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RESUMEN

Se determiné la actividad antiparasitaria in vitro de alcaloides totales de evanta (CAT)
sobre: promastigotes y amastigotes axénicos de Leishmania, epimastigotes y
tripomastigotes de Tripanosoma cruzi, trofozoitos de Acanthamoeba y Plasmodium
falciparum. Para determinar la actividad leishmanicida in vitro de CAT se obtuvo
poblaciones estables de amastigotes axénicos mediante la transformacién in vitro de
promastigotes de cepas de Leishmania amazonensis MHOM/BR/77/LTB0016(LA),
Leishmania amazonensis clon IMHOM/BR/76/LBT-012 (Lma), y Leishmania spp (L.BTE-
002) en medio M199 (M0393-Sigma) a 32°C, pH 5.7 y Suero Bovino Fetal (SBF) al 20%, a
su vez se puso a punto un método colorimétrico basado en la reducciéon de la sal de
tetrazolium (XTT) a una forma soluble en agua, formazan, frente a las 2 formas parasitarias
de Leishmania, promastigotes y amastigotes axénicos con fenasin metosulfato (PMS) y
fenasin etosulfato (PES) como acopladores de electrones, con lecturas a 450nm de longitud
de onda y entre 2 a 5 horas de incubacién. Bajo esas condiciones se pudo evidenciar que
existe una buena correlacion entre el método de conteo de pardsitos en cdmara de
Neubauer y la medicién de absorbancias como producto de la reduccién del XTT frente a
promastigotes (R2: 0.966 ) y amastigotes axénicos (R2 = 0.952). Mediante el método
colorimétrico (XTT) se obtuvo la ICsy de CAT frente a 8 cepas de Leishmania
(promastigotes), presentando valores entre 26.9-40.5ug/mL, y frente a amastigotes
axénicos (Lma) 23.1 pg/mL (+/-)0.4. Por el método de conteo Optico se determino la ICsg in
vitro de CAT sobre epimastigotes de dos cepas de referencia (Tulahuen-Y) y 6 cepas
nativas de Tripanosoma cruzi con valores de ICsp entre 5.8 - 21.5ug/mL. Frente a
tripomastigotes en ensayo ex vivo se evidencio un ICsy de 122.7ug/mL (+/-) 23.3, sin
presentar actividad en los ensayos in vivo a concentraciones entre 100 y 250mg/Kg de
CAT. Se demostré la actividad in vitro de CAT sobre Plasmodium falciparum (cepa F32
sensible a cloroquina) mediante el método 6ptico con ICsy de 20pug/mL. Por ultimo el
presente trabajo muestra de forma cientifica el uso tradicional de corteza de evanta como
amebicida debido a los resultados encontrados de CAT frente a dos cepas de Acanthamoeba
castellani Neff con ICsy de 12ug/mL (+/-0,6) y Acanthamoeba polyfaga MN7 con ICsg

27.3ug/mL (+/- 2.6) resultados interesantes en relacion a los a los rangos de inhibicién de la



polihexametilenbiguanida-PHMB y la clorhexidina, antisépticos tdpicos con capacidad

antiprotozoaria, para el tratamiento de queratitis producidas por especies de Acanthamoeba.



ABSTRACT

The antiparasitic activity, in vitro, of the total alkaloids from Evanta (CAT) on
promastigotes and axenic amastigotes of Leishmania, epymastigotes and trypomastigotes of
Trypanosoma cruzi, trophozoites of Acanthamoeba and Plasmodium falciparum.

To determine the leishmanicidal activity of CAT, stable populations of axenic amastigotes
from promastigotes were obtained, in vitro, from strands of Leishmania amazonensis
MHOMY/BR/77/LTB0O016(LA), Leishmania amazonensis clone 1IMHOM/BR/76/LBT-012
(Lma), and Leishmania spp (L.BTE-002) in M199 (M0393-Sigma) medium at 32°C, pH 5.7
and Fetal Bovine Serum (SBF) at 20%, and at the same time the colorimetric method based
on the reduction of a tetrazolium salt (XTT), to a water soluble formazan, was standardize
for promastigotes and axenic amastigotes of Leishmania, using Phenasine Methosulphate
(PMS) and Phenasine Ethosulphate (PES) as electron couplers with lectures at wave length
of 405nm, with incubations between 2 to 5 hours. Under these conditions we could confirm
that exist good correlation between the optical counting in a Neubauer chamber and the
absorbance measured, as consequence of the reduction of the XTT by promastigotes (R’=
0.966 ) and axenic amastigotes (R2 = 0.952). Using the colorimetric method (XTT) we did
calculated the ICsy for CAT against 8 Leishmania strands with values oscillating between
26.9 and 40.5ug/mL (promastigotes) and 23.1pug/mL (+/-)0.4 (axenic amastigotes, strand
Lma). Using the optic method, the ICsy, for CAT against epymastigotes of 6 native strands
and 1 of reference (Tulahuen-Y) of Tripanosoma cruzi was determined to be between 5.8
and 21.5ug/mL. Against trypomastigotes forms, the ICsy was 122.7ug/mL (+/-) 23.3 and
did not presented in vivo activity between 100 and 250mg/Kg of CAT. The in vitro activity
of CAT against Plasmodium falciparum (strand F32 sensible to chloroquine) by the optic
method gave an ICsy of 20ug/mL. Finally, the present work confirms the traditional uses of
evanta’s bark, by scientific methods, as Amebicide based on the results obtained against
Acanthamoeba castellani Neff with an ICsp of 12 upg/mL (4/-0,6) and against
Acanthamoeba polyfaga MN7 with ICsy of 27.3 ug/mL (+/- 2.6), these are very interesting
results when compared with the activity of poli-hexamethyl-enbiguanida-PHMB and
Chlorhexidine, topic antiseptics used in the treatment of queratitis produced by

Acanthamoeba species.
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ICsp

LC

LCM

LCD

LV

M379

Lma

LA

L.PH8

L.690
L.pp75
L.642
L.M2903
L.BTE-002
T.cruzi A117
T.cruzi R1
T.cruzi R2
T.cruzi 26
T.cruzi Pac.1
T.cruzi Pac.2
T.cruzi Y

T.cruzi. Tulahuem.

SBF
CAT
XTT

PES
PMS
TCS
HEPES
NNN
LIT
DMSO
CcQ
RPMI
PBS
GRL

ABREVIATURAS

Concentracion inhibitoria del 90%.

Concentracién inhibitoria del 50%.

Leishmaniasis Cutanea.

Leishmaniasis Cutaneo Mucosa.

Leishmaniasis Cutaneo Difusa.

Leishmaniasis Visceral.

Leishmania mexicana.

Leishmania amazonensis clonl MHOM/BR/76/L.TB-012.
Leishmania amazonensis MHOM/BR/77/LTB-0016.
Leishmania mexicana amazonensis IFLA/BR/67/PHS.
Leishmania amazonensis.

Leishmania Chagasi.

Leishmania Donovani.

Leishmania braziliensis braziliensis MHOM/BR/75/M2903.
Leishmania.spp Cepa nativa-Palos blancos-Bolivia.
Tripanosoma cruzi spp.Al117.Nativa aislada-IIFB.
Tripanosoma cruzi spp.R1.Nativa aislada-1IFB.
Tripanosoma cruzi spp.R2.Nativa aislada-IIFB.
Tripanosoma cruzi spp.26.Nativa aislada-1IFB.

Tripanosoma cruzi spp.Paciente 1.Nativa aislada-IIFB.
Tripanosoma cruzi spp.Paciente 2.Nativa aislada-I1IFB.
Tripanosoma cruzi cepa de referencia Y

Tripanosoma cruzi cepa de referencia tulahuem.

Suero Bovino Fetal.

Alcaloides totales de corteza de Galipea longiflora.( Evanta)
Sodio (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil )-2-H-tetrazolium-
Scarboxanilide.)

Fenasin Etosulfato. (acoplador de electrones)

Fenasin Metosulfato. (acoplador de electrones)

Soya tripticasa.
Acido(N-2-Hidroxietil)-Piperazina-N-4-butano-sulfénico
Novy-MacNeal-Nicole. (medio de cultivo)

Infusién Higado Triptosa. (medio de cultivo)
Dimetilsuféxido.

Difosfato de cloroquina.

Roswell Park Memorial Institute (medio de cultivo)

Tampon fosfato salino.
Gloébulos rojos no infectados.
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GRI

AA
AFO-B
PHMB
MTT

Glébulos rojos infectados.

Coeficiente de correlacion lineal.

Amastigotes axénicos.

Anfotericina B.

Polihexametilenbiguanida.
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro.
Promastigotes
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1. Introduccion

Dentro de las enfermedades infecciosas las enfermedades parasitarias contindan siendo el
principal problema de salud publica, afectando a cientos de millones de personas,
particularmente en paises en vias de desarrollo. Estudios recientes han indicado que las
enfermedades tropicales corresponden al 10% de las enfermedades globales. Dentro de las
11 enfermedades tropicales consideradas altamente prioritarias por el programa de
enfermedades tropicales (TDR) de la Organizacién mundial de la salud, 7 son parasitarias.

El territorio Boliviano estd constituido en algo més del 70% por territorio tropical, el que
paulatinamente incrementa su poblacion debido al fenémeno de migracion de la poblacién

de regiones no infectadas, por factores diversos por ejemplo socio-econémicos.

Estas poblaciones no escapan a las endemias parasitarias del mundo tropical, entre ellas las
tres grandes parasitosis que afecta a esta poblacion son: la leishmaniasis, malaria y la
enfermedad de Chagas, que son causa frecuente de trastornos en la salud de la poblacién
llegando a indices preocupantes lo que conlleva consecuencias sociales diversas. A su vez
las amebiasis presentan una prevalencia en el altiplano entre 0.5% a 7.9%, en los valles

entre 0% a 22,9% Yy en el tropico entre 0.4 % a 38.6%.

Todo esto se agrava por el marco de extrema pobreza y subdesarrollo en el que se debate la
poblacién afectada donde a las carencias de materiales se agregan las barreras culturales
para la comprension de la situacidn con el consiguiente desconocimiento de la magnitud del

problema.

La morbilidad y la mortalidad asociadas con las enfermedades causadas por protozoarios
han motivado la investigaciéon de nuevos agentes antiparasitarios, donde los productos
naturales juegan un papel crucial en el desarrollo de una nueva generaciéon de farmacos

antiparasitarios.
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Un grupo de investigadores Franco-Bolivianos del Instituto Boliviano de Biologia de Altura
(IBBA), trabaj6 en base a la actividad antiparasitaria de la Galipea longiflora Krause como
especie medicinal del pueblo Tsimani, algunos de los principios activos quinoleicos que
fueron patentados con la esperanza de atraer el interés de empresas, a la fecha no dio

ningun resultado tangible.

Considerando el poco interés de la industria farmacéutica sobre esta especie vegetal y
tomando en cuenta los datos emergentes epidemioldgicos de estas enfermedades, el
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (L.ILF.B) busca promover el
aprovechamiento sostenible de esta planta y sus derivados antiparasitarios en conjunto a
nivel regional por su uso tradicional, por lo que el presente trabajo nos permitié demostrar
la actividad antiparasitaria multiple de los alcaloides totales de corteza de evanta frente a
diversas formas parasitarias de Leishmania (promastigotes y amastigotes axenicos),
Tripanosoma cruzi (epimastigotes y tripomastigotes sanguineos), Plasmodium falciparum
(trofozoitos) y Acanthamoeba (trofozoitos), mostrando de estd manera un compuesto base
(alcaloides totales de corteza de evanta) de una especie vegetal de relativamente facil y
econdémica obtencién con propiedades hemohistoparasitarias ampliando su espectro de

accidn sobre amebas.

Por otra lado el presente trabajo pretende apoyar cientificamente con los resultados in
vitro los estudios clinicos fase II que se vienen desarrollando en la localidad de Palos
Blancos — La Paz - Bolivia, mediante el uso de los alcaloides quinolinicos en su formula

farmacéutica de pomada para el tratamiento de la leishmaniasis cutdnea.
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2. Antecedentes.

2.1. Galipea longiflora Krause Kallunki (Evanta)

El género Galipea cuenta con unas treinta especies aproximadamente distribuidas desde
Panamd, Guatemala, Nicaragua, Cuba, Pertd, Venezuela y el Sud de Brasil. En Bolivia la
especie Galipea longiflora (K. Krause) J. A. Kallunki se distribuye en los bosques
tropicales de los ultimos contrafuertes andinos del departamento de Beni y La Paz. (1)

En Bolivia la etnia tacana reconoce a Galipea longiflora (K. Krause) J. A. Kallunki como
yuruma huana existiendo dos clases de Yuruma huana, una clase es designada como
Yuruma huana epuna (hembra) y la otra como Yuruma huana d’eja (macho).

Los arboles de Yuruma huana epuna han sido determinados como Galipea longiflora y

los arboles de Yuruma huana d’eja como Dexdropanax arboreus. (2)

Tabla 1. Clasificacion taxonéomica de Galipea longiflora. (2)

Reino Vegetal

Divisién Magnoliophita

Sub clase Rosidea

Orden Sapindales

Familia Ruticeae

Género Galipea

Especie Longiflora krause

Sinénimo Angostura longiflora(Kallunki y pirani,1998)
Nombre comin Yuruma huana epuna

Galipea longiflora es un arbol de una altura de hasta 12 metros, presenta hojas trifoliadas
alternas o superpuestas sobre la misma rama, con un peciolo frecuentemente alado, sus
flores aparecen en forma de racimos, zigomorfas mas o menos vistosas en los meses de

mayo a junio, los frutos se observan en los meses de junio a julio. (1)
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El uso mas frecuente de esta planta por las etnias Tacana es para la Leishmania o
espundia donde la forma de tratarse con esta es la siguiente: la corteza se pulveriza y este
polvo se aplica como cataplasma en la dlcera cambidndola dos veces al dia hasta que
sane. Para un mejor efecto, se recomienda también tomar el sancochado de pedazos de
corteza en agua, tomando dos vasos al dia uno en la mafiana y otro por la tarde por tres
dias consecutivos este mismo tratamiento es muy eficaz contra diarreas causadas por
amebas o pardsitos intestinales. (2) Se realizaron estudios etnofarmacoldgicos en Bolivia,
de extractos crudos de corteza del tronco, corteza de raiz y hojas de Galipea longiflora de
donde se aislaron alcaloides 2-aril y 2-alquil quinolinicos sustituidos en la posicién 2,

identificindose 13 componentes activos. (Tabla 2) (3)

Tabla 2. Rendimientos y actividad leishmanicida ir vitro de alcaloides quinolinicos aislados de corteza

del tronco, hojas, corteza y raiz de Galipea longiflora. (3)
Corteza | Hojas | Raiz Cly,

Productos % % % (ug/mL)
2-fenilquinolina 47.7 29 66.7 100 “**
2-fenil-4-metoxi-quinolina 2.8 3.3 50 +b<
2-(3', 4'-dimetoxifeniletil)-quinolina 1.1 100 *¢
2-(3', 4'-metilendioxifeniletil)-quinolina 10.2 6.7 100 “><
2-(3', 4'-metilendioxifeniletil)-4-metoxi-quinolina
(cusparina) 3.1 2 100 <
2-n-pentil-4-metoxi-quinolina | 100 ***
2-n-pentilquinolina 2.4 17.3 100 “**
2-n-propilquinolina 1.3 12.5 50 +b<
2-n-propil-4-metoxi-quinolina (Chimanina A) 2.4 100 “**
2-(E)-prop-1'"-enilquinolina (Chimanina B) 16.7 25 wbe
2-(1', 2'-trans-epoxipropil)-quinolina (Chimaina D) 1.7 25 *be
2-(E)-prop-1'-enil-4-metoxi-quinolina (Chimanina C) 0.5
Shiquimianina 1.7 4 100 “**
Clop= a) L. braziliensis (2903); b) L. amazonensis (PH8) y (H-142); ¢) L. donovani (2682) y (HS-70).

Los alcaloides aislados de hojas como la 2-propenilquinolina (chimanina B) y 2-trans-
epoxipropilquinolina (chimanina D) mostraron actividad leishmanicida in vitro mediante
el método Optico frente a varias cepas de especies de Leishmania en sus formas
promastigotes con valores de ICgp=25 pg/mL respectivamente. El compuesto 2-n-
propilquinolina aislado de hojas y 2-fenil-4-metoxi-quinolina aislado de la corteza, raices y

hojas fueron menos activos con un valor de ICyp=50 pg/mL. Los de mas compuestos no
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presentaron actividad antiparasitaria muy interesente con respecto a los anteriormente
citados. (3,4)

Algunos de los principios activos aislados de las hojas de G. longiflora resultaron ser
nuevas estructuras y debido a la eficacia demostrada y la baja toxicidad determinada en
modelos in vivo, fueron patentados (Chimanina A, B, C, y D, US4209519/15/04/93) (5)
estrategia que a la fecha no ha dado ningun resultado tangible.

En evaluaciones in vivo se han demostrado que los alcaloides aislados de evanta inhiben el
efecto leishmanicida, mostrado por una reduccién en tamaio de las lesiones y nimero de
pardasitos cuando los alcaloides purificados son administrados a ratones infectados con
L.amazonensis, L.venezuelensis (6), como también se demostré la reduccién parasitaria
hasta en un 99% en ratones infectados con L.donovani (7), en tratamientos de 4-6 semanas
con 2-propenilquinolina (chimanina B) pos-infeccion en ratones infectados con L.
amazonensis 'y L. venezuelensis, redujo el nimero de pardsitos en 95% y 70%
respectivamente. (8)

Los alcaloides quinolinicos 2-propenilquinolina, (chimanina B), 2-n-propilquinolina, y 2-
trans-epoxipropilquinolina (chimanina D) fueron activos in vitro contra varias cepas de
referencia de Tripanosoma cruzi (Clsy 25-50 pg/mL) (9), también se observo que con 2-n-
propilquinolina en un ensayo para Chagas crénico mostré interesante resultados (85dias
post tratamiento) (10), asi mismo el compuesto 2-n-pentilquinolina mostré actividad
antimaldrica frente a Plasmodium vinckei petteri - modelo animal. (11)

Trabajos recientes muestran que el conjunto de alcaloides totales de evanta presentan un
efecto antiproliferativo de esplenocitos y lineas celulares (J774,SP2/0) como una actividad
antiinflamatorio debido a un efecto sobre la produccion de INF-y. (12)

El Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB), dependiente de la facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés, a venido
estudiando estd especie vegetal a partir de 1993 donde se ha desarrollado estudios
comprendidos desde el aislamiento y caracterizacion de alcaloides quinolinicos de corteza y
hojas de G. longiflora, como la evaluacion in vitro de extractos organicos de corteza y
hoja (método Optico) sobre promastigotes de: L. amazonensis(PHS), L.
brasiliensis(M2903), L. donovani(642) y L chagasi(pp75), como también la actividad
tripanosida sobre epimastigotes de Tripanosoma cruzi cepa tulahuem, asi mismo mediante
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modelos toxico cinéticos, determinaron la toxicidad aguda, subcrénica y pardmetros
farmacocinéticos, para el extracto crudo, en modelos murino, sobre la base de los
antecedentes descritos, el IIFB viene desarrollado formulaciones farmacéuticas tépicas y
sistémicas, en base de los alcaloides totales de corteza de Galipea longiflora(Evanta), para
estudios clinicos de Fase II.

Dada la importancia de esta especie medicinal, en el desarrollo de tratamientos alternativos
para las leishmaniasis, se ha establecido un sistema de cultivo celular semi-continuo in
vitro, de células de Evanta, destinados al estudio de la produccién de metabolitos

secundarios con actividad leishmanicida, bajo condiciones controladas. (13,14)
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3. Leishmania.

Los protozoos del género Leishmania causan las leishmaniasis, un grupo de enfermedades
muy diferentes entre si, que cursan como ulceras cutidneas o como graves afectaciones
viscerales. Entre estos dos polos hay una gama amplia de posibilidades clinicas
dependientes de la especie de Leishmania causante y de la respuesta inmune del huésped.

Al menos existen veinte especies patdogenas de Leishmania que son transmitidas por la
picadura de los flebotomos (clase Insecta, Orden Diptera) estos protozoos son, ademads
parasitos obligados de los macréfagos del hospedador vertebrado. Por tanto, animal
parasitado, insecto vector y sujeto susceptible conforman la cadena epidemioldgica. (15,
16) Las leishmaniasis aparecen en 88 paises de diversos contextos geograficos de los cuales
22 paises pertenecen a América latina y afecta principalmente la poblacion de las édreas
rurales y semiurbanas donde prevalece la pobreza y donde los sistemas de salud son poco
eficientes. (17) El impacto de las leishmaniasis en la salud publica probablemente esté
subestimado. (15,18) Leishmania es un parasito digénico porque realiza parte de su ciclo
biolégico en el tubo digestivo del hospedador invertebrado en forma flagelada
(promastigote, del gr. mastigos,latigo; ) y parte en el vertebrado dentro de las células del
sistema reticuloendotelial, sobre todo los macréfagos, en forma aflagelada o amastigote.

