemas de tratamiento que se utilizan
actualmente, buscando reducir sus efectos
secundarios.

Materiales y métodos. Se sometieron promasti-
gotes (en fase estacionaria) de L. panamensisy L.
major(2x10°porpozo) adiferentes concentraciones
de pentamidina, obtenidas mediante diluciones
seriadas a partir de 6 ug/ml;los cultivos se incubaron
a 26 °C por 72 horas. Los controles utilizados fueron
promastigotes sin tratamiento y pozos con RPMI
1640. La efectividad del farmaco se determind
con base en la capacidad de los parasitos viables

116

Biomédica 2011;31(sup.3):23-205

para metabolizar la resazurina a resorufina; para
esto, se agregaron 50 pl por pozo de resazurina
a una concentracion de 44 yM vy, después de 48
horas de incubacién a 26 °C, se determinaron
las unidades de fluorescencia arbitraria en un
espectrofluorémetro Tecan GENios Microplate
Reader® (Tecan, Austria) con excitacién a 535
nm y emisiéon a 595 nm, por medio del software
Magellan4 (Tecan, Austria). Posteriormente, estos
datos se utilizaron para obtener las concentraciones
efectivas 50 (CE,;) para cada una de las cepas,
empleando el software estadistico GraphPad
Prism, versién 5.00 (GraphPad Software, USA). Se
realizaron tres experimentos independientes, cada
uno por triplicado.
Resultados. La CE,, en la cepa de L. major fue de
0,54+0,08 pg/mly en la cepa de L. panamensis fue
de 0,077+0,013 pg/ml.
Conclusiones. Las cepas estudiadas mostraron
baja resistencia a la pentamidina, y L. panamensis
fue la mas sensible a este farmaco. Este estudio
constituye el primer reporte sobre la sensibilidad
de promastigotes de L. major a la pentamidina.
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Prediccion de actividad anti-
Leishmania en compuestos con accion
antiinflamatoria y cicatrizante

Gustavo Blandoén, Sara Robledo, Rodrigo Ochoa,
Carlos Muskus

Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

Introduccidén. La infeccion por Leishmania spp.
implica una compleja interaccion parasito-huésped,
la cual desencadena un proceso inflamatorio
que se cree que favorece o que participa en el
desarrollo de la lesién en la piel, en el caso de la
leishmaniasis cutanea.

Los tratamientos actuales para la leishmaniasis
presentan problemas de toxicidad, altos costos
y cepas de Leishmania spp. resistentes al
medicamento. Por estos inconvenientes es
necesario buscar nuevas alternativas terapéuticas.
La selecci6 de medicamentos con conocida
actividad antiinflamatoria y, quiza, cicatrizantes,
pero que, ademas, se les pudiera predecir
actividad anti-Leishmania empleando herramientas
bioinformaticas, podrian ser mas efectivos para el
tratamiento de este enfermedad. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo es predecir la actividad
leishmanicida en un conjunto de medicamentos
que tiene actividad antiinflamatoria y antiulcerante
conocidas.
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Materiales y métodos. Se buscaron medicamentos
clasificados como antiinflamatorios y cicatrizante en
el Drug Bank. Estos se analizaron con un programa
que predice la actividad de la sustancia con base
en su estructura quimica, generando un indice de
actividad. A los medicamentos seleccionados se
les verificaron los posibles blancos donde podrian
actuar y su toxicidad.
Para obtener un punto de corte que permitiera la
seleccion de los nuevos medicamentos que serian
evaluados, inicialmente in vitro, se determind el
indice promedio de actividad de 30 medicamentos
de la base de datos Drug Bank con conocida accion
antiprotozoarias y anti-Leishmania.
Resultados. De los 86 medicamentos analizados,
se predijeron 20 medicamentos con actividad
antiprotozoaria y, de éstos, tres medicamentos
aparecian con un buen porcentaje de actividad
anti-Leishmania y, de los 20, sélo dos presentaron
un nivel bajo de toxicidad.

Conclusiones. Es posible identificar rapidamente

mediante herramientas bioinformaticas, medica-

mentos con potencial actividad anti-Leishmania y

que, ademas, son antiinflamatorios y cicatrizantes

que puedan ser evaluados en modelos in vitro e in

Vivo.
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anti-Leishmania de liposomas

ultradeformables de paromomicina
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Introduccion. La paromomicina es un compuesto
utilizado en el tratamiento topico de la leishmaniasis
cutanea. La hidrofilicidad de la paromomicina limita
la absorcién del compuesto en la piel e influye en su
efectividad. El uso de liposomas ultradeformables
para el transporte de paromomicina podria
potenciar su actividad y facilitar su acceso a las
capas mas profundas de la piel donde se aloja el
parasito.

El objetivo del estudio fue evaluar la actividad de
liposomasultradeformablesdeparomomicinacontra
Leishmania spp. y determinar su permeabilidad a
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través de membranas biol6gicas en un sistema in
vitro.

