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RESUMEN

La Leishmaniasis es una enfermedad parasitaria de alta incidencia
en los paises tropicales. En los ultimos afios se ha evidenciado una
disminucion en la eficacia de las drogas empleadas para su tratamiento,
debido al desarrollo de resistencia por parte del parasito a estas drogas y
a la elevada toxicidad que estas inducen en el paciente. Por lo tanto, es
necesario trabajar en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos con
actividad leishmanicida, contra los cuales el parasito no desarrolle
resistencia, que sean de bajo costo y que no produzcan efectos
secundarios severos en el paciente. En este sentido, se planted evaluar
en un modelo murido experimental susceptible a la leishmaniasis cutanea,
el efecto del CSA-13 sobre la evolucién de las lesiones. Para ello se
procedié a infectar ratones hembras BALB/c de 6 semanas de edad con
10° amastigotes de Leishmania (L.) mexicana (MHOM/BZ/BEL21)
aislados de lesiones cutaneas de hamster. A la semana 3 post-infeccion
se aplico el CSA-13 (4, 8, 16, 32, 54, 72, 5x10° y 10x10° ng/gr peso/dia)
subcutaneamente, intralesional. Se emple6 como tratamiento control
Miltefosina (2x10* ng/gr peso/dia) durante 21 dias consecutivos. La
respuesta al tratamiento se evalué midiendo semanalmente el tamafio de
la lesién cutdnea mediante morfometria digital y estimacién de la carga
parasitaria a través de la técnica de diluciones limitantes, adicionalmente
se evaludé la Influencia de los tratamientos sobre el peso de los ratones
BALB/c infectados con L. (L.) mexicana y se realizaron analisis de
quimica sanguinea. Se observo disminucion en el tamafo de las lesiones
cutdneas en el grupo de ratones infectados y tratados con 4, 8, 16 y 32
ng/gr peso/dia; mientras que en los grupos infectados y tratados con 54,
72, 5x10° y 10x10°® ng/gr peso/dia, se observé incremento en el tamafio
de las lesiones. EI CSA-13 incrementd el tamafio de la almohadilla plantar
en los ratones no infectados. Los efectos observados del CSA-13 a 54 y
5x10° ng/gr peso/dia, sobre el tamano de la lesion y la carga parasitaria,
en los ratones infectados con L. (L.) mexicana son debido al DMSO. El
DMSO no incrementé el tamano de la almohadilla plantar de los ratones
no infectados con L. (L.) mexicana. EI CSA-13 no tiene influencia sobre el
peso de los ratones BALB/c y altera los niveles sanguineos de
transaminasas, amilasa y glicemia de los ratones BALB/c, lo que
compromete la funcidbn hepatica y pancreatica de estos animales
experimentales.
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INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una patologia que comprende un conjunto de
enfermedades causadas por parasitos intracelulares pertenecientes al
género Leishmania; cuya localizacion es intracelular, especificamente en
macrofagos, ocasionando diferentes manifestaciones clinicas, las cuales
son: Leishmaniasis Cutanea Localizada, Leishmaniasis Cutanea Difusa,
Leishmaniasis Cutanea Intermedia, Leishmaniasis Mucocutanea vy
Leishmaniasis Visceral (Kala-azar). Todas estas enfermedades son
transmitidas a través de la picadura de insectos de los géneros
Phlebotomus sp. (Viejo mundo) y Lutzomyia sp. (Nuevo mundo),

distribuidos en las zonas tropicales y subtropicales del planeta.

La Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL) es causada, entre
otras especies, por Leishmania mexicana y Leishmania major. Las
lesiones desarrolladas pueden formar ulceras cutaneas caracterizadas
por una inflamacion con macrofagos cargados de parasitos, lo cual
conlleva a la formacién de un tejido granulomatoso y necrético (Leiby y
col., 1994). Ocasionalmente, las lesiones no se ulceran y se transforman
en una placa infiltrada o atréfica. La LCL tiende a la curacién espontanea
entre 6 y 12 meses, excepto cuando se localiza en el pabellén auricular,

donde se vuelve crénica y mutilante (Tanimoto, 2007).



La Leishmanisis Cutanea Intermedia (LCl) es causada por
Leishmania del subgénero Vianna. Se caracteriza por incluir formas
mucocutaneas, verrugosas Yy recaidas secundarias en donde la respuesta
inmune es exacerbada. Presenta un granuloma con caracteristicas
similares al de la forma localizada, pero con menos diferenciacion epitelial

y mas alteraciones a nivel de la epidermis (Diaz y col., 2002).

La Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD) es causada por
Leishmania mexicana y Leishmania tropica, esta asociada con
metastasis de las lesiones cutaneas iniciales (Leiby y col., 1994) y se
caracteriza por presentar una anergia selectiva en la inmunidad celular
del individuo afectado, con la presencia de nédulos no ulcerados, ricos en
parasitos y a menudo diseminados por toda la superficie cutanea
(Chaudhary y col., 2008). En este tipo de manifestacion clinica, el
parasito invade todo el tegumento, con excepcién del cuero cabelludo, la

region axilar, inguinal y de los genitales externos (Tanimoto, 2007).

La Leishmaniasis Mucocutanea (LMC) es una enfermedad del
Nuevo Mundo causada por Leishmania braziliensis, con una alta
hipersensibilidad retardada y una respuesta proliferativa de linfocitos
(Marsden, 1986). Se caracteriza por la invasion y destruccion por parte
del parasito de las membranas nasofaringeas (Tanimoto, 2007). Las
lesiones son cronicas y necroéticas, con pocos parasitos o macrofagos

presentes. La patologia resulta de una respuesta inmunitaria mediada
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por células, con reacciones de hipersensibilidad a antigenos de

Leishmania (Leiby y col., 1994).

La Leishmaniasis Visceral o Kala Azar (LV) es causada por las
especies Leishmania donovani y Leishmania infantum/chagasi (Leiby y
col., 1994). En la LV el parasito invade érganos internos (bazo, higado y
meédula 6sea), lo cual trae consecuencias usualmente fatales si no es
tratada (Mendoza-Ledn y col., 1996). La sintomatologia mas comun es la
presencia de fiebre croénica irregular, malestar general, pérdida de peso,
anorexia, tos seca, diarrea, descamacion, palidez de membranas,

hepatomegalia y esplenomegalia (Tanimoto, 2007).

Las especies del género Leishmania son miembros del Subreino
Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Orden Kinetoplastida y Familia
Trypanosomatidae. Son organismos unicelulares, con nucleo definido y
un Kinetoplasto; este ultimo es un paquete de ADN que corresponde a

entre el 10-20 % del ADN total del parasito (Liew y col., 1993).

El género Leishmania presenta dos estadios en su ciclo evolutivo,
el amastigote que es intracelular en los hospedadores vertebrados y el
promastigote que se multiplica tanto en el aparato digestivo de los
flebotominos vectores como en los medios de cultivo. Dicho ciclo, se
caracteriza por ser de tipo diheteroxeno (Figura 1), en él participan un
hospedador vertebrado, representado por diversos mamiferos, entre

ellos el hombre, y un hospedador invertebrado, los insectos hematéfagos
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de la familia Psychodidae: Phlebotomus sp. y Lutzomyia sp., los cuales
cuando se alimentan de sangre, ingieren tanto células del hospedador,
como amastigotes libres, que provienen de células rotas como
consecuencia de la distensidbn ocasionada por los parasitos en
multiplicacion o por efecto traumatico de la probdscide del insecto,
durante la picadura. Dentro del intestino del insecto, los macréfagos se
lisan liberando los amastigotes, los cuales se caracterizan por presentar
una forma ovoide o esférica, miden de 2 a 6 um de largo por 1.8 a 4 uym
de ancho, poseen nucleo redondo, el Kinetoplasto en forma de bastén y

no tienen flagelo libre. (Bonfante y Barroeta, 2002)