(15,19)

3.1. Ciclo biolégico de la Leishmania.

Leishmania es un parésito digénico porque realiza parte de su ciclo bioldgico en el tubo
digestivo del hospedador invertebrado en forma flagelada (promastigote, del gr.
mastigos,latigo; foto 1), y en el vertebrado dentro de las células del sistema
reticuloendotelial, sobre todo los macréfagos, en forma aflagelada o amastigote. Cuando un
flebotomo parasitado ingurgita sangre de un vertebrado, inocula con su saliva los
promastigotes presentes en la probdscide. Una vez el pardsito en los capilares cutdneos del
hospedador vertebrado, se produce su fagocitosis por el macréfago que lo engloba en una
vacuola parasitéfora para tratar de eliminarlo mediante una cascada de metabolitos

derivados del oxigeno, entre los que destaca el 6xido nitrico y la liberacién de hidrolasas
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lisosomales, todas estas moléculas son vertidas en el espacio intravacuolar. Pero
Leishmania evade esas reacciones inmunoldgicas inespecificas del macréfago para vivir y
multiplicarse en su interior. De la eficacia de la respuesta inmune y la virulencia de este
protozoo depende la progresion de la leishmaniasis. Si sobreviven las Leishmanias, 10s
macréfagos parasitados son ingurgitados por otro flebotomo, en cuyo intestino se liberan
los amastigotes que recuperan la forma de promastigotes y tras varios dias, alcanzan la
capacidad infectiva (metaciclogénesis) ya en la proximidad de la probdscide quedando asi

dispuestos para ser inoculados, con lo que se cierra el ciclo. (15,19)

Figura 1. Ciclo Biolégico de Leishmania. (20)

Los amastigotes
giferencizn a oromastigotes Los promastigoles de uren a
Y se cividen Iz pared del intestino vy diferencian
Incorpora amastigotes & e a promastigotes metaciclicos

junto a la sangre

. 1 Sandfly incculando
. promastigotes
. - — e

™ b

9 1_./'\—\‘

Invasion de macrifacos

La forma promastigotes de Leishmania es aquella forma parasitaria que se encuentra
también en los medios de cultivo in vitro a condiciones de temperaturas similares al del
insecto vector (aprox 26°C), esta forma parasitaria es la cominmente utilizada para la
evaluacion de productos naturales y sintéticos con posible actividad antiparasitaria in vitro,
también son utilizados en bioensayos dirigidos de citotoxicidad (21), con el motivo de
estudiar propiedades estructurales, comportamiento fisiologico y bioquimico del parasito se

indujo diferenciacion de promastigotes en amastigotes axénicos mediante variaciones de pH
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y temperatura en medios libres de células, como también se ha logrado diferenciacion,
maduracion y replicacién in vitro de Leishmania en cultivos celulares de macrofagos,
principal célula hospedera durante el proceso de infeccién, con el motivo también de
estudiar la posible actividad antiparasitaria de productos naturales sobre estas formas

parasitarias, formas mds cercanas a la que se encuentra en el huésped vertebrado. (22-25)

3.2. Amastigotes axénicos.

Los amastigotes axénicos son formas parasitarias de Leishmania in vitro, usadas para la
evaluaciéon de productos naturales y sintéticos con posible actividad antiparasitaria.
(26,27,24), se obtienen a partir de cultivos in vitro de promastigotes de Leishmania los
cuales son sometidos a mecanismos de seleccion de estadios por efecto combinado de

cambios de temperatura, pH y concentraciones finales de suero bovino fetal. (28-30)

Los parésitos de Leishmania poseen mecanismos de adaptacion que permite su actividad
optima al pH o temperatura ambiente que corresponda, por ello el uso del pH 4cido 5.5-5.8
para la obtencién de amastigotes axénicos es debido a que se pretende acondicionar un
ambiente en el que el amastigote intracelular se encontraria dentro del fagolisosoma
(pH=4.6-6) del macrofago in vivo y estimular la transformacion y supervivencia de esta
forma parasitaria. La diferencia de temperatura entre los huespedes del parésito, insecto
vector y mamifero induce la diferencia morfoldgica a través de las proteinas de choque

térmico (hsp70-hsp83) que se activan por aumento de la temperatura. (31,32)

El primer estudio para la obtencién de amastigotes axénicos de Leishmania y propagacion
de estas formas parasitarias en medios de cultivo in vitro fueron reportados por Pan en
1984, desde entonces se viene intentando el cultivo de amastigotes axénicos por muchos
investigadores. (33,34) Existen reportes de muchos autores con respecto a los protocolos de
obtencion de amastigotes axénicos y las exigencias peculiares de cada especie parasitaria.
(35) Los amastigotes axénicos son una forma parasitaria, que presentan caracteristicas
morfolégicas muy similares a los encontrados en amastigotes derivados de tejidos, también

esta forma parasitaria se encarga de secretar ciertas sustancias quimicas propias de
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amastigotes intracelulares, por otro lado y con relacién a los promastigotes estos
amastigotes axénicos expresan niveles significativos de proteinas especificas de
amastigotes (proteinaA2) derivados de lesion, que se encuentran casi ausentes en la forma
promastigote, (36) a su vez y en los procesos de transformacién presentan estructuras que
fueron analizadas bajo un estudio morfométrico entre amastigotes axenicos y amastigotes
de lesién estructuras como lisosomas (megasomas) mostrando que ambas formas
presentaban estas estructuras en un volumen del 5% en amastigotes de lesiéon y 3.5% en
amastigotes axénicos, (37) y se encontraban ausentes en los promastigotes, estos indican
que los amastigotes obtenidos de cultivos axénicos estdn muy relacionados a amastigotes de
tejido y que su relacién con promastigotes es mas distante (38), 6tros estudios sugieren que
estas organelas y sus componentes puedan implicar la contagiosidad y la virulencia de la

espécie de Leishmania que se estudia. (39)

Estas formas celulares constituyen una alternativa ante la dificultad de obtener cantidades
elevadas de amastigotes intracelulares (macrofagos) libres de contaminates celulares que es
una dificultad para el estudio de sus propiedades metabdlicas, bioquimicas y bioldgicas

(chan-1980). (40,37)

Otra alternativa de uso de amastigotes son los amastigotes derivados de lesion sin embargo
estos presentan en su superficie inmunoglobulinas del huésped algo que puede
particularmente impedir su uso en estudios bioldgicos e inmunoldgicos. (41)

Otra de la ventajas del uso de amastigotes ya sean estos intracelulares o axénicos en
relacién a promastigotes son las pruebas de susceptibilidad in vitro frente a drogas

leishmanicidas claramente observada, por ejemplo frente al glucantime y pentostan.
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Figura 2. Comparacién de actividad antiparasitaria de glucantime frente a dos formas parasitarias de
L.infantum (promastigotes /amastigotes axénicos) a diferentes concentraciones de la droga. (42)

100
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50_‘ —&— Promastigotes

Thymidine incorporation %]
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Pudiendo apreciar que esta droga de primera eleccion frente a la enfermedad de Leishmania
a diferentes concentraciones no presenta actividad sobre promastigotes de cultivo in vitro
de L.infantum, demostrando de esta forma que se puede estar frente a drogas muy
prometedoras las cuales probadas in vitro sobre promastigotes darian resultados falsos

negativos, sin embargo el uso de amastigotes (axénicos y/o intracelulares) nos revelaria la

verdadera actividad de la droga en estudio. (42,43)

Tabla 3. Sensibilidad in vitro de agentes leishmanicidas conocidos sobre promastigotes, amastigotes
axénicos, amastigotes intracelulares de la cepa M379. (43)

ICy, + SEM (pg/ml)®

Antileishmanial

agent” Promastigotes ﬁxerni:: Amastigotes/

amastigotes macrophage

Amphotericin B 0.14 + 0.02 0.28 = 0.02 (.25 + 0.01
Pentamidine 0.67 + 0.1 50+0.8 34 +04
Paromomycin 34 = 10 41 + 10 171
WRae026 07=+3 12+1 T2+13
Glucantime® 11,000 = 2,000 N+6 20+ 13
Pentostam® 10,000 £ 3,000 48 + 10 Wb
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3.3. Vector de la Leishmaniasis.

Los vectores de la leishmaniasis son mosquitos hematéfagos, de los géneros flebotomos en
el viejo mundo y Lutzomia en el nuevo mundo. Existen mds de 350 especies de flebotomos,
de los cuales 88 son vectores potenciales. Presentan una actividad crepuscular o nocturna,
los flebotomos machos se alimentan de jugos vegetales y no son hemat6fagos, la hembra se
alimenta de jugos vegetales y de sangre de diversos animales, incluido el hombre. Los
flebétomos hembras requieren sangre para su reproduccion, por ello pican a los hombres o
animales. Las hembras infectadas transmiten la enfermedad cuando inoculan los

promastigotes al picar a los hospederos susceptibles. (19)

3.4. Epidemiologia

Las leishmaniasis constituye un grave problema de salud publica mundial, que afecta a 88
paises, 67 en el viejo mundo y 21 en América, 72 de los cuales son paises en vias de
desarrollo y 13 se encuentran entre los paises menos desarrollados. El1 90% de los casos de
LV se presenta en cinco paises: Bangladesh, India, Nepal, Sudan y Brasil y el 90% de los
casos de LC se dan en siete paises: Afganistdn, Argelia, Brasil, Irdn, Perd, Arabia Saudi y
Siria. (19)

Presenta una prevalencia de 12 a 14 millones de enfermos y una incidencia de unos dos
millones de casos nuevos anuales, de ellos 500.000 viscerales y casi 1.500.000 cutdneos, lo
que sobrepasa con creces estimaciones anteriores. La poblacién en riesgo se eleva de 350 a

368 millones de personas. (18,44,45)
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Figura 3. Distribucion mundial de L.C. y L.V. (46)
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3.5. Distribucion en Bolivia

Las leishmaniasis son transmitidas en Bolivia por insectos vectores que pertenecen a varias
especies de Flebotomineos, de dos géneros : Psychodopygus y Lutzomyias, se encuentra
distribuida geograficamente en el area rural de las zonas tropicales y sub-tropicales de los
departamentos de La Paz, Beni, Pando, Santa Cruz, Cochabamba, Tarija y Chuquisaca en
sus diferentes formas estd muy difundida entre los 270 m.s.n.m. a 2.400 m.s.n.m. en los

valles, tropico y sub-trépico.

Los nuevos focos activos se hallan ubicados en las tierras tropicales bajas (nuevos
asentamientos humanos), donde existe contacto estrecho entre el hombre y el bosque
primario (explotacion de la madera), los nuevos asentamientos humanos, por la migracion,

han provocado que la transmision se vuelva intra domiciliaria.
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En Bolivia, aproximadamente 800.000 individuos se encuentra en alto riesgo de enfermar
con leishmaniasis, estos individuos estdn repartidos en 7 de los 9 departamentos de Bolivia,
la tasa de incidencia més alta se encuentra en los departamento de La Paz, Pando, Beni, las
tasas de incidencia en Santa Cruz y Tarija son relativamente menores a las de otros
departamentos, aunque por ello no menos preocupante. (47,48) En los dltimos 24 afios
(1983-2006), fueron registrados en el pais 35.714 casos autéctonos de leishmaniasis
tegumentaria americana, menos de 10 casos de leishmaniasis visceral y 4 casos de

leishmaniasis cutaneo difusa.

Comparando los casos reportados en 1983 (278 casos) con los del ano 2003 (2452 casos), se
observa que la tendencia secular de las leishmaniasis esta en aumento, situacién observada
al comparar la tasa por 100.000 habitantes de 4.1 el afio 1985, que pasa a 16,6 el afio 1993 y
alcanza 32,7 el ano 2006. (Figura 4)(48)

Figura 4. Tendencia secular de las leishmaniasis en todas sus formas.
(35.714 casos desde 1983 hasta 2006). (48)

Tendencia secular de las Leishmaniasis en todas sus formas

(36,714 casas] 1983 - 2008, PNCL
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Para el presente fin de siglo dentro de Bolivia se ha podido certificar que circulan 4
especies parasitarias: Leishmania (V) braziliensis; Leishmania (L) amazonensis;
Leishmania (L) chagasi y L. (V) lainsoni; la primera especie es agente de la LCM, la
segunda de LC y LCD, estas dos especies tiene un claro predominio en los indices
epidemioldgicos nacionales para la enfermedad, la tercera es agente de LV y la cuarta
produce raros casos de LC, estas dos ultimas especies generan casos clinicos esporddicos.

(48)

Figura 5. Estratificacion de casos notificados como sospechosos de leishmaniasis
por nivel de riesgo - programa leishmaniasis 2007. (48)
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3.6. Aspectos clinicos y tratamiento.

Las formas clinicas estdn en estrecha relacion con la especie de Leishmania causante y la
respuesta adaptativa, resultado del equilibrio entre la inmunidad celular y humoral. La
patogenia y distribucion en la piel del parésito en las leishmaniasis cutdneas depende de las
especies, numero de promastigotes inoculados, nimero de picaduras sufridas, ciclo
zoondtico y respuesta del hospedador. La forma habitual es un nédulo que alcanza varios
centimetros de didmetro a las pocas semanas de la inoculacién pudiendo ulcerarse o no, si
lo hace, presenta un fondo infiltrado que cura en varios meses de forma espontdnea. Los
protozoos inoculados quedan fagocitados por los macréfagos en la periferia de la lesién en
los casos en los que hay participacion linfatica aparecen lesiones destructivas
mucocutdneas. Desde el punto de vista histopatolégico la reaccién inflamatoria se expresa
habitualmente como lesiones papulosas y ulceradas, pero las hay psoriasiformes, en forma
de hiperqueratosis, granulomatosas o lupoides. Las leishmaniasis viscerales cursan de
forma idéntica tanto si son causadas por L.donovani o por L.infantum: fiebre,
esplenomegalia y leucopenia forman la triada sintomatica, signos que aparecen después de
un periodo de incubacién medio de dos a tres meses. Las leishmaniasis asociadas al sida
pueden presentarse en localizaciones poco frecuentes debido a la anergia de los pacientes.
(15,16,18)

El tratamiento de todas las leishmaniasis se realizan con antimoniales pentavalentes,
pentamidina, anfotericina B y recientemente se estd introduciendo el tratamiento con
miltefosina, pero difieren la posologia y ruta de administracion de acuerdo a cada forma
clinica y prondstico.

Los antimoniales pentavalentes son las drogas antileishmaniasis de primera linea desde
hace més de 40 afios y probablemente las mds regularmente activas, fueron utilizadas a
partir el inicio del siglo XX, y han sido repetidamente probadas y motivo de numerosas
publicaciones.

Existen dos formulaciones disponibles en el comercio internacional aunque un nuestro
pais solo se encuentra: Antimoniato de N-metil-glucamina (glucantime), el cual es de
primera linea para el tratamiento de la leishmaniasis visceral y lesiones primarias de
leishmaniasis tegumentaria, lamentablemente el acceso a este tratamiento es limitado

debido principalmente al costo elevado del producto.
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La Anfotericina B es un antibiético poliénico macrociclico de bajo espectro, este producto
no tiene actividad contra bacterias pero si es muy activo frente a hongos por lo que se le
conoce mds con antimicotico (micosis profundas o sistémicas) y algunos pardsitos
(Leishmanias).

Anfotericina B es un medicamento de primera eleccién en casos de pacientes con
leishmaniasis mucosa y de segunda eleccion en casos de leishmaniasis recidivantes,
reactivas. Existen 3 nuevas formulaciones de este producto: anfotericina B liposomal,
anfotericina B dispersion coloidal y anfotericina B lipido-compleja. De las 3, la anfotericina
B liposomal (AmBisome®) es la que menos efectos secundarios presenta y la mejor
tolerada pero es de alto costo (600 ddlares por tratamiento) para los paises en desarrollo, al
costo elevado que presentan esta formulaciones quimicas se suma lamentablente los
problemas de toxicidad y efectos secundarios. (49)

Otro medicamento recientemente utilizado es la miltefosina, medicamento originalmente
antineopldsico que posee una potente actividad leishmanicida al interferir con vias
metabdlicas e inducir una muerte como la apoptosis (50). Hoy la miltefosina estd aprobada
en la India para el tratamiento de LV, en pacientes inmunocompetentes de dos afios de edad
en adelante, en Alemania para pacientes inmunocomprometidos afectados por LV y en
Colombia para LC y LV, en Bolivia se vio que es, efectiva en pacientes con lesiones
cutdneas (88% de curaciones) comparadas con glutantime (94% de curaciones) en pacientes
que cursan infecciones con Leishmania braziliensis (51), por otro lado también se probo la
miltefosina en pacientes que cursaban con lesiones mucocutaneas resultados comparados
con la droga de eleccidn para esta forma clinica como es la anfotericina B mostrando cura
en pacientes con compromiso nasal hasta el 83% comparados con la de anfotericina B que
mostr6 una cura de 50%(53), sin embargo miltefosina es teratogénica e induce abortos en
animales por lo anterior, debe manejarse de una manera controlada asegurando que las
mujeres que la reciben acepten y sigan las medidas apropiadas, necesarias para evitar el
embarazo durante el tratamiento y hasta 2 a 3 meses después de recibir la dltima cépsula,
también la miltefosina tiene una vida media larga, de aproximadamente siete dias, lo que la

predispone al desarrollo de resistencia por parte del parasito. (52)
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4. Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una afeccion histica y hematica
producida por protozoo flagelado el Tripanosoma cruzi, que anida y se reproduce en los
tejidos. (54,19) Esta enfermedad es transmitida principalmente por vectores de la especie
Triatominae (55), también se transmite por transfusiones sanguineas, en forma congenita,
accidental y por transplante de 6rganos. Su descubrimiento y descripcién en el afio 1909
por el Dr. Carlos Chagas es uno de los acontecimientos unicos en su género, ya que el
mismo autor tuvo la virtud de describir el parésito, el vector, sus manifestaciones clinicas,
sus complicaciones, sus aspectos socioculturales etc. Esta es una de las principales
endemias propias de las Américas ya que su distribucién va desde el sur de Estados Unidos
hasta la Patagonia Argentina. (54)

En todo este tiempo se han desarrollado muchos avances respecto a su conocimiento y se
han obtenido diferentes experiencias respecto a su control, vigilancia, diagndstico y
tratamiento, a los que nuestro pais también aporté con el concurso de destacados
investigadores e instituciones. Originalmente, la infeccion por T .cruzi era una zoonosis
silvestre que, posteriormente, se convirtid en una entidad domiciliaria después de un
proceso de captacion del pardsito por el ser humano. La participacion del hombre en la
cadena epidemioldgica se inici6 cuando éste invadié el ambiente silvestre. Las
modificaciones antrépicas del medio llevaron a su desmantelamiento progresivo y tuvieron
como consecuencia una reduccién de la fauna silvestre. La edificacion por el hombre de
viviendas con paredes de barro o madera llenas de grietas y techo vegetal ofrecié el biétopo
apropiado para los triatominos, quienes huyen de su medio natural amenazado por la
reduccién gradual de la fauna silvestre. Sin embargo, los ciclos silvestres y domiciliarios
de Tripanosoma cruzi quedan interdependientes en las dreas donde permanece la

circulacion del pardsito en los mamiferos reservorios. (55)

4.1. Tripanosoma cruzi.

El agente causal de la enfermedad de Chagas es Tripanosoma cruzi, un protozoario

digenético que alterna, durante su ciclo de vida natural, entre un huésped vertebrado y otro
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invertebrado, se encuentra emparentado con otro microorganismo que, en Africa, provoca
la "enfermedad del suefio”, transmitida por la mosca ‘“Tse-tse”. Los tripanosomas de los
mamiferos han sido divididos en dos secciones: Salvaria y Estercolaria. A estercolaria
pertenece Tripanosoma cruzi y es el unico patégeno dentro de estd seccion. La principal
caracteristica de los estercolaria es que son transmitidos por un insecto vector que elimina
con sus deyecciones las formas infectantes del pardsito (tripomastigotes metaciclicos)

(54,56)

4.2. Ciclo biolégico de Tripanosoma cruzi.

Tripanosoma cruzi tiene un ciclo de vida complejo y adopta diferentes formas en su
evolucidn, estas poseen caracteristicas propias que reflejan su adaptacion a los distintos
héabitats por los que debe pasar durante su ciclo evolutivo, presenta cuatro estadios
morfoldgicos tripomastigote metaciclico, promastigote o tripomastigote sanguineo,
epimastigote y amastigote.