Metodologia. Los liposomas ultradeformables de
paromomicina fueron preparados y caracterizados
fisicoquimicamente por métodos convencionales.
La concentracién de paromomicina fue cuantificada
por HPLC. Se trataron amastigotes intracelulares
de Leishmania braziliensis con paromomicina
libre (20-1800 pM), liposomas ultradeformables
de paromomicina (0,24-20 pM) y liposomas
ultradeformables  vacios  (0,001-0,1imM de
fosfolipidos). La activad antiparasitaria se determino
por recuento microscépico en laminas coloreadas
con Giemsa. Los resultados se expresaron en
concentracion inhibitoria 50 (Cl,)) Los ensayos
de permeabilidad se realizaron en celdas de
Franz con membranas de acetato de celulosa. La
paromomicina y los liposomas ultradeformables
de paromomicina (600 pg/ml) se adicionaron en
el compartimento donador. Se tomaron muestras
alas 2, 4, 8, 12 y 24 horas. Se determiné el perfil
de liberacion y el flujo de paromomicina y de
liposomas ultradeformables de paromomicina (ug/
cm? por hora).

Resultados. Los liposomas ultradeformables
de paromomicina fueron mas activos que la
paromomicina libre contra los amastigotes
intracelulares de L. braziliensis (Cl,: 1,7 uM
Vs. 175 pM). Los liposomas ultradeformables
vacios no fueron toxicos para los amastigotes
intracelulares en concentraciones menores de
0,1 mM de fosfolipidos. La difusion de liposomas
ultradeformables de paromomicina a través de las
membranas de acetato de celulosa fue mayor que
la paromomicina libre.

Conclusiones. La incorporacion de paromomicina
en liposomas ultradeformables incrementd su
actividad in vitro contra L. braziliensis y aumenté
su difusién a través de membranas sintéticas.
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Determinacion de la capacidad

leishmanicida in vitro de

compuestos de origen sintético
sobre promastigotes de Leishmania
panamensis
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Universidad Nacional de Colombia, Bogoté, D.C.,
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Introduccidn. La leishmaniasis es una parasitosis
transmitida por la inoculacion de protozoarios
del genero Leishmania mediante la picadura
de mosquitos de la familia Phlebotominae. Se
caracteriza por presentar tres formas clinicas que
van desde una forma leve, moderada a grave
que puede ocasionar la muerte del paciente,
denominadas:leishmaniasiscutanea,leishmaniasis
mucocutanea y leishmaniasis visceral, las cuales
estdn influenciadas, principalmente, por la
condicion inmunoldgica del individuo y la especie
causante de la enfermedad.
Actualmente, el tratamiento de primera eleccion
para esta enfermedad se basa en la administracion
de antimonio pentavalentes por via intramuscular;
sin embargo, se han reportado casos de toxicidad
del tratamiento que han llevado incluso a la muerte
del paciente y en algunos pacientes se ha reportado
resistencia altratamiento, porlo que la Organizacion
Mundial de la Salud ha incentivado la busqueda
de nuevas alternativas terapéuticas, entre las que
se encuentra la busqueda de nuevos principios
activos que den solucién a este problema.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
identificar el potencial leishmanicida de 34
compuestos sintéticos derivados benzo[1°,2’:6,7]
quinolino[2,3-d]pirimidinada sobre promastigotes
de Leishmania panamensisy, a su vez, determinar
la citotoxicidad de los mismos sobre una linea de
macrofagos de raton (J774).
Materiales y métodos. La determinacion de la
viabilidad celular se realizé mediante la metodologia
de reduccion de resazurina, posterior ala exposicion
durante 72 horas a cada uno de los compuestos y
se realizaron los calculos de la concentracion letal
50 y de la concentracién efectiva 50, usando el
software Graph Pad Prism, version 5.00.
Resultados y conclusiones. Los resultados
obtenidos demuestran que 12 de los compuestos
presentaban actividad leishmanicida sobre
promastigotes de L. panamensis, con indices de
selectividad entre 2 y 27, lo cual —con estudios
mas detallados—, podria sugerir que estos
compuestos son promisorios para el tratamiento
de la leishmaniasis.
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Caracterizacion de la flora utilizada

por los kofan colombianos en el
tratamiento de la leishmaniasis
cutanea

Juan Bernal, Andrés Lopez, Eilzabeth Murillo, Jonh
Jairo Méndez

Grupo GIPRONUT, Universidad del Tolima, Ibagué,
Colombia

Introduccidn. La leishmaniasis cutanea, enferme-
dad provocada por un grupo de protozoos del
género Leishmania, transmitida por las hembras
del género Lutzomyia, ha tenido mayor incidencia
en Colombia en los ultimos afos de la mano
del incremento en los problemas que se vienen
presentando con el Glucantime®, asi como también
la variada efectividad del farmaco, los efectos
secundarios y la resistencia de los parasitos. La
blusqueda de procedimientos alternos ha llevado
a prestar una mayor atencion al conocimiento
ancestral de las comunidades indigenas sobre
plantas antileishmania.

