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RESUMEN 

Se conoce como leishmaniasis a un grupo de enfermedades producidas por diferentes 

especies de protozoarios del género Leishmania. Según la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) para el 2016, se estima que cada año se producen entre 900 000 y 1,3 

millones de nuevos casos y entre 20 000 y 30 000 defunciones a causa de esta enfermedad. 

En Venezuela, según lo reportado en el boletín epidemiológico publicado a finales del año 

2016, hay un total de 1 068 casos de esta enfermedad por lo que es considerada una de las 

enfermedades tropicales de mayor importancia. El tratamiento actual de la enfermedad está 

constituido por fármacos altamente tóxicos, que suelen generar resistencia en los pacientes 

y son de eficacia variable dependiendo de la especie que se trate, por lo cual diversas 

investigaciones se han abocado a la búsqueda de nuevos compuestos con potencial 

leishmanicida. En este trabajo se recopilan las evidencias que apoyan a los compuestos 

quinolínicos y sus derivados como posibles drogas alternativas para esta enfermedad, ya 

que estos han demostrado su efecto in vitro e in vivo contra el parásito. Basados en esta 

evidencia, se evaluó el efecto del compuesto 7-cloroquinolina-4-oxifenil(2-metoxi-5-

carboxialdehido) o FR25 sobre promastigotes y amastigotes Leishmania braziliensis y 

Leishmania donovani. Se obtuvo que la quinolina FR25 afecta la viabilidad in vitro de los 

promastigotes de L. donovani y L. braziliensis  con un valor IC50 estimado de 11,43 μM en 

el caso de L. donovani y de 60,08 μM para L. braziliensis. Además, este mismo compuesto 

fue capaz de disminuir el porcentaje de infección de macrófagos múridos de la línea celular 

J774 por amastigotes de L. donovani, de manera dosis dependiente con un valor IC50 

estimado de 1,59μM y de disminuir del número de amastigotes por célula, llegando a 

observase vacuolas vacías a altas concentraciones de la droga. En el caso de infección por 

amastigotes intracelulares de L. braziliensis, a concentraciones tan altas como 28 μM, las 

cuales ya afectan a la célula hospedera, el compuesto no fue competente en reducir el 

porcentaje de infección ni siquiera en un 50%. El presente trabajo demuestra que existen 

diferencias importantes en el efecto que tiene un mismo compuesto sobre distinta especies, 

y además señala a las quinolinas como potenciales candidatos a drogas leishmanicidas. 

Palabras claves: Leishmaniasis, quinolinas, Leishmania braziliensis 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Leishmaniasis 

 Se conoce como leishmaniasis a un grupo de enfermedades producidas por 

diferentes parásitos protozoarios del género Leishmania. Se han identificado 

aproximadamente 30 especies dentro de este género, siendo al menos 20 de estas patógenas 

para mamíferos (Spcickler y col., 2011). Según la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) para el 2016, se estima que cada año se producen entre 900 000 y 1,3 millones de 

nuevos casos y entre 20 000 y 30 000 defunciones a causa de esta patología.  En Venezuela, 

según lo reportado en el boletín epidemiológico publicado a finales del año 2016, hay un 

total de 1 068 casos de esta enfermedad. Dado a su alta incidencia y mortalidad, esta 

enfermedad es considerada un problema de salud pública en distintos países.  

 Los parásitos del género Leishmania se desarrollan y multiplican en el interior de 

macrófagos del hospedador vertebrado como formas amastigotes, y como promastigotes en 

la luz del tubo digestivo del vector, insectos del género Lutzomyia en el caso América y 

Phlebotomus para el viejo mundo. Los amastigotes son ovalados y miden de 2 a 5 micras, 

su flagelo es corto, por lo que sólo es visible con microscopía electrónica, mientras que los 

promastigotes son alargados, miden entre 10 y 15 micras, y cercano al extremo anterior se 

puede observar el kinetoplasto, de donde sale el flagelo, que le confiere movimiento 

(Botero, 1998). 

El ciclo de vida de este protozoario inicia cuando el vector ingiere sangre de un 

hospedador infectado, una vez que los parásitos se encuentran en el intestino medio del 

insecto, se diferencian en varias etapas de desarrollo pasando de amastigotes a 
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promastigotes metaclíclicos con diferentes etapas intermedias, las cuales se caracterizan por 

cambios morfológicos y funcionales del parásito destinados a garantizar su supervivencia 

en el vector. (Kamhawi, 2006). Los promastigotes metacíclicos se acumulan en el intestino 

anterior e intestino medio del vector, el cual al alimentarse de un vertebrado, inyecta los 

parásitos sobre su piel, donde son fagocitados por macrófagos,  pasando así a la forma 

amastigote, y posteriormente replicándose hasta que la célula hospedera se lisa, liberando 

nuevos individuos que infectarán a otros macrófagos (Sharma y Singh, 2008). El ciclo se 

reanuda una vez que el vector se alimenta de un mamífero sano. 

1.2 Formas clínicas de la Leishmaniasis 

 En humanos las manifestaciones clínicas de la enfermedad, dependen de la especie 

de Leishmania y de la respuesta inmunitaria del individuo afectado (Nieves y col., 2007). 

Entre las principales formas clínicas encontramos: leishmaniasis cutánea (LC), 

leishmaniasis mucocutánea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV). En la tabla 1 se muestran 

las distintas especies de Leishmania que afectan a humanos según la manifestación clínica 

que genera. 

Tabla 1. Algunas especies de Leishmania según la manifestación clínica que generan 

en humanos. (OMS, 2010). 

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia) 

Viejo mundo L. donovani 

L. infantum 

L. major 

L. tropica 

L. aethiopica 

L. infantum 

  

Nuevo mundo 

(América) 

L. infantum L. infantum 

L. mexicana 

L. venezuelensis 

L. amazonenesis 

L. braziliensis 

L. guayanensis 

L. panamensis 

L. shawi 

L. peruviana 

L. braziliensis 

L. panamensis 

Manifestación 

clínica 

Visceral Cutánea Cutánea Mucocutánea 
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 La leishmaniasis cutánea se caracteriza por laceraciones en la piel, principalmente 

en cara, brazos y piernas. Una lesión típica comienza como un nódulo en el sitio de 

inoculación que crece lentamente, y puede convertirse en una úlcera la cual se cura 

gradualmente dejando una cicatriz (OMS, 2010). Esta forma es la más común y a menudo 

se cura de manera espontánea, sin embargo las lesiones pueden llegar a ser destructivas e 

incluso incapacitantes. 