La infeccién del mamifero se inicia cuando un insecto vector (vinchuca) infectado defeca
mientras se alimenta, liberando tripomastigotes metaciclicos en sus heces y orinas. Los
tripomastigotes metaciclicos (deficiente en capacidad de reproduccién), incapaces de
atravesar la piel intacta, entran en el organismo a través de excoriaciones de la piel (sitio de
la mordedura), o a través de las mucosas, invadiendo inmediatamente las células hospederas
(células locales, nucleddas y musculares). Dentro de las células, los tripomastigotes pierden
su flagelo y se redondean para formar amastigotes (forma leishmanoide con capacidad de
replicacion, por division binaria simple (57), los cuales se multiplican intracelularmente por
fision binaria. Cuando los amastigotes repletan la célula hospedera, se transforman en
tripomastigotes prociclicos, los cuales son liberados a los espacios intersticiales y al
torrente sanguineo, rompiendo la célula. Los tripomastigotes tiene la habilidad de invadir
otras células, donde se transforman de nuevo en amastigotes, repitiéndose indefinidamente
el ciclo de infeccion. El ciclo de vida se cierra cuando un triatomino no infectado (vector)
se alimenta de un animal con tripomastigotes circulantes. Dentro del vector y a lo largo de
su tracto digestivo, el parésito sufre una serie de transformaciones antes de ser expulsado en

las heces. En el estomago del insecto, los tripanosomas se redondean formando
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esferomastigotes, a mitad del intestino se transforman en epimastigotes que se replican
mediante fision binaria y finalmente, aproximadamente 2-3 semanas después, llegan al
recto, donde se convierten en tripanosomas metaciclicos. (54,58) El epimastigote es el
estadio que presenta division binaria longitudinal y es la forma parasitaria que se encuentra
en los medios de cultivo in vitro (58,59). Los epimastigotes han sido ampliamente
estudiados para determinar su viabilidad frente a posibles drogas antiparasitarias a través de
diferentes métodos. (60)

La infeccién es transmitida por triatominos a mds de 100 diferentes especies de animales
salvajes y domésticos. Los insectos que pueden actuar como vectores son hemipteros de la
familia Reduviidae (61), subfamilia Triatominae, de aproximadamente 3cm de largo, que se
alimentan de sangre durante la noche. Actualmente se reconocen 123 especies de
triatominos, 110 especies estdn difundidas s6lo en el nuevo mundo entre las latitudes 42°
Norte y 46° Sur, en el viejo mundo se han sefialado 13 especies sin significacion

epidemioldgica. (55)

Figura 6. Ciclo biolégico de Tripanosoma cruzi. (62)
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4.3. Epidemiologia de la enfermedad de Chagas.

En América Latina la enfermedad de Chagas también conocida como tripanosomiasis
americana es un problema de salud publica en 17 paises latinoamericanos (63)
considerados como paises con patologia endémica México, América Central, Brasil, Peru,
Bolivia, Uruguay, Argentina (64), la enfermedad de Chagas se encuentra diseminada, desde
el sur de los Estados Unidos de Norteamérica hasta el sur Argentino. Esta enfermedad
afecta fundamentalmente a las poblaciones mds pobres, de 360 millones de personas que
viven en los paises endémicos, al menos 90 millones estdn expuestos al riesgo de contraer
la enfermedad y entre 18 y 20 millones de personas estan infectadas, en estos infectados el
40% desarrolla algun tipo de lesién crénica y el 0.2% presentan complicaciones cardiacas
severas que requieren el uso de marcapasos(65), este marco se agrava puesto que los
compuestos utilizados para el tratamiento de esta enfermedad (Benzmidazol-Nifurtimox) no
son efectivas frente a Chagas crénico. Datos recientes muestran que esta enfermedad no se
circunscribe solo a América latina puesto que se observo esta enfermedad en paises donde
no existia antes como son: Estados unidos — Canadd — Espafa, esto es debido al flujo

migratorio de América Latina hacia paises no endémicos. (66)

Figura 7. Distribucion geografica de la Enfermedad de Chagas. (67)
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4.4. Distribucién y situacion actual en Bolivia.

En Bolivia la lucha contra la enfermedad de Chagas es considerada como prioridad
nacional, debido a que sus principales indicadores son alarmantes. Mdas del 50% del
territorio nacional es endémico, cerca del 20% de la poblacion estaria infectada, la mayor
tasa de infecciones de América Latina. La tradicional zona geogrifica denominada
“endémica de la enfermedad de Chagas en Bolivia”, se basa a la dispersiéon de los
triatominos y esta comprendida entre 300 a 3000 m.s.n.m, la extension territorial de esta
endemia alcanza casi toda la superficie de los departamentos de Cochabamba, Chuquisaca,
Santa Cruz y Tarija y parcialmente los departamentos de La Paz y Potosi, donde habitan
aproximadamente 3.500.000 de personas que estdn en riesgo de contraer la enfermedad, de

las cuales 1.800.000 estan infectados. (68)

Bolivia presenta en el momento la mds grave situacion epidemioldgica en cuanto a la
Enfermedad de Chagas humana, entre los 19 paises afectados en el continente. Con cerca de
dos tercios de su territorio infestados por el vector principal Triatoma infestans.(conocida
localmente como vinchuca). La magnitud del problema sanitario que representa la
enfermedad de Chagas en Bolivia, obliga a que las investigaciones se orienten a la

bisqueda del modo de control més eficaz y mas econdémico.

En Bolivia, los casos de infeccién por Tripanosoma cruzi y la presencia de su principal
vector el Triatoma infestans, estan distribuidos en gran parte del territorio nacional. En
estudios realizados establecen porcentajes de infestacion para la regién oriental que oscilan
entre el 11% y el 60%. El 64% de la poblacion vive en dreas rurales del pais y segin datos
censales disponibles, las viviendas rurales estdn predominantemente construidas de barro,

poseen techos de paja y piso de tierra. (69)
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Figura 8. Distribucién geografica de la enfermedad de Chagas
en Bolivia. (70)
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Los insectos triatominos infestan y se crian en las rendijas de las paredes de adobe o
estaqueo, entre las tablas de madera y en los techos de paja, prefieren lugares oscuros, de
mucha humedad y de poca ventilaciéon (Figura 8). Es comun encontrar triatominos en el
peridomicilio en galpones, gallineros y en maderas apiladas, ladrillo etc, lo cual posibilita la
gran dispersion del vector en las dreas rurales del pais y consolida la asociacién entre vector

y tipo de vivienda predominante en dichas areas.

Estimaciones sobre la incidencia de la enfermedad de Chagas en Bolivia calculan 14.680
nuevos infectados por afio y una pérdida por afios de trabajo debido a muertes prematuras
para la fase aguda y crénica de la enfermedad de aproximadamente 30 millones de ddlares.
Al nivel poblacional y social, la enfermedad de Chagas tiene en Bolivia un elevado
impacto, ocasionando mds de 20% de muertes en individuos con la enfermedad aguda o
connatal, generando cardiopatia grave en cerca de 20% (minimo) de todos los infectados, lo

que vale decir, unos 360.000 bolivianos. Investigaciones llevadas al cabo en Santa Cruz,
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Cochabamba y Tupiza detectaron una prevalencia entre 35 y 55% de mujeres chagdasicas en
estos Departamentos y una incidencia de casos connatal entre 4 y 9% de los partos de

mujeres.

Figura 9. Habitat de Triatoma infestans. (71)

4.5. Mecanismos de transmision.

La transmision por vectores representa mas del 80% de todos los casos, y de la cadena
epidemioldgica de la enfermedad, el vector en el domicilio es el mds vulnerable hasta el
momento. Se ha encontrado que el promedio de vinchucas infectadas con el pardsito
Tripanosoma cruzi es de 30%, alcanzando en algunas areas hasta el 90% de positividad. La
situacién de paises como el nuestro, donde se observa una gran migracién campo ciudad e
interdepartamental, hace que esta patologia manifieste una de sus formas de transmisién a
través de la via transfusional, especialmente en los grandes centros urbanos. También es
necesario considerar, por los altos indices de infeccion en mujeres embarazadas el Chagas
congénito considerada una de las vias de transmision presentes en paises no endémicos (72)
siendo una forma importante de transmisién en nuestro pais, aunque no se conoce su real

magnitud.

41



En las zonas rurales de América Latina, la infeccidén se transmite principalmente por las
deyecciones de los triatominos parasitados. En cambio en las ciudades generalmente libres
de vectores, la enfermedad de Chagas se transmite por transfusiéon de sangre, se habla
entonces de la urbanizacién de la enfermedad. (73,55)

La transmision por via congénita se observa tanto en las zonas rurales como en las
ciudades. Existen otras formas de transmision menos frecuentes como son: por via oral,

por la leche materna, por accidentes de laboratorio o transplante de 6rgano. (74,55)

4.6. Aspectos clinicos y tratamiento.

Dentro los aspectos clinicos de la enfermedad de Chagas se puede citar una fase aguda que
se inicia al momento de adquirir lea infeccidén por cualquiera de sus vias y dura de 2 a 4
meses, los sintomas y/o signos pueden ser muy leves Yy atipicos, lo que hace que con
frecuencia la enfermedad no se detecte, o por lo contrario, el paciente puede presentar una
sintomatologia especifica como una pequeia lesiéon llamada chagoma de inoculacién que
se localiza en el punto de entrada del pardsito. (54)

La fase indeterminada se caracteriza por no presentar sintomas ni signos viscerales. Pueden
durar toda la vida o derivar en la fase cronica con alguna manifestacion orgénica al cabo
de aproximadamente 15 a 20 afos. El paciente se denomina en este caso infectado

chagasico.

Se define que un paciente es chagisico crénico cuando presenta alguna manifestacion
orgéanica. A esta fase llega aproximadamente el 30% de las personas que se infectan y
derivan de la fase indeterminada, los sintomas y/o los signos son de expresion variada,
siendo la forma cardiaca la mds frecuente en quienes se cree que desarrolan un mecanismo
de autoinmunidad para la patologia de esta enfermedad cardiaca (75), en esta fase el
paciente se denomina “enfermo chagésico”. (54,55)

La forma congénita, es un riesgo presente en toda mujer gestante chagésica. El parésito en
sangre puede invadir al feto por la placenta. Se ha propuesto la produccién de abortos

espontdneos y prematuros.
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La problemitica terapéutica se hace patente porque los agentes quimioterdpicos de los que
se dispone desde hace décadas presenta un efecto antichagdsico discreto y restringido
actuando casi siempre en las fases tempranas de la enfermedad, por lo anterior las tnicas
medidas que se han demostrado realmente eficaces hasta el momento han sido de tipo

profilactico bajo campafias masivas destinadas al control de la poblacion de vectores. (76)

Existen dos medicamentos que a pesar de su toxicidad, son los tnicos disponibles para el
tratamiento de la infeccién por Tripanosoma cruzi estos compuestos nitroheterociclos son:
nifurtimox (nitrofurano) y el benznidazol (nitroamida), ambos fueron descubierto en los
afios 70. Estos dos farmacos son a la fechas las unicas internacionalmente aprobadas. El
tratamiento en personas adultos, generalmente en fase indeterminada o crénica de la
enfermedad, puede realizarse con éxito en algunos casos, pero es peor tolerada y tiene
peores tasas de curacién que en nifios por lo que no se recomienda como una medida de
salud publica frente a la enfermedad de Chagas (77), sin embargo se viene estudiando la

posibilidad de un esquema de tratamiento en personas adultas. (78)

Nifurtimox (Lampit), posee un mecanismo de accion via reduccion del grupo nitro a
radicales anidnicos inestables, lo cual produce una reaccioén que conlleva a la produccién de
metabolitos de oxigeno reducido altamente téxico: anion superoxido, perdxido de
hidrégeno. El parésito es deficiente en mecanismo de detoxificacion para metabolitos de
oxigeno. Benznidazol (Rochagan, radanil), actia por un mecanismo que involucra la
modificacién covalente de macromoléculas por intermediarios de la nitroreduccion.

Nifurtimox y benznidazol, son utilizados en fase aguda y fase crénica reciente de la
enfermedad especialmente en nifios (79), casos congénitos y en infeccion accidental, el
tiempo de duracidn del tratamiento oscila entre 90-120 dias, su administracion es por via
oral, en dos o tres dosis diarias. Ambos tienen una significativa actividad en fase aguda con
un 80% de cura parasitolégica (cura parasitologica es definida como un resultado negativo
para todas las pruebas de parasitologia y serologia). Tienen significantes efectos colaterales,
probablemente como una consecuencia del dafo oxidativo o reductivo en el tejido del
hospedador. En las primeras semanas puede haber anemia, intolerancia digestiva, foto

dermatitis, pudiendo en algunos casos interrumpir el tratamiento.
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5. Malaria

La malaria también conocida como paludismo es una antropozoonosis parasitaria causada
por esporozoarios del género Plasmodium transmitidos por la picadura de mosquitos

hembras del género anopheles. (80,19)

En el mundo esta enfermedad provoca la muerte de cerca a tres millones de personas y
entre 300 a 500 millones de casos clinicos se registran cada afo. Esto se debe a que la
mayoria de la poblacion esta distribuida en zonas altamente endémicas que corresponden a
zonas subtropicales y tropicales con una incidencia elevada en: Africa, Sud y Sudoeste de

Asia, Sud y Centro América, donde el riesgo de infeccion es permanente. (81)

Plasmodium falciparum causante de la malaria terciana maligna, se encuentra entre las
cuatro especies que provocan la malaria humana, la més peligrosa y mortal. La gravedad de
esta enfermedad y su erradicacion se ha complicado mds con el desarrollo de resistencia del
parasito frente a las drogas antipalidicas de eleccion. Otro problema con el que han tenido
que tropezar las organizaciones de salud publica mundial en la erradicacién de la malaria,
es el desarrollo de la resistencia del mosquito vector frente a los insecticidas utilizados para

su eliminacién y prevencion en la transmision. (82)

5.1. Ciclo biolégico de la malaria

La malaria estd causada por el Plasmodium, un microorganismo o protozoario unicelular.
Existen cuatro formas diferentes de malaria en el hombre causado por cuatro especies
distintas de Plasmodium: P.falciparum, P.vivax, P.ovale y P.malariae. Estas especies de
Plasmodium son exclusivamente pardsitos del hombre, excepto en el caso de P. malariae
que puede infectar a otros primates. Por consiguiente, a diferencia de algunas otras
enfermedades tropicales, no existe un reservorio animal de la infeccién, excepto el

mosquito que difunde la enfermedad. (83)
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Tabla 4. Enfermedades ocasionadas por especies diferentes de Plasmodium. (83)

Tipo de Plasmodium Tipo de enfermedad

P.falciparum Malaria causada por P. falciparum, fiebre terciana maligna
P.ovale Malaria causada por P. ovale, fiebre terciana por P. ovale
P.vivax Malaria causada por P. vivax, fiebre terciana benigna
P.malariae Fiebre cuartana, fiebre cuartana benigna

El parasito causante de la malaria tiene un ciclo vital que se reparte entre un huésped
vertebrado (el hombre u otro mamifero) y un insecto vector. Debe vivir en ambos para

completar el ciclo, que se muestra en la Figura 10 y que se detalla a continuacion:

A. Multiplicacion esquizogdnica exo-eritrocitaria.

1. Mosquito Anopheles hembra, que ha succionado sangre infectada de un mamifero (o
persona), inocula esporozoitos a otro mamifero (o persona) no infectada.

2. Los esporozoitos inoculados infectan las células del higado.

3. Estos maduran a esquizontes.

4. Los merozoitos son liberados al torrente sanguineo.

El P. vivax y el P. ovale poseen un estadio latente en el higado llamados hypnozoitos
pueden emerger a intervalos de semanas, meses o hasta afios y provocar recaidas de

malaria.

B. Multiplicaciéon esquizogdnica intra-eritrocitaria.

5. Los merozoitos infectan glébulos rojos.

6. El estadio anillo de trofozoito madura a esquizonte, con la posterior liberacién de los
Mmerozoitos.

7. Algunos parasitos se diferencian sexualmente en gametocitos. (los cambios de estadios
en el torrente sanguineo, son los responsables de las manifestaciones clinicas caracteristicas

de esta enfermedad). Los gametocitos, macho (microgametocito) y femenino
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(macrogametocito), son ingeridos por el mosquito Anopheles hembra mientras succiona

sangre pues necesita hemoglobina para que maduren sus huevos.

C. Los parasitos multiplicados en los mosquitos corresponden al ciclo esporogénico.

8. Cuando los gametocitos llegan al estomago del mosquito, los microgametocitos maduran
formando un gran numero de microgametos, que son elementos flagelados, estos nadan en
busca de macrogametos (macrogametocitos maduros) y esto origina el cigoto.

9. Cuando el cigoto se alarga, y se mueve se llama ookineto.

10. El ookineto atraviesa la pared estomacal del mosquito, y se redondea adhiriéndose a la
cara externa de esta pared, convirtiéndose en ooquiste.

11. Los ooquistes sobresalen en la parte externa del estomago del mosquito, conduciendo a
la produccion asexuada de numerosos esporozoitos.

12. Al liberarse estos esporozoitos se dispersan en el cuerpo del mosquito, y anidan en las
glandulas salivales con 100 hasta 70.000 esporozoitos, estos son inyectados con la saliva

del insecto en el momento de la picadura.

Figura 10. Ciclo biolégico de la malaria. (84)
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La multiplicacién esquizogonica intra-eritrocitaria del pardsito es la que se obtiene en
técnicas de cultivo in vitro, y gracias a estos cultivos se pueden estudiar en todo el mundo

los parasitos del paludismo de mayor importancia clinica.

Estas técnicas son la base de muchos adelantos en la biologia, bioquimica, parasitologia,
inmunologia y quimioterapia del paludismo. El cultivo continuo in vitro de P. falciparum
fue puesto a punto en 1976 por William Trager y James Jensen (85) y consiste en el
mantenimiento in vitro a 37°C en microaerofilia, de glébulos rojos humanos infectados con
cepas o aislados de P. falciparum suspendidos en el medio de cultivo celular RPMI
suplementado con suero humano. Esta técnica no solo ha permitido el estudio de drogas
antimaldricas, sino también las interacciones pardsito-célula huésped. (85) Gracias a este
método se han abierto nuevas puertas para el estudio de la biologia, bioquimica,

quimioterapia e inmunologia de P. falciparum. (86)

5.2 Vector de la malaria.

El mosquito Anopheles es el vector de la malaria y no su causa, existen 380 especies de
Anopheles, pero s6lo 60 de ellas son capaces de diseminar la malaria, de estos, dos infestan
a Bolivia, A. darlingui y A. pseudopunctipennis. Los parasitos causantes de la malaria se
transmiten de una persona a otra inicamente mediante la succién de sangre que se produce
por picadura de los mosquitos hembras que son las que necesitan de sangre. Los machos no

transmiten la enfermedad ya que sé6lo se alimentan de la savia de las plantas.

El mosquito hembra del género Anopheles (huésped definitivo) se constituye en el vector de
transmision del paludismo y en este se lleva a cabo el ciclo sexual del pardsito luego pasa
hacia los mamiferos donde se desarrolla la fase asexual. Son mas de 380 especies de
mosquitos anofelinos las que existen, pero solo 60 aproximadamente actian como

huéspedes definitivos del parasito del paludismo en el mundo. (87)
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Las especies que predominan en América Latina son principalmente:

Anopheles albimanus
Anopheles aquaralis
Anopheles darlingi

Anopheles nuiieztovari
Anopheles pseudopunctipennis
Anopheles punctimacula

Anopheles vestitipennis

5.3. Epidemiologia en el mundo.

Actualmente, 90 paises en el mundo son considerados palidicos, con casi la mitad de ellos
localizados en la regién del sub.-Sahara en Africa, el 90% de los casos y muertes mundiales
se producen en ésta region. Epidemias palidicas son comunes en Burundi, Rwanda y la

Republica Democrética del Congo. (81)

La malaria es rara en el Norte de Africa, donde se encuentran las especies P. vivax y P.
malariae y una menor proporcién de P. ovale. En el este, en Madagascar, una verdadera
epidemia hizo estragos entre 1987-1988, lo mismo que en Etiopia. (81) En Asia, el
paludismo castiga intensamente las regiones de: Asia Menor, Peninsula Indiana, China,
Tailandia y Vietnam, donde predominan P. falciparum y P. vivax. En 1998, la malaria
invadié dreas que anteriormente se encontraban bajo control, podemos citar Azerbaijan,

Tayikistdn, Irak y Turquia, Rajas tan y Bangla Desh.

Esta enfermedad existe en Sud América, donde estd en progresion, particularmente en
Brasil, ya que dos tercios de los casos de malaria que ocurren en América se dan en la
cuenca Amazodnica, también se presentan casos de paludismo en las Guayanas y en Haiti,

estando ausente en las Antillas Francesas. (81)
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Figura 11. Epidemiologia de la malaria en el mundo. (88)
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5.4. Distribucion en Bolivia.