Posteriormente a la liberacion de los amastigotes, dentro del
intestino del insecto, estos se transforman en promastigotes, los cuales
a diferencia del amastigote, se caracterizan por presentar forma
fusiforme, miden aproximadamente de 15 a 20 ym de largo por 2 a 4 ym
ancho (Bonfante y Barroeta, 2002), presentan un nucleo ovoide y un
flagelo que emerge del extremo anterior del cuerpo (Mendoza-Ledn y
col., 1996). Los promastigotes comienzan a replicarse por fisidn binaria y
se adhieren al epitelio intestinal donde continua su replicacion
logaritmicamente. En esta fase los parasitos son denominados
promastigotes prociclicos, los cuales no son infectivos para el
hospedador vertebrado. Al cabo de 4 — 7 dias los promastigotes
presentan cambios morfolégicos y modulan la expresion de moléculas
implicadas en la virulencia (Muskus y Marin,. 2002), desarrollando asi,

formas infectantes o metaciclicas en el intestino medio del vector,
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posteriormente se trasladan hacia la faringe y probdscide del insecto.
Cuando los promastigotes son introducidos en el hospedador, éstos son
fagocitados por macréfagos, se transforman en amastigotes vy
comienzan a multiplicarse por fisién binaria (killick-Kendrik y Molineux,
1981; Leiby y col.,, 1994; Rey, 2001). En unos dias, los amastigotes
migran a muchas partes del cuerpo donde son liberados e ingeridos por
células fagociticas fijas (macrofagos residentes), en el caso de las
especies que causan Leishmaniasis Visceral, migran a la médula ésea,
bazo e higado. Consistentemente los amastigotes infectan células
fagociticas circulantes o de las capas superficiales de la piel donde son

tomados por otro insecto vector durante su alimentacion (Marquardt y

col., 2000).
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Figura 1: Representacién gréfica del ciclo de vida de Leishmania sp.
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Tomado de www.dpd.cdc.gov/dpdx.

Para estudiar las diferentes manifestaciones clinicas producidas
por la infeccion por Leishmania, se han establecido modelos muridos
experimentales. Los roedores son los hospedadores naturales mas
frecuentes de Leishmania en la regidon neotropical, lo cual es una
evidencia biolégica para considerar a los modelos muridos como
ejemplares en estudios in vivo de la leishmaniasis. Los inventarios
faunisticos en estudios de leishmaniasis indican que las familias
Echimyidae, Cricetidae y Muridae son las mas representativas (Reyes y

Arrivillaga, 2009).

Las cepas de ratones (Mus musculus) BALB/c y C57BL/6 son los
modelos experimentales frecuentemente utilizados para el estudio de la
leishmaniasis. El fenotipo BALB/c es mas susceptible inmunolégicamente
a la infeccion por Leishmania, dado que desarrollan lesiones cutaneas
cronicas y progresivas, parecidas a las presentadas en la LCD, a
diferencia del fenotipo C57BL/6, los cuales desarrollan lesiones cutaneas
gue se resuelven espontaneamente, simulando las desarrolladas en la

LCL.

En la Leishmaniasis Cutanea murida, el control de la infecciéon
causada por las especies de Leishmania, depende del desarrollo de
células T efectoras, capaces de inducir actividad microbicida en los

macrofagos. Por otra parte, en algunos modelos de infeccion la
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resistencia y la susceptibilidad a Leishmania se ha correlacionado al tipo
de respuesta inmunitaria desarrollada por los linfocitos T CD4+. La
respuesta inmunitaria tipo Th1 y Th2, difiere en los patrones de
produccion de citocinas, lo cual estda asociado con las diferentes
manifestaciones clinicas de la leishmaniasis (Mosmann y col., 1986;
Sanchez, 2000). La respuesta inmunitaria tipo Th1 es importante para
controlar la infeccion con Leishmania. Los ratones C57BL/6 desarrollan
una respuesta inmunitaria tipo Th1, en donde la expresién de iINOS es
importante como mecanismo de eliminacion de L. (L.) mexicana; mientras
que ratones BALB/c desarrollan una respuesta inmunitaria Th2

predominante (Sanchez, 2000).

La leishmaniasis en Venezuela presenta, como en el resto del
continente, una distribucion de caracter focal, con transmision activa en
las regiones geograficas donde circula el parasito. De esta forma la
leishmaniasis es clasicamente considerada como una enfermedad
selvatica, peri-selvatica, rural y solo secundariamente de caracter
suburbano y urbano. En nuestro pais han sido notificados 50.108 casos
de LC entre los afos 1988-2008, con un promedio de 2.388 casos por
ano, de este total 98,5% correspondian a la forma Cutanea Localizada
(LCL), 0,84% de Leishmaniasis Mucosa (LM), 0,50% de Leishmaniasis
Cuténeo Intermedia (LCIl) y 0,16% de Leishmaniasis Cutaneo Difusa

(LCD) (Instituto de Biomedicina. Dpto. Informatica, 2009).
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Para el tratamiento de la Leishmaniasis se han usado numerosos
medicamentos y medidas terapéuticas de diversa indole. En 1915 Di
Cristina y Caronia emplearon el Tartrato doble de antimonio y potasio con
el fin de tratar la LV; observandose que este compuesto reduce la
letalidad de la enfermedad y modifica sustancialmente su prondstico
(Bonfante y Barroeta, 2002). Desde entonces se vienen usando los
compuestos organicos tri y pentavalentes de antimonio, comprobandose
que los ultimos son mejor tolerados por el paciente y menos téxicos
(Bonfante y Barroeta, 2002). De los antimoniales pentavalentes, los mas
utilizados son el antimonio de N-metilglucamina (Glucantime®) y el
estiboglunato sdédico (Pentostan®). Los antimoniales pentavalentes
actuan sobre los amastigotes, inhibiendo enzimas de la via glicolitica, de
la via oxidativa de los acidos grasos (Berman, 1988) y disminuyendo la
sintesis de adenosin trifosfato (ATP) y del guanosin difosfato (GDP), con
lo cual reducen la sintesis macromolecular y la viabilidad de las
leishmanias (Soto, 1995). La droga mas utilizada en Latino América para
el tratamiento de la LC es el Glucantime®, pero se reportan recidivas y en
algunos casos, se producen efectos colaterales como manifestaciones
toxicas, artrialgias, mialgias, anorexia, nauseas, vomitos, cefaleas,

urticarias, entre otros.

La via de administracion de las sales antimoniales pentavalentes

debe ser parenteral: intramuscular o intravenosa, aplicada en una sola

dosis. Cabe destacar que no debe ser utilizada la via intradérmica
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(intralesional); ya que puede ocasionar recidivas (Bonfante y Barroeta,

2002).

Apartando su toxicidad, los antimoniales han sido efectivos y han
estado disponibles en regiones endémicas. Para mantener su efectividad
se ha incrementado la concentracion y duracion del tratamiento sobre los
afos; ya que se ha evidenciado que el parasito ha estado adquiriendo
mutaciones lentamente, con el fin de disminuir la susceptibilidad a la
droga. La resistencia de leishmania a los tratamientos ha sido reportado
en el sur de Europa, en Iran, en Suramérica y al noroeste de la India
(Fasel y Myler, 2008). Las evidencias sugieren que la resistencia
adquirida a los antimoniales pentavalentes por leishmania depende de la
transformacion de compuestos pentavalentes a compuestos trivalentes, la
formacion de un conjugado con thiol intracelular y a la presencia de
transportadores ABC, los cuales usan la energia liberada durante la
hidrélisis de ATP para mover iones y otras moléculas en contra de un

gradiente de concentracion (Arana y col., 1998; Lira y col., 1999).

Cuando los pacientes no presentan mejorias al ser tratados con los
farmacos mencionados anteriormente, se emplean otros medicamentos,
como Anfotericina B (AnB) y Pentamidina, los cuales producen efectos
secundarios considerables pero con menor toxicidad; sin embargo su alto
costo impide su uso generalizado en los paises en desarrollo (Luque-

Ortega y col., 2003).
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El mecanismo de accion de la AnB se basa en la union de la
molécula de AnB al ergosterol presente en la membrana celular de
hongos o protozoarios, esto produce un agregado que da origen a un
canal transmembrana por el cual se libera el contenido citoplasmatico, lo

cual conlleva a la muerte celular (Laniado-Laborin y col., 2009).

La administracion de la AnB es principalmente por via parenteral,
otras formas de administracién pueden ser a través de cremas, lociones,
colirios, soluciones por inhalacion o nebulizacion, entre otras. Este
tratamiento esta indicado cuando fracasan los antimoniales
pentavalentes, y en especial en las complicaciones mucosas de la
leishmaniasis; aparte de generar grandes efectos colaterales y tener alto
costo, con AnB se ha observado cierta resistencia del parasito al igual que
con los antimoniales. Entre los efectos secundarios producidos por la
AnB, se encuentran: nefrotoxicidad, fiebre, escalofrios, tromboflebitis y

efectos hematoldgicos (Lopez, 2000).