 En el caso de la  leishmaniasis mucocutánea, las lesiones son consecuencia de 

diseminación linfática o hematógena hacia las mucosas, cuando previamente se ha tenido 

lesión cutánea (Salazar y Castro, 2001), causada por algunas de las especies mencionadas 

en la tabla 1. Estas lesiones pueden aparecer meses o años después de la manifestación 

cutánea, causando la destrucción de las membranas mucosas de la nariz, boca y garganta, 

llegando a comprometer la respiración y la alimentación del afectado. 

 La leishmaniasis visceral, es consecuencia de la migración de los parásitos por 

medio de la circulación sanguínea o linfática, hacia órganos internos como el bazo, el 

hígado, la médula ósea, los ganglios linfáticos y otros tejidos linfoides (OMS, 2010). El 

período de incubación que puede ser de meses o años, y la mayoría de los casos permanece 

de forma asintomática o asociada con síntomas leves. Sin embargo, esta es la forma más 

grave de la enfermedad y generalmente es fatal si no es tratada. 

1.3 Tratamiento actual  

 El tratamiento actual de esta enfermedad incluye, como primera línea de acción, el 

uso de antimoniales pentavalentes (estibogluconato de sodio y el antimoniato de N-

metilglucamina) los cuales han sido usados desde la década de 1940. El metabolismo y 
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mecanismo de acción de estos fármacos contra Leishmania no es totalmente comprendido, 

se ha propuesto que estos compuestos están asociados al bloqueo de la glicólisis,  

metabolismo de ácidos grasos y la formación de ATP (Nieves y col., 2007). Sin embargo 

son altamente tóxicos y algunos pacientes no responden al tratamiento o generan resistencia 

al mismo (De Menezes y col., 2015). 

 Como tratamiento de segunda línea en los casos que se presente resistencia a los 

antimoniales, se emplean otras drogas como la anfotericina B, la paramomicina la 

pentamidina, y recientemente la miltefosina. La anfotericina B (AmB) es un antibiótico 

poliénico utilizado para el tratamiento de infecciones fúngicas, sin embargo, ha sido 

utilizado desde 1960 por vía parenteral como deoxicolato, y desde 1997 en liposomas para 

el tratamiento de la leishmaniasis (Nieves y col., 2007). La anfotericina B muestra alta 

afinidad por el ergosterol, el esterol predominante en la membrana de hongos y 

protozoarios como Leishmania, lo que genera la formación de poros acuosos en la 

membrana del parásito que resultan en cambios osmóticos y finalmente en la lisis celular 

(Ramos, 1996). A  pesar de la eficacia de este fármaco su administración está asociada a 

severos efectos segundarios como nefrotoxicidad, además se han reportado desarrollo se de 

resistencia por parte del parásito (De Menezes y col., 2015). 

 La paramomicina es un antibiótico aminoglicosídico usado contra organismos como 

bacterias gram-positivas y gram-negativas, así como infecciones parasíticas entre las que se 

incluyen giardiasis y amibiasis. Su mecanismo de acción es poco claro, sin embargo se ha 

observado que en su forma catiónica se une a las cargas negativas del glicocálix, y entra por 

endocitosis a la célula, una vez en el interior celular, es posible que su blanco sea la 
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mitocondria (Jhingran y col., 2009). Además inhibe la translocación de las subunidades 

ribosomales y por tanto la síntesis de proteínas (Singh y col., 2012). 

Por otro lado, la pentamindina, una diamina aromática, fue una de las primeras 

drogas en emplearse como tratamiento ante la resistencia de los antimoniales. Se plantea 

que su actividad leishmanicida está relacionada a la disminución del potencial mitocondrial, 

ya que esta droga se acumula en la mitocondria y disminuye la eficiencia del complejo II de 

la cadena respiratoria (Singh y col., 2012). 

 La miltefosina es un fosfolípido acilado inicialmente utilizado como un agente 

antitumoral, y es la primera droga de administración oral para esta patología. Su 

mecanismo de acción está asociado a cambios en el metabolismo de lípidos acilados y en la 

síntesis de fosfolípidos (Ouellette y col., 2004). A pesar de su efectividad contra la 

enfermedad, este fármaco es altamente teratogénico y tiene una vida media larga que 

predispone al desarrollo de resistencia (Soto J. y Soto P., 2006).   

A pesar de existir distintos fármacos capaces de combatir la enfermedad, el éxito de 

la quimioterapia varía por diversos factores, como el lugar donde se infecta el individuo y 

el estado nutricional e inmunológico del mismo (Nieves y col., 2007).  Además se ha 

reportado que hay diferencias en la sensibilidad a los fármacos entre las distintas especies 

del género Leishmania. Escobar y col. en el 2002 reportan diferencias en la sensibilidad in 

vitro de promastigotes y amastigotes de las especies L. donovani, L. major, L. tropica, L. 

aethiopica, L. mexicana, y L. panamensis, hacia la miltefosina, teniendo valores de ED50 

entre 0,36-13,1μM en promastigotes y 2,63-37,57μM en amastigotes, siendo L. donovani la 

especie más susceptible a este fármaco. Otro estudio llevado a cabo con aislados 
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provenientes de pacientes humanos en Perú y Nepal, también demostró que distintas 

especies de Leishmania presentan diferencias en la sensibilidad hacia la miltefosina. En 

este caso, los aislados de las especies L. braziliensis y L. guayanensis demostraron ser 

menos sensibles a la miltelfosina (ED50 superiores a los 30μM) que las especies L. 

donovani y L. lainsoni, quieres mostraron valores  de ED50 por debajo de 5 μM (Yardley y 

col., 2005). 