En Bolivia, aproximadamente 3/4 partes del territorio (75% de la superficie total)
corresponden a zonas tropicales y subtropicales que son afectadas por el paludismo, Beni es
el departamento mds afectado por las caracteristicas climatolégicas que presenta, ya que
mds del 90% de los casos se registran en las localidades de Riberalta, Guayaramerin y

Magdalena que son las zonas endémicas declaradas. (89)
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Figura 12. La malaria en Bolivia, 2004 (90)
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Segtin datos del ano 2000, la poblacién en riesgo se estima en 3.569.495 habitantes,

considerando como indicador para los niveles de riesgo el Indice de Incidencia Parasitaria.

Figura 13. Incidencia parasitaria de la malaria- Anual (IPA). (91)
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La enfermedad afecta mayormente a hombres (58%) y a la poblaciéon econémicamente
activa (51.9%), principalmente a aquellos que se dedican a las actividades econdmicas de
cardcter agricola que muchas veces implican migracién desde las zonas altipldnicas. Le
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sigue en importancia la poblacién en edad escolar con el 26.5%. Mas alla de su efecto letal,
las consecuencias econémicas de la malaria son inmediatamente tangibles en términos de
reduccion de la fuerza productiva, sea en el caso extremo de muerte o al considerar las

pérdidas por la discapacidad laboral producida por la enfermedad.

5.5. Aspectos clinicos y tratamiento.

La hemdlisis de los glébulos rojos parasitados y no parasitados, la liberacién de los
metabolitos del parésito, la respuesta inmunoldgica del huésped al antigeno y la formaciéon
del pigmento palidico se traducen en los primeros efectos patolégicos de la infeccion

paludica.

Las diferentes especies de Plasmodium se diferencian por su tendencia a infectar distintos
glébulos rojos. Los merozoitos de P. vivax y P. ovale invaden solo reticulocitos, en cambio
los merozoitos de P. malariae se limitan a células viejas, casi al final de su vida, P.
falciparum es capaz de invadir por igual, glébulos rojos de todas las edades, por esto las
infecciones con este pardsito llevan rdpidamente a la anemia. Sin embargo, junto a la
destruccion masiva de los glébulos rojos se presentan otras alteraciones en muchos casos

irreversibles. (92)

El acceso simple se caracteriza por la fiebre que es provocada por el estallido de los
esquizontes que liberan el pigmento maldrico en el torrente sanguineo. La anemia resulta
tanto del estallido de los esquizontes como de la fagocitosis de los eritrocitos sanos. La
esplenomegalia y la hepatomegalia frecuentes después de cierto tiempo de evolucién
demuestran la hiperactividad y la congestion de estos organos. Las particularidades
sintomdticas del acceso pernicioso palidico se deben a la multiplicacion répida,
particularmente de P. falciparum en los capilares viscerales que provocan una anoxia de los
tejidos, predominantemente a nivel del encéfalo, rifiones, higado y pulmones por anemia
hemolitica, disturbios de la microcirculacién y fendmenos citotoxicos. La gravedad de la

hemolisis en el acceso pernicioso es la consecuencia de la parasitemia elevada.

51



Las alteraciones de los capilares viscerales son de intensidad variable, los hematies
parasitados por los esquizontes desarrollan en su superficie protuberancias que los adhieren
al endotelio de los capilares, los eritrocitos sanos se aglutinan a los parasitados formando
asi las rosetas. Estos dos fendémenos provocan la obstrucciéon de la luz vascular y la
retardacion de la circulacion, los microtrombos capilares se forman por los eritrocitos
aglutinados que se lisan y liberan una sustancia fosfolipidica que a veces lleva a un proceso

de coagulacioén intravascular difuso.

Finalmente la hipoglicemia, la acidosis sanguinea y los desérdenes hidroeléctricos
aumentan la hiponatremia. (93) Todas estas alteraciones pueden agravarse y llegar a una
anemia severa, ictericia, desequilibrio electrolitico, falla renal, hipertermia, colapso
respiratorio, alteraciones de la coagulaciéon o sangrado, vémito incoercible, infeccién
asociada, edema pulmonar, hipoglicemia y hemoglobinuria (87), hasta malaria cerebral,

coma o finalmente la muerte. (92)

Los tnicos antipalidicos naturales son la Quinina y el Qinghaosu, actualmente existen mas
de 1.600 derivados de los que tan solo 5 estdn usdndose en la prictica curativa. Naturales o
de sintésis, estos fueron divididos en los afios 60 en dos grupos: segin su rapidez de accion
y su capacidad de inducir una resistencia por parte del hematozoario, el grupo I comprende
la quinina y las 4-aminoquinoleinas, antipalidicos de accion rdpida y para los cuales la
resistencia es lenta y dificil de aparecer y el grupo II comprende los antifélicos (sulfonas y
sulfonamidas) y los antifolinicos (diguanidas y diaminopirimidinas) antipalidicos de accion

lenta y por lo cual la resistencia aparece rapidamente. (93)

En 1973 se aislé de un arbusto de China (Artemisia annua L.) el Qinghaosu que es un
sesquiterpeno lactona perdxido, que es un nuevo esquizonticida del que existen muchos
derivados hidrosolubles y liposolubles, por lo tanto administrables por las vias intravenosa
e intramuscular. La actividad del Qinghaosu es rapida, en especial sobre las cepas de P.

falciparum cloroquino-resistentes. (93)
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La cloroquina es un fiarmaco que pertenece al grupo de las 4-aminoquinoleinas, este
farmaco sintético es activo contra las formas asexuales eritrociticas de la mayoria de cepas
de Plasmodium malariae, ovale, vivax y falciparum pero no produce un efecto significativo
sobre los estadios tisulares exoeritrociticos de los plasmodios, por lo tanto, este farmaco no
es un agente profilactico y no previene el establecimiento de la infeccion. Se utiliza para
tratar ocasionalmente la artritis reumatoidea y lupus discoide por sus efectos

antiinflamatorios, pero a dosis altas.

La resistencia a la cloroquina se ha desarrollado principalmente en cepas de P. falciparum,
por lo que es importante determinar esta resistencia en el drea geografica donde se vaya a

administrar el tratamiento. (94)

El nimero de nuevas drogas con que cuenta el arsenal de antipalidicos es limitado y la
amenaza de la resistencia del pardsito a las drogas se incrementa. Desafortunadamente, no
existe una vacuna con un impacto operacional de magnitud, ademads los instrumentos de

diagndstico proporcionados deben ser mejorados. (95)
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6. Amebas- Acanthamoeba.

Se conoce a las amebas, por lo general, como organismos de forma cambiante, dentro de
ellas, hay un grupo, el de las amebas de vida libre, que hasta hace unas décadas, no parecia
interesar mds que a los especialistas mas estrictos y en la actualidad, se sabe que algunos de
sus representantes, como son las especies de Acanthamoeba, afectan al hombre y pueden

causarle graves patologias.

Las amebas de vida libre del género Acanthamoeba se han aislado en una amplia variedad
de habitat y su contacto con el hombre es un hecho aparentemente comun. Se ha observado
que, hasta un 80 % de la poblacion, posee anticuerpos especificos frente a Acanthamoeba,

siendo aisladas de la nariz y garganta de individuos asintomaticos. (96,97).

Las patologias que provoca Acanthamoeba estin relacionadas con los tejidos que son
capaces de colonizar. Pueden invadir el sistema nervioso central, provocando una
meningitis denominada Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA). También pueden
encontrarse formando ulceraciones en la piel o invadiendo la cérnea, provocando queratitis
oculares. En pacientes inmunodeprimidos, se han descrito casos en los que provocan
infecciones diseminadas. Las especies del género Acanthamoeba estén relacionadas entre si
basicamente: en su biologia celular, sus relaciones con el medio ambiente, crecimiento, su
multiplicaciéon y enquistamiento, o sus cambios macromoleculares, en funcién del tipo de
medio bioquimico en el que se desarrollen, ademds de su potencial como productores de

enfermedades. (96)

Las amebas patégenas de vida libre constituyen un grupo de protozoos oportunistas que
pertenecen a la familia Acanthamoebidae, formado por tres géneros: Acanthamoeba,
Naegleria y Valkanphia. Estudios taxonémicos recientes del genero Acanthamoeba 1o han
dividido en 16 especies agrupadas en tres grupos siendo aisladas frecuentemente en
infecciones humanas, la especies A. castellanii, A. culbertsonii, A. polyphaga, A. hatchetti
(96).

Acantoamoeba spp es un protozoo de vida libre que se encuentra en tierra, agua y aire, se

ha aislado en alcantarillado, tinas calientes, filtros de aire y sistemas de aire acondicionado,
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estas amebas son los agentes causales de una encefalitis multifocal llamada encefalitis
granulomatosa amebiana, como también la queratitis amebiana donde las proteases
extracelulares de estos pardsitos (serina y cisteina), son las determinantes para provocar
dafio que suele ocurrir después de la exposicion al agua como el de nadar en lagos o
charcos mientras se usa lentes de contacto, esta infeccion también se liga al uso de
solucidnes salinas hechas en casa no estériles las cuales son usadas para la limpieza de los

lentes de contacto. (97,98)

6.1. Distribucion de Acanthamoeba.

Desde el descubrimiento de estas amebas, en 1958, se han llevado a cabo un gran nimero
de trabajos, cuya finalidad es establecer su distribuciéon en la naturaleza. Esto nos ha
permitido conocer la gran cantidad de habitats donde se pueden encontrar, en los que se
incluye agua dulce y salada. Asi han podido ser aisladas de piscinas, conductos de
calefaccion y de ventilacion, suelos, agua mineral embotellada, aire, balnearios, acuarios,
vegetales, sedimentos marinos, lodos procedentes de aguas residuales. Ademds se han
identificado en unidades de didlisis, polvo en suspension, medios de cultivo de bacterias o
células, lentes de contacto donde la mayoria de los casos reportados estdn asociados a una
incorrecta limpieza de las lentes de contacto, empleando soluciones salinas de produccién
hogarefa o el agua de red clorada para el enjuague de las mismas (99,100), sus estuches y
soluciones para el cuidado de las mismas e, incluso en dispositivos intrauterinos (DIU). En
el hombre, se han encontrado en la nariz y trdquea de pacientes con las vias respiratorias
afectadas, secreciones bronquiales, oidos y en muestras de deposicion de pacientes con
diarreas. También se han aislado en la garganta y en la mucosa nasal de individuos sanos,
por lo que se puede llegar a pensar que estas amebas forman parte de su flora normal. Su
presencia en aguas dulces de superficie, donde se engloban a las aguas de rios, fuentes,
lagos, aguas de abasto publico y aguas de piscinas, representa un riesgo para la salud
humana, ya que el contacto con éstas es la principal via de contagio. Han sido observadas
diferencias estacionales en su densidad, siendo en primavera y otofio cuando se las
encuentra en mayores concentraciones, lo que parece estar relacionado con la aparicién de

los sintomas de queratitis por Acanthamoeba, en los meses mdés cdlidos del afio. Las
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especies de Acanthamoeba, como amebas de vida libre que son, no son parésitas porsi, en
contraste con lo que ocurre con otros muchos protozoos amebianos, por lo que no necesitan
ningun tipo de hospedador para su desarrollo. Su presencia en el hombre es completamente

accidental, siendo las patologias a las que se le asocian, raras y oportunistas.

Cuando se encuentran de forma libre, se alimentan de bacterias, hongos, otros protozoos y
algunas cianobacterias, actian como fagotrofos mdviles en las superficies aerobias de los
suelos y sedimentos. Si llegado el caso, invaden un organismo, éstas se nutren de los tejidos

que colonizan de su hospedador. (96)

6.2. Ciclo biolégico de Acanthamoeba.

El ciclo de vida de las especies de Acanthamoeba se desarrolla en dos fases: una fase
trofozoitica en la que Acanthamoeba se alimenta y multiplica de forma activa y que es la
fase invasiva y una fase quistica o de resistencia, que adquiere cuando las condiciones del

medio no le son favorables. (99) (Figura 14)

Figura 14. Ciclo biolégico de Acanthamoeba spp.
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Los trofozoitos de Acanthamoeba tienen un tamafio de entre veinticinco y cuarenta micras,
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poseen poca movilidad, presentan un nucleo con un tnico nucleolo grande y prominente, un
citoplasma abundante y granuloso, con una vacuola pulsatil citoplasmédtica contrictil, que
se observa como un circulo refringente, que aumenta de tamafo lentamente y se cierra de
forma brusca. Durante su movimiento, se puede observar como unos seudopodos, finos y
delgados, a modo de espinas, que reciben el nombre de acantépodos, que se extienden
lentamente, en su desplazamiento. En cultivo s6lido en placa, aparecen como pequefias
masas, mas o menos evidentes, y sin que pueda apreciarse su forma de manera precisa.
Acanthamoeba, a diferencia de lo que ocurre con otras especies de amebas de vida libre, no
presenta formas flagelares. Son organismos aerdbicos, aunque sus trofozoitos pueden
adaptarse a ambientes con baja presién parcial de oxigeno, durante un corto periodo de
tiempo, o a un ambiente andxico, durante unas horas. Cuando los trofozoitos de
Acanthamoeba, tanto de forma natural como in vitro, se encuentran en situaciones de
anoxia, carencia de nutrientes durante unos dias o en medios con concentraciones de
magnesio por encima de 50 mM, evolucionan a su forma de resistencia y forman un quiste.
Las forma quistica le confiere a la ameba resistencia frente a la desecacion, temperaturas
extremas y agentes quimicos. El enquistamiento puede ser inducido, ademas, con el empleo
de ciertos inhibidores, como la mitomicina C, que es un inhibidor de la sintesis de ADN, el
cloranfenicol, que inhibe la sintesis de proteinas, o el 2,4-dinitro-fenol, que impide la
formacion de ATP. Distintas variaciones en las condiciones fisicas del medio provocan
también el enquistamiento, como el calor himedo o el frio extremo (estrés térmico), la
desecacion y los cambios en la osmolaridad del medio. Acanthamoeba puede permanecer
en este estado de latencia durante afios y seguir siendo viable, si se expone a los quistes en
un medio que les sea favorable, donde encuentren alimento, volverdn a recuperar su forma
activa de trofozoito. Los quistes presentan una gran variedad de formas, pero todos ellos
poseen una serie de aspectos que los caracterizan: su tamafio es ligeramente menor que el
de los trofozoitos (entre quince y veintiocho micras), contienen un solo nucleo (aunque
excepcionalmente poseen dos), tienen una pared compuesta por dos envolturas, mds o
menos separadas, la exina y la intina. La intina, la mds interna, se adhiere muy
estrechamente al protoplasma, formando lo que se denomina endoquiste, dando al quiste
una estructura poligonal. La exina, la mds externa, se encuentra mds o menos plegada y

forma, alrededor de la intina, un velo poco refringente, que es el exoquiste. En las uniones
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entre ambas envolturas se forman los ostiolos u orificios de salida. Cada ostiolo posee un
opérculo, que es arrancado en el momento del desenquistamiento y la abertura que se

genera es empleada por los trofozoitos para abandonar su envoltura quistica. (96,99)

6.3. Aspectos clinicos y tratamiento.

Debido a la gran distribucion de Acanthamoeba en la naturaleza, el contacto humano con
estos organismos es frecuente e inevitable. Las patologias que Acanthamoeba puede llegar
a causar en el hombre estan intimamente relacionadas con la via de transmision y, sobre
todo, con el estado inmunoldgico del paciente. Las infecciones sistémicas y las que afectan
al sistema nervioso central se van a producir en pacientes que presentan una
inmunodepresion general, mientras que, en el caso de las infecciones corneales, van a estar
favorecidas por una inmunosupresion local. Para que Acanthamoeba pueda llevar a cabo
sus efectos citopaticos sobre su hospedador, requiere unas serie de procesos previos, como
son la adhesion a las células o superficies epiteliales, la secreciéon de proteasas, para
desorganizar a estos tejidos y, por ultimo, la fagocitosis celular. Debido al incremento del
nimero de pacientes que requieren una terapia inmunosupresiva, como consecuencia de
transplantes de organos, al aumento de pacientes que han desarrollado SIDA, y a la
apariciéon de queratitis oculares, principalmente en usuarios de lentes de contacto,
Acanthamoeba se ha convertido en una de las infecciones oportunistas que es importante

poder reconocer y diagnosticar.

Las lesiones cutdneas suelen presentarse de dos formas. Como una inflamacién supurativa
de la subepidermis, con epidermis intacta que, al cabo de los meses, se transforma en una
ulcera violdcea, con la base endurecida y extendida o bien como una forma nodular, dura y
bien delimitada, que se extiende progresivamente en superficie y profundidad. En ambos
casos la evolucién es lenta, de uno a tres afios, pudiendo llegar a producirse metdstasis
superficiales. En su tratamiento, el uso combinado de forma tépica de clorhexidina,
sulfadiazina, ketoconazol, flucitosina, itraconazol y anfotericina suele ser satisfactorio. La
Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA) es una infeccién oportunista y poco frecuente

del Sistema Nervioso Central (SNC), de evolucion lenta, de dificil diagndstico y sin
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tratamiento eficaz. Normalmente afecta a individuos con su sistema inmunitario
comprometido, ya sea, por tratamientos con esteroides, quimioterapia y radioterapia, o por
alcoholismo, enfermedades autoinmunes, como lupus eritrematoso sistémico y diabetes
mellitus o pacientes con alteraciones hematolégicas o con SIDA. Por el momento, no
existen tratamientos efectivos y, normalmente, los pacientes inmunodepromidos afectados
fallecen. La queratitis por Acanthamoeba es una infeccion invasiva de la cOrnea, que se
caracteriza por una pérdida gradual de agudeza visual, llegando en algunos casos, a
provocar ceguera. En este caso, las afecciones corneales no estdn asociadas a individuos

inmunodeprimidos, sino principalmente, a usuarios de lentes de contacto.

Sin embargo no todas las queratitis por Acanthamoeba tienen lugar en usuarios de lentes de
contacto. Entre el diez y el quince por ciento de los diagndsticos se realizan en pacientes
que no las emplean. Normalmente, suelen estar asociados a una lesion ocular, normalmente
con alguna materia vegetal o exposicién a agua o tierra contaminada. La eficacia de
diferentes desinfectantes empleados en las lentes de contacto ha sido estudiada en detalle en
distintos estudios. Soluciones desinfectantes que contienen clorhexidina al 0.004 y 0.005 %
son efectivas para la eliminacion de trofozoitos, después de un tiempo de exposiciéon que

oscila entre una y cuatro horas, pero sin ningtn efecto quisticida. (96,101,102,103)

A comienzos de los noventa, se comprobd la actividad in vitro que presentaba el
desinfectante cationico polihexametilenbiguanida (PHMB) para eliminar, tanto trofozoitos,
como quistes de Acanthamoeba, de un gran nimero de cepas. Su actividad a bajas
concentraciones (0.02 %) y al no presentar problemas de toxicidad, al contrario de lo que
ocurria con otros tratamientos, hizo del PHMB, solo o combinado con propamidina,
aplicado en los estadios iniciales de la infeccion, una terapia con buenos resultados que

evitaba, en muchos casos, tener que recurrir a la cirugia. (96,104)
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7. Objetivos
7.1. Objetivo general

Determinar la actividad antiparasitaria multiple de alcaloides totales de corteza (CAT) de

Galipea longiflora Krause Kallunki (evanta).

7.2. Objetivos especificos

Determinar el tiempo y porcentaje de transformacién de promastigotes de LA, Lma y

L.BTE-002 para la obtencién de poblaciones estables de amastigotes axénicos.

Poner a punto el método colorimétrico XTT para la determinacion de la ICsy de CAT sobre
2 formas parasitaria de Leishmania (promastigotes - amastigotes axénicos) dentro del

Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (I.I.F.B).

Determinar la correlacion que existe entre la absorbancia como producto de reduccion del
XTT frente a células vivas y conteo en cdmara de Neubauer de promastigotes y amastigotes

axénicos de Leishmania.

Determinar la actividad antiparasitaria de CAT sobre 2 formas parasitarias de Leishmania

(promastigotes - amatigotes axénicos) mediante el método colorimétrico XTT.

Determinar la actividad antiparasitaria de CAT in vitro, ex vivo e in vivo sobre dos formas
parasitarias de Tripanosoma cruzi (epimastigotes-tripomastigotes sanguineos) mediante

conteo Optico.

Determinar la actividad antiparasitaria de CAT in vitro sobre trofozoitos de Plasmodium

falciparum (F32) mediante conteo 6ptico.