Por otra parte, la Pentamidina, sustancia organica que posee dos
grupos amidina o guanilo, es tripanocida y leishmanicida tanto in vitro
como in vivo y se utiliza para el tratamiento de la LV resistente a los
antimoniales; sin embargo se ha reportado que en la India, el parasito se

ha vuelto resistente a dicho tratamiento (Bonfante y Barroeta, 2002).

Existen otras estrategias terapéuticas disponibles contra la

leishmaniasis, como es el tratamiento con Miltefosina, el primer

18



medicamento de leishmaniasis de preinscripcion oral en el mercado, lo
cual elimina la necesidad de hospitalizacion para la administracion
intravenosa de otros medicamentos (Croft y Enjel, 2006; Cedefio y col.,
2009). La Miltefosina aparece, representando un avance importante en el
tratamiento de la LV y la LC, a pesar de sus caracteristicas teratogénicas,
las cuales limitan su uso durante el embarazo (Serrano-Martin y col.,

2009).

La Miltefosina, inicialmente fue desarrollada como un agente
antitumoral, posteriormente se demostrd in vitro su efecto leishmanicida
contra Leishmania donovani. Basandose en esto, se desarrollaron
estudios en la India para medir la efectividad contra La LV y se demostro
que en adultos la Miltefosina tiene alta efectividad para controlar la
enfermedad. El modo de accién de este tratamiento no esta precisado; sin
embargo, esta asociado con cambios en el metabolismo de lipidos y
biosintesis de fosfolipidos. En el estadio promastigote del parasito, se ha
observado que la Miltefosina puede inducir apoptosis (Fasel y Myler,

2008).

Se ha reportado que la tasa de parasitos resistentes es muy baja,
aunque puede estar progresando rapidamente (Croft y col., 2006). Otros
estudios han revelado que en Leishmania donovani existe una correlaciéon
entre la resistencia y la reduccion en la acumulacién de la Miltefosina. La
dosis recomendada de esta droga en adultos es de 2,5 mg/Kg/dia por 28

dias (Pérez y col., 2003).
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Paralelamente a los tratamientos antes mencionados, se han
evaluado otros medicamentos contra la leishmaniasis, dado que esta
representa un problema de salud publica a nivel mundial por su alta
incidencia en regiones endémicas. Entre estos tratamientos podemos
encontrar: Paromicina, Nifurtimox, Metronidazol, Clofazimina, Pamoato de
Cicloguanilo, Alopurinol, Ketaconazol, Itraconazol, Levamizol vy

Fenotiazinas.

Actualmente muchas investigaciones se han enfocado en el uso de
compuestos derivados de plantas como posibles agentes terapéuticos
contra la leishmaniasis. Se ha demostrado que los alcaloides de Galipea
longiflora (Evanta) causan una reduccién en el tamarfio de las lesiones en
ratones infectados con Leishmania donovani, Leishmania braziliensis,
Leishmania amazonensis y Leishmania venezuelensis (Calla, 2009).
Estudios in vitro sugieren que extractos derivados de plantas como
Raputia heptaphylla (Granados y col., 2009), Xylopia discreta (Delgado y
col., 2009) y Esembecckia alata (Mufoz y col., 2009), presentan actividad

leishmanicida.

Con respecto a las terapias se practica cirugia, criocirugia,
termoterapia, termocirugia, fototerapia, crioterapia e inmunoterapia; esta
ultima se ha realizado basandose en los resultados obtenidos en los
pacientes con lepra (Convit y col., 1988). En este estudio se utilizd un

procedimiento similar para el tratamiento de la LCL usando una mezcla de
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BCG con promastigotes muertos de L. amazonensis. El método de la
inmunoterapia fue comparado con el de la quimioterapia que utiliza el
Glucantime®, observandose que salvo las cicatrices que dejan los puntos
de la inoculacién, no produce los efectos de los antimoniales
pentavalentes (Bonfante y Barroeta, 2002). En Venezuela se utiliza
principalmente la inmunoterapia vy Glucantime® como tratamiento de
primera linea (Departamento de informatica, Instituto de Biomedicina,

2009).

Dada la alta incidencia de la enfermedad en nuestro pais, los
esfuerzos se enfocan en la busqueda de otros tratamientos alternativos
como: Glibenclamida (Gb), Amiodarona y Sales de Arylisoquinolinium. La
Glibenclamida es un inhibidor de canales de K + ATP y P-glicoproteina, se
ha demostrado que estos canales inhiben la infeccion y la multiplicacién in
vitro de Leishmania mexicana en los macréfagos (Ponte-Sucre y col.,
1998). Posteriormente se evidencio que la Glibenclamida reduce la tasa
de crecimiento de las lesiones cutaneas en ratones BALB/c infectados
con Leishmania mexicana. La combinacién de Glibenclamida vy
Glucantime® aumentd el efecto leishmanicida tanto in vitro como en vivo

(Serrano-Martin y Col., 2009).

Es importante resaltar los estudios realizados con la droga
antiarritmica Amiodarona, la cual es eficaz contra promastigotes y
amastigotes de Leishmania mexicana, actua tras la interrupcion de la

homeostasis de los niveles de calcio intracelular, especificamente en las
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mitocondrias y en los acidocalcisomas del parasito (Serrano-Martin y col.,
2009); también se ha reportado la eficacia de las Sales de
Arylisoquinolinium como leishmanicida, sales que tienen una alta
capacidad de acumulacién y precipitacion en los organelos intracelulares,
ocasionando la formacién de una gran vacuola que promueve la lisis

celular (Ponte-Sucre y col., 2010).

Es una necesidad a nivel mundial el trabajar en la busqueda de
nuevas drogas con actividad leishmanicida que sean de bajo costo, que
no produzcan efectos secundarios severos en el paciente, que sean de
facil administracion y que no desarrollen resistencia parasitaria; en este
sentido se ha planteado evaluar en el modelo experimental de la
Leishmaniasis Cutanea el efecto del Antibiotico Cationico Esteroideo 13

(CSA-13) sobre la evolucién de las lesiones.
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ANTECEDENTES

Los Antibidticos Catidnicos Esteroideos (CSAs) también conocidos
como Cerageninas, son compuestos sintéticos anfifilicos (presentan una
cara hidrofébica y otra hidrofilica), que se caracterizan por presentar
grupos de aminodacidos conectados a una red de esteroles, tienen rapida
actividad bactericida y habilidad de permeabilizar la membrana externa de
las bacterias Gram-negativas. La selectividad celular de los CSA esta
directamente relacionada a la afinidad de estos compuestos por el lipido
A, el cual es un componente de las bacterias como Escherichia coli. El
efecto de los CSA es similar al de los péptidos antimicrobianos
endogenos. Estudios previos sugieren que estos compuestos poseen un
amplio espectro de actividad contra bacterias resistentes a diversos
antibioticos, tales como Acinetobacter baumannii (Gram-negativa) y

Pseudomona aeruginosa (Gram-positiva).

Los factores que contribuyen al mecanismo de accion de estos
agentes estan en estudio (Li y col., 1999; Schmidt y col., 2001; Scott y

col., 2002; Diaz y col., 2004; Ding y col., 2004; Epand y col., 2008).

Los CSAs se caracterizan por mostrar dos tipos de actividad
antibacteriana. La primera es una actividad letal; mientras que, la segunda
actividad es no letal, lo que sugiere la permeabilizacion de la membrana
de bacterias Gram-negativas, sensibilizandolas contra la accién de los

antibidticos hidrofébicos, los cuales son incapaces de atravesar la
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membrana (Savage, 2002).Considerando que estos compuestos tienen
actividad sobre las membranas celulares, es poco probable que surjan

organismos resistentes al antibiotico.