 

1.4 Otros compuestos con actividad antileishmania 

 La búsqueda de nuevos compuestos con potencial leishmanicida que conlleven a 

una terapia que disminuya los efectos segundarios, no genere resistencia en el parásito, sea 

efectiva a bajas dosis y efectiva en un amplio rango de especies dentro del género, es el 

objetivo de un gran número de grupos de investigación en el área. Nuevas drogas han sido 

diseñadas gracias a los avances de distintas tecnologías y a los crecientes descubrimientos 

respecto a las rutas metabólicas y el genoma de Leishmania. Estas moléculas interfieren en 

la actividad biológica de distintos blancos moleculares del  parásito, los cuales pueden 

actuar como inhibidores de su proliferación sin dañar al hospedero.  

 Una cantidad considerable de drogas potenciales han sido evaluadas, encontrándose 

distintas dianas efectivas, como las que se exponen en la tabla 2, siendo las que más 

resaltan inhibidores de distintas enzimas y rutas metabólicas que interfieren con la 

proliferación del parásito. 

 



7 

 

Tabla 2. Compuestos sintéticos con actividad Anti-Leishmania (Monzonte, 2009). 

Compuesto Diseño de la droga Actividad Anti-Leishmania 

3-quinolinas 

sustituidas 

Potente activador de 

macrófagos 

Efecto in vitro contra promastigotes 

y amastigotes de L. chagasi 

9,9-dimetilxantina 

triciclica 

Inhibidor de la 

tripanotiónreductasa 

Inhibe la proliferación in vitro de 

amastigotes intracelulares de L. 

donovani 

Azasteroles Inhibidor de la 24-

metiltransferasa 

Muestra actividad contra 

promastigotes y amastigotes 

axénicos de L. amazonensis 

Edelfosina e 

ilmofosina 

Nuevo derivado de alquil-

fosfolípido 

Alta actividad in vitro contra 

promastigotes y amastigotes de L. 

donovani 

N-acetil-l-cisteina Precursor de glutatión Muestra actividad in vitro contra L. 

amazonenesis en ratones BALC/c 

Nicotinamida Inhibidor de ciertas 

deacetilasas III 

dependientes de NAD 

Causa inhibición in vitro de la 

proliferación en promastigotes y 

amastigotes de L.infantum 

Perifosina Nuevo derivado alcaloide Muestra una actividad significativa 

contra promastigotes de L. 

braziliensis, L. amazonensis. L. 

major y L. infantum 

Triazoles SCH 56592 Inhibidores de la ruta 

biosintética de ergoesterol 

Exhibe actividad in vivo e in vitro 

contra L. amazonensisy L. 

donovani 

 

 Entre las distintas fuentes de las cuales han sido extraídos estos compuestos 

sintéticos, una de las más importantes son las plantas. Según la OMS aproximadamente el 

11% de los 252 fármacos considerados como esenciales, tienen su origen exclusivamente 

en plantas con flores (Veeresham, 2012). Además se han investigado muchas otras 

moléculas derivadas de las plantas que pueden servir como modelos químicos o plantillas 

para el diseño, síntesis y semi-síntesis de nuevas sustancias que sean útiles en el tratamiento 

de diversas enfermedades, entre ellas la leishmaniasis (Veeresham, 2012). 

 Uno de los trabajos pioneros que demuestra el potencial de diversas plantas como 

drogas leishmanicidas fue realizado sobre un modelo in vivo, por Singha y col. en 1992, en 
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el cual se evaluó el efecto de extractos crudos provenientes de 23 plantas distintas en 

hámsteres infectados con Leishmania donovani, encontrando que de los extractos 

evaluados, provenientes de cinco plantas (A. schalaris, S. chirata, T. semidecandra, T. 

cardifoliay N. arbortristis) disminuyeron la carga parasitaria en el bazo por encima del 

75% al cabo de 28 días después el tratamiento. 

 En los años siguientes, diversas investigaciones han comprobado la actividad 

leishmanicida que tienen distintas plantas. Estas no sólo se han abocado a estudiar el efecto 

que tiene la planta sobre el parásito, sino también a identificar los distintos metabolitos 

presentes en las mismas, quienes son los verdaderos responsables de su actividad 

antiparasitaria. Una larga lista de metabolitos ha sido generada, con al menos 239 

moléculas distintas (Rocha, 2005) clasificadas según la naturaleza química de las mismas. 

Entre aquellos compuestos a los cuales se ha confirmado su actividad leishmanicida, se 

encuentran diversos flavonoides, como la luteonina y la quercetina que se ha descrito son 

capaces de provocar el clivaje del minicírculo de ADN del kinetoplasto mediante la 

inducción de la topoisomerasa II tanto en promastigotes como amastigotes  (Polonio y 

Efferth, 2008). Las chalconas, como la licochalcona A, exhibe una fuerte actividad anti-

leishmania contra promastigotes y amastigotes, siendo capaz de alterar la ultraestructura de 

la mitocondria (Polonio y Efferth, 2008). Los terpenoides quienes representan uno de los 

más diversos metabolitos extraídos de productos naturales,  destacan los iridoides, como los 

aislados de la planta Nyctanthes arbortristisde, quienes disminuyen in vitro el porcentaje de 

infección así como el número de amastigotes de L. donovani por macrófago (Tandon y col., 

1991). Algunas otras moléculas como lignanos, cumarinas, iridoides, monoterpenos, 
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saponinas, toxoides, quinolinas, etc. también se ha reseñado actividad anti-leishmania 

(Wink, 2012). 

1.5 Quinolinas  

 Las quinolinas son compuestos orgánicos heterocíclicos formados por un anillo de 

benceno y uno de pirimidina. Modificaciones sobre la estructura base de esta molécula dan 

origen a otros compuestos que exhiben una amplia actividad biológica, entre los que 

resaltan aquellos con potencial leishmanicida, analgésico, hipotensor, amebicida, virucida, 

etc. (Kouznetsov, 1999). En consecuencia, conjuntos de moléculas son candidatas de alto 

potencial para el diseño de fármacos contra distintas enfermedades.  