Determinar la actividad antiparasitaria de CAT in vitro sobre trofozoitos de 2 cepas de
Acanthamoeba castellani (Neff) y Acanthamoeba polyfaga (MNT) mediante el método

colorimétrico alamar blue.
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8. Metodologia

8.1. Aislamiento a partir de lesiones cutidneas en pacientes que cursan con

leishmaniasis.

De 4 pacientes que acudieron a consulta externa del Hospital de Palos Blancos—
Departamento parasitologia-Leishmania-LaPaz-Bolivia se procedi6 al aislamiento de cepas
mediante la técnica de aspiracién previamente descrito por Cuba (105) ligeramente
modificado, usando jeringa de Iml con aguja de calibre 21G x 1 1/2 siendo €l vehiculo
suero fisioldgico estéril y una solucién de antibidticos (gentaminical00mg/mL-

estreptomicina 5000ug/mL-Penicilina 5000 U/mL) en volumen de 0.3mL.

Previa y rigurosa asepsia para evitar los problemas de contaminacién por microorganismos
como bacterias y hongos, la superficie del area de trabajo fue limpiada con agua y jabon, se
punzé suavemente dentro del margen no necrotizada de la tlcera, luego se aspiro, tanto
aguja y jeringa fueron retiradas aplicando ligera presién hacia atrds, al mismo tiempo se

gira suavemente la jeringa.

El material obtenido fue inoculado en tubos con medio Schneider (pH=6.8) suplementado

con 10% de SBF y gentamicina (100mg/mL).

La muestras obtenidas de 2 pacientes fueron inoculadas en el dorso de una de las patas
posteriores de hamsters dorados (Mesocriectus auratus) provistos por el Bioterio del L1.F.B
con el fin de tener mayor éxito en el aislamiento, y evitar contaminaciones indeseables
(106), los hamsters fueron puestos dentro del bioterio del L.LLF.B bajo ciclos de 12horas
luz:12 horas oscuridad a una temperatura ambiente de 22°C, comida y agua ad libitum, a

quienes se examinaron semanalmente.
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8.2. Aislamiento de cepas nativas de Tripanosoma cruzi a partir de insecto vector

(Triatoma infestans) como de modelo animal.(ratén swiss albino parasitado)

Para el aislamiento de cepas nativas de Tripanosoma cruzi se trabajaron con insectos
vectores de esta enfermedad (7Triatomas infestans-Vinchucas) utilizadas para
xenodiagndstico por el Instituto Nacional de Laboratorios de Salud- La Paz-Bolivia

(INLASA) institucion que facilito los insectos vectores.

Se trabajo en una cdmara de seguridad bioldgica (Securiplus-PSM-Classell) donde se
examinaron a los insectos vectores a quienes comprimiendo suavemente el abdomen se les
extrajo sus heces las que se depositaron sobre cubre y portaobjetos para visualizar los
tripomastigotes metaciclicos, bajo observacién microscépica (Leits-Wetzlar-Type307-

148.001) con aumento 40X.

A continuacion los vectores que presentaban tripomastigotes metaciclicos en heces fueron
sacrificados, se disecciono el abdomen y con ayuda de una pinza y tijeras se extrajo el
intestino, el cual fue depositado en medio de cultivo bifasico NNN suplementado con
medio LIT y 5% de SBF, finalmente fueron incubados a 26°C (Stufa-WTB-BINDER), todo
el trabajo se realizo bajo estrictas medida de seguridad (guantes — lentes — mangas de latex
para guardapolvos) y dentro de una cdmara de seguridad bioldgica. Estos tubos de cultivo
fueron examinados diariamente con la ayuda de una microscopio invertido (Axiovert 25-
Zeiss), los cultivos donde existia desarrollo de las formas parasitarias (epimastigotes) se
realizo inmediatamente el mantenimiento correspondiente a cajas de cultivo celular de
25cm” (NUNC) que contenia medio monofdsico LIT suplementado con 5% de SBF e

incubados a 26°C.

Para el aislamiento de cepas nativas de Chagas también se utilizo ratones swiss albinos
infectados con heces de vectores positivos para Chagas que también  fueron
proporcionados por el INLASA, a estos animalitos se les realizo un corte en el extremo
terminal de la cola con una tijera y la gota de sangre fue observada entre porta y

cubreobjetos al microscopio (107), los ratones que presentaban las formas de tripomastigote
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sanguineos fueron sacrificados (cloroformo) a quienes inmediatamente se les extrajo sangre
mediante puncién cardiaca, muestra que fue inoculada en cajas de cultivo (NUNC) de
25cm’ el cual contenia medio de LIT suplementado con 5% SBF, estas cajas de cultivo

fueron examinados diariamente bajo un microscopio invertido. (108,109)

8.3. Amastigotes axénicos.

8.3.1. Preparacion del medio M-199 modificado para amastigotes axénicos.

Se preparo el medio M199 para cultivo de amastigotes dxenicos previamente descrito por
Sereno (110), para 250mL.
Se pesaron (Balanza-AND-HR-200) los siguientes compuestos (Tabla 5).

Tabla 5. Componentes del medio M199 modificado para
amastigotes axénicos.

Medio 199 2.75¢g
TCS 0.5% 1.25¢
Glucosa 0.67¢g
NaHCO3 87.5¢g
Hepes 1.48mL
L.Glutamina 2.5mL
Hemina 0.7mL
Penicilina — 3.25mL
Estreptomicina

) Hemina en Na(OH) IN (5mg/mL), la cual es afiadida
sobre la solucidn antes preparada.
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Toda la solucion fue filtrada con filtros millipore 0.2um de didmetro (Filtros-Millipore-
0,22uM) dentro una campana de seguridad bioldgica, teniendo una pH final de 5.7 y SBF al

20%, solucién conservada a 4°C hasta su uso.

8.3.2. Transformacién de promastigotes en amastigotes axénicos.

Las cepas de promastigotes usados para la transformacién a amastigotes axénicos fueron
LA gentilmente cedida por Dr. J6se Pifiero y Dra Gabriela Cabrera-Serra del Instituto de
Enfermedades Tropicales y Salud Publica de la Universidad de la Laguna Espafia-Tenerife,
Lma gentilmente cedida por Dra. Lucia Acevey del Laboratorio Mixto UMR 152 de la
Universidad Paul Sabaties Toulouse III, y L.BTE-002 aislada de paciente con LC = frotis
positivo por el L.I.F.B de la localidad de Palos Blancos, La Paz -Bolivia. Los cultivos fueron
mantenidos a 26°C de temperatura en medio Schneider (Sigma aldrich,st Louis MO.,USA),
pH 6.8 y suplementado con 10% con SBF (Sigma aldrich,st Louis MO,USA), previamente

descritos por Gimenez,et.al. (111)

Una concentracién de 6x10° promastigotes/mL con 48 horas de incubacién de cada una de
las cepas en estudio fueron sembradas en frascos para cultivo celular de 25cm*(NUNC) con
3mL (33) de medio M-199 a pH final de 5.7 y suplementado con 20% SBF e incubados a
32°C (COMPACT CO; Series-5000) de temperatura durante 5 dfas.

Se tomaron muestras cada-24 horas de cada uno de los cultivos, las muestras fueron
centrifugados a 1800rpm por 3 minutos, tomando una pequefia gota del sedimento se
realizo un frotis sobre un portaobjetos, posteriormente se fijo la placa con metanol (96%) y
se paso a realizar una tincién giemsa al 25%, las placas fueron secadas a temperatura
ambiente, se realizo la observacién microscopica (aumento 100X) usando aceite de

inmersioén. (33,35)

Se contaron todos los promastigotes transformados en amastigotes axénicos en 1.000
células, tomando como criterios de transformacién la forma (redondeada- ovoide),

retraccion total del flagelo dentro del bolsillo flagelar del promastigotes, presencia de
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megasomas o vacuolas citoplasmaticas, para luego aplicar la siguiente formula:

Promastigotes transformados

Porcentaje de transformados = ------------- ---- X 100

1.000 células

Se siguié el mismo proceso de transformacién con una sola cepa de Leishmania Lma,
cambiando el Medio M-199 al medio Schneider con pH final de 5.7, suplementado con SBF
al 20% y temperatura de incubacién de 32°C durante 5 dias previamente descrito por

Callahan. (43)

8.4. Puesta a punto del método colorimétrico XTT.

8.4.1. Preparacion de soluciones XTT-PES y XTT-PMS.

Las soluciones fueron preparadas previo a su uso, se preparo una soluciéon de XTT Img/mL
disuelto en buffer fosfato salino pH 7.0 previamente descrito (111,112,113) el cual fue
dividido en dos tubos e incubados durante 10minutos a 37°C, al primer tubo sé afiadié PMS
(Sigma-Aldrich) 0.06mg/mL suspendido en PBS pH 7.0, al segundo tubo se afiadié PES
(Sigma-Aldrich) 0.06mg/mL preparado de igual forma que el anterior.

8.4.2. Puesta a punto del método colorimétrico XTT sobre promastigotes de LA.

Para la realizacion de los ensayos se utilizo promastigotes de LA.
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8.4.3. Seleccion de longitud de onda.

Se realizé un barrido espectrofotométrico (espectofotémetro de doble haz Cintra 5) entre
400-550nm de longitud de onda con la finalidad de encontrar el médximo pico de
absorbancia (114,115), se prepararon 8 tubos de ensayo con promastigotes a una
concentracién de 1x10° promastigotes/mL, los promastigotes fueron tomados de cultivo in
vitro en medio Schneider pH 6.8 y 26°C y 10% SBF, estos fueron incubados en presencia
de XTT-PES (4 tubos) y XTT-PMS (4 tubos) por 2-3-4 y 5 horas a las condiciones de
cultivo antes descritas. Las lecturas en el espectrofotometro se realizaron en celdas de

cuarzo de 10mm.

8.4.4. Estudio de linealidad, tiempo optimo de incubacion y poblacién parasitaria de

trabajo.

A partir de un cultivo in vitro de promastigotes en fase de crecimiento logaritmico de LA a
una concentracién de 12x10° promastigotes/mL. se realizaron diluciones seriadas 1/2
abarcando concentraciones entre 1.2x107 hasta 9.4x10* promastigotes /mL, los cuales
fueron distribuidos en placas de cultivo de 96 pozos (Nunc) por duplicado a tres
repeticiones, a cada pozo sé afiadié por un lado 50ul de XTT-PES y por otro lado se afiadié
50ul de XTT-PMS a las concentraciones previamente descritas, los tiempos de incubacion

fueron de 2,3,4,5,6 y 7 horas.

Las placas fueron leidas en un lector ELISA (Model 2100 series-Plate Reader) a 450nm.

A partir de los datos, se obtuvieron curvas de absorbancia en funcién a las concentraciones

de pardsitos, para los diferentes tiempos de incubacién.(114,116)
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8.4.5. Determinacién de R” entre curvas de crecimiento obtenidos por conteo 6ptico en

camara de Neubauer y método colorimétrico (XTT-PMS).

Para conocer la R” entre el método por conteo de pardsitos en cdmara de Neubauer y la
medicién de absorbancias como producto de la reducciéon de XTT-PMS frente a células
vivas (112,115), se realizo una curva de crecimiento partiendo de un cultivo in vitro de
promastigotes de LA en fase de crecimiento logaritmico, el cual se centrifugo (centrifuga-
CR3-JOVON) a 1.800rpm por 5 minutos y se resuspendié en medio Schneider pH 6.8 y
10% de SBF, incubados a 26° C, se realizo una dilucién 1/10 con glutaraldheido 5% con la
finalidad de realizar el conteo en cdmara de Neubauer (reticulo glébulos rojos) (117,118)

para ajustar la concentracién a 1x10° parésitos /mL.

Figura 15. Reticulo de conteo de parasitos

en camara de Neubauer.

areas en donde se cuentan gldbulos blancos

B areas en donde se cuentan eritrocitos

Numero total de células contadas en 5 cuadrantes x 10 x 50 x 1000 = promastigotes /mL

Donde:

10= Dilucidn realizada
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50= Factor de la cimara de Neubauer, Area-Volumen (reticulo glébulos rojos)

1000= Factor para llevar de mm’ a mL

Se distribuyo en frascos de cultivo celular (Nunc) siendo estos incubados durante 5 dias.
Se tomaron muestras diarias por cuadriplicado, 2 fueron fijadas con glutaraldehido al 5%
para realizar el conteo de pardsitos diariamente durante los 5 dias en cdmara de Neubauer,
las otras 2 muestras fueron alicuotadas en una placas de 96 pozos y procesadas con S0uL.
XTT- PMS incubandose durante 4 horas, los valores de absorbancia fueron medidos en un
lector ELISA-Modelo 2100 empleando una longitud de onda de 450nm, este procedimiento

también se realizo durante los 5 dias.

8.4.6. Puesta a punto del método colorimétrico XTT sobre amastigotes axénicos de

Lma.

Para la realizacion de los ensayos se utilizo amastigotes axénicos de Lma.

8.4.7. Seleccion de longitud de onda.

Se emplearon las soluciones de XTT-PES y XTT-PMS anteriormente descritas, para la
seleccion de la longitud de onda mds adecuada para el ensayo con amastigotes axénicos.

En vista que el espectrofotometro del LIF.B presentaba fallas(lamparas quemadas) se
realizo el siguiente ensayo, a un tubo de cultivo de amastigotes axénicos de 48 horas de
incubacidn se centrifugé a 1800 r.p.m durante 3 minutos, se desecho el sobrenadante y sé
resuspendié en 1mL de medio M199 (pH 5.7) fresco suplementado con 20% de SBF. Se
realizé el conteo en cdmara de Neubauer y se ajusto la poblacién parasitaria a
1.5X106parzisit0s/mL estos fueron distribuidos en placas de 96 pozos a los que fueron
afiadidos por separado y en duplicado las soluciones de XTT-PES y XTT-PMS en un

volumen de 50uL por pozo.

Las placas fueron leidas en un lector ELISA(Model 2100 series-Plate Reader) a 492 y
450nm de longitudes de onda.
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A partir de los datos, se obtuvieron curvas de absorbancia en funcién al tiempo de

incubacidn (2-7 horas) para una misma concentracion de amastigotes axénicos utilizada.

8.4.8. Estudio de linealidad, tiempo optimo de incubacién y poblacién parasitaria de
trabajo.

Para el estudio de linealidad, tiempos Optimos de incubacién y la poblacién parasitaria de
trabajo se siguieron los mismos pasos anteriormente citados para linealidad de
promastigotes de Leishmania, utilizando en este caso el medio M-199 (pH 5.7, SBF=20%,
T=32°C) y la mezcla de XTT-PES que fue la que mejores resultados dio en el anterior

ensayo. A partir de los datos, se obtuvieron curvas de absorbancia en funcién a las

concentraciones de amastigotes axénicos, para los diferentes tiempos de incubacion.

8.4.9. Determinacién de R? entre curvas de crecimiento obtenida por conteo 6ptico en

camara de Neubauer y método colorimétrico (XTT-PES).

Para determinar la correlacion entre curvas de crecimiento de amastigotes axénicos
obtenidas por conteo en cadmara de Neubauer y el método colorimétrico XTT-PES, se
siguieron los mismos pasos que para los promastigotes de Leishmania anteriormente
citados utilizando el medio M-199 (pH 5.7, SBF=20%, T=32°C) con lecturas a 450nm de
longitud de onda. (110)

8.5. Preparacion de CAT para evaluacion bioldgica in vitro sobre promastigotes y

amastigotes axénicos de Leishmania.

Se utilizaron 2mg (Balanza-AND-HR-200) de CAT facilitadas por el departamento de
quimica de productos naturales del I.ILF.B disueltos en 200 pL. de DMSO (GC-Sigma-
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Aldrich) al 99.5% de concentracion, luego se realizo una dilucién 1/50 con medio
Schneider o medio M-199 segtn se trabajaria con promastigotes o amastigotes axénicos,
para tener una concentracion de trabajo de 200ug/mL de CAT y 2% de concentracion de
DMSO aproximadamente, a partir de esta solucion se realizaron diluciones 1/2 teniendo
como soluciones de trabajo finales 100ng/mL, 50ug/mL, 25ug/mL, 12,51g/mL, 6.25ug/mL
de CAT en las placas de 96 pozos y 1% de DMSO.

8.5.1. Preparacion del material biolégico.

Se utilizaron promastigotes y amastigotes axénicos en fase de crecimiento logaritmico.

(Tabla 6)

Tabla 6. Cédigo, forma parasitaria de cepas de Leishmania utilizadas para la evaluacion in vitro frente

a CAT.
Promastigotes L.PHS | L.690 | Lma |LA | L.pp75 | L.642 | L.M2903 | L.BTE-002
Amastigotes Lma
axénicos

Se tomaron 20 pL de las cajas de cultivo (soluciéon madre) y sé deposito en 180 puL de
glutaraldehido (dilucién 1/10) al 5% para fijar los parasitos y poderlos contar en cdmara de
Neubauer (reticulo glébulos rojos) para luego ajustar la concentracion a 1X106parésitos/mL
con medio Schneider (pH=6.8) con 10% SBF o M-199 (pH 5.7) y 20% SBF, y distribuirlos
en placas de 96 pozos (Nunc) en un volumen de 100uL e incubarlos a 26°C y 32°C

respectivamente. (111)
Cabe recalcar que antes de tomar la alicuota de 20 pL de cultivos de amastigotes axénicos

se debe agitar de manera vigorosa para romper las rocetas que forman los amastigotes

axénicos en cultivo in vitro.
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A continuacién se procedié a afiadir las distintas concentraciones de CAT en volumen
similar al de los pardsitos, se disefio un blanco para cada concentraciéon de CAT (100uL

medio Schneider o M-199 + 100uL de la concentracion de CAT correspondiente).

Se realizo ademas un control de parésitos + DMSO al 1% (concentracion no toxica para los
pardsitos), para evaluar la viabilidad y un control de pardsitos con la droga control
(anfotericina B).

Las placas de 96 pozos fueron incubadas durante 72 horas a 26°C y 32°C de temperatura

respectivamente.

8.5.2. Obtencion de la ICsy por el método éptico para promastigotes de Leishmania.

Al término de la incubacion por 72 horas se realiza la lectura a través del microscopio de
fase invertida. La actividad leishmanicida se mide por: porcentaje de lisis, mortalidad,
disminucién de la motilidad de los parésitos, cambios morfolégicos evidentes y lisis de los
pardsitos obteniendo asi un porcentaje de actividad. El valor de la ICso es calculado por una
curva de actividad: porcentaje de inhibicion frente al logaritmo de las diferentes

concentraciones de la droga. (111)

8.5.3. Obtencion de la ICsy por el método colorimétrico XTT para promastigotes y

amastigotes axénicos de Leishmania.

El andlisis de datos fueron realizados en Microsoft exel programa 2000 el cual ejecuto las

siguientes operaciones, previamente descrito por Cornelly et.al. (112)
A: Calculo del valor promedio de las absorbancias de las tres replicas de la muestra (CAT

a diferentes concentraciones) frente a promastigotes, como el promedio de sus respectivos

blancos y control (+). ( Tabla 7)
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Tabla 7. Absorbancias y valor promedio de las tres replicas de CAT, blancos y controles, lecturas a 4 horas de incubacion

con XTT-PMS.

Absorbancias de promastigotes diluidos con
alcaloides totales de corteza de evanta (CAT) a

Absorbancias de alcaloides totales de corteza
de evanta a diferentes concentraciones

diferentes concentraciones (ug/mlL) (ug/mL)(blancos)
Control | Control
Medio | parésitos | 6,25 12,5 25 50 100 6,25 12,5 25 50 100
) (+)
(blanco)
0,398 2,283 2,284 | 2,171 1,102 0,628 0,515 0,391 0,396 0,372 0,423 | 0,398
0,414 2,192 2,192 | 2,215 1,112 0,628 0,499 0,39 0,419 0,402 0,405 | 0,414
0,414 2,192 2,193 2,215 1,112 0,628 0,499 0,39 0,419 0,402 0,405 | 0,414
X 0,409 2,222 2,223 2,2 1,109 0,628 0,504 0,39 0,411 0,392 0,411 | 0,409
SD 0,01 0,06 0,06 0,03 0,007 0 0,01 0,0007 0,02 0,02 0,01 0,01
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A continuacién se realiza la sustraccion del valor de absorbancia de los blancos (Tabla 8)
tanto al control positivo como a las diferentes concentraciones de CAT frente a los

promastigotes.

Tabla 8. Absorbancias sin interferencias de blancos o medio de cultivo.