Resultados no publicados obtenidos por nuestro grupo, han evaluado
el efecto de CSA-8 y CSA-13 sobre la viabilidad de promastigotes de
Leishmania mexicana y Leishmania infantum/chagasi en cultivo,
observandose que el CSA-8 tiene un mayor efecto leishmanicida sobre
Leishmania infantum/chagasi y CSA-13 sobre L. (L.) mexicana con un
efecto dosis/tiempo dependiente; se observo el 51,9% de promastigotes
vivos de L. infantum/chagasi al ser incubados con 10 ug/ml de CSA-8
(tanto a las 2 como a las 24 horas), mientras que en presencia del CSA-
13 el 50% (2 horas de incubacion) y el 7,4% (24 horas de incubacién) de
los parasitos sobrevivieron a 20 ug/ml. Por otra parte, L. (L.) mexicana
mostré 80% de supervivencia a 40ug/ml de CSA-8, y 16,7% a 20ug/ml de
CSA-13 (2hrs), ambos CSA causaron la muerte de L. (L.) mexicana a
altas concentraciones (80 ug/ml). Posteriormente se reportd el efecto de
CSA-8 sobre la proliferacion de promastigotes de L. infantum/chagasi,
determinandose que este compuesto a bajas dosis (5ug/ml) puede inhibir
la multiplicacion del parasito. Al estudiar el efecto de estos CSA sobre la
viabilidad de macréfagos J774A.1 se observo 31% células viables al ser
tratadas con 40ug/ml de CSA-8 y 15% a 20ug/ml de CSA-13. En cuanto a
la accién de los CSA sobre macréfagos infectados con promastigotes de
L. infantum/chagasi y L. (L.) mexicana, se evidencié una disminucion en

el numero de células infectadas con L. infantum/chagasi (18.6%) y L. (L.)
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mexicana (23.8%) al ser tratadas con CSA-8 (10pg/ml) y CSA-13
(2.5pg/ml) respectivamente, lo que sugiere que los CSA podrian
representar una herramienta para el desarrollo de nuevas drogas contra la
leishmaniasis en el hospedador vertebrado (Chirinos y col., 2007; Chirinos

y col., 2008; Sanchez y col., 2009).

Se ha sugerido que el CSA-13 puede ser un agente quimioterapéutico
contra los tripanosomatidos, debido a que se evidencid6 que este
compuesto es eficaz contra promastigotes de Leishmania major y

tripomastigotes de Trypanosoma cruzi (Lara y col., 2010).

Basandonos en estas evidencias nos propusimos evaluar el efecto del
Antibiético Catidnico Esteroideo (CSA-13) sobre la evolucién de las
lesiones en el modelo murido experimental de la Leishmaniasis Cutanea,

causada por Leishmania mexicana, en ratones BALB/c.
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OBJETIVOS

GENERAL.:

Evaluar el efecto del Antibidtico Catidnico Esteroideo (CSA-13) sobre la
evolucién de las lesiones en un modelo murido experimental susceptible a

la Leishmaniasis Cutanea.

ESPECIFICOS:

1. Determinar los cambios en la evolucidon del tamafo de las lesiones
cutaneas en ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana, posterior
a la aplicacién del tratamiento mediante medicion del grosor de la

almohadilla plantar.

2. Determinar cambios en la carga parasitaria de los animales infectados

como consecuencia del tratamiento.
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METODOLOGIA

Disefio experimental:

Para llevar a cabo este estudio se procedid a infectar ratones
hembras BALB/c, con amastigotes de L. (L.) mexicana via subcutanea.
Semanalmente se midi6 el tamafo de las lesiones cutaneas desarrolladas
y a la semana 3 post-infeccion se aplicaron los tratamientos
correspondientes, empleando 12 ratones segun los grupos

experimentales que se describen a continuacion:

Grupo 1. 12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados
intralesional con el vehiculo de administracion de CSA-13
(PBS): control de la infeccion.

Grupo 2: 12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 4 ng/gr peso/dia_de CSA-13 (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).
Grupo 3: 12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 8 ng/gr peso/dia _de CSA-13 (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).
Grupo 4: 12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 16 ng/gr peso/dia de CSA-13 (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).

27



Grupo 5:

Grupo 6:

Grupo 7:

Grupo 8:

Grupo 9:

Grupo 10:

Grupo 11:

Grupo 12:

12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 32 ng/gr peso/dia de CSA-13 (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).
12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 54 ng/gr peso/dia de CSA-13 (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).
12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 72 ng/gr peso/dia de CSA-13 (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).
12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 5x10° ng/gr peso/dia de CSA-1. (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).
12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con 10x10° ng/gr peso/dia de CSA-13 (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional).
12 Ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana tratados

con Miltefosina (2x10* ng/gr peso/dia) (21 tratamientos, via

oral): Control del tratamiento.

12 Ratones BALB/c no infectados tratados con PBS (via
subcutanea): Control.

12 Ratones BALB/c no infectados tratados con CSA-13 con
diferentes dosis segun sea el caso (4, 8, 16, 32, 54, 72,
5x10° & 10 x10° ng/gr peso/dia) (3 tratamientos, via

subcutanea, intralesional): Controles
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Grupo 13: 12 Ratones BALB/c no infectados tratados con Miltefosina

(2x10* ng/gr peso/dia) (21 tratamientos, via oral): Control.

En varios puntos subsiguientes a la infeccion se sacrificaron
ejemplares por dislocacién cervical y fueron removidas las almohadillas

plantares para cuantificar la carga parasitaria.

Infeccion
l Semanas post-tratamiento

Semanas post-infeccion

[ Aplicacion de los tratamientos correspondientes.

. Obtencioén de tejido: Carga parasitaria

Figura 2: Representacion esquematica de la infeccion de los
ratones, aplicacion del tratamiento y obtencion de tejido
durante el periodo de estudio.

Ratones

Ratones hembras BALB/c entre 4 y 6 semanas de edad, obtenidos
de las colonias producidas en la seccién del Bioterio del Instituto de
Biomedicina, los cuales fueron mantenidos bajo condiciones
convencionales con alimento y agua ad libitium, durante el tiempo de
estudio. Se utilizé este modelo experimental, previamente establecido y
comprobado (Sanchez y col.,, 1993). L. (L.) mexicana desarrolla en

ratones BALB/c lesiones cutaneas cronicas que no se curan
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espontdneamente y terminan por visceralizar (Alexander y Kaye, 1985;

Bradley, 1987; Castes y Tapia, 1998; Aguilar y col., 2002).

Parasitos

Los ratones se infectaron con la cepa de referencia internacional
MHOM/BR/82BEL21. Se extrajeron amastigotes de L. (L.) mexicana de
lesiones cutaneas (nodulos) en la almohadilla plantar de un hamster
dorado (Mesocricetus auratus). Los nodulos se obtuvieron asépticamente
por diseccion, posteriormente el tejido fue dilacerado en Buffer Fosfato
salino (PBS: 80mM de NaHPO, 20mM NaH,PO,y 100 mM NaCl) a pH
7,2 con Penicilina/Estreptomicina (100 U/ml/100 ug/ml). Con la finalidad
de eliminar los restos del tejido, la suspensién celular obtenida se
centrifugd a 1620 x g a 15°C durante 2 min a temperatura ambiente y
finalmente se determin6 el numero de amastigotes presentes en el tejido

en la camara de Neubauer.

Infeccién de los ratones con amastigotes de L. (L.) mexicana:
Los ratones fueron inoculados subcutaneamente en la almohadilla
plantar izquierda con 10° amastigotes de L. (L.) mexicana. La pata

derecha contralateral permaneci6 intacta.

Aplicacién de los tratamientos:
Los tratamientos se aplicaron a la tercera semana post-infeccion (al
aparecer las lesiones cutaneas). La aplicacion del CSA-13 se realiz6é por

via subcutanea, intralesional, en los grupos experimentales

30



correspondientes. Esta droga fue donada gentiimente por el Dr. Paul

Savage, Ph.D, Brigham Young University, Provo, UTA, USA.

Como tratamiento control se administré Miltefosina (Impévido®,
NOLVER) por via oral a razén de 2x10* ng/gr peso/dia, durante 21 dias
consecutivos, esto se realizé con ayuda de una sonda gastrica (Serrano-
Martin y col.,, 2009). Esta droga fue donada por la seccién de

Leishmaniasis del Instituto de Biomedicina, UCV, MPPS.

La respuesta al tratamiento se evalué mediante medicién del grosor

de la lesion cutanea y estimacion de la carga parasitaria.

Medicién del grosor de la lesion cutanea mediante morfometria
digital: Seguimiento del curso de la infeccion.

El calibrador milimetrado (caliper), es la técnica tradicionalmente
usada para evaluar el desarrollo de lesiones cutaneas en animales de
experimentacion causadas por diferentes especies de Leishmania. En
nuestro grupo, hemos estandarizado un método de morfometria digital,
basado en un software que permite realizar medidas sobre imagenes

obtenidas de los ejemplares estudiados (Milani y col., 2009).