El propédsito del trabajo fue mostrar los cono-
cimientos y creencias de la practica y manejo
relacionado con la leishmaniasis cutanea, por parte
de la comunidad indigena kofan en el piedemonte
amazénico colombiano.

Materiales y métodos. Se aplic6 un instrumento
etnofarmacoldgico a “curacas” (médicos indigenas)
kofan, al tiempo que se recolectaban ejemplares
de las plantas para su determinacién taxondémica
en el herbario TOLI de la Universidad del Tolima.
Ademads, se recolectaron muestras separadas
para obtener cenizas, preparar decocciones con
etanol al 96 % (1:10 vegetal/solvente, 60 °C, 30
minutos), realizar con los extractos asi obtenidos
los ensayos fitoquimicos preliminares y hacer un
andlisis de minerales por absorcion atomica.
Resultados. Se encontraron 14 especies vegetales
pertenecientes a 10 familias, y la Rubiaceae fue
la mas representativa. Las pruebas fitoquimicas
preliminares se le realizaron a cada una de las
plantas, teniendo en cuenta lo mencionado en las
entrevista. En todas las muestras se encontraron
polifenoles, terpenos y alcaloides. Los minerales
mas abundantes fueron Fe, Cuy Zn.
Conclusiones. El principio activo de las plantas
utilizadas parece localizarse en hojas y tallos. La
interaccion de los metabolitos y la interaccion de
los minerales de cada una de las plantas pueden
ser mas complejas que la simple aplicacion tépica.
La sinergia que se pueden presentar podria ser la
responsable se la efectividad de los tratamientos.
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Terapia fotodinamica contra
Leishmania spp., uso de lipoproteinas
de baja densidad como vehiculo para
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aluminio clorada
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Piedecuesta, Santander, Colombia
Introduccién. La terapia fotodinamica utilizando
ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI) constituye
una alternativa promisoria en la leishmaniasis.
La interiorizacién selectiva de la PcAICI en las
células infectadas se podria mejorar utilizando
la lipoproteina de baja densidad (LDL) como
vehiculo, dado su reconocimiento por receptores-
LDL expresado en las células infectadas.
El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
fototoxico de la PcAICI precargada en LDL en
células THP-1 infectadas con Leishmania chagasi
y L. panamensis.
Materiales y métodos. La PcAICI fue precargada
en LDL (PcAICI-LDL) mediante incubacién durante
1 hora a 37 °C. Las células THP-1 infectadas con
Leishmania spp. fueron tratadas con diluciones
seriadas de PcAICl o PcAICI-LDL (0-5 uM), durante
3y 24 horas e irradiadas (5 J/cm?, luz visible: 400-
700nm). Las ceélulas control fueron mantenidas
sin irradiar. El porcentaje de células infectadas
se determind después de 24 horas, por recuento
microscopico, en laminas coloreadas con Giemsa.
La actividad de los compuestos se expres6 como
concentraciones inhibitorias 50 (Cl,)) y 90 (Cl,)
obtenidas mediante regresion sigmoide.
Resultados. En amastigotes intracelulares de
L. chagasi, el conjugado PcAICI-LDL fue mas
fototoxico que la PcAICI, con valores de Cl
menores de 0,02 y 0,003 pM en contraste con los
datos encontrados para la PcAICI de mas de 1,66
y mas de 0,02 pM para 3 y 24 horas de incubacion
No se observé actividad de PcAICI-LDL y PcAICI
en amastigotes intracelulares de L. panamensis a
las concentraciones utilizadas
Conclusiones. El uso de la LDL como vehiculo de
transporte de PcAICI favorece su actividad en las
células infectadas con L. chagasi, disminuyendo el
valor de Cl,, 6,66 veces respecto al uso de PcAICI
libre. Los amastigotes intracelulares de L. chagasi
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fueron mas sensibles al efecto fototdéxico de PcAICI
y PcAICI-LDL que los de L. panamensis.

e o o
Modulacioén de la expresion de
genes involucrados en la respuesta
a farmacos tras la infeccion
con Leishmania panamensis en
macrofagos humanos

Laura Jimena Rojas, Maria Adelaida Gémez

Centro Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas, Cali, Colombia
Introduccidén. Los mecanismos de interiorizacion,
acumulacion y distribucion de medicamentos anti-
leishmania en la célula huésped son desconocidos.
Se han implicado acuagliceroporinas y transporta-
dores ABC en el transporte y acumulacién intracelular
de compuestos antimoniales y miltefosina.

El objetivo de este estudio fue conocer in vitro el
efecto de la infeccién con Leishmania panamensis
y el tratamiento con Glucantime® y miltefosina en
la modulacién de la expresién de transportadores
ABC, SLC y canales de acuagliceroporinas en
macrofagos humanos.