 Entre los derivados quinolínicos más destacados por su efecto leishmanicida se 

encuentra la sitamaquina. La sitamaquina es una 8-aminoquinolina de administración oral 

cuyo mecanismo de acción involucra la interacción electrostática entre las cabezas de 

fosfolípidos aniónicos y polares, y la carga positiva de la molécula, haciendo que la misma 

se inserte en la membrana celular del parásito (Dueñas-Romero y col., 2007) afectando así 

su movilidad, morfología y crecimiento. Ensayos clínicos en India y Kenya con pacientes 

afectados por la leishmaniasis visceral, demostraron una disminución de la carga parasitaria 

en los individuos tratados con sitamaquina, así como una buena tolerancia al fármaco 

(Loiseau y col., 2011). Sin embargo esta droga sigue en estudio pues aún no se ha 

determinado la dosis ideal que evite sus efectos segundarios.  

 Otras sustituciones al núcleo quinolínico se han realizado y probado contra el 

parásito. En el 2005, Tempone y col., describen la síntesis de cuatro 3-quinolinas 

sustituidas y prueban su actividad antileishmania contra promastigotes y amastigotes de L. 
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chagasi. Estos autores encontraron que los cuatro distintos derivados quinolínicos son 

capaces de disminuir la proliferación de  los promastigotes a bajas concentraciones y de 

manera dosis-dependiente. El compuesto más activo fue el 3b (2-metil-3-2E-3fenilprop-2-

enilquinolina-4-ol) con un valor de IC50 de 0,091μg/mL, mostrando una actividad 20 veces 

mayor que el reportado para la pentamidina (IC50=2,02μg/mL). Este mismo compuesto fue 

el único entre los evaluados que mostró una reducción significativa del número de 

intracelular de amastigotes en macrófagos, con un IC50 de 3,55μg/ml, un valor 8 veces 

menor que el glucantime (IC50=29,55μg/mL). 

 Por otra parte, Fournet y col. en 1993 evaluaron la actividad de doce 2-quinolinas 

sustituidas aisladas de la planta Galipea longiflora sobre ratones infectados con Leishmania 

amazonensis y Leishmania venezuelensis, ambas especies causantes de la leishmaniasis 

cutánea. En el caso de infección por L. amazonensis, la 2-n-propilquinolina y la chimanina 

D (2-(l',2'-trans-epoxypropil)quinolina) mostraron ser más potentes que el N-metil-

glucantime en cuanto a la reducción de la lesión cutánea causada por este parásito, mientras 

que en el caso de infección por L. venezuelensis, sólo el compuesto 2-n-propilquinolina 

presentó un efecto significativo, siendo tan efectivo como el N-metil-glucantime en la 

reducción de la lesión. Es importante resaltar que ninguno de los derivados quinolínicos 

probados generó señales de obvias de toxicidad en los ratones tratados. 

 Lackovic y col. en 2010, al hacer un barrido virtual de una serie de compuestos,  

reporta que 223 moléculas, entre ellas diversos derivados quinolínicos, son capaces de 

inhibir la GDP-manosa-pirofosforilasa, una enzima fundamental para establecer la 

infección y para la supervivencia del amastigote en el macrófago. Basados en la actividad 

inhibitoria de estos compuestos contra la mencionada enzima, los investigadores estudiaron 
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el efecto un grupo de 20 de estas moléculas sobre la proliferación del parásito. Los autores 

reportan que entre todos los compuestos que inhiben la actividad de esta enzima, los 

derivados quinolínicos tenían una alta actividad anti-proliferativa contra promastigotes de 

L. major y baja citotoxicidad en fibroblastos. Específicamente, el derivado quinolínico de la 

familia 4-pirizin-4-yl-quinolinas presentó una mayor actividad antiprolifetaiva,  

reportándose un valor de IC50 de 21,9 μM en amastigotes,  mientras que en fibroblastos 

humanos solo se observaron efectos citotóxicos a concentraciones mayores de 100μM.   

 Estos trabajos demuestran que las quinolinas pueden ser usadas como estructura 

principal para el diseño y síntesis de nuevos compuestos con actividad antiparasitaria, ya 

que muestran ser efectivos contra las los distintos morfotipos de Leishmania sin mostrar 

altas señales de citotoxicidad en las células hospederas, por tanto pueden ser considerados 

una alternativa importante para hacer frente a la leishmaniasis.   

 En nuestro laboratorio, se estudió el efecto de una serie de 7-cloroquinolinas-4-

oxifenil sustituidas, compuestos semisintéticos derivados de diversas modificaciones de 

cicloadición del eugenol extraído del aceite esencial de la planta Eugenia caryophyllus, 

sobre Leishmania mexicana (Torrealba, 2015). En este trabajo, se evaluó la actividad 

leishmanicida del compuesto C16H10CINO2 y cinco distintas modificaciones sobre esta 

molécula, encontrando que la 7-cloroquinolina-4-oxifenil(2-metoxi-5-carboxialdehido), de 

formula molecular C17H12CINO3, y denominada FR25, fue la más competente en inhibir la 

proliferación de los promastigotes de forma dosis-dependiente con un valor  de IC50 de 8,93 

μM. Alteraciones en la morfología del promastigote en presencia de la droga también 

fueron observadas. Por otra parte, este compuesto también disminuyó del porcentaje de 

infección a macrófagos múridos por amastigotes (IC50 de 2,19μM).  



12 

 

 La quinolina FR25 también fue evaluada en combinación con la miltefosina, 

demostrando un efecto sinergístico entre ambos compuestos en los dos morfotipos del 

parásito. Cabe destacar la importancia de este resultados, puesto que la terapia combinatoria 

se postula como una opción para retrasar el desarrollo de resistencia, disminuir las dosis y 

el tiempo de tratamiento, y aumentar la actividad antiparasitaria  de los compuestos 

asociados (Villa, 2014). 