La evolucién de las lesiones se evalué semanalmente durante el
periodo de estudio por medicion del grosor de la almohadilla plantar
usando morfometria digital. EI método digital consistié en la captura de

imagenes de cada uno de los ratones experimentales. Las fotografias
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fueron procesadas con el programa Adobe® Photoshop® CSB5,
realizandose en cada uno de ellos: ajuste de brillo, contraste para mejorar
la nitidez de las imagenes, eliminacion de los bordes de las fotos y la

normalizacién del tamafo de cada una de ellas a 10 x 14 cm.

Sobre cada una de estas imagenes (Figura 3) se realizé la medida
de las almohadillas plantares tanto de la pata izquierda (inoculada con los
parasitos) como de la derecha (no inoculada) con el tps Dig programa
(C), Version 2.12 (Rohlf, 2008).Todas las imagenes se escalaron
utilizando una herramienta de medida en mm, incorporada en la imagen

digital.

Figura3: Medicién del grosor de las lesiones cutaneas en la
almohadilla plantar mediante morfometria digital.

Estimacién de la carga parasitaria en las lesiones cutaneas:
La cuantificacion del numero de parasitos en los tejidos infectados
del ratdon, se llevdé a cabo mediante la técnica de diluciones limitantes

(Titus y col., 1985, Méndez y col., 2004).
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Una vez sacrificado el ratébn por dislocacion cervical, se
seccionaron las almohadillas plantares lesionadas de los ratones, se
pesaron y se disgregaron en medio Schneider’'s (Sigma-Aldrich, Inc.)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado por calor (56°C),
Penicilina/Estreptomicina (100 U/ml /100 ug/ml) y 0,05% de EDTA. Se
incubaron a 37°C durante 40 min. EI homogenizado obtenido, se diluy6
seriadamente en una placa de 96 pozos de fondo plano contentivo de
medio bifasico: 50ul de Agar base (20% sangre de conejo desfibrinada) y
100 pl de medio Schneider’'s suplementado de la manera indicada
anteriormente (excepto EDTA). Después de 7 dias de incubacion a 26 °C,
se determind la carga parasitaria en las lesiones, relacionando el titulo de
parasitos con los mg de tejido de la lesidn. El titulo de parasito se expresé
como el —log de la mayor dilucién en la que se observd al menos un

parasito vivo.

Analisis Estadistico:

La comparacién entre grupos se realizé aplicando el analisis de
varianza (ANOVA de una via); para comparar los diferentes grupos se
utilizé la prueba a posteriori de Duncan. Los resultados fueron expresados
como la media, mas o menos la desviacion estandar (SD). Las medias
fueron calculadas en base a los valores individuales para cada raton. Los
analisis estadisticos fueron realizados mediante el programa Statistica

v8.0 de Statsoft®.
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RESULTADOS

1. Medicién del grosor de la lesién cutdnea mediante morfometria

digital: Seguimiento del curso de la infeccion.

El seguimiento del curso de la infeccion se llevd a cabo, mediante la
medicion del tamano de las lesiones en ratones BALB/c, infectados
subcutaneamente con 10° amastigotes de L. (L.) mexicana en la
almohadilla plantar izquierda. Dicha medicion se realizé durante 10

semanas post-infeccion (7 semanas post-tratamientos).

La aplicacién del CSA-13 se realiz6 por via subcutanea, intralesional,
en los grupos experimentales correspondientes a las diferentes dosis (4,
8, 16, 32, 54, 72, 5x10% y 10x10° ng/gr peso/dia). Por otra parte, como
tratamiento control se administré Miltefosina (Impavido®, NOLVER) por via

oral a razén de 2 x10* ng/gr peso/dia, durante 21 dias consecutivos.

En los resultados obtenidos en este trabajo, se observo a partir de la
semana 3 post-infeccion un incremento significativo (p<0,05) del tamano
de lalesién (2,02 £ 0,29 mm), en el grupo de ratones infectados con L.

(L.) mexicana a quienes se administro PBS (Figura 4).

Por otra parte, los grupos de ratones no infectados y tratados con 4 y
8 ng/gr peso/dia de CSA-13, presentaron un incremento significativo (p=

0,000018 y p= 0,000017, respectivamente) en el tamano de la almohadilla
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plantar (3,20 £ 0,10 mm y 3,40 £ 0,11 mm, respectivamente) en la
semana 4 post-infeccién (1 post-tratamiento); el cual decae bruscamente

a la semana 5 post-infeccion (Figura 4).

En la Figura 4, se muestra que en la semana 4 post-tratamiento el
tamano de la lesion (3,20 = 0,12 mm) en el grupo de ratones infectados y
tratados con 8 ng/gr peso/dia de CSA-13 es significativamente menor (p=
0,000061), con respecto al grupo de los ratones infectados y tratados con
PBS. De igual manera, se observé disminucién significativa (p= 0,00113)
en el tamafo de la lesion (3,46 + 0,17 mm) en el grupo de ratones
infectados y tratados con 4 ng/gr peso/dia. Este comportamiento
observado a partir de la semana 4 post- tratamiento se mantuvo hasta el

final del estudio (semana 7 post- tratamiento).

En cuanto al grupo de ratones infectados con L. (L.) mexicana y
tratados con Miltefosina (2 x10* ng/gr peso/dia), se observé a partir de la
semana 1 post-tratamiento, que el tamafio de la lesidn disminuyé
significativamente (p<0,05) al compararse con el grupo de ratones
infectados y tratados con PBS (Figura 4). Este comportamiento se

observo en todo el estudio.
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—a—L. (L.) mexicana + PBS

5
— /-/./. —&—L. (L.) mexicana + Miltefosina:
E 4 Tratamientos 2x10”4 ng/gr peso/dia
|
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© Y * peso/dia
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-g //-5.5*-(/" — No infectados + PBS
& 1 No infectados +CSA-13: 4 ng/gr
peso/dia
0 No infectados +CSA-13: 8 ng/gr
T T T T T T T T T 1 peSO/dla

—— Almohadilla plantar no inoculada
Semanas post - infeccion

Figura 4: Evolucién de las lesiones cutaneas post-infeccion y post-tratamientos mediante la medicién del grosor
de la almohadilla plantar. Dosis aplicadas de CSA-13: 4 y 8 ng/gr peso/dia. * P<0,05: Comparacion de los grupos L. (L.)
mexicana tratados con 4 y 8 ng/gr peso/dia y L. (L.) mexicana tratado con Miltefosina (2x10* ng/gr peso/dia) con respecto a L.(L.) mexicana
tratados con PBS. Comparacion en la semana 4 post-infeccion con respecto a la semana 3 post-infeccion en los grupos no infectados tratados
con 4 y 8 ng/gr peso/dia
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En cuanto al grupo de ratones infectados y tratados con 8 y 16 ng/gr
peso/dia de CSA-13 (Figura 5), se evidencié un comportamiento similar
en cuanto a la disminucion del tamafio de la lesion (3,59 £ 0,14 mm y 3,50
+ 0,07 mm, respectivamente) a partir de la semana 7 post-infeccién;
observandose una disminucion significativa (p<0,05) con respecto al
grupo de ratones infectados con L. (L.) mexicana tratados con PBS. Sin
embargo, entre los grupos de ratones infectados y tratados con 8 y 16

ng/gr peso/dia de CSA-13 no se observaron diferencias significativas.