Materiales y métodos. Se infectaron macréfagos
humanos de la linea celular THP-1 con cepas de L.
panamensis resistentes o sensibles a Glucantime®
o miltefosina por 24 horas. La expresién de AQP9,
AQP1, P-gp (MDR-1), MRP-1, ABCB6, ABCC2,
ABCAS, SLC7A11 y SLC5A4 se evalud por medio
de gRT-PCR. Se realizé validacion funcional de
AQP9, ABCB6, SLC7A11, y ABCA3 mediante
silenciamiento con shRNA y cuantificacion de
supervivencia intracelular de L. panamensis.
Resultados. Tanto la infeccién con L. panamensis
como el tratamiento con medicamentos anti-
leishmania modularon la expresion de los
transportadores de farmacos en macréfagos
humanos. La exposicibon de macrofagos a
miltefosina indujo la expresion de P-gp y reprimio
AQP1. La interaccién de L. panamensis con el
macrofago moduld la expresion de SLC5A4,
AQP1, ABCB6 y ABCC2. El nivel de sensibilidad
de L. panamensis a los farmacos anti-leishmania
ejerce un efecto diferencial sobre la modulacién de
la expresién de MRP-1, SLC5A4, ABCB6, ABCC2,
y AQP1. El silenciamiento de ABCA3 y ABCB6 en
los macréfagos THP-1 promovié la supervivencia
intracelular del parasito en respuesta al tratamiento
con miltefosin o Glucantime®, respectivamente.
Conclusiones. La expresion de transportadores
ABC, SLC y canales de acuagliceroporinas en
macréfagos humanos es modulada por la infeccién
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con L. panamensis, su nivel de sensibilidad a
medicamentos y el tratamiento con farmacos
anti-leishmania. Las variaciones en los niveles
de expresion pueden modular la acumulacion
intracelular de los fa&rmacos alterando la supervi-
vencia del parasito.

Financiado por Colciencias codigo 222949326161
Programa Jovenes Investigadores e Innovadores
496 de 2009.

Un modelo ulcerativo en raton de
leishmaniasis cutanea por Leishmania
(Viannia) panamensis para investigar
la interaccion parasito-huésped y
evaluar las medidas de intervencién
farmacoldgica e inmunoldgica
Natalia Mufioz', Jhon Alexander Gémez', Diana Patricia
Colorado', Miguel Roldan'?, José Robinson Ramirez-
Pineda’
' Grupo Inmunomodulacién, Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia
2 Instituto de Patologia, Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia
Introduccion. La leishmaniasis cutanea por
Leishmania  (Viannia) panamensis es una
enfermedad de gran prevalencia en Colombia y
Latinoamérica, cuya presentacion clinica consiste,
esencialmente, en la presencia de ulceras cutaneas.
No existe un modelo en ratén que permita el estudio
experimental in vivo de la interaccion huésped-
parasito.
El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
clinica, parasitolégica e inmunolégicamente un
modelo ulcerativo en ratén de leishmaniasis
cutanea causado por L. (V.) panamensis
Materiales y métodos. Se infectaron ratones
BALB/c con L. (V.) panamensis en la dermis de la
oreja y se hizo seguimiento clinico, parasitologico,
histopatolégico e inmunoldgico. Los andlisis inmuno-
l6gicos incluyeron la determinacion de anticuerpos
especificos, la medicién de citocinas en ganglios
linfaticos y esplenocitos y la caracterizacion ex vivo
de las poblaciones celulares por citometria de flujo.
Resultados. Los animales presentaron una
enfermedad ulcerativa, progresiva y crénica,
tipica de la leishmaniasis cutanea por L. (V.)
panamensis, la cual se correlaciond directamente
con el aumento de la carga parasitaria. El estudio
histopatolégico y citométrico evidenci6é un aumento
progresivo del infiltrado inflamatorio histiocitario,
linfoplasmocitario y de polimorfonucleares. La
enfermedad transcurrio con una linfoadenopatia
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regional y una diseminacion del parasito al ganglio
linfatico y al bazo, sin evidencia de enfermedad
sistémica. Tanto en el ganglio linfatico del drenaje,
como en el bazo, se detectd una respuesta inmune
adaptativa mixta caracterizada por la produccion
de IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IFNg y
GM-CSF. Con la progresién de la enfermedad
se incrementaron los niveles de anticuerpos
especificos de tipo IgG1 e IgG2a.

Conclusiones. Se caracterizd, por primera vez,
un modelo animal ulcerativo de leishmaniasis
cutanea por L. (V.) panamensis que reproduce las
caracteristicas clinicas e inmunopatologicas de
la leishmaniasis cutanea humana ocasionada por
esta especie del parasito. Este modelo facilitara la
comprension de los mecanismos de patogénesis
e inmunidad y el desarrollo de nuevas terapias y
vacunas.

e 06 o

Evaluacion preliminar de persistencia
y supevivencia de Leishmania
(Viannia) en pacientes con
leishmaniasis cutanea tratados con
Glucantime®

Ricardo Obonaga, Maria Adelaida Gémez, Daniel
Rodriguez-Pinto, Javier Martinez, Victor Manuel