 Tomando en cuenta la respuesta diferencial de las distintas especies de Leishmania 

hacia una misma droga y conociendo la efectividad que tienen las quinolinas y sus 

derivados contra el parásito, decidimos evaluar el efecto del compuesto 7-cloroquinolina-4-

oxifenil (2-metoxi-5-carboxialdehido) o FR25 sobre Leishmania braziliensis y Leishmania 

donovani, para así obtener un panorama completo del efecto de eta quinolina sobre especies 

representativas de las principales formas clínicas.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general  

Estudiar el efecto de la 7-cloroquinolina-4-oxifenil (2-metoxi-5-carboxialdehido) sobre 

Leishmania donovani y Leishmania braziliensis  

2.2 Objetivos específicos 

Evaluar el efecto de  una 7-cloroquinolina -4-oxifenil (2-metoxi-5-carboxialdehido) sobre:  

 La viabilidad de promastigotes de Leishmania donovani y Leishmania braziliensis 

 El porcentaje de infección de macrófagos múridos de la línea celular J774 por 

amastigotes de  Leishmania donovani y Leishmania braziliensis 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Cultivo Celulares  

 3.1.1 Cultivo de promastigotes  

 Se utilizaron dos cepas de referencia de dos especies de Leishmania: L. (V) 

braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) y L. (L) donovani (MHOM/IN/80/DD8) 

suministrados por el Laboratorio de Biología Celular de Parásitos del Instituto de Biología 

Experimental, Facultad de Ciencias, U.C.V. Los cultivos se mantuvieron in vitro en értulas 

estériles de 125 ml de capacidad y en frascos de cultivo celular T25 a temperatura ambiente 

y sin agitación, cultivados en medio Schneider (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Paisley, UK) inactivado a 56 

°C y 1% de Penicilina/Estreptomicina. El número de parásitos se determinó por el contaje 

directo de células, utilizando la cámara de Neubauer. Alternativamente se realizó una 

medida indirecta basada en la relación preestablecida entre la turbidez del cultivo, el 

porcentaje de tramitancia y el número de células/ml en un fotocolorímetro Spectronic 20 

para aquellos cultivos que se encontraban en értulas. 

3.1.2 Cultivo de macrófagos  

 Los macrófagos que empleados pertenecen a la línea celular J774, se cultivaron en 

frascos de cultivo celular T25 en medio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 

suplementado con 10% de SFB, 1% de Penicilina/Estreptomicina, incubados en una cámara 

de crecimiento con atmósfera de CO2 al 5% y a una temperatura de 37 °C. 

 



15 

 

3.2 Compuestos a evaluar 

 Las quinolina FR25 o 7-cloroquinolina-4-oxifenil (2-metoxi-5-carboxialdehido), de 

formula empírica C17H12ClNO3 es un compuesto semisintético derivado de diversas 

modificaciones de cicloadición del eugenol que fue extraído del aceite esencial de Eugenia 

caryophyllus. Fue sintetizado en el laboratorio de Química Orgánica y Biomolecular de la 

Universidad Industrial de Santander de Colombia y fue facilitado por el Laboratorio de 

Cultivo de Tejidos y Biología de Tumores del Instituto de Biología de Experimental de la 

Facultad de Ciencias de la Universidad Central de Venezuela.  

 Se prepararon soluciones del compuesto en el rango milimolar (mM) utilizando 

como disolvente dimetil-sulfoxido (DMSO). A partir de estas se tomaron alícuotas para 

obtener las concentraciones de interés a ser evaluadas tanto en promastigotes como en 

amastigotes de Leishmania donovani y Leishmania braziliensis. 

3.3 Ensayo de citotoxicidad del compuesto FR25 sobre promastigotes de L. donovani y 

L. braziliensis 

 La citotoxicidad del compuesto FR25 sobre los promastigotes se evaluó empleando 

la reducción del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenil tetrazo) (Mossman, 1983; 

Valdivieso y col. 2010). 

 Los promastigotes fueron cultivados en medio Schneider (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO) suplementado con 10% de SFB y 1% de Penicilina/Estreptomicina, hasta llegar 

a fase exponencial. Una vez estén esta fase, se tomó una alícuota  del cultivo y se 

centrifugó a 2000g durante 2 minutos, posteriormente los parásitos fueron resuspendidos en 

medio RPMI sin rojo fenol suplementado con 10% de suero fetal bovino 1% de 
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Penicilina/Estreptomicina y 2mM de L-glutamina. Alícuotas de esta suspensión fueron 

colocadas en placas de 96 pozos con una concentración final de 500.000 células/ pozo e 

incubadas durante 48 horas con diferentes concentraciones del compuesto FR25, también 

disuelto el medio RPMI sin rojo fenol. Cuando finalizó el tiempo de incubación se agregó 

10μL de MTT en cada pozo, con una concentración final de 5mg/mL y se incubó durante al 

menos 2 horas. Finalizado este tiempo se añadió 100μL de DMSO a cada pozo y se midió 

la absorbancia a 570nm en un lector  ELISA (TECAN-Spectralfluor). Le intensidad del 

color fue proporcional al número de promastigotes viables. La droga anfotericina B (AmB) 

fue empleada como control positivo del experimento. 

  Los resultados fueron graficados utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el 

cálculo del IC50 se utilizó la función “Four Parameter Logistic Curve”. 

3.4  Efecto del compuesto FR25 sobre el porcentaje de infección de amastigotes de L. 

donovani y L. braziliensis a macrófagos múridos de la línea celular J774 

 Los macrófagos de la línea celular J774 fueron cultivados a 37°C y atmósfera 5% 

CO2, en laminillas estériles contenidas en placas de cultivo de seis pozos, colocando 

150.000 macrófagos por laminilla, en 1 mL de medio RMPI suplementado con 5% de SFB 

y 1% penicilina-estreptomicina. Transcurridas 24 horas se agregó los promastigotes de L. 

donovani o L. braziliensis según sea el caso, en una proporción de diez promastigotes por 

cada macrófago y se incubaron durante 24 horas a 37°C y atmósfera 5% CO2.  

 Finalizado el tiempo de infección se realizaron lavados rápidos con medio RPMI de 

manera de eliminar los parásitos que no lograron infectar a los macrófagos. Los macrófagos 

ya infectados con amastigotes de L. donovani y L. braziliensis fueron tratados con 
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diferentes concentraciones del compuesto FR25 e incubados durante 48 horas. Transcurrido 

el tiempo de incubación con la droga, se removió el medio de los pozos y se fijaron a las 

laminillas empleando metanol absoluto por 20 minutos, posteriormente se tiñeron con el 

colorante Giemsa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) durante 20 minutos, finalmente, se 

retiró el exceso de colorante con agua. El contaje de los macrófagos infectados y no 

infectados permitió determinar el porcentaje de infección y el número de amastigotes 

intracelulares por cada 100 macrófagos, esto se realizó empleando el objetivo de inmersión 

(100X) de un microscopio óptico. La droga anfotericina B (AmB) fue empleada como 

control del experimento. 