Blanco Absorbancia | Absorbancia a | Absorbancia a | Absorbancia a
de color | a6,25 ug/mL | 12,5 ug/mL 25 pg/mL 50 pg/mL

1,89 1,89 1,78 0,73 0,21
1,78 1,80 1,80 0,71 0,22
1,78 1,80 1,80 0,71 0,22
Promedio 1,81 1,83 1,79 0,72 0,22
SD 0,06 0,05 0,01 0,01 0,01

Luego se realizo la conversion de las diferentes absorbancias (Tabla 9) a porcentaje de
viabilidad de los pardsitos, donde el 100% representa la absorbancia del control sin
extracto, por ejemplo:

1.89 x 100/ 1.89 =100% de viabilidad

Tabla 9. Porcentaje de viabilidad de promastigotes de Leishmania frente a diferentes concentraciones
de CAT.

6,25ug/mL 12,2ug/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100pg/mL

100 94 39 11 6
101 101 40 13 5
101 101 40 13 5
Promedio 101 99 40 12 5
SD 0 4 1 1 1

La conversion del porcentaje de viabilidad a su correspondiente valor de ICsg se realizo por
funciéon de tendencia lineal que ajusta la recta calculada por el método de los minimos
cuadrados a los valores de las matrices Y= porcentaje de inhibicién y X = concentracién de
la droga (CAT), devolviendo los valores de Y=50% de inhibicién a su respectivo valor de

X.
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Tabla 10. Obtencion de la ICs, por tendencia lineal.

Concentracién de CAT (ug/mL) Porcentaje de inhibicién ICso
100 95 39,6
50 88
25 60
12,5 1
6,25 0

La ICso también puede ser calculada mediante el uso de la ecuacién de la recta obtenida por

la figura concentracion de droga Vs. porcentaje de inhibicién (Figura 16) :

Figura 16. Determinacion de la ICs, de CAT sobre

promastigotes de L.pp75.
120
y = 1,0249x + 9,08
1001 y = 1,0249 x + 9,0833
50’ 50 = 1,0249 x +9,0833
—e—Porcentaje de — X+
60 1 inhibici—n de
promastigotes x =399 'mL
40’ (pp75) a bJ ug/
diferentes
20/ concentraci—
J de CAT
0 T T T
50 100 150
-20
Concentraci—n(ug/mL) de alcaloides totales de ¢
evanta (CAT)
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8.6. Preparacion de CAT para evaluacion bioldgica in vitro sobre epimastigotes de

Tripanosoma cruzi.

Se siguieron los mismos pasos que para la evaluacion de CAT sobre promastigotes de
Leishmania, usando el medio LIT suplementado con 5% de SBF, pH 6.8 e incubados a
26°C durante 72 horas.

8.6.1. Preparacion del material biolégico.

Las cepas utilizadas para la evaluacion in vitro fueron las siguientes: (Tabla 11)

Tabla 11. Epimastigotes de Tripanosoma cruzi. utilizadas para la evaluacion in vitro
frente a CAT. (cédigos)

T.cruzi. | T.cruzi T. cruzi T. cruzi T. cruzi T. cruzi T. cruzi | T. cruzi

Al117 R1 R2 26 Pac. 1 Pac.2 Y Tulahuen

8.6.2. Obtencion de la ICsy por el método optico para epimastigotes de Tripanosoma

cruzi.

Se siguieron los mismos pasos anteriormente citados para promastigotes de Leishmania.
8.7. Determinacion de la actividad tripanocida ex vivo de CAT.

Formas tripomastigotes de Tripanosoma cruzi cepa Y, fueron mantenidas por pases
semanales en ratones swiss albinos del bioterio del I.I.F.B los que permanecian bajo ciclos
de 12horas luz:12 horas oscuridad a una temperatura ambiente de 22°C, comida y agua ad

libitum.

La determinacién de la actividad antiparasitaria de los CAT se realizo en sangre parasitada

de ratén de 4 a 5 semanas de edad, obtenida a través de puncion cardiaca (7 dias post
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infeccién) con jeringa (1mL) heparinizada, diluida en medio LIT a una concentracién de

parasitos de 3x 10°- 4x10° tripomastigotes/mL. (111,119)

Numero de tripomastigotes en 50 campos x Factor microscopio = Nimero de pardsitos en 0.1mL de sangre

La sangre parasitada en un volumen de 50uL fue colocada en placas de 96 pozos por
duplicado, a estos se les afiadi6 CAT (50uL) previamente disueltos en DMSO con la
dilucién correspondiente en medio LIT para llegar a las concentraciones de trabajo (200-
100-50-25-12,5ug/mL) como se realizo en la parte de promastigotes de Leishmania, las

placas de 96 pozos fueron incubados a 4°C durante 24 horas en cdmara humeda.

La concentraciéon final del DMSO no fue mayor del 1%. Después de las 24 horas de
incubacién, se tomo Syl de cada pozo de cultivo previa homogenizacion (Agitateur
Microbitration-86247) la cual fue puesta entre porta y cubreobjetos, obteniendo una fina y
delgada capa de sangre la que fue examinada al microscopio (aumento 40X microscopio
Dialux-20-Leits), el recuento de 50 campos se realizo de izquierda a derecha y viceversa

evitando los extremos del cubreobjetos.

El violeta de genciana fue usada como droga control (100 a 400ug/mL). La actividad fue
expresada por el porcentaje de reduccién del nimero de pardsitos (lisis) y la ICsy (ug/mL)

previamente descrito por Giménez et al. (111)

8.8. Tratamiento profilactico con jarabe de CAT al 2 y 5% en ratones infectados con

Tripanosoma cruzi.

Se utilizaron ratones machos de la cepa swiss albino distribuidos en 4 grupos de 3
componentes cada uno, con un peso comprendido entre 18 (+/-2) gramos, a una temperatura
de 21°C (+/-0.2) alimento y agua ad limitum dentro del biotério del LL.F.B. Se aplico un

tratamiento profilactico de jarabe de CAT a 2 grupos, tratamiento que consistié en dar a los
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ratones por via oral y con la ayuda de una canula de metal, 100 uL de jarabe de CAT al 2 %
y 5% el cual fue preparado por el departamento de quimica de productos naturales del
LLE.B., se administro 4 dfas antes de la infeccién de los ratones, el 5 dfa se procedi6 a la
infeccién via intraperitoneal de los ratones con sangre parasitada con tripomastigotes
sanguineos a una concentracién de 2x10’tripomastigotes sanguineos/mL, obtenidos de
ratones previamente infectados con la cepa Y de Tripanosoma cruzi. Posterior a la

infeccion, se dio tratamiento por 5 dias maés.

Se uso como control positivo bezmidazol a 250mg/Kg (120), y control negativo ratones

infectados a quienes se administré por via oral solo el vehiculo del jarabe.

Al dia 6 post infeccion se tomo una muestra de S0ul. de sangre de la cola del ratén (previo
corte del extremo de la cola) la cual fue puesta entre cubre y porta objeto y se realizo la
lectura correspondiente de tripomastigotes sanguineos en un microscopio optico ( Leitez -
Dialux -20), procedimiento realizado por triplicado. El célculo de tripomastigotes

sanguineos es el mismo citado para el ensayo ex vivo.

Esquema de tratamiento profilactico

4 Dias 5 Dia 9 Dias después
Pretratamiento -—-- ----Infecciéon -------------- Tratamiento--------------- Lectura
Sin infeccién con tripomastigotes

sanguineos

77




8.9. Determinacion de la sensibilidad in vitro de Plasmodium falciparum

8.9.1. Preparacion de CAT.

Se prepararon soluciones madre de CAT disolviéndolo en DMSO a una concentracion de
2mg/mL, a partir de esta solucién se realizaron diluciones seriadas de 10 =50 — 100 pg/mL,
distribuidas de menor a mayor concentracion por duplicado.

Se empleo difosfato de cloroquina (CQ) (Sigma, PM=516), como droga de referencia a
partir de una solucién madre de la cual se realizaron diluciones seriadas en concentraciones
de 10 a 1000 nM, que fueron distribuidas por duplicado en la micro-placa de titulacién en

orden creciente.

De cultivos in vitro de Plasmodium falciparum F32 sensible a la cloroquina cultivado en
medio RPMI-1640 suplementada con suero humano al 10% y un hematocrito de 4%
obtenido por la adiccion de 200uL. de glébulos rojos (ORH+) totales en 4,5mL de RPMI
1640 y 0.5mL de suero o plasma incubados a 37°C en un medio anaerébio (candell)
previamente descrito (83,121,122) se tomo un volumen de 100uL de glébulos rojos con un
hematocrito del 2 % (para esto se utiliza RPMI con suero o plasma al 20 %), ademds de una
parasitémia del 1 % (los parésitos deben estar en estadio anillo en su mayoria, no se toman
en cuenta los otros estadios), fueron colocados en placa de 96 pozos a estos se les afiadieron
las concentraciones seriales de CAT (dando un volumen final de 200 pL), la placa se
incub6 a 37°C por el lapso de 48 horas, al cabo de este tiempo se evalud la actividad de los

extractos por el método visual.

8.9.2. Obtencion de la ICsy por el método 6ptico para Plasmodium falciparum.

Luego que la placa de 96 alvedlos fue incubada, se eliminé completamente la fase superior
del cultivo, se hizo un frotis del sedimento de cada alvedlo, fijando primeramente con
metanol y realizando la tincién por 15 minutos con la solucién de giemsa (al 20 % con
PBS), posteriormente este se lavo con agua. Dejando secar a medio ambiente. Por dltimo se

observo en el microscopio, con lente de inmersiéon X 100, contando tanto glébulos rojos no

78



infectados (GRL) como infectados (GRI), para asi tener el porcentaje de inhibicion, el cual

se calcul6 mediante la siguiente formula:

(GRL - GRI)
78 11) (e —— x 100
GRL

El calculo para hallar la concentracion inhibitoria del 50% en la maduracién de los
esquizontes (ICsp), se hizo por el método griafico mediante el programa Cricket Graph 1,3.

Los resultados del ICs se interpreta de la siguiente manera:

Inactivo > 50 pg/mL
Medianamente activo< 25 pg/mL

Activo < 10 pg/mL
Controles:

Cinchona officinalis = 4,2ug/mL

Remijia Peruviana = 7,4ug/mL

Patrén (Cloroquina) = 0,02 pg/mL (34 nM)

8.10. Preparacion de CAT para la evaluacion biolégica in vitro sobre trofozoitos de

Acanthamoeba.

Se siguieron los mismos pasos que para la evaluacion de CAT sobre promastigotes de

Leishmania con la diferencia del uso medio PYG. (Tabla 12)
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8.10.1. Preparacion del medio PYG.

Se peso :
Tabla 12. Componentes del medio PYG.
Peptona(difco) 20g
Extracto de levadura g
Agua destilada 950mL
Se prepard y esterilizé cada uno de los componentes y se afladieron
directamente al medio en el siguiente orden:

MgSO, 0,4M 10mL
CaCl, O,5M 20mL
Citrato s6dico 2H,O 0.5M 34mL
Fe(NH4)2(S04)2 6H,0 0.0005M 10mL
Na,HPO,4 7H,0 0.25M 10mL
KH,PO4 0.25M 10mL

Se ajusta el pH a 6.5, se autoclava 121°C 25 minutos y se afiade 50mL de glucosa 2M

esterilizada por filtracién, previamente descrito por Morales J. (99)

8.10.2. Obtencion de la ICsy por el método colorimétrico alamar blue sobre

trofozoitos de Acanthamoeba.

Las cepas de Acanthamoeba fueron sembradas por duplicado en placas de 96 pozos en un
volumen de 50pL y una concentracién de 8x10° parésitos/mL, luego se dejo por un pequefio
lapso de tiempo que las amebas se adhieran a los pozos correspondientes, transcurrido este
tiempo se procedi6 a afiadir SOUL de las diluciones seriadas de CAT diluido en medio PYG
para finalmente afiadir el Alamar Blue ® (Biosource, Europe, Nivelles, Belgium) en

cantidad del 10% del volumen final.
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Fueron incubados por 120 horas a 28°C bajo agitacién leve, se realizo la lectura luego de
este tiempo de incubacién por un lector de microplacas usando una longitud de onda de

570 y una longitud de onda de referencia de 630nm.
El porcentaje de inhibicién y las concentraciones inhibitorias del 50% (ICsy), fueron
calculados por andlisis de regresion lineal. Todos los experimentos se realizaron tres veces

y por duplicado.

El andlisis estadistico que permitié el obtener las curvas de inhibicién fue mediante el uso

de Sigma Plot 0.9 (Systat Software Inc.).
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9. Resultados y discusiones

9.1. Aislamiento a partir de lesiones cutidneas en pacientes que cursan con

leishmaniasis.

Se observo al microscopio invertido (40X) los tubos de cultivo con medio Schneider, en el
que se pudo comprobar la evolucion de las formas promastigotes derivadas de sus
respectivas formas intracelulares al 5 dia de cultivo de una de las 4 muestras tomadas.
Pese a haber tenido los cuidados respectivos de limpieza de las lesiones, dos de los tubos de
cultivo terminaron contaminadas con hongos, lo cual elimino la posibilidad de crecimiento
del parésito. (123)

En uno de los tubos no se vio crecimiento de ningin microorganismo sin embargo cabe
recalcar que las muestras presentaban algo de sangre del paciente lo cual es posible que
perjudicaria al desarrollo del pardsito por el contenido de proteinas séricas altamente
inhibitorias para el crecimiento de promastigotes de Leishmania. (124)

Si bien es conocido que la técnica de inoculacién en hdmster dorados con el triturado de
biopsias de las lesiones es la mejor y la més eficiente manera de aislar Leishmania, puesto
que el animal limpia los contaminantes bacterianos y fungicos de las muestra patoldgicas
(105,125), en nuestro caso no fue asi, es posible que con la técnica de aspirado de lesion
que fue la que usamos no se obtenga la cantidad de formas intracelulares de Leishmania
para desarrollar una lesion en el hamster (105) por lo que ninguno de los 2 hamster
inoculados con aspirado de lesiéon desarrollaron la enfermedad hasta 5 semanas de

observacion.

9.2. Aislamiento de cepas nativas de Tripanosoma cruzi a partir de insecto vector

(Triatoma infestans) como de modelo animal.(ratén swiss albino parasitado)

De 4 vectores a los que se realizo la diseccion del intestino, 2 desarrollaron la forma
epimastigotes en medio bifdsico NNN y las otras 2 terminaron contaminadas .
De los 5 hemocultivos que se realizo a 5 muestras de sangre de puncién cardiaca de 5

ratones infectados con Chagas, se pudo evidenciar al 3 dia de cultivo bajo observacion en
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microscopio invertido (40X) la evolucién de las formas epimastigotes de sus respectivas

formas tripomastigotes sanguineos en 4 de los 5 hemocultivos realizados.

Se sabe que el inoculo y procedencia de tripomastigotes son factores importantes en el
desarrollo de la infectividad en ratones (126), por lo que es posible que uno de los ratones
de nuestro estudio no haya tenido una parasitemia e infectividad elevada, por lo que no

existi6 un desarrollo de las formas epimastigotes en condiciones de cultivo in vitro.
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9.3. Amastigotes axénicos.

9.3.1. Determinacion del tiempo de transformacion de promastigotes en amastigotes
axénicos de LA-Lma y L.BTE-002.

El tiempo y porcentaje de transformacion de las diferentes cepas de Leishmania en estudio
se llevo a cabo en medio M199 (M0393-Sigma).

Una concentracion de 100% de promastigotes en medio Schneider fue sujeto a cambios
de temperatura de 26°C a 32°C, cambios de pH de 6.8 a 5.7, como también cambios en la
concentracion de SBF de 5% a 20%, obteniendo asi un maximo de transformacion del 93%
al 4° dia de LA, seguido de Lma con 90% de transformados al 3"dia y por dltimo la

L.BTE-002 con 88% de transformados al 4" dfa. (Tabla 13)

Tabla 13. Condiciones de cultivos para transformar promastigotes en amastigotes
axénicos utilizando el medio M-199.

Especie | Temperatura | pH S.B.F. Dias de Porcentaje de
cultivo transformados
Lma 32°C 5.7 20% 3 90%
LA 32°C 5.7 20% 4 93%
L.BTE-002 32°C 5.7 20% 4 88%

A continuacién se realizo la mantencién correspondiente de las cepas en medio nuevo

(M199) siendo la cepa Lma de las tres transformadas la tinica que se mantiene viable.

Con el fin de reducir costos ante el uso del medio M199 se transformo promastigotes de
Lma usando solamente el medio Schneider (pH 5.7) y concentracién de SBF al 20% y
32°C de temperatura (35), obteniendose amastigotes axénicos al 5% dfa, sin embargo no se

pudo mantener los amastigotes axénicos al pase correspondiente.
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9.3.2. Transformacion de promastigotes en amastigotes axénicos de LA, Lma y
L.BTE-002.

La observacion microscépica de los extendidos previa tincion giemsa mostro claramente
la transformacion de los promastigotes de Leishmania a formas clésicas ovales y piriformes
de amastigotes axénicos (35,33), donde en el transcurso del tiempo (24-48-72-96h) se
observa como el flagelo de los promastigotes se va retrayendo dentro de su bolsa flagelar,

es asi que al 3" o 4” dia se tenga formas parasitarias libres de flagelo.

Se verifico el porcentaje de conversion bajo las condiciones mostradas en la Tabla 13 de
promastigotes (Foto 1 - tincion giemsa 25% - 40X) en amastigotes axénicos bajo la
observacion microscopica de las tres cepas en estudio (Foto 2 al 11-tincion giemsa 25%-
100X).

Promastigotes-LA
(Fotol)

Amastigotes axénicos- LA

24 horas (Foto 2) 48 horas (Foto 3) 72 horas (Foto 4)

25% Transformados 40% Transformados 54% Transformados
IS | £ ;
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96 horas (Foto 5)
92.5% Transformados

Amastigotes axéncios. L.BTE -002.

24 horas (Foto 6) 72 horas (Foto 7) 96 horas (Foto 8)

28.6% Transformados 63.9% Transformados 88% Transformados
s 7 3 B : -

Amastigotes axénicos. Lma

24 horas (Foto 9) 48 horas (Foto 10) 72 horas (Foto 11)
~ 50% Transformado 80% Transformados

-

90% Transformados

" ‘”'
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Estas formas parasitarias presentan megasomas (estructura como vesiculas dentro del
citoplasma) (37), donde segun revision bibliografia estas organelas y sus componentes
sugieren que suelen implicar virulencia y patogenecidad de la especie de Leishmania que
se estidia, estas estructuras son propias de estd forma parasitdria lo cual nos indica que
estamos hablando de estructuras mucho mas cercanas a un amastigotes que se encuentra en
una lesién que un promastigotes de cultivo in vitro (alfred a pan), se pudo evidenciar
también que muchos de los amastigotes axénicos se encontraban en plena divisién por
fision binaria (Foto 6) puesto que se observo un par de nicleos como también un par de

kinetoplastos dentro de una misma célula.(33)

9.4. Puesta a punto del método colorimétrico XTT sobre promastigotes de LA.

9.4.1. Seleccion de longitud de onda - Barrido espectral de 400nm-550nm.

Los métodos colorimetricos basados en la reducion de sodium-2,3- bis-[2-methoxy-4-nitro-
5-%sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) por la actividad deshidrogenada de
la mitocondrias de las células vivas, a sales de formazan, se han empleado con eficacia en
andlisis de la proliferacion celular, como en estudios de productos naturales frente a
Leishmania.(112) La forma reducida del XTT es una sal de formazan soluble en agua (color
naranja), que evita la necesidad de la solubilidad, con solventes orgdnicos como el caso del

MTT. (Weislow et el al, 1989).

Figura 17. Transformacion bioldgica de XTT a sales de Formazan
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Una ventaja adicional de este método (XTT) es el periodo més corto de incubacién como
resultado de la adicién del agente PMS (fenasin metosulfato ) que es un acoplador de

electron que acelera la reduccion del substrato. (Buttke et al., 1999)

Dentro del I.LILF.B se cuenta con 2 acopladores de electrones, PMS y el PES, ambos usados
en la determinacion de la viabilidad celular, es asi que para descartar y/o aceptar el uso de
uno de ellos se realizo un barrido espectral entre 400-550nm de longitud de onda con una
concentracién de 1x10°promastigotes de LA con el fin de saber la longitud de onda optima
(maximo pico de absorbancia) para los ensayos colorimétricos posteriores, como

también la combinacion ideal de XTT-PMS o XTT-PES.

Figura 18. Barrido espectral de 400-550nm de longitud de onda sobre 1x10° promastigotes de LA con
XTT-PMS (Izquierda) y XTT-PES (Derecha) a diferentes tiempos de incubacion.