Blanco, Nancy Gore Saravia

Centro Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas, Cali, Colombia
Introduccién. La medicion de marcadores de
viabilidad, como el 7SLARN, ha permitido la
cuantificacion del parasito en tejidos sanos de
pacientes con leishmaniasis cutaneay enindividuos
con infeccion asintomatica. Considerando que la
persistencia de infeccidon posterior al tratamiento
contribuye a la recurrencia y generacion de
un reservorio de parasitos, nuestro objetivo
fue determinar la factibilidad de medir la carga
parasitaria y viabilidad de Leishmania (Viannia)
después del tratamiento con Glucantime®.
Métodos. Como estrategia exploratoria, evaluamos
la presencia de Leishmania (Viannia) en aspirados
de lesiones y muestras extralesionales (hisopados
de amigdalas y nasales) antes del tratamiento
con Glucantime® y después de él (6 a 30 dias)
en 5 pacientes con leishmaniasis cutanea. Las
muestras positivas por PCR del kADN/Southern
blot fueron evaluadas por gRT-PCR del 7SLARN de
Leishmania (Viannia) para determinar la viabilidad
y la carga parasitaria.

Resultados. La PCR/Southern blot del kADN
permiti6 detectar Leishmania (Viannia) en las
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lesiones de todos los pacientes y en amigdalas
0 mucosa nasal de 3/5 (60 %) de los pacientes
antes de iniciar el tratamiento. El gRT-PCR
del 7SLARN permiti6 determinar la viabilidad
en muestras extralesionales en 2/4 pacientes
y en todos los aspirados de lesion antes del
tratamiento. Al final de tratamiento se amplificé el
kADN de los aspirados de las lesiones obtenidas
de 2/4 pacientes mientras que las muestras de
hisopados de amigdalas y mucosa nasal fueron
negativas. No hubo amplificacion del 7SLARN de
las muestras después del tratamiento. El rango de
la carga parasitaria normalizada fue de 1.426 a
5.140 parasitos por 1.000 células para aspirados y
de 153 a 946 parasitos por 1.000 células para las
muestras extralesionales.

Conclusiones. El qRT-PCR del 7SLARN permitié
evidenciar la viabilidad y la carga parasitaria en
lesiones vy tejidos extralesionales de los pacientes
antes del tratamiento. La persistencia de parasitos
después del tratamiento en lesiones fue demostrable
por la presencia del KADN, aunque no se logré
amplificar el 7SLARN después del tratamiento,
probablemente por la menor cantidad relativa
de este blanco (40 veces menos que KADN) y la
cercania del muestreo al final de tratamiento.
Apoyado por Fogarty International Center, U.S.
National Institutes of Health Global Infectious Disease
Research Training Program, contrato 2D43TW006589
— 06; Colciencias, Programa Jévenes Investigadores
e Innovadores 496 de 2009.

e o o
Sensibilidad de Leishmania (Viannia)
antes del tratamiento y después de
la falla terapéutica con miltefosina en
pacientes con leishmaniasis cutanea
Ricardo Obonaga, Olga Lucia Fernandez, Victor
Manuel Blanco, Daniel Garcerant, Liliana Valderrama,
Nancy Gore Saravia
Centro Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas, Cali, Colombia
Introduccion. La efectividad de la miltefosina para
el tratamiento de la leishmaniasis cutanea ha sido
demostrada. No obstante, ya han sido reportados
casos de falla terapéutica. Esto, junto con los
treportes de tolerancia al medicamento in vitro
observada en especies de Leishmania (Viannia)
prevalentes en Colombia, hace relevante evaluar el
impacto selectivo del tratamiento en la sensibilidad
de los parasitos sobrevivientes.
Métodos. Se evalud la sensibilidad a miltefosina
en ocho cepas clinicas (cuatro pares) aisladas
antes del tratamiento y durante la falla terapéutica
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a miltefosina de cuatro pacientes. La dosis efectiva
50 (DE,,) en amastigotes se determiné con la carga
parasitaria en macréfagos de la linea histiocitica
U937 infectados con los aislamientos clinicos
expuestos al medicamento. En promastigotes, la
DE,, se determind con base en la citotoxicidad
usandofosfatasaacidacomoindicadorde viabilidad.
Los datos se analizaron usando GraphPad Prism,
version 5.0, y se utilizé la prueba de Mann Whitney
(p>0,05) para las comparaciones de las cepas.
Resultados. El estadio de amastigote fue signifi-
cativamente mas sensible a la miltefosina (DE,,
mediana, 8,62 pM) que la forma promastigote
(66,95 pM) (p<0,001). La DE,; de los amastigotes
intracelulares de una linea resistente derivada
mediante cultivo con concentraciones incrementales
de miltefosina, aument6 de 1,55 pM a mas de 32
uM, y para la forma promastigote, de 62,9 uM a
103,1 pM. El anélisis de la DE, de las cepas de
pacientes que fallaron al tratamiento con miltefosina
mostré un incremento de 10 yM a méas de 32 yM
en amastigotes intracelulares de la cepa aislada
durante la falla terapéutica en uno de los cuatro
pacientes.

Conclusiones. La monoterapia con miltefosina para
el tratamiento de la leishmaniasis cutanea puede
seleccionar poblaciones tolerantes al medicamento
con la consecuencia de la reduccion de la vida util
de este medicamento. EI modelo de amastigotes
intracelulares es mas sensible para la evaluacion de
la sensibilidad a la miltefosina in vitro que el modelo
de promastigotes.