 Los resultados fueron graficados utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el 

cálculo del IC50 se utilizó la función “Four Parameter Logistic Curve”. 
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4. RESULTADOS 

4.1  Efecto del compuesto FR25 sobre la viabilidad de promastigotes de L. donovani 

y L. braziliensis  

 Se evaluó in vitro la viabilidad de los promastigotes de L. donovani y L. braziliensis  

ante distintas concentraciones del compuesto FR25 mediante la reducción del reactivo 

MTT a las 48 horas. En presencia de la droga se observa una disminución de manera dosis 

dependiente de la viabilidad celular de los promastigotes en ambas especies.  El del valor 

IC50 estimado fue de 11,43 μM en el caso de L. donovani (Figura 1A) y de 60,08 μM para 

L. braziliensis (Figura 1B) 

 

A 
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Figura 1: Efecto del compuesto FR25 sobre la viabilidad de (A) Leishmania donovani (B) 

Leishmania braziliensis. Los datos son el resultado de tres experimentos independientes.  

 

4.2 Efecto del compuesto Anfotericina B (AmB) sobre la viabilidad de promastigotes 

de L. donovani y L. braziliensis 

 La viabilidad de los promastigotes de L. donovani y L. braziliensis ante la 

Anfotericina B (droga control en este estudio) fue evaluada in vitro mediante la reducción 

del reactivo MTT a las 48 horas. Los parásitos fueron  incubados con diferentes 

concentraciones de la droga. En presencia de la droga, se observa la disminución de la 

viabilidad celular de los promastigotes en ambas especies de manera dosis dependiente, con 

un valor IC50 estimado 129,1nM en el caso de L. donovani y 101, 99 nM (Figura 2A) en el 

caso de Leishmania braziliensis (Figura 2B) 
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Figura 2: Efecto de anfotericina B (AmB) sobre la viabilidad de (A) Leishmania donovani 

(B) Leishmania braziliensis. Los datos son el resultado de tres experimentos 

independientes.  
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4.3 Efecto del compuesto FR25 sobre el porcentaje de infección por amastigotes de L. 

donovani y L. braziliensis a macrófagos múridos de la línea celular J774 

 Se evaluó el efecto del compuesto FR25 sobre amastigotes intracelulares de 

Leishmania donovani y Leishmania braziliensis. En el caso de L. donovani, el compuesto 

fue capaz de disminuir el porcentaje de infección de  macrófagos múridos de la línea 

celular J774 de manera dosis dependiente con un valor IC50 estimado de 1,59μM (Tabla 3, 

fig. 3A). Además se observó una disminución importante del número de amastigotes por 

célula, llegando a observase vacuolas vacías a altas concentraciones de la droga (Tabla 3, 

fig. 4).  

 En el caso de amastigotes intracelulares de L. braziliensis, a concentraciones tan 

altas como 28 μM, las cuales ya afectan a la célula hospedera, el compuesto no fue 

competente en reducir el porcentaje de infección ni siquiera en un 50% (Tabla 4, fig. 3B).  

Tabla 3: Efecto del compuesto FR25 sobre el porcentaje de infección por 

amastigotes de L. donovani a macrófagos múridos de la línea celular J774. Los datos 

fueron normalizados tomando como 100% el porcentaje de infección obtenido para las 

células sin tratamiento en cada réplica. El porcentaje infección para las células sin 

tratamiento fue de 58,48% ± 9,48% 

Concentración FR25 

(μM) 

% Infección % Inhibición 

de la infección 

N° amastigotes/cél. 

0 100 0 4 ± 1,4 

0,25 85,30 ± 1,58 14,70 3 ± 0,7 

0,5 61,17 ± 1,39 38,83 2 ± 0,7 

1 50,54  ±2,05 49,46 1  

3 35,16  ± 2,01 64,84 1  

6 20,41  ± 1,75 79,59 1 

10 7,44  ± 1,65 92,56 1 
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Tabla 4: Efecto del compuesto FR25 sobre el porcentaje de infección por 

amastigotes de L. braziliensis a macrófagos múridos de la línea celular J774. Los 

datos fueron normalizados tomando como 100% el porcentaje de infección obtenido para 

las células sin tratamiento en cada réplica. El porcentaje de infección para las células sin 

tratamiento fue de 57,87% ± 5,90% 

Concentración FR25 

(μM) 

% Infección % Inhibición 

de la infección 

N° amastigotes/cél. 

0 100,00 0 5± 0,7 

10 82,57 ± 2,16 17,43 5 ± 0,7 

13 79,11 ± 2,39 20,89 4± 0,7 

17 76,62 ± 1,75 23,38 4± 0,7 

21 74,50 ± 1,93 25,50 3± 1,4 

24 65,79 ± 0,37 34,21 3 ± 0,7 

28 61,64 ± 1,44 38,64 1 ± 0,7 

 

A 

 

 

 

 

 

 



23 

 

B 

 

 

Figura 3: Efecto del compuesto FR25 sobre el porcentaje de infección por amastigotes de 

(A) L. donovani y (B) L. braziliensis a macrófagos múridos de la línea celular J774. Los 

datos son el resultado de dos experimentos independientes.  
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Figura 4: Efecto de FR25 sobre el porcentaje de infección de amastigotes de L. donovani.     

(A) Control sin infectar; (B) Control infectado; (C) 0,25 μM FR25; (D) 0,5 μM FR25; (E) 1 μM 

FR25; (F) 3 μM FR25; (G) 6 μM FR25; (H) 10 μM FR25. Las estrellas negras indican presencia de 

amastigotes y las estrellas rojas indican vacuolas vacías. (Aumento: 1000X) 
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Figura 5: Efecto de FR25 sobre el porcentaje de infección de amastigotes de L. braziliensis.     