1,2
1,2
1
1
08 0,81
; ¢ 2 horas
0.6l W‘ ——2 hory 0.6
B3 horas
04— * — —#-3 horg 0.4
L3 4 horas
0,2 4 hor 0.2 ¢ s
5 horas
0 T T T T T O
5 horg
300 350 400 450 500 550 6 300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda 40( Longitud de onda 400
XTT-PMS XTT-PES

Se puede apreciar (Figura 18) que a medida que aumenta el tiempo de incubacién aumenta
la absorbancia para la mezclas XTT-PMS, sin embargo para la mezcla XTT-PES si bien
aumenta la absorbancia hasta las 4 horas se observa que esta disminuye a las 5 horas de
incubacién mostrando asi cierta inestabilidad con estd mezcla a medida que trascurre el
tiempo de incubacidn, se obtuvieron valores de absorbancia hasta 1 a las 5 horas de

incubacion con la mezcla XTT-PMS, y con la mezcla XTT-PES se tiene valores de
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absorbancia de 0.38 a 5 horas de incubacién, tomando en cuenta que son valores de
absorbancia para una misma concentracion parasitaria y que la formacién de color
(Formazan) por el XTT es directamente proporcional a la concentracion de células vivas
podemos asumir que la combinacién XTT y el aceptor de electrones PMS es el mas
adecuado para los ensayos colorimétricos con promastigotes de Leishmania, por los
valores de absorbancia que estos presentan, y la estabilidad que esta combinacién presenta

hasta las 5 horas de incubacion.

Dentro del ensayo XTT-PMS sobre promastigotes de Leishmania se observa picos
maximos de absorbancia entre 464-468nm de longitud de onda, teniendo en cuenta que
estos valores de absorbancia son mas cercanos al filtro de 450nm de longitud de onda que
presenta el lector ELISA (Model 2100 series-Plate Reader) del I.I.LF.B es que se utilizo esta

longitud de onda en los posteriores ensayos colorimétricos.
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9.4.2. Estudio de linealidad, tiempo éptimo de incubacién y poblacién parasitaria de

trabajo.

Para determinar la linealidad del ensayo XTT-PMS fueron medidas las absorbancias de
promastigotes de LA en concentraciones decrecientes (1.2x10” — 9.4 x10%) en placas de 96
pozos a diferentes tiempos de incubacion (2-7 horas) y con lecturas a 450nm de longitud de
onda, filtro mas préximo a los picos de méxima absorbancia obtenidos en el ensayo previo.
Como se puede observar en la Tabla 14 existe una respuesta lineal de la absorbancia al el
incremento del nimero de parésitos a partir de una concentracién de 3.7 x10° promastigotes
/mL para 5 horas de incubacidn y a partir de 9.4x10* promastigotes /mL para las 6 y 7
horas de incubacién a 26°C. (114)

Tabla 14. Absorbancias de poblaciones parasitarias decrecientes (promastigotes-LLA) a diferentes
tiempos de incubacién con lecturas a 450nm de longitud de onda con XTT-PMS.

P./mL

Tiempo~ 1,2x107 | 6x10° 3x10° 1.5x10° | 7,5x10° | 3,7x10° | 1,9x10° | 9,4x10"
Qhoras | 2,1620,1 | 1,2130,06 | 0,79+0,02 | 0,62+0,05 | 0,5130,01 | 0,48+0,01 | 0,53+0,01 | 0,49+0,02
3horas | 2,64+0,07 | 1,62+0,09 | 0,95+0,04 | 0,69+0,05 | 0,55+0,01 | 0,520,01 | 0,54x0,01 | 0,51:0,02
4horas | 2,81+0,07 | 2,08+0,12 | 1,13+0,07 | 0,77+0,05 | 0,59+£0,01 | 0,55+0,01 | 0,5620,01 | 0,5420,01
Shoras | 2,7130,04 | 2,30£0,18 | 1,28+0,1 | 0,83+0,05 | 0,63+0,003 | 0,58+0,01 | 0,59+0,01 | 0,5720,01
6horas | 2,69+0,04 | 2,54+0,18 | 1,48+0,1 | 0,92+0,05 | 0,700,007 | 0,63+0,01 | 0,62+0,02 | 0,60+0.01
Thoras | 2,64+0,06 | 2,63+0,19 | 1,66+0,17 | 1,02+0,05 | 0,76+0,01 | 0,68+0,01 | 0,6620,02 | 0,6420,01

Podemos observar en la Figura 18 las poblaciones mds adecuadas de trabajo para este
método colorimétrico se encuentran entre 1.5x10° y 3x10° promastigotes/mL (127), ya que
presentan coeficientes de correlacion lineal (Rz) mas cercanos a la unidad como muestra la
Tabla 15, mostrandonos de esta forma una elevada probabilidad estadistica de cumplirse
estd regresion (absorbancia/horas de incubacion para diferentes poblaciones parasitarias) y
también porque por debajo de estas poblaciones la diferencia de absorbancias entre las

distintas poblaciones es minima.
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Figura 19. Curvas de absorbancias con lecturas a 450nm (XTT-PMS) Vs. tiempo de incubacion de LA
a diferentes poblaciones parasitarias.
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Tabla 15. R? para curvas de absorbancia Vs. tiempos de incubacién para diferentes
nimero de promastigotes de LA con XTT-PMS.

P./mL | 12x10° | 6x10° | 3x10° | 1.5x10° | 7.5x10° | 3.7x10° | 1.9x10° | 9.4x10*

R’ 0.327 10.947 | 0.998 | 0.995 0.990 0.9928 | 0.9844 | 0.9831

A su vez podemos observar en la Figura 19 que las medidas de absorbancia tienden a

descender a partir de la 4 horas de incubacidn.

Por los resultados obtenidos sugerimos tiempos de incubacién entre 2-4 horas, poblacién de

trabajo entre 1.5x10° y 3x10° promastigotes/mL.
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9.4.3. Determinacién de R? entre curvas de crecimiento obtenidos por conteo optico en

camara de Neubauer y método colorimétrico XTT-PMS sobre promastigotes de LA.

Bajo las condiciones de trabajo anteriormente mencionadas se pudo observar (Figura 20)
que existe una buena correlacion (R2= 0,951) entre el método clasico de conteo de
parasitos (conteo en cdmara de Neubauer) y la medicién de absorbancias como producto de
la reduccion de XTT-PMS frente a células vivas, en relacion a otras encontradas

(bibliografia =0.965). (112)

Figura 20. Curva de crecimiento de promastigotes de LA en medio Schneider a 10% de SBF y 26°C,
método colorimétrico (XTT-PMS: 450nm) y conteo éptico.
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9.5. Puesta a punto del método colorimétrico XTT sobre amastigotes axénicos de Lma.

Con el fin de saber la longitud de onda optima para los ensayos colorimétricos con
amastigotes axénicos (AA) se tomo una concentraciéon de 1.5x10°AA/mL de cultivo in
vitro los cuales fueron colocados en cajas de 96 pozos a los que se afiadio XTT-PES como
XTT-PMS y se realizo lecturas a diferentes tiempos de incubacion a 2 diferentes longitudes
de onda 450-492nm en un lector ELISA(Model 2100 series-Plate Reader), no se realizo un
barrido espectral debido a fallas del equipo.(Figura 21- Tabla 16)

Figura 21. Curvas de Absorbancia de amastigotes axéncios de Lma a la misma concentracion
(1.5x10° parasitos/mL) y diferentes tiempos de incubacién con XTT-PMS y XTT-PES a 492 y
450nm.
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Tabla 16. R* para curvas de absorbancia para una misma concentracién de
amastigotes axénicos de Lma con mezclas de XTT-PES y XTT-PMS.

Absorbancias XTT-PES XTT-PMS XTT-PES XTT-PMS
a 450 nm a 450 nm a 492 nm a 492 nm

R’ 0.9965 0.7386 0.9977 0.7459
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Debido a que la formacién de color (formazan) por el XTT es directamente proporcional a
la concentracion de células vivas podemos asumir que la mezcla con XTT-PMS y XTT-
PES con lecturas a 450nm son las que presentan mejores absorbancias, absorbancias que
llegan hasta 1, de estas dos mezclas, la mezcla de XTT-PES es la que presenta un
coeficiente de correlacién lineal (R2=0.9965) mas cercanos a la unidad, mostrandonos de
esta manera una elevada probabilidad estadistica de cumplirse estd regresion
(absorbancia/tiempo de incubacidn), por los valores de absorbancia que estos presentan, y

la estabilidad que se observa con esta combinacidn hasta las 7 horas de incubacién se tomo

en cuenta estd mezcla y longitud de onda para los posteriores ensayos.

9.5.1. Estudio de linealidad, tiempo éptimo de incubacién y poblacién parasitaria de

trabajo.

Para determinar la linealidad del ensayo XTT-PES fueron medidas las absorbancias de
amastigotes axénicos de Lma en concentraciones decrecientes desde 1.2x10" hasta 9.4 x10°
amastigotes axénicos/mL en placas de 96 pozos a diferentes tiempos de incubacién (2-7
horas) y lecturas a 450nm de longitud de onda. Como se puede observar en la Tablal7
existe una respuesta lineal de la absorbancia a 450nm de longitud de onda a el incremento

del ndmero de células.

Tabla 17. Absorbancias de poblaciones parasitarias decrecientes (amastigotes axénicos de Lma) a
diferentes tiempos de incubacion con lecturas a 450nm de longitud de onda con XTT-PES.

A/mL

Tiempo\| 1,22x107 | 6x10° 3x10° 1.5x10° 7,5x10° 3,7x10° | 1,8x10° 9,4x10*
2horas | 1,57+0,04 | 1,130,019 | 0,940,007 | 0,84+0,006 | 0,80+0,005 | 0,79+0,01 | 0,78+0,008 | 0,780,003
3horas | 1,73+0,03 | 1,2240,02 | 140,009 0,85+0,005 | 0,82+0,007 | 0,81+0,01 | 0,80+0,01 | 0,79+0,003
4horas | 2+0,034 | 1,30+0,03 | 1,03+0,006 | 0,89+0,006 | 0,83+0,006 | 0,82+0,02 | 0,82+0,01 | 0,80+0,004
Shoras | 2,02+0,03 | 1,4+0,04 | 1,08+0,006 | 0,91+0,004 | 0,85+0,005 | 0,83+0,03 | 0,810,008 | 0,810,005
6horas | 2,24+0,04 | 1,50£0,04 | 1,14+0,01 | 0,93+0,004 | 0,86+0,009 | 0,83+0,03 | 0,83+0,01 | 0,830,007
7horas | 2,440,05 | 1,640,05 | 1,240,01 | 1%0,005 0,940,009 | 0,85+0,03 | 0,8420,008 | 0,840,004
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Podemos observar en la Figura 22 la poblacién mas adecuadas de trabajo con amastigotes
axénicos que es de 3x10° AA/mL, ya que presenta coeficiente de correlacion lineal (R?)
mas cercanos a la unidad como muestra la Tabla 18, mostrandonos de esta forma una
elevada probabilidad estadistica de cumplirse estd regresion.(absorbancia/horas de
incubacion para diferentes poblaciones parasitarias) y también porque por debajo de esta

poblacion la diferencia de absorbancias entre las distintas poblaciones es minima.

Figura 22. Curvas de absorbancias con lecturas a 450nm ( XTT-PES) Vs. tiempos
de incubacion de amastigotes axénicos de Lma a diferentes poblaciones parasitarias.
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Tabla 18. R* para curvas de absorbancia Vs. tiempos de incubacién para diferente nimero de
amastigotes axénicos de Lma con XTT-PES.

AA/mL | 12x10° | 6x10° | 3x10° | 1.5x10° | 7.5x10° | 3.7x10° | 1.9x10° | 9.4x10*

R’ 0.9961 | 0.9967 | 0.9984 | 0.9965 |0.9965 |0.9877 |0.9854 |0.9923

A su vez podemos observar en la figura 19 que las medidas de absorbancia tienden a

descender a partir de la 5 horas de incubacién.
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Por los resultados obtenidos sugerimos tiempos de incubacién entre 2 a 5 horas y una

poblacién de trabajo 3x10° amastigotes axénicos/mL.

9.5.2. Determinacién de R* entre curvas de crecimiento obtenida por conteo 6ptico en
camara de Neubauer y método colorimétrico XTT-PES sobre amastigotes axénicos de

Lma.

De igual forma que para los promastigotes, se determino la correlacién entre el método
cldsico de conteo de pardsitos (conteo en cdmara de Neubauer) y la medicién de
absorbancias como producto de la reduccién de XTT-PES frente a amastigotes axénicos

bajo las condiciones de tiempo y longitud de onda antes descrita. (Figura 23)

Figura 23. Curva de crecimiento de amastigotes axénicos de Lma en medio M199 con 20% SBF y 32°C,
método colorimétrico (XTT-PES: 450nm) y conteo éptico.
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Donde se puede apreciar que existe una buena correlacién (R=0.952) entre ambas

metodologias de cuantificacion de parasitos .
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9.6. Determinacion de la actividad antiparasitaria de CAT in vitro sobre dos formas
parasitarias de Leishmania (promastigotes-amatigotes axénicos) mediante el método

colorimetrico XTT.

Luego de poner a punto el método colorimetrico (XTT) y la obtencion de los amastigotes
axénicos, se procedié a la determinacién de las ICsp de CAT sobre promastigotes de
diferentes cepas de Leishmania (Tabla 19) y amastigotes axénicos de Lma, cepa que se
mantiene en condiciones de cultivo in vitro. Las ICsy sobre promastigotes se determinaron
a través de 2 métodos de cuantificacion de pardsitos como son el método colorimétrico
(XTT-PMS) y el conteo con cdmara de Neubauer (conteo dptico) mostrandonos a través de
un andlisis de t estudent que no existen diferencias significativas entre ambas metodologias
con un p<0.05.(Figura 24) mostrando una vez mas la eficacia del método colorimétrico
frente a el método cldsicamente usado como es el conteo Optico para la determinacién de
sustancias con posible actividad antiparasitaria. Por otro lado los valores de 1Csy de
anfotericina B sobre Lpp75 obtenidos por este método colorimetrico son comparables a los

valores obtenidos por otros métodos colorimétricos (MTT) frente a la misma cepa. (127)

Figura 24. Valores de ICs) de CAT obtenidos a través del método colorimétrico (izquierda) y método
optico (derecha) sobre promastigotes de diferentes cepas de Leishmania.
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Se pudo evidenciar (Tabla 19) que existe una actividad leishmanicida de CAT frente a todas

las cepas de Leishmania ensayadas, reportadas con anterioridad por Fournet et.al (3) con

[Cyp=50ug/mL a través de métodos Opticos, sin embargo cabe recalcar que el presente

trabajo muestra estd actividad antiparasitaria a través de métodos cuantitativos y es el

primer reporte de actividad antiparasitaria de estd especie vegetal sobre al menos una cepa

nativa, circulante en nuestro medio.

Tabla 19. ICsy de CAT in vitro a través del método colorimétrico XTT-PES y XTT-PMS y el método
optico sobre promastigotes y amastigotes axénicos de diferentes cepas de Leishmania incubados a 26-

32°C por 72 horas.
IC50ug/mL IC50ug/mL IC50 ug/mL IC50 ug/mL IC5() ug/mL

Codigos | Promastigotes | Promastigotes | Amastigotes | Anfotericina | Anfotericina

cepas de Método Método axenicos- B B
Leishmania. | Colorimétrico optico Método Método Método

colorimétrico | Colorimétrico optico

L.PHS8 33,1+ 2,5 33,4+ 109
L.690 40,5 £6,7 58,0+5,0
Lma. 30,3 +6,1 34,5+1,0 23,1 +0,4 0,8
LA 26,9 £ 4,6 35,3£1,3 1,0+ 0,2 1,4 0,1
L.pp75 34,8 £4,1 55,7+4,2 1,0+ 0,2 1,0 £0,2
L.642 30,8 £3,0 33,240,5
L.M2903. 32,244.8 30,2+4,9
L.BTE-002. | 27,8+ 4,8 34,2+1,0 1,2+0,2

La cepade L.690 es menos sensible a CAT presentando valores de ICsp de 40.5 +6.7 yla
cepa de LA es la cepa mds sensible a CAT presentando un ICsy de 26.9 + 4.6 tomando en
cuenta la ICsyp de la pentamidina — droga de referencia ( ICsy 10-60 pg/mL) de diferentes

referencias bibliograficas. (128,129)
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A su vez la cepa nativa L.BTE-002 que fue aislada por el L.LI.LF.B el 2006 presenta una ICsg
de 27.8 ug/mL + 4.8 sensible, frente a CAT, resultado muy alentador puesto que se

encontraria dentro de las mas sensibles al tratamiento con CAT.

Demostrando asi la eficacia de este producto natural frente a promastigotes de al menos una

cepa que circula en nuestro medio.

La determinacién de la ICsyp de CAT sobre amastigotes axénicos obtenidos a partir de
promastigotes de Lma (Figura 25), muestra una actividad leishmanicida muy interesante
sobre estd forma parasitaria con un ICsy de 23.1ug/mL +0.42, siendo menor a la ICsy del
glucantime, droga de primera linea para el tratamiento de la leishmaniasis en nuestro pats,
ensayada y reportada por Estevez.et al (130) sobre amastigotes axénicos cepa Leishmania
amazonensis (Lma) con ICsy de 30+6 pg/mL. Mostrando de esta manera que CAT podrian
presentar una mejor actividad antiparasitaria frente a amastigotes que estarian presentes
por ejemplo en un lesidén ulcerada que son los responsables de la patologia misma de esta

enfermedad.

Figura 25. Valores de la IC5, de CAT obtenidos a través del método colorimétrico
XTT-PES sobre amastigotes axénicos de Lma.
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9.7. Determinacion de la actividad antiparasitaria de CAT in vitro, ex vivo e in vivo
sobre dos formas parasitarias de 7Tripanosoma cruzi (epimastigotes - tripomastigotes

saguineos) mediante métodos opticos.

Se determino la actividad tripanocida in vitro de CAT sobre epimastigotes de 6 cepas
nativas de Tripanosoma cruzi spp (A117,R1,R2,26,P1,P2) y dos de referencia (Y-
Tulahuen), con valores de 1Csy entre 5.84 y 21.5 pg/mL como se puede observar Figura 26

en relacion a la ICsy encontrada en bibliografia del benzmidazol medicamento de referencia

(3.25-7.4 pg/mL ). (131,132,119)

Figura 26. Actividad tripanocida de CAT sobre diferentes cepas de Tripanosoma cruzi

(epimastigotes).
25
]: All17
|
20
I I R1
R2
15
L 26
10 Il Pac.1
:I: Pac.2
> ] .Y
Tulahuen.
0
1
Epimastigotes de Tripanosoma
cruzi  de diferentes cepas nativas y 2
de referencia.

Tabla 20. ICsy de CAT in vitro sobre epimastigotes de Tripanosoma cruzi incubado a 26°C por 72 horas.

Cepas Al17 R1 R2 26 Pac1 | Pac2 Y Tulahuen

ICso
(ug/mL) | 8.2+1.4 | 5.8+1.2 | 14.240.5 | 21.5+2 | 194£0.8 | 9.6£0.4 | 19.24+0.3 | 19+0.7
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Cabe recalcar que si bien se reporto la actividad in vitro de algunos compuestos de los
alcaloides de Galipea longiflora por Fournet et.al (9) sobre epimastigotes de Tripanosoma
cruzi (cepas de referencia) con ICsy de 25-50ug/mL, el presente trabajo muestra los ICsy de
estd especie vegetal sobre al menos 6 cepas circulantes en nuestro medio constituyendose
asi en el primer reporte de actividad tripanocida de esta especie vegetal sobre cepas

circulantes. (Tabla 20)

Es importante resaltar que casi todas las cepas circulantes presentan ICsy bajos en relacion a
los ICsy encontrados con las cepas de referencia y muy préximos a los ICsy encontrados

con el benzmidazol medicamento usado en fase aguda de la enfermedad de Chagas.

Por los buenos resultados obtenidos in vitro (Tabla 20), se infectaron ratones swiss albinos
en el bioterio del I.I.LF.B con una cepa de Tripanosoma cruzi (Y) cepa que mejor resultados
brinda para la infeccion de animales en laboratorio, luego se determino la actividad
tripanocida ex vivo, mostrandonos que la 1Csy de 122,7ug/mL (+/-) 23,3 se encontraba
cercano al obtenido por el colorante violeta de genciana ICsy 100 ug/mL (133,119) (Tabla
21) quimioprofilactico usado dentro los bancos de sangre para tratar bolsas de sangre

infectados con Chagas.

Figura 27. Actividad tripanocida de CAT ex vivo sobre tripomastigotes sanguineos
cepa Y.
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Tabla 21. ICsy de CAT ex vivo sobre tripomastigotes sanguineos de Tripanosoma
cruzi incubado a 4°C por 24 horas.