Apoyado por Fogarty International Center, U.S.
National Institutes of Health Global Infectious
Disease Research Training Program, contrato
2D43TW006589-06; Colciencias, contrato 2229-
408-20418; Colciencias, Programa Jovenes Investi-
gadores e Innovadores 496 de 2009.

Eficacia in vitro e in vivo del alquil-
lisofosfolipido de edelfosina contra
promastigotes y amastigotes de
Leishmania spp. y en Leishmania
panamensis resistente al antimonio
pentavalente

Rubén E. Varela'?, Janny A. Villa-Pulgarin'2, Edward

Yepes?3, Ingrid Miller*, Manuel Modolell®, Diana L.

Muinoz®, Sara M. Robledo®, Carlos Muskus®, Julio

Loépez-Aban?, Antonio Muro?, Ivan D. Vélez®, Faustino

Mollinedo!

' Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cancer,
Centro de Investigacion del Cancer, CSIC-
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Universidad de Salamanca, Campus Miguel de
Unamuno, Salamanca, Espafa
2 APOINTECH, Centro Hispano-Luso de
Investigaciones Agrarias, Parque Cientifico de la
Universidad de Salamanca, Salamanca, Espafia
3 Laboratorio de Inmunologia Parasitaria y Molecular,
Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca,
Campus Miguel de Unamuno, Salamanca, Espafna
4 Department of Medicine, Section of Immunology, St.
Mary’s Campus, Imperial College London, London, UK
5 Department of Cellular Immunology, Max Planck
Institut fir Immunbiologie, Freiburg, Germany
6 Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia
Introduccién. La leishmaniasis es un grupo de
enfermedades tropicales olvidadas causadas por el
parasito Leishmania. El antimonio pentavalente es
actualmente el medicamento de eleccion, cuando
no hay resistencia. Los alquil-lisofosfolipidos tienen
actividad parasitaria y el alquil-lisofosfolipido de
miltefosina esta aprobado clinicamente; sin embar-
go, la facilidad de desarrollar cepas resistentes in
vitro, prevé acortar su permanencia en la clinica. El
estudio evalué la actividad anti-leishmania in vivo
de la edelfosina, e in vitro frente a distintos alquil-
lisofosfolipidos.
Materiales y métodos. La actividad antileishmania
de la edelfosina, miltefosina, perifosina y erucilfos-
focolina se analizd, realizando ensayos de
proliferacion y citometria, en promastigotes y
amastigotes axénicos de diferentes especies. El
tratamiento oral de la leishmaniasis cutdnea con
edelfosina se evalud utilizando modelos de ratén y
hamster. Los parasitos resistentes a la miltefosina,
edelfosina y antimonio pentavalente se obtuvieron
usando concentraciones crecientes de cada
compuesto. La produccién de 6xido nitrico (ON),
en macrofagos J774, se cuantifico por el método
de Griess.
Resultados. Se encontré una mayor inhibicion de
la proliferacion in vitro (IC,;) en el siguiente orden:
edelfosina>perifosina>miltefosina>erucilfosfoco
lina, en ambos amastigotes y promastigotes. La
IC,, depende de la especie del parasito como de
su estadio. La edelfosina causa apoptosis-like en
el parasito, y en macrofagos destruye al parasito,
independientemente del ON. In vivo, la edelfosina
disminuye la carga parasitaria de ratones y
hamsteres infectados con Leishmania panamensis,
L. braziliensis y L. panamensis resistente al
antimonio pentavalente. La resistencia in vitro a la
miltefosina se gener6 mas rapidamente que a la
edelfosina.
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Conclusiones. La edelfosina es el alquil-
lisofosfolipido mas potente in vitro contra
Leishmania spp. y elimina L. panamensis
resistentes al antimonio pentavalente. Ademas, su
resistencia tarda en aparecer.
La edelfosina causa apoptosis indepen-diente
del ON en los dos estadios del parasito, y en los
modelos animales disminuye significativamente la
carga parasitaria.

e o o

Desarrollo de un sistema de alto
rendimiento para la evaluacién de
compuestos leishmanicidas in vitro e
in vivo en especies del Nuevo Mundo
utilizando cepas fluorescentes estables

Sergio A. Pulido, Diana L. Mufioz, Adriana M. Restrepo,
Carol V. Mesa, Juan F. Alzate*, Ivan D. Vélez, Sara M.
Robledo

Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales, PECET, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

*Direccion actual: Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad de
Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccidn. El desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas para el tratamiento de la leishmaniasis
requiere de metodologias de alto rendimiento para
la determinacién de la actividad de los nuevos
compuestos tanto in vitro como in vivo. Los genes
reporteros, como la proteina verde fluorescente,
se ha convertido en una importante herramienta en
diversos modelos gracias a su alta especificidad,
sensibilidad y flexibilidad. El uso de la proteina
verde fluorescente como un gen reportero elimina
los inconvenientes presentados por los ensayos
convencionales asi como los encontrados con el
uso de otros genes reporteros. La utilidad de la
proteina verde fluorescente como gen reportero
depende de la homogeneidad y estabilidad de
la las cepas que expresan la proteina verde
fluorescente. Se ha demostrado la expresion
estable de la proteina verde fluorescente en cepas
del Viejo Mundo usando vectores de integracién,
sin embargo, no existen reportes de este tipo en
cepas del Nuevo Mundo.