Con respecto al grupo de ratones no infectados y tratados con 8 y 16
ng/gr peso/dia (Figura 5), se observé un incremento significativo (p< 0,05)
en el tamafio de la almohadilla plantar (3,42 £ 0,05 mmy 3,75 £ 0,07 mm,
respectivamente) en la semana 1 post-tratamiento; este incremento decae
considerablemente en la semana 2 post-tratamiento en el grupo de
ratones no infectados y tratados con 8 ng/gr peso/dia; a diferencia del
grupo de ratones no infectados y tratados con 16 ng/gr peso/dia que

disminuyd paulatinamente.
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Figura 5: Evolucién de las lesiones cutaneas post-infeccidén y post-tratamientos mediante la medicién del grosor de

la almohadilla plantar. Dosis aplicadas de CSA-13: 8 y 16 ng/gr peso/dia. * P<0,05: Comparacion de los grupos L. (L.) mexicana
tratados con 4 y 8 ng/gr peso/dia con respecto a L.(L.) mexicana tratados con PBS. Comparacion en la semana 4 post-infeccion con respecto a la
semana 3 post-infeccion en los grupos no infectados tratados con 4 y 8 ng/gr peso/dia
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Por otro lado, en la figura 6, en el grupo de ratones infectados y
tratados con 32 ng/gr peso/dia, se observé disminucion del tamafio de
la lesion, con respecto al grupo de ratones infectados con L. (L.)
mexicana y tratados con PBS, a partir de la semana 6 post — infeccion
(83 post-tratamiento), siendo esta disminucién significativa (p=
0,000117) en la semana 4 post-tratamiento. A diferencia del grupo de
ratones infectados y tratados con 54 y 72 ng/gr peso/dia; los cuales
presentaron incremento en el tamano de la lesidn a partir de la semana
1 post- tratamiento, con respecto al grupo de ratones infectados con L.
(L.) mexicana y tratados con PBS. Es importante destacar que en el
grupo de ratones infectados y tratados con 72 ng/gr peso/dia de CSA-
13, dicho incremento fue mucho mayor en relacién al grupo de ratones
infectados y tratados con 54 ng/gr peso/dia de CSA-13, observandose
asi una diferencia significativa (p<0,05) a partir de la semana 3 post-

tratamiento.

En el grupo de ratones no infectados y tratados con 54 ng/gr
peso/dia de CSA-13, se observd en la semana 1 post — tratamiento un
incremento significativo (p< 0,05) del tamafio de la almohadilla plantar;
el cual decae paulatinamente en la semana 2 post- tratamiento (Figura

6).

Adicionalmente, se incluyd en el estudio, un grupo de ratones

infectados y tratados con Dimetil Sulféxido (DMSO), administrado via
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subcutanea, intralesional, y otro grupo de ratones no infectados y tratados
de igual manera. EI DMSO es un solvente polar, en el cual inicialmente se
resuspendi6 el CSA -13 a alta concentracion. Seguidamente para
preparar las soluciones de CSA-13 a administrar en los diferentes grupos
experimentales se realizaron diluciones del mismo en PBS; sin embargo,
en estas diluciones quedan restos de DMSO; por lo que se evaluo el
posible efecto de estos restos de DMSO en el tamano de las lesiones

cutaneas.

En la Figura 6, a los grupos de ratones (infectados o no
infectados) tratados con DMSO (A), se les administré una cantidad de
DMSO correspondiente a la cantidad de DMSO que se tiene en la dosis
de 54 ng/gr peso/dia del CSA-13. En esta figura se observa que el grupo
de ratones infectados y tratados con DMSO (A), tienen un incremento
significativo (p= 0,000054) en el tamafio de la lesion (3,00 £ 0,05 mm) en
relacion al grupo de ratones infectados y tratados con PBS a partir de la
semana 4 post-infeccion (semana 1 post-tratamiento); sin embargo, este
incremento fue similar al grupo de ratones infectados y tratados con 54
ng/gr peso/dia de CSA-13. Por otra parte, en el grupo de ratones no
infectados y tratados con DMSO (A), no se evidenciaron cambios en el

tamano de la almohadilla plantar.
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semana 3 post-infeccién en el grupo no infectados tratado 54 ng/gr peso/dia. Comparacioén del grupo L. (L.) mexicana tratados con DMSO (A) con
respecto a L. (L.) mexicana tratados con PBS.
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En la Figura 7, se observa un incremento significativo (p<0,05) a partir
de la semana 1 post- tratamiento en el tamafio de la lesion, del grupo de
ratones infectados y tratados con 10x10% ng/gr peso/dia de CSA-13, al
compararse con el grupo de ratones infectados y tratados con PBS;
mientras que, en el grupo de ratones infectados y tratados con 5x10°
ng/gr peso/dia de CSA-13, no se observaron diferencias significativas en
el tamano de la lesion, con respecto al grupo de ratones infectados y

tratados con PBS.

El comportamiento anteriormente descrito en el grupo de ratones
infectados con L. (L.) mexicana y tratados con 5x10° ng/gr peso/dia de
CSA-13, fue similar al observado en el grupo de ratones infectados y
tratados con DMSO (B) a una dosis correspondiente a la que se tiene
cuando se aplica 5x10° ng/gr peso/dia de CSA-13; el cual no presentd
diferencias significativas con respecto al grupo de ratones infectados y
tratados con PBS; de igual manera no se observaron diferencias
significativas con respecto al grupo de ratones infectados y tratados con

5x10° ng/gr peso/dia de CSA-13.

En cuanto al grupo de ratones no infectados y tratados con 5x10° y
10x10° ng/gr peso/dia de CSA-13 (Figura 7), se observé un incremento
significativo (p<0,05) en el tamafio de la almohadilla plantar en la semana

1 post-tratamiento; el cual disminuy6 lentamente.
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Figura 7: Evolucién de las lesiones cutaneas post-infeccidén y post-tratamientos mediante la medicidén del grosor de

la almohadilla plantar. Dosis aplicadas de CSA-13: 5 x 10% y 10 x 10° ng/gr peso/dia.*P<0,05: Comparacién del grupo L. (L.)
mexicana tratados con 10x10° ng/gr peso/dia con respecto a L. (L.) mexicana tratados con PBS. Comparacién en la semana 4 post-infecciéon con
respecto a la semana 3 post-infeccion en el grupo no infectados tratados 5 x10° ng/gr peso/dia.
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2. Estimacion de la carga parasitaria en las lesiones cutaneas.
Se estimd la carga parasitaria en los tejidos infectados de los
diferentes grupos experimentales mediante la técnica de diluciones

limitantes.

En la Figura 8, se observa un incremento constante en la carga
parasitaria tanto en el grupo de ratones infectados y tratados con PBS
como en los grupos de ratones infectados y tratados con 4 y 8 ng/gr
peso/dia, durante las 7 semanas post-tratamientos; sin embargo, a partir
de la semana 3 post-tratamiento, se observd disminucion de la carga
parasitaria en los grupos de ratones infectados y tratados con 4 y 8 ng/gr
peso/dia, con respecto a los ratones infectados con L. (L.) mexicana
tratados con PBS, siendo mayor la disminucion de la carga parasitaria en

el grupo de ratones tratados con 8 ng/gr peso/dia.

En cuanto al grupo de ratones infectados con L. (L.) mexicana y
tratados con Miltefosina, se observd una disminuciéon de la carga
parasitaria a partir de la semana 1 post- tratamiento, en la semana 3y 5
post-tratamiento la carga parasita no es detectable. Finalmente, se
observd un aumento de la carga parasitaria en la semana 7 post-

tratamiento (Figura 8, 9, 10y 11).
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Figura 8: Evaluacion del progreso de la infecciéon en ratones BALB/c con L. (L.) mexicana, mediante la
determinacion de la carga parasitaria. Dosis aplicadas de CSA-13: 4y 8 ng/gr peso/dia.
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Por otro lado, cabe sefialar que los grupos de ratones infectados y
tratados con las dosis correspondientes a 8 y 16 ng/gr peso/dia de CSA-
13, presentaron un aumento constante en el titulo de parasitos/mg de
tejido; no obstante, a partir de la semana 3 post-tratamiento el grupo de
ratones infectados y tratados con 8 ng/gr peso/dia presentaron una leve
disminucion de la carga parasitaria con respecto al grupo de ratones
infectados y tratados con PBS. En cuanto al grupo de ratones infectados
y tratados con 16 ng/gr peso/dia, la carga parasitaria fue mayor durante
las 2 primeras semanas post-tratamiento, al compararse con el grupo de

ratones infectados y no tratados con el CSA-13 (Figura 9).
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Figura 9: Evaluacion del progreso de la infecciobn en ratones BALB/c con L. (L.) mexicana, mediante la
determinacion de la carga parasitaria. Dosis aplicadas de CSA-13: 8 y 16 ng/gr peso/dia.
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En cuanto al grupo de ratones infectados con L. (L) mexicana y
tratados con 32, 54 y 72 ng/gr peso/dia de CSA-13, se observo
disminuciéon de la carga parasitaria con respecto al grupo de ratones
infectados y tratados con PBS, a partir de la semana 3 post- tratamiento;
en esta semana, fue mayor la disminucién de la carga parasitaria en el
grupo de ratones infectados y tratados con 32 ng/gr peso/dia de CSA-13

(Figura 10).