(A) Control sin infectar; (B) Control infectado; (C) 10 μM FR25; (D) 13 μM FR25; (E) 17 μM 

FR25; (F) 21 μM FR25; (G) 24 μM FR25; (H) 28 μM FR25. Las estrellas negras indican presencia 

de amastigotes. (Aumento: 1000X) 
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4.4 Efecto de Anfotericina B (AmB) sobre el porcentaje de infección por amastigotes 

de L. donovani y L. braziliensis a macrófagos múridos de la línea celular J774 

 Se evaluó el efecto de la Anfotericina B (droga control en este estudio) sobre 

amastigotes intracelulares de Leishmania donovani y Leishmania braziliensis. Los parásitos 

fueron  incubados con diferentes concentraciones de la droga. El compuesto fue capaz de 

disminuir el porcentaje de infección de  macrófagos múridos de la línea celular J774 de 

manera dosis dependiente en ambos casos, con un valor IC50 estimado de 0.69 nM en el 

caso de Leishmania donovani (Figura 6A) y 0.63nM  para Leishmania braziliensis (Figura 

6B) 

A 
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Figura 6: Efecto de la Anfotericina B (AmB) sobre el porcentaje de infección por 

amastigotes de (A) L. donovani y (B) L. braziliensis a macrófagos múridos de la línea 

celular J774Los datos son el resultado de dos experimentos independientes.  
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5. DISCUSIÓN 

 

 Según la Organización Mundial de la Salud, las enfermedades tropicales 

desatendidas son aquellas afecciones que proliferan en entornos empobrecidos, siendo en su 

mayoría enfermedades parasitarias. De las clásicas enfermedades olvidadas, la 

Leishmaniasis tiene un gran impacto, tanto en la magnitud de su morbilidad y mortalidad, 

como en su amplia distribución geográfica (Alvar y col., 2006). Las drogas usadas para el 

tratamiento de esta enfermedad presentan diversos problemas, entre los que se encuentra 

una alta toxicidad, diversos efectos segundarios, y desarrollo de resistencia por parte del 

parásito (Mozonte, 2009). Una de las estrategias para combatir esta problemática ha sido la 

búsqueda de nuevos compuestos que sean eficientes contra el parásito, con menores efectos 

segundarios, y efectivas a bajas dosis (de Mello y col., 2014).  

 El estudio de plantas medicinales utilizadas en la preparación de remedios populares 

ha proporcionado a la medicina moderna productos farmacéuticos eficaces para el 

tratamiento de enfermedades causadas por parásitos protozoarios. Flavonoides, chalconas, 

terpenos, lignanos, quinolinas, etc., han sido reportados como derivados de plantas 

altamente eficientes en disminuir la proliferación de distintas especies de Leishmania y 

Trypanosoma (Polonio y Efferth, 2008). 

 Dentro de este grupo de derivados, las quinolinas han sido de gran importancia pues 

además de su actividad antiparasitaria, se han reportado como antitumorales, 

antibacteriales, antifúngicos, insecticidas, anti-inflamatorios, entre otras actividades, 

haciendo que estos derivados tengan diversas aplicaciones en la medicina y la agricultura 

(Shang, y col. 2017). Como leishmanicida, han destacado diversas de estas moléculas como 
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la sitamaquina, uno de los derivados quinolínicos más importantes en fase de prueba para el 

tratamiento de la leishmaniasis visceral (Antinarelli y col., 2016), las indolquinolinas 

(Sharma y col., 2014), hidroxiquinolinas, (Costa y col., 2016), etc.  

 En este sentido, dado la amplia evidencia de la actividad antileishmania de distintos 

derivados quinolínicos, y dado al efecto  antiproliferativo evaluado en nuestro laboratorio 

que demostró tener la 7-cloroquinolina-4-oxifenil(2-metoxi-5-carboxialdehido) o FR25 

sobre Leishmania mexicana (Torrealba, 2015) decidimos estudiar el efecto de esta misma 

quinolina sobre Leishmania donovani y Leishmania braziliensis de manera de tener una 

visión más completa sobre su actividad antiparasitaria en distintas especies, las cuales son 

representativas de cada una de las formas clínicas descritas. 

 Como puede observarse en la figura 1, hay una disminución de la viabilidad de los 

promastigotes de ambas especies, de forma dosis-dependiente cuando los parásitos fueron 

tratados con la quinolina FR25. Un efecto similar fue reportado por Torrealba (2015) al 

tratar a promastigotes de Leishmania mexicana con esta misma droga (IC50=8,93μM).  

 Al comparar los valores de IC50 para la droga evaluada entre las especies L. 

donovani (IC50=11,43μM), L. braziliensis (IC50=60,08μM),y L. mexicana(IC50=8,93μM), 

se observa diferentes sensibilidades, siendo L. braziliensis entre cinco y seis veces menos 

sensible al FR25.  

 Antinarelli y col. (2016) evaluaron otros miembros de esta familia de compuestos, 

las  7-cloro-4-quinolinhidrazonas, quienes también presentaron un efecto inhibitorio sobre 

el crecimiento de promastigotes de L. amazonensis, obteniendo un valor IC50 de 21,1μM 

para el  derivado más destacado. Estos investigadores además encontraron que al tratar los 
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promastigotes con la quinolina mencionada, incrementaba la producción de especies 

reactivas de oxígeno y se despolarizaba la mitocondria sin la ruptura de la membrana 

plasmática 

 Una vez demostrado un efecto antiproliferativo del compuesto FR25 sobre los 

promastigotes de las especies mencionadas, se procedió estudiar la acción del mismo sobre 

amastigotes intracelulares. Pudo observarse que el compuesto tuvo un efecto inhibitorio del 

porcentaje de infección de manera dosis dependiente en el caso de infección por L. 

donovani, como se muestra en la tabla 3 y en la figura 3A. Se observó además que los 

amastigotes fueron más sensibles a la droga que los promastigotes con valores de IC50 a las 

48 horas de 1,59 μM en el caso de los amastigotes y 11,43 μM en promastigotes. Esta 

mayor sensibilidad por parte del amastigotes al FR25 también fue reportada en el caso de L. 

mexicana (Torrealba, 2015). Se ha reportado previamente una mayor sensibilidad del 

amastigote, en comparación al promastigote hacia una misma droga, como por ejemplo en 

el caso de la anfotericina B (Vermeersh y col. 2009) y también en algunos derivados 

quinolínicos (Coimbra y col. 2016). Las diferencias morfológicas así como bioquímicas 

entre estos dos morfotipos, pueden explicar esta susceptibilidad diferencial que se presenta 

hacia un mismo compuesto.  