Materiales y métodos. Se transfectaron cepas de
Leishmania panamensis y L. braziliensis con un
plasmido de integracion que contenia la proteina
verde fluorescente y se determiné la expresion por
microscopia y por citometria de flujo. Ademas, la
cepa de L. panamensis se uso para infectar lineas
celulares en cultivo y hamsters para evaluar su
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comportamiento y estabilidad durante un periodo
prolongado.
Resultados. Las cepas de Leishmania del Nuevo
Mundo transfectadas expresan la proteina verde
fluorescente gracias a la insercién del gen en el
locus de 18S ARN por medio de recombinacién
homologa; también demostramos que la expresién
de la proteina verde fluorescente es estable y
homogénea durante todo el ciclo infectivo del
parasito.
Conclusién. Las cepas fluorescentes generadas
en este trabajo indican que son Utiles para ensayos
de evaluaciéon de actividad leishmanicida in vitro,
ex vivo e in vivo. Ademas, se pueden incorporar
a metodologias automatizadas de alto rendimiento
para la evaluacion de compuestos leishmanicidas,
como la citometria de flujo y la fluorimetria.

e o o

La cinasa de colina de Leishmania
infantum como un potencial blanco
terapéutico para el tratamiento de la
leishmaniasis

Sergio Pulido’, Jon Friesen?, Juan Alzate®, David

Cedefio?, Marjorie Jones?, Sandra Duque*, Luz Rios?*,

Sara M. Robledo!

' Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

2 Chemistry Department, lllinois State University,
Normal, IL, USA

8 Grupo de Parasitologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

4 Universidad de Manizales, Manizales, Colombia
Introduccion. El estudio de la fisiologia de
Leishmania spp. y el conocimiento de los genomas
de varias especies de Leishmania han ayudado al
descubrimiento de nuevos blancos terapéuticos.
En este contexto, la inhibicién de la sintesis de
fosfatidilcolina se perfila como una prometedora
estrategia para el desarrollo de nuevos compuestos
leishmanicidas. La cinasa de colina/etanolamina,
por ser la primera enzima en esta ruta metabdlica
en eucariontes, podria ser un blanco terapéutico
identificable en esta via.

En este trabajo se presenta la descripcién molecular

y bioquimica de la cinasa de colina/etanolamina de

Leishmania infantum y el efecto leishmanicida de

inhibidores sintéticos de estaenzima, proponiéndola

como un promisorio blanco terapéutico para el
tratamiento de la leishmaniasis.

Materiales y métodos. Se clond y se purifico la

cinasa de colina/etanolamina de L. infantumy se

realizaron experimentos para la determinacion de los
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parametros cinéticos de la enzima. Paralelamente,
se evalud la actividad leishmanicida de compuestos
sintéticos sobre amastigotes intracelulares v,
posteriormente, su actividad inhibitoria sobre la
enzima recombinante.
Resultados. La enzima caracterizada tiene una
marcada actividad de cinasa de colina con una
alta afinidad por el sustrato. La secuencia de
aminoacidos difiere de las enzimas homélogas
en otros organismos, incluyendo la humana. La
actividad enzimatica es inhibida por compuestos
analogos del sustrato colina que muestran efectos
leishmanicidas sobre amastigotes intracelulares in
vitro.
Conclusiones. Se muestra la primera evidencia
experimental de la existencia de una cinasa de
colina en Leishmania spp. Este, igualmente, es el
Unico indicio disponible de la existencia de la ruta
clasica de biosintesis de la fosfatidilcolina en el
parasito, lo cual cuestiona lo propuesto por otros
autores sobre la obtencion de fosfatidilcolina en
Leishmaniaspp. Finalmente, se describe una nueva
familia de compuestos con actividad leishmanicida
que actlan a través de la inhibicion de la cinasa de
colina en el parasito.

o 0 o

Desarrollo, sintesis y evaluacion del
efecto de compuestos derivados de
tetrahidroquinolinas sustituidas en
C2, sobre la viabilidad de Leishmania
braziliensis en la busqueda de
potenciales alternativas terapéuticas
para el tratamiento de la leishmaniasis
Yael Garcia-Marchan', Daznia Bompart', Jorge Nufiez-
Duran', Daniel Rodriguez', Vladimir V. Kouznetsov?,
Calos M. Meléndez?, Felipe Sojo'?, Francisco Arvelo'?,
anzalo Visbal*, Xenén Serrano-Martin'
" Area de Salud, Instituto de Estudios Avanzados,
Caracas, Venezuela
2 Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular,
Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga,
Colombia
3 Instituto de Biologia Experimental, Universidad
Central de Venezuela, Caracas, Venezuela