Con respecto al grupo de ratones infectados y tratados con DMSO

(A), se observo un comportamiento similar al grupo de ratones infectados

y tratados con 54 ng/gr peso/dia de CSA-13 (Figura 10).
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Figura 10: Evaluacion del progreso de la infeccion en ratones BALB/c con L. (L.) mexicana, mediante la
determinacion de la carga parasitaria. Dosis aplicadas de CSA-13: 32, 54y 72 ng/gr peso/dia.
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En la Figura 11, se observa que los grupos de ratones infectados
con L. (L) mexicana y tratados 5x10% y 10x10° ng/gr peso/dia de CSA-13,
asi como también, el grupo infectado y tratado con DMSO (B), tienen un
comportamiento similar durante las 7 semanas post-tratamiento,
evidenciandose en estos grupos de ratones disminucion de la carga
parasitaria a partir de la semana 1 post-tratamiento, con respecto al
grupo infectado y tratado con PBS. Cabe destacar, que en esta primera
semana post-tratamiento la carga parasitaria en el grupo de ratones

infectados y tratados con 32 ng/ gr peso/dia de CSA-13 fue menor.
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Figura 11: Evaluacién del progreso de la infecciobn en ratones BALB/c con L. (L.) mexicana, mediante la
determinacién de la carga parasitaria. Dosis aplicadas de CSA-13: 5x10°y 10x10°ng/gr peso/dia.
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Adicionalmente, se evalud la influencia de los tratamientos sobre
el peso de los ratones experimentales. Durante las 10 semanas de
estudio, los ratones fueron pesados en una balanza digital Ohaus
(sensibilidad (g): 0.01 — 1). En las Figuras 12, 13 y 14, puede observarse
que todos los grupos experimentales presentaron un comportamiento
similar con respecto al peso, donde no se evidencid disminucién del
mismo, excepto el grupo de ratones infectados con L. (L.) mexicana y
tratados con Miltefosina; el cual presentdé una disminucién entre las
semanas 1 y 4 post-tratamiento, siendo mayor esta disminucién en la

semana 3 post-tratamiento.

Por otra parte, de manera complementaria en el estudio se
realizaron analisis de quimica sanguinea en los ratones no infectados al
ser tratados con CSA-13 (8, 16, 5x10° y 10x10° ng/gr peso/dia) o con
DMSO, evidenciandose valores elevados de glicemia al aplicar dosis
superiores a 16ng/gr peso/dia y valores elevados de la enzima amilasa
en todas las dosis evaluadas. En cuanto a la determinacion de las
transaminasas (GOT y GPT) se observaron en la semana 1 post-
tratamiento valores elevados que posteriormente disminuyen, esto fue

consistente en todas las dosis evaluadas del CSA-13 (Tabla 1y 2).

No se observaron alteraciones en los analisis de quimica
sanguinea en los ratones no infectados tratados con DMSO (Datos no

mostrados).
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Figura 12: Influencia de los tratamientos sobre el peso de los ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana. Dosis
aplicadas de CSA-13: 4y 8 ng/gr peso/dia.
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Figura 13: Influencia de los tratamientos sobre el peso de los ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana. Dosis

aplicadas de CSA-13: 32,54y 72 ng/gr peso/dia.
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Figura 14: Influencia de los tratamientos sobre el peso de los ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana. Dosis
aplicadas de CSA-13: 5x10° y 10x10°ng/gr peso/dia.
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Tabla 1. Valores de quimica sanguinea de ratones BALB/c no infectados tratados con CSA-13. Dosis
aplicadas: 8 y 16 ng/gr peso/dia.

BALB/c No infectados

gg;i\s%e 8 ng/gr peso/dia 16 ng/gr peso/dia No Valores
infectados - | normales
Senganas 1 3 5 . 1 3 c . No tratados )
post-
tratamiento
(Bnl1Jg’\/l ' 18 30 28 25 25 28 28 32 28 8-33
E‘)nl;z?ct;lr)nna 02 0.3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,32 0,2-0,9
(C;'/'ggm'a 150 162 119 116 143 134 251 193 141 62-175
Amilasa 623 711 685 700 869 809 800 1000 651 No
) reportado
GOT (U/)? 354 119 104 86 627 326 70 61 98 54 - 298
GPT (U/)° 90 17 32 36 100 63 21 28 44 17 -77

*Valores normales reportados en las bases de datos de The Jackson laboratory y Research Animal Resources,

University of Minnesota

http://www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.html, http://www.informatics.jax.org

'BUN: Nitrogeno Ureico en Sangre
2GOT: Transaminasa Glutdmica Oxalacética

3GPT: Transaminasa Glutamica PirGvica

/

: Valores sanguineos elevados
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Tabla 2: Valores de quimica sanguinea de ratones BALB/c no infectados tratados con CSA-13. Dosis
aplicadas: 5x10% y 10x10° ng/gr peso/dia.

BALB/c No infectados

Dosis de

CSA-13 5x10° ng/gr peso/dia 10x10° ng/gr peso/dia No Valores
infectados - | normales

Semanas No tratados | (*)

post- 1 3 5 7 1 3 5 7

tratamiento

BUN (mg/dI) 30 24 29 26 28 24 21 29 28 8-33

Creatinina 0.3 0.1 0,1 0,2 0,3 0,1 0,3 0,2 0,32 0,2-0,9

(mg/dl)

g'/'gf)m'a 113 152 177 136 165 168 180 130 141 62-175

Amilasa No

(Ul 852 770 693 635 800 799 658 489 651 reportado

GOT (U/l)’ 334 278 89 71 522 95 80 60 98 54 - 298

GPT (U/l)* 105 52 32 16 127 52 23 34 44 17-77

*Valores normales reportados en las bases de datos de The Jackson laboratory y Research Animal Resources,

University of Minnesota
http://www.ahc.umn.edu/rar/refvalues.html, http://www.informatics.jax.org

'BUN: Nitrogeno Ureico en Sangre
2GOT: Transaminasa Glutdmica Oxalacética

3GPT: Transaminasa Glutamica PirGvica

[

: Valores sanguineos elevados
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DISCUSION

El Antibidtico Catidnico Esteroideo (CSA)-13, es una pequefa molécula
de amino esterol, que presenta un efecto similar a los péptidos endégenos
antimicrobianos y cuya actividad bactericida esta basada en la disrupcion de
la membrana. EI CSA-13 fue disefiado con la finalidad de imitar el caracter
anfifilico de los péptidos antimicrobianos (Savage y col., 2002; Ding y col.,
2004). Es importante destacar que los efectos de los CSAs se han evaluado
mediante ensayos in vitro sobre diferentes microorganismos, tales como:
Actinobacter baumannii (Gram-negativa), Pseudomona aeruginosa (Gram-
positiva), Escherichia coli, Leishmania infantum/chagasi, Leishmania mexicana,
Leishmania major y Trypanosoma cruzi, también se ha evaluado su efectividad
sobre Orthopoxvirus en ensayos in vivo (Li y col., 1999; Schmidt y col., 2001;
Scott y col., 2002; Diaz y col., 2004; Ding y col., 2004; Chirinos y col., 2007;
Chirinos y col., 2008; Epand y col., 2008; Howell y col., 2009; Sanchez y col.,

2009; Lara y col., 2010).

En este estudio al determinar los cambios en la evolucidn del tamaio de
las lesiones cutaneas en ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana
después de aplicarse diferentes dosis de CSA-13, se evidencié disminucion en
el tamano de las lesiones cutaneas observadas en los ratones tratados con 4,
8, 16 y 32 ng/gr peso/dia, siendo mas notoria esta disminucion en el grupo de
ratones infectados y tratados con 8 ng/gr peso/dia, lo cual se relaciona con la
disminucioén de la carga parasitaria observada en el mismo grupo, esto podria

indicar que el CSA-13 afecta la supervivencia o la proliferacion de los parasitos
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presentes en el tejido, siendo estos resultados consistentes con lo reportado en
estudios in vitro, donde solamente sobrevive el 16,7% de los parasitos luego de

2 horas de tratamiento con 20 uyg/ml de CSA-13 (Sanchez y col., 2009).