 En el caso de la infección por L. braziliensis, contrario a lo que observamos en el 

caso de L. donovani, el compuesto FR25 no fue capaz de disminuir el porcentaje de 

infección a macrófagos de manera dosis-dependiente. A una concentración de 28μM, la 

máxima concentración evaluada en este caso, sólo se obtuvo un una inhibición de la 

infección del 38,64% (Tabla 4). Mayores concentraciones del compuesto FR25 no fueron 
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evaluadas ya que altas concentraciones del mismo se reportan por Torrealba (2015) como 

citotóxicas para macrófagos (IC50= 28 ± 2,86 μM)  

 Se ha denominado a Leishmania braziliensis como una de las especies más 

agresivas y prevalentes en el Nuevo Mundo (Jara y col., 2017), además de ser considerada 

la más resistente a diversos tratamientos (Correia y col., 2016). Rangel y col. (1996) 

demostraron que promastigotes de L. braziliensis era menos sensibles a la actividad del 

ketoconazol que los promastigotes de L. mexicana. Concentraciones entre 0,03 a 0,06 μM 

de ketoconazol inhiben casi completamente el crecimiento de los promastigotes de L. 

mexicana, mientras que a 10μM este azol produjo sólo una moderada disminución de la 

proliferación de los promastigotes de L. braziliensis. Esto ocurre porque en el caso de L. 

braziliensis, los esteroles que se acumulan por inhibición de la enzima C14 α-demetilasa en 

presencia de la droga, pueden desempeñar las funciones metabólicas de los esteroles 

normales, fenómeno que no ocurrió en el caso de L. mexicana. Por otra parte, Sánchez-

Cañete y col. (2009) obtienen que promastigotes de L. donovani son de 6 a 10 veces más 

sensibles a la actividad de la miltefosina que los promastigotes de seis distintas cepas de L. 

braziliensis. Estos autores objetan que la maquinaria necesaria para la translocación de la 

miltefosina en la membrana plasmática de L. braziliensis está reducida en comparación con 

la que está presente en la membrana de L. donovani, en consecuencia, la tasa de 

internalización de la miltefosina en L. donovani es de 75% mientras que en las distintas 

cepas de L. braziliensis, fue menor al 20%.  

 Peacock y col. (2007) clasifican a Leishmania braziliensis como una especie fuera 

de lo común, basándose en las similitudes de las secuencias y en el arreglo cromosomal, 

pues L. braziliensis posee 35 cromosomas en comparación a L. major y L. infantum, 
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quienes poseen 36.  Otra característica resaltante de esta especie que arroja este estudio, es 

que un grupo de genes que codifica para la metaloproteína GP63 parecen estar repetidos 

cuatro veces más en L. braziliensis en comparación con L. major o L. infantum. Estas 

variaciones bioquímicas y moleculares podrían ser algunas de las características 

responsables que expliquen las diferencias en la sensibilidad intrínseca de las distintas 

especies de Leishmania, especialmente de L. braziliensis.  

 Otros derivados quinolínicos han sido evaluados sobre L. braziliensis, y se ha 

observado, que para ciertos derivados, esta especie tiene una menor sensibilidad en 

comparación con otras, por ejemplo, Combria y col. (2016) reportan que la 4-(3-

cloropropiltiol)-7-cloroquinolina tiene actividad antiproleferativa en promastigotes de L. 

amazonensis, con un IC50 de 27,9μM pero al evaluar esta misma quinolina sobre 

promastigotes de L. braziliensis su IC50 superaba los 100 μM.  

 A pesar de la poca sensibilidad que presenta la especie L. braziliensis ante ciertos 

derivados quinolínicos como el aquí evaluado, existen algunas modificaciones de la 

estructura de esta molécula que tienen un marcado efecto antiproliferativo sobre esta 

especie. En el caso de Bompart y col. (2013) se reporta que la quinolina 6-etil-2-fenil-

quinolina era capaz de inhibir el crecimiento de promastigotes (ED50=6μM) y amastigotes 

(ED50=20μM) de L. braziliensis, además observaron alteraciones en la bioenergética del 

parásito, ya que al tratar a los promastigotes con dicha quinolina, se observó que se 

disipaba el gradiente mitocondrial de protones, además también se observó alteraciones en 

rutas biosintéticas del esterol, específicamente una acumulación del escualeno (un 

intermediario en la ruta de los ergoteroles) y una disminución de 5-dehidroepisterol (uno 

producto final en la ruta de los esteroles). 
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 De los resultados obtenidos en este trabajo, así como de otros aquí referidos, 

podemos concluir que la sensibilidad hacia una misma droga varía dependiendo de especie 

de Leishmania debido a las características intrínsecas que definen a cada una de ellas, 

siendo L. braziliensis una de las especies menos sensible a diversas drogas. Sin embargo, 

cabe destacar que aunque algunos derivados quinolínicos no tienen un efecto  

antiproliferativo sobre L. braziliensis, lo tienen sobre otras especies de importancia clínica 

como L. donovani. Además, existen otros estudios en los que se evalúan  distintos 

derivados de esta molécula cuya actividad tiene un efecto leishmanicida para L. 

braziliensis, en este sentido, modificaciones en la estructura de la quinolina empleada en 

este estudio, podrían derivar en el efecto antiproliferativo deseado en esta y otras especies. 
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6. CONCLUSIONES 

 

• La quinolina FR25 tuvo un efecto inhibitorio dosis-dependiente en cultivos de 

promastigotes de L. donovani y L. braziliensis. Sin embargo, para observar este efecto en L. 

braziliensis se emplearon concentraciones cinco veces por encima de las efectivas para L. 

donovani. 

• La quinolina FR25 disminuyó significativamente el porcentaje de infección a 

macrófagos por amastigotes de L. donovani. Sin embargo no se observó el mismo efecto en 

el caso de infección por amastigotes de L. braziliensis. Mayores concentraciones no 

pudieron ser evaluadas en esta especie a causa de  la citotoxicidad  de la quinolina a 

macrófagos 
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