4 Centro de Quimica, Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas, Caracas, Venezuela

Introduccién. Desde los afos 50, la terapia con
medicamentos ha sido la alternativa para tratar
la leishmaniasis. El arsenal quimioterapéutico
de primera linea para combatir esta enfermedad
ha sido: Glucantime® y Pentostan®. Estos
farmacos producen serios efectos secundarios,
a saber: dificultades cardiacas, insuficiencia
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renal y complicaciones hepéticas, entre otros.
Por esta razén, actualmente existen muchos
grupos de trabajo enfocados en la busqueda de
medicamentos alternativos que sean seguros,
economicos y efectivos en el tratamiento de esta
enfermedad parasitaria.
Materiales y métodos. Por medio de evaluaciones
con MTTy laconstruccion de curvas de crecimiento,
estudiamos el efecto de 14 compuestos de la
serie de tetrahidroquinolinas, sustituidas en C2,
sobre la viabilidad de Leishmania braziliensis
in vitro. Se estudié el efecto de los compuestos
seleccionados sobre el potencial mitocondrial, los
acidocalcisomas, el contenido de esteroles libres y
la osmorregulacion de los promastigotes tratados.
Resultados. De los 14 compuestos evaluados,
4 resultaron efectivos contra promastigotes de
L. braziliensis, y fueron relativamente inocuos
para la célula huésped (J774-G8). El compuesto
CM100 result6 ser muy efectivo con valores
de EC,, de 7 pM. Mediante experimentos de
fluorescencia, demostramos que el mencionado
compuesto desestabiliza el potencial electrogénico
de la mitocondria y genera la alcalinizacién de los
acidocalsisomas de estos parasitos, afectando
gravemente su bioenergética celular. Los
experimentos de cromatografia de gases acoplada
a masas, se encuentran actualmente en proceso
para determinar el efecto de este compuesto sobre
la biosintesis de esteroles, esencial para estos
tripanosomatideos.
Conclusiones. Los compuestos derivados de
tetrahidroquinolinas, sustituidas en C2, presentan
un efecto importante sobre la viabilidad de los
promastigotes de L. braziliensis, afectando
pobremente a la célula huésped. Al evaluar los
posibles mecanismos de accion de este efecto,
encontramos que altera el correcto funcionamiento
de los organelos energéticos, como la mitocondria
y los acidocalcisomas.
e 0 o

Potencial antiinflamatorio, cicatrizante
y leishmanicida de productos
naturales y sus derivados
Yesmit Karina Rios', Diana Lorena Mufioz', Luis
Fernando Echeverri2, lvan Dario Vélez', Sara Maria
Robledo!
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2 Quimica Organica de Productos Naturales,

Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia
Introduccién. La leishmaniasis es considerada un
problema de salud publica en los paises donde la
enfermedad es endémica, incluido Colombia. Es
necesario encontrar medicamentos que superen
las desventajas de los que estén disponibles en el
mercado, y una estrategia que pudiera ser usada
en la busqueda de un compuesto candidato para
el tratamiento de la leishmaniasis cuténea, es su
comprension como una enfermedad que transita
por un proceso inflamatorio que permite al parasito
persistir en el organismo, facilitar la progresion de
las lesiones y su falta de cicatrizacién; por estas
razones, una molécula capaz de modular esta
respuesta y de estimular la cicatrizacién, permitiria
acelerar estos procesos, constituyéndose en
coadyuvantes de medicamentos ya existentes o
como potencialestratamientos paralaleishmaniasis
cuténea.
El propésito de esta investigacion se centré en
determinar el efecto de varios compuestos, de
sintesis y derivados de productos naturales, sobre
estas respuestas y sobre el parasito.
Materiales y métodos. La actividad citotoxica se
evalué sobre células U-937, BHK-21, Detroit 551,
y sobre cultivos primarios de monocitos derivados
de sangre periférica por el método MTT. La
efectividad se evalud in vitro contra amastigotes
axeénicos e intracelulares de Leishmania (Viannia)
panamensis, por el método MTT y por citometria de
flujo. Tanto la CL,, como la CE,; se calcularon por
Probit. El potencial antiinflamatorio y cicatrizante
se determiné usando ELISA para IFN-g, TGF-b,
MCP-1, COX-2 en sobrenadantes de cultivos
de fibrocitos humanos y se realizdé un test de
cicatrizacion in vitro para evaluar el efecto de los
extractos y de las moléculas sobre la migracion de
los fibroblastos humanos Detroit 551.
Resultados. Los compuestos que mostraron ser
promisorios como agentes leishmanicidas con
actividad antiinflamatoria o cicatrizante, fueron el
extracto etandlico de caléndula, el aceite esencial
de manzanilla'y TC1 y TC2 con CE,; menores de
50 pg/ml.
Conclusiones. Los compuestos evaluados pueden
constituirse en coadyuvantes de medicamentos ya
existentes o como potenciales tratamientos para la
leishmaniasis cuténea.
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