El incremento del tamafio de la lesion observado en los ratones
infectados con L. (L.) mexicana tratados con las dosis 54, 72, 5x10% y 10 x10°
ng/gr peso/dia del CSA-13 podria ser consecuencia de un aumento del proceso
inflamatorio local, mas no de un aumento en la proliferaciéon del parasito, ya
gue cuando se relacionan estos resultados con la carga parasitaria, se observd
disminucién del titulo de parasitos/mg de tejido, lo cual es mas evidente a las
dosis mas altas del CSA-13 (5x10° y 10 x10° ng/gr peso/dia), lo que sugiere

efectividad del CSA-13 contra la replicacion del parasito en el tejido.

Adicionalmente, estos resultados pueden sugerir que el CSA-13 aplicado
en el tejido infectado por L. (L.) mexicana a dosis superiores a 54 ng/gr

peso/dia pudiera incrementar la inflamacion ocasionada por la infeccion.

Por otra parte, el efecto observado sobre el tamafio de la lesion cutanea
y la disminucién de la carga parasitaria, esta relacionada con el DMSO
contenido en las dosis aplicadas de CSA-13; ya que el comportamiento del
grupo de ratones infectados y tratados con DMSO, es similar al de los ratones
tratados con las dosis de 54 y 5x10° ng/gr peso/dia de CSA-13, en cuanto al

tamano de la lesion y disminucion de la carga parasitaria.
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El Dimetil Sulfoxido (DMSO), es un disolvente polar que actua como
agente quelante, posee una habilidad de penetracién de membranas; ya que
atraviesa la barrera de lipoproteinas de la membrana celular; lo cual se cree es
debido a cambios de configuracién reversibles en las proteinas Se han
realizado pruebas para determinar la toxicidad del DMSO, usandose al 90 %,
comprobandose un bajo nivel de toxicidad; asi como también se ha demostrado
que no se acumula en los tejidos y se metaboliza en el higado por enzimas
microsomales y se elimina principalmente por la orina y el pulmén, aunque
también por vias biliares. Su excrecion en el hombre, tras una administracién

cutanea, es de aproximadamente 48 horas a través de la orina (Roy M., 2002).

En este estudio, pudo comprobarse en el grupo de ratones no infectados
y tratados con DMSO; que este compuesto a bajas dosis, no ocasiona dafno

tisular; ya que no se observé incremento del tamafio de la almohadilla plantar.

El incremento observado en el tamafo de la almohadilla plantar en los
ratones no infectados y tratados con el CSA-13 en la semana 1 post-
tratamiento, sugiere que las dosis de CSA-13 aplicadas en los diferentes
grupos, podrian estar causando un proceso inflamatorio en el tejido tratado, lo
cual podria atribuirse a las caracteristicas quimicas del compuesto o
desencadenado por el mismo tratamiento, tal como se ha observado con otros
compuesto como el Glucantime que incrementa la produccion de citocinas pro
inflamatorias en el tratamiento contra la Leishmaniasis (Calla-Magarino y col.,
2009). En este caso el efecto observado del CSA-13 no es atribuible al DMSO,

ya que se evidencido que en ratones no infectados y tratados con diferentes
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dosis de DMSO, el mismo no ocasiond variacion en el tamano de la almohadilla

plantar.

A lo anteriormente expuesto, también debe agregarse, que la aplicacion
de los tratamientos se lleva a cabo a través de la inyeccion en la almohadilla

plantar, lo cual también genera respuesta inflamatoria.

Por otra parte, con respecto a la disminucién de la carga parasitaria en
el grupo de ratones infectados y tratados con el CSA-13, podria atribuirse a
que el compuesto probablemente esta ocasionando cambios en el parasito, o
cual posiblemente sea a nivel interno o en la membrana del mismo, lo que
podria traer como consecuencia una menor supervivencia del parasito; sin
embargo, la carga parasitaria también disminuyé al tratar los ratones
infectados con DMSO, por lo que este compuesto esta afectando de igual

manera la supervivencia del parasito.

Estudios previos in vitro han demostrado que el CSA-13 ocasiona
cambios morfolégicos en promastigotes de L. (L.) mexicana, evidenciandose a
través de estudios con microscopia electrénica, vacuolas de gran tamano,
mitocondrias de tamafios variables; membranas nucleares irregulares,
membrana plasmatica irregular y cambios en la bolsa flagelar (Chirinos y col.,

2010).

La membrana de los amastigotes de Leishmania sp. presenta altos

niveles de lipofosfoglicano (LPG) y tiene una elevada carga negativa
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(Mendonca-Previato y col., 2005); por otra parte, se ha evidenciado que los
CSAs que son compuestos catidnicos, tienen la caracteristica de formar
complejos con los fosfolipidos (Epand y col., 2008), por lo que esto podria
alterar la estructura y fluidez de la membrana del parasito. En este sentido,
Lara y col., 2010, sugieren que el CSA-13 probablemente ocasiona una

ruptura de la membrana de promastigotes de L. major.

Las dosis a las cuales se observé mejor efectividad del CSA-13 sobre
las lesiones cutaneas fueron las mas bajas (4, 8, y 16 ng/gr peso/dia), las
cuales contienen menos DMSO, esto indica un posible efecto del antibiotico.
Es posible que el DMSO contenido en estas dosis de CSA-13 no tenga efecto

sobre la lesion.

Con respecto a la Influencia de los tratamientos sobre el peso de los
ratones BALB/c infectados con L. (L.) mexicana, no se observd ningun efecto
por parte del CSA-13 sobre el peso durante el tiempo experimental;
probablemente este compuesto por via subcutdnea no cause efectos

secundarios en el ratdn que conlleve a una pérdida del apetito.

Finalmente, la disminucion de peso observada en el grupo de ratones
infectados y tratados con Miltefosina, puede atribuirse a los efectos adversos
producidos por el tratamiento, dentro de los cuales, segun estudios realizados

en pacientes se encuentran nauseas y dolores abdominales (Machado y col.,
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2010); este efecto no fue observado cuando se administré la droga a ratones

no infectados.

En cuanto a la determinacion de los valores de quimica sanguinea de
ratones BALB/c no infectados tratados con las dosis 8, 16, 5x10° y 10x10° ng/gr
peso/dia CSA-13 se evidencia que la funcidon hepatica de estos animales
experimentales esta comprometida en la semana 1 post-tratamiento,
probablemente el compuesto esta ocasionando una inflamacion aguda del
higado en esta semana que luego aparentemente disminuye, lo cual se refleja
en los valores elevados de transaminasas en la semana 1 post-tratamiento que

después disminuyen ubicandose dentro de los valores normales.

También se observaron valores elevados de la enzima amilasa (en todas
las dosis evaluadas de CSA-13) y de la glicemia (a partir de 16 ng/gr peso/dia
de CSA-13), lo que puede indicar posible efecto del CSA-13 sobre la funcion

pancreatica.

Los valores de BUN, creatinina, glicemia, amilasa transaminasa en los
ratones no infectados tratados con DMSO se ubicaron entre el rango de valores
normales de los mismos, |0 que puede sugerir que las alteraciones mostradas
anteriormente en cuanto a transaminasas, amilasa, glicemia en lo ratones
tratados con CSA-13 sean debidas al mismo y no al DMSO. Diversos estudios
han demostrado que en el hombre el DMSO se metaboliza en el higado por
enzimas microsomales y se elimina a través de la orina a las 48 horas (Roy M.,

2002).
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La evaluacién de la influencia del CSA-13 sobre el peso y la
determinacion de los valores de quimica sanguinea son considerados

informacion adicional en el estudio.
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CONCLUSIONES

. EI CSA-13 incrementa el tamano de la almohadilla plantar de ratones

BALB/c no infectados.

. Las dosis mas bajas de CSA-13 (4, 8 y 16 ng/gr peso/dia) son mas efectivas
en cuanto a la disminucién del tamafo de la lesidon en los ratones infectados

con L. (L.) mexicana.

. Los efectos observados del CSA-13 a 54 y 5x10° ng/gr peso/dia, sobre el
tamanfo de la lesion y la carga parasitaria, en los ratones infectados con L.

(L.) mexicana son debido al DMSO.

. EI DMSO no incrementa el tamafio de la almohadilla plantar de los ratones

no infectados con L. (L.) mexicana.
. EI CSA-13 no influencia sobre el peso de los ratones BALB/c.

. EI CSA-13 altera los niveles sanguineos de transaminasas, amilasa y
glicemia de los ratones BALB/c, lo que compromete la funcidén hepatica y

pancreatica.
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