T.cruzi-cepa’ Y

Y con CAT

Y con violeta de genciana

ICspug/mL

122.8+23.4

100

En vista que los anteriores ensayos realizados in vitro sobre epimastigotes y ex vivo sobre

tripomastigotes sanguineos (Figura 27) de tripanosoma cruzi cepa Y, mostraron buenos

resultados (ICsp) se pretendié evidenciar estos mismos bajo la realizacién de un ensayo in

vivo profilactico sobre ratones de la cepa swiss albino. Obteniendose los siguientes

resultados :

Figura 28. Tratamiento profilactico con Jarabe de CAT al 2 y 5% en ratones infectados

con Tripanosoma cruzi.
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Tabla 22. Porcentaje de parasitemia en ratones tratados con jarabe de CAT al 2y 5%.

Control negativo

Control bezmidazol

Jarabe 2% Jarabe 5%

83% + 18

9.3% + 2.3

82.6% +11.3 95% +7
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Donde se puede evidenciar claramente (Figura 28- Tabla 22) una elevada parasitemia tanto
en el grupo tratado con 5% y 2 % de jarabe de CAT, correlacionando con el grupo tratado
con benzmidazol, inclusive el grupo tratado con 5% de jarabe presenta una parasitémia

elevada (95%-+/-7) que el grupo de control negativo(83% +18 de parasitemia).

Se pudo evidenciar también que los grupos tratados con jarabe de CAT (2% y 5%)
presentaban un peso menor al finalizar el tratamiento en relacién al los grupos control
(datos no mostrados) es asi que es probable que ante la no ingesta de alimentos asociado a
una depresion de la capacidad de los animales infectados para montar una respuesta
humoral normal (134), que se tenga una elevada parasitemia, como también puede deberse
a que el jarabe no haya tenido las condiciones necesarias para que los alcaloides totales de
corteza de evanta lleguen al torrente sanguineo y asi ejercer su actividad tripanocida
claramente observada en los ensayos in vitro y ex vivo. Creemos que los estudios

farmacocinéticos de los alcaloides de evanta son impresindibles .

Por otro lado este estudio nos demuestra que no siempre los resultados in vitro puedan
extrapolarse a los estudios in vivo debido a que existen diferentes factores como ser la
velocidad de llegada de la sustancia quimica que se este probando hacia la célula diana, las

barreras biolégicas que esta tenga que atravesar, etc.
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9.8. Determinacion de la actividad antiparasitaria de CAT in vitro sobre trofozoitos

de Plasmodium falciparum mediante métodos épticos.

Se determino la actividad in vitro de CAT sobre plasmodium falciparum cepa F32 (sensible
a cloroquina) mostrando un ICsy de 20pg/mL siendo esta aproximadamente 5 veces menos
potente que los alcaloides totales de Cinchona officinalis 1Csy 4,2 pg/mL y tres veces
menos potente que los extractos de Remijia peruviana 1Csp=7.4ug/mL (Tabla 23) plantas
tradicionales usadas por sus propiedades febrifugas y antipalidicas por la presencia en
ambas plantas de alcaloides en su corteza.

Sin embargo los alcaloides de corteza de evanta son catalogados como medianamente

positivos segun criterios de aceptacion y rechazo para extractos de plantas dentro el I.I.F.B.

Figura 29. Actividad antiparasitaria in vitro de CAT frente a Plasmodium falciparum

(F32).
25
20
5 = CAT
10 +——— I Cinchona.o.
> T e Remijia.p.
o .

1

Trofozoitos de
Plasmodium falciparum

Tabla 23. ICsy de CAT in vitro sobre trofozoitos de Plasmodium falciparum
sensible a cloroquina (F32) -Método éptico incubados a 37°C por 48 horas.

Producto | Evanta Cinchona | Remigia | Cloroquina
(CAT) officinalis | peruviana
ICs 20 ug/mL | 4,2 ug/mL | 7.4 pg/mL | 0.02 pg/mL
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9.9. Determinacion de la actividad antiparasitaria de CAT in vitro sobre trofozoitos
de dos cepas de Acanthamoeba (castellani-polyfaga) mediante el método colorimétrico

Alamar Blue.

La queratitis por Acanthamoeba spp es una afeccion poco frecuente pero potencialmente
grave, las actuales medidas terapéuticas para la queratitis consiste el uso tépico de un
conjunto de antimicrobianos , sin embargo estos tratamientos no son eficaces contra etapas
enquistadas del protozoario, en los dltimos afos se viene realizando estudios de actividad
antiparasitaria de alquilfosfolipidos que fueron inicialmente disefiados como
anticancerigenos que a su vez mostraron una excelente actividad antiparasitaria sobre
promastigotes de Leishmania (136) como también frente a trofozoitos de Acanthamoeba
(135) Es asi que los resultados mostrados por CAT son relevantemente buenos en relacion
a los rangos de inhibicién de la polihexametilenbiguanida-PHMB (0.49-3.9ug/mL) y la
clorhexidina (0.49-1.9ug/mL) antisépticos topicos mds eficaces utilizados en queratitis por
Acanthamoeba reportados por Elder et.al.(104), mostrando también una estrecha relacion a
los ICs( de Miltefosina reportados en estudios previos por McBride et.al.(137,138) como el
mads prometedor derivado fosfolipidico para el tratamiento de Acanthamoebiasis ensayado
sobre las mismas especies de Acanthamoebas, mostrando ICsp de 2.38 y 9.52 ug/mL frente
a A.Castellani y A polyfaga repectivamente, coincidiendo estos resultados a la sensibilidad

que presenta A castellani a CAT en relacidn a A.polyfaga.

Figura 30. Actividad antiparasitaria in vitro de CAT frente a Acanthamoeba (castellani-polyfaga).
Alamar Blue.
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Tabla 24. ICs) de CAT in vitro sobre trofozoitos de 2 cepas de Acanthamoeba
Meétodo colorimetrico Alamar Blue incubados a 28°C por 120 horas.

Cepa Acanthamoeba Acanthamoeba
castellani Neff polyfaga MN7
ICso ug/mL 12.01+£2,6 27.3440,6

Es conocido el uso tradicional de esta especie vegetal por las etnias Tacanas, Mosetenes y
Chimanes de Bolivia, quienes recomiendan usar pedazos de corteza molida de Evanta
sancochada en tres litro de agua en casos de diarrea con sangre (2), es asi y debido a que
Acanthamoeba pertenece al mismo Orden Amoebida en el cual se encuentra Entamoeba
histolytica que es la responsable de una serie de diarreas en nuestro pais (139), que el
presente trabajo muestra de una forma cientifica la validacion de los usos tradicionales de

esta planta (Evanta) como amebicida.
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10. Conclusiones.

Se obtuvo poblaciones estables de amastigotes axénicos in vitro, a partir de promastigotes
de Lma a una temperatura de 32°C, pH 5.7 y concentraciones finales de SBF al 20%,
evidenciando estd transformacién bajo la observacién microscopica (100X-tincion giemsa)
las caracteristicas peculiares de estd forma parasitaria como son: la forma (redonda -
piriforme), retraccion del flagelo de los promastigotes dentro del bolsillo flagelar a medida
que transcurria el tiempo de incubacién (24-72Horas), como también la presencia de
vesiculas citoplasmadticas, organelas casi exclusivas de estd forma parasitaria, demostrando
asi que nos encontramos frente a células con caracteristicas estructurales muy similares al
de los amastigotes que se encuentran en lesiones del huésped vertebrado (ulceras) y que son
los que producen en ultima instancia la enfermedad de la Leishmania, teniendo de esta
manera formas celulares in vitro ideales para el trabajo en la investigacion de agentes con

posible actividad antiparasitaria.

Se puso a punto el método colorimétrico XTT bajo las condiciones de trabajo del
laboratorio frente a promastigotes y amastigotes axénicos de Leishmania determinando el
uso de un acoplador de electrones que acelera la reduccion del substrato (PMS-PES) mas
adecuado para la forma parasitaria que se trate (promastigotes — amastigotes axénicos).
Como también se determino la longitud de onda y tiempo de incubacién 6ptimos para los
ensayos colorimétricos, como las poblaciones ideales de trabajo para este tipo de ensayo, es
asi y bajo esas condiciones que se pudo evidenciar bajo un ensayo de cinética de
crecimiento que existe correlacion fuerte entre el método clasico de conteo de pardsitos
(conteo en cadmara de Neubauer) y la medicién de absorbancias como producto de la
reduccién de XTT frente a promastigotes (R*=0,9765) y amastigotes axénicos (R’=0.9704)
en relacién a otras encontradas (112) (R2 =0.965), contando de esta forma con una técnica
colorimétrica rdpida, menos laboriosa que el conteo en cdmara de Neubauer y cuantitativa,
brindando asi apoyo a estudios encaminados a utilizar estd técnica colorimétrica como
herramienta de investigacion y obtencion de ICsy de posibles agentes antiparasitarios de

origen natural, sintético y semisintético.

107



Se evidencio mediante el método colorimétrico (XTT-PMS) la actividad antiparasitaria de
CAT frente a todas las cepas de Leishmania mantenidas en el cepario del I.LI.LF.B con rangos

de ICsp que van desde 26.9ug/mL hasta 40.53ug/mL.

A su vez cave recalcar que CAT presentan buena actividad antiparasitaria sobre
promastigotes de una cepa nativa L.BTE-002 aislada por el LI.F.B con un ICsy de 27.82
pg/mL+ 4.82, demostrando de esta manera la eficacia de CAT sobre al menos una cepa
circulante en nuestro medio, constituyendose asi el primer reporte de estd actividad sobre al
menos una cepa circulante de Leishmania en nuestro pais, apoyando también asi los
estudios clinicos fase II que se vienen desarrolando en la localidad de Palos Blancos (La

Paz-Bolivia) con pomada de alcaloides totales de Evanta.

La actividad antiparasitaria de CAT sobre amastigotes axénicos presenta un ICsy de
23.1ug/mL (£)0.42, obtenido mediante el método colorimétrico XTT-PES, muy interesante
siendo menor a la ICsy del glucantime, droga de primera linea para el tratamiento de la
leishmaniasis en nuestro pais, ensayada y reportada por Estevez et. al. (130) sobre

amastigotes axénicos cepa Leishmania amazonensis (Lma) con ICsy de 30+6 pg/mL.

Mostrando de esta manera que CAT podrian presentar una actividad antiparasitaria buena
frente a amastigotes que estarian presentes por ejemplo en un lesién ulcerada que son los
responsables de la patologia misma de esta enfermedad, es asi que esperamos que la
aplicacion topica de pomada de CAT brinde resultados muy alentadores en los estudios

clinicos Fase II de esta enfermedad.

También se pudo evidenciar una interesante actividad tripanocidas in vitro de CAT sobre
dos cepas de referencia (Tulahuen-Y) como cepas nativas aisladas a partir de ratén y
también de insecto vector con ICsy, que van desde 5.84 hasta 21.5ug/mL, mostrando de
esta forma la eficacia de CAT in vitro sobre al menos 6 cepas circulantes en nuestro medio,
es importante resaltar que casi todas las cepas circulantes presentan ICsy bajos en relacién a
los 1Csp encontrados con las cepas de referencia y muy préximos a los ICsg encontrados con

el benzmidazol medicamento usado en fase aguda de la enfermedad de Chagas.
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Se obtuvo también interesantes resultados en modelos ex vivo con la cepa Y, teniendo ICsg
de 122.79ug/mL (£) 23.38, debido a que este ICsy se encuentra muy cercano al ICsy del
quimioprofilactico violeta de genciana (100pug/mL) usado para el tratamiento de bolsas de
sangre sospechosas o infectadas con Chagas, a si también se pudo evidenciar que el jarabe
de CAT tanto al 2% como al 5% no presentaban actividad antiparasitaria en los ensayos in
vivo, es posible que ante la no ingesta de alimentos de los grupos tratados con jarabe de
CAT asociado a una depresion de la capacidad de los animales infectados para montar una
repuesta humoral normal (132), se tenga elevadas parasitemias en los grupos tratados con
CAT, como también puede deberse a que el jarabe no haya tenido las condiciones
necesarias para que los alcaloides totales de corteza de evanta lleguen al torrente sanguineo

y asi ejercer su actividad tripanocida claramente observada en los ensayos in vitro y ex vivo.

La actividad in vitro de CAT sobre Plasmodium falciparum cepa F32 (sensible a
cloroquina) mostr6 un ICsg de 20pug/mL considerando a este resultado como medianamente
positivos en comparacion a las ICsy de plantas usadas como antimalaricos como son

Cinchona officinalis IC 5o = 4.2 ug/mL y Remijia peruviana 1C 5o = 7.4 pg/mL.

Por ultimo el presente trabajo muestra de una forma cientifica el uso tradicional de corteza
de Evanta como amebicida debido a los resultados de ICsg encontrados de CAT frente a
dos cepas de Acanthamoeba (castellani-polyfaga) ICsy = 12.01pg/mL(£)0,67 y 27.34ug/mL
(£)2,65 mediante el método colorimétrico alamar blue, resultados realmente muy
interesantes en relacion con los rangos de concentraciéon de inhibicién de
polihexametilenbiguanida-PHMB (0.49-3.9 ug/mL) y la Clorhexidina (0.49-1.9 pg/mL)
reportados por Elder et. al. (104) como antiamebianos mds eficaces en queratitis por
Acanthamoeba, asi también muestra una estrecha relacion a los ICsy de Miltefosina
reportados en estudios previos por McBride et.al.(137,138) como el mas prometedor
derivado fosfolipidico para el tratamiento de Acanthamoebiasis ensayados in vitro sobre las
mismas especies de Acanthamoebas, mostrando ICsp de 2.38 y 9.52 ug/mL

respectivamente.
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11. Recomendaciones.

Sobre la base de los resultados obtenidos creemos que :

La obtenciéon de amastigotes axénicos mediante los cambios de temperaturas, pH y
concentraciones de suero bovino fetal, de las diferentes formas de Leishmania ( Leishmania
cutdnea, mucocutdnea y visceral ) como formas celulares alternativas para la evaluacion de

productos con posible actividad antiparasitaria es importante.

El aislamiento de cepas nativas tanto de Leishmania como de Tripanosioma cruzi son
imprescindibles ya que se tendria la posibilidad de trabajar con especies circulantes en

nuestro medio y apoyar estos trabajos con cepas de referencia.

La implementacion de técnica moleculares dentro del I.LI.F.B. para la identificacion de las
cepas nativas tanto de 7.cruzi como Leishmania Yy el estidio de amastigotes axénicos es de

suma importancia.

La puesta a punto de métodos colorimétricos (MTT) para la evaluacion de productos con
posible actividad antiparasitaria sobre epimastigotes de Tripanosoma cruzi (MTT) seria un

paso importante.

Siendo la cepa Y de Tripanosoma cruzi la menos sensible en los ensayos in vitro creemos
que la infeccién de ratones con epimastigotes de cepas nativas de Chagas y el posterior

ensayo con jarabe de CAT brindaria resultados muy interesantes.

Sobre la base de los alentadores resultados de CAT frente a trofozoitos de dos cepas de
Acanthamoeba (castellani- polyfaga) creemos que la puesta a punto del cultivo celular
como de un método colorimétrico (Alamar Blue) dentro del I.I.F.B. para la evaluacion de

estd parasitosis es importante.
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ANEXO 1. Determinacién de la ICsy de CAT mediante el método colorimétrico XTT-PMS sobre diferentes cepas de
Leishmania (promastigotes y amastigotes axénicos).

1Csg de CAT, Leishmania amazonensis (690) 23-11-07 2007

Control (-) | Control (+) Promastigotes L.690 a diferentes concentraciones de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,398 2,19 0 2,19 2,261 1,822 0,873 0,497 0 0,391 0,396 0,372 0,423 0,398
0,414 2,136 0 2,136 2,189 1,562 0,839 0,539 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
0,414 2,136 0 2,136 2,189 1,562 0,839 0,539 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
Promedio 0,409 2,154 0,000 2,154 2,213 1,649 0,850 0,525 | 0,000 0,390 0,411 0,392 0,411 0,409
SD 0,009 0,031 0 0,031 0,041 0,150 0,019 0,0242 0 0,0005 0,013 0,0173 0,0103 0,009
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,79 0,00 1,80 1,87 1,45 0,45 0,10
1,72 0,00 1,75 1,77 1,16 0,43 0,13
1,72 0,00 1,75 1,77 1,16 0,43 0,13
promedio 1,75 0,00 1,76 1,80 1,26 0,44 0,12
SD 0,04 0,00 0,03 0,05 0,17 0,01 0,02
Concentracion
CAT % inhib | IC 5o
100 93
CAT pg/mL 6.25 12.5 25 50 100 50 75| 47,8 pg/mL
0 100 104 81 25 6 25 28
0 101 103 67 25 7 12,5 0
0 101 103 67 25 7 6,25 0
% de Sobrevivencia Promedio 0 101 103 72 25 7
SD 0 1 1 8 0 1




ICso de CAT, Leishmania chagasi (pp75) 23-11-07 2007

Control (-) | Control (+) | Promastigotes L.pp75 a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT pg/mL 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,398 2,283 0 2,283 2,171 1,102 0,628 0,515 0 0,391 0,396 0,372 0,423 0,398
0,414 2,192 0 2,192 2,215 1,112 0,628 0,499 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
0,414 2,192 0 2,192 2,215 1,112 0,628 0,499 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
Promedio 0,409 2,222 0,000 2,222 2,200 1,109 0,628 0,504 | 0,000 0,390 0411 0,392 0411 0,409
SD 0,009 0,052 0 0,052 0,025 0,005 0 0,0092 0 0,0005 0,013 0,017 0,010 0,009
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,89 0,00 1,89 1,78 0,73 0,21 0,12
1,78 0,00 1,80 1,80 0,71 0,22 0,09
1,78 0,00 1,80 1,80 0,71 0,22 0,09
Promedio 1,81 0,00 1,83 1,79 0,72 0,22 0,10
SD 0,06 0,00 0,05 0,01 0,01 0,01 0,02
Concentracién | %
CAT inhib IC 5
CAT pg/mL 6.25 12.5 25 50 100 100 95
0 100 94 39 11 6 50 88 39,6
0 101 101 40 13 5 25 60
0 101 101 40 13 5 12,5 1
% de Sobrevivencia Promedio 0 101 99 40 12 5 6,25 0
SD 0 1 4 1 1 1




ICso de CAT, Leishmania spp (L.BTE-002) 23-11-07

CONTROL | CONTROL
) +) Promastigotes L.BTE-002 a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
CAT pg/ml 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,398 2,139 0 2,139 2,041 0,661 0,601 0,627 0 0,391 0,396 0,372 0,423 0,398
0,414 2,204 0 2,204 1,936 0,7 0,604 0,628 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
0,414 2,204 0 2,204 1,936 0,7 0,604 0,628 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
Promedio 0,409 2,182 | 0,000 2,182 1,971 0,687 0,603 0,628 0,000 0,390 0,411 0,392 0,411 0,409
SD 0,009 0,037 0 0,037 0,060 0,022 0,0017 0,0005 0] 0,00057 0,0132 0,017 0,010 0,009
Control (-)
Blanco de
color
6.25 12.5 25 50 100
1,741 0,00 1,75 1,65 0,29 0,18 0,23
1,791 0,00 1,81 1,52 0,30 0,20 0,21
1,791 0,00 1,81 1,52 0,30 0,20 0,21
Promedio 1,771 0,00 1,79 1,56 0,30 0,19 0,22
SD 0,03 ] 0,00 0,04 0,07 0,01 0,01 0,01
Concentracion
CAT % inhib IC 5o
100 88
CAT pg/mL 6.25 12.5 25 50 100 50 89 36,0
0 100 94 17 10 13 25 83
0 101 85 17 11 12 12,5 12
0 101 85 17 11 12 6,25 0
% de Sobrevivencia Promedio 0 101 88 17 11 12
SD 0 1 6 0 1 1




ICso de CAT, Leishmania donovani (642) 23-11-07

CONTROL | CONTROL
) (+) Promastigotes L.642 a diferentes concentraciones de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,398 1,847 0 1,847 1,435 0,497 0,521 0,548 0] 0,391 0,396 0,372 0,423 0,398
0,414 1,57 0 1,57 1,436 0,498 0,51 0,539 0] 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
0,414 1,57 0 1,57 1,436 0,498 0,51 0,539 0] 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
Promedio 0,409 1,662 | 0,000 1,662 1,436 0,498 0,514 0,542 0,000 | 0,390 0,411 0,392 0411 0,409
SD
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,451 0,00 1,46 1,04 0,13 0,10 0,15
1,16 | 0,00 1,18 1,02 0,10 0,11 0,13
1,16 | 0,00 1,18 1,02 0,10 0,11 0,13
Promedio 1,25] 0,00 1,27 1,02 0,11 0,10 0,13
SD 0,17 | 0,00 0,16 0,01 0,02 0,00 0,01
Concentracion
de CAT % inhib IC 5
100 89
CAT(ng/mL) 6.25 12.5 25 50 100 50 92 33,6
0 100 72 9 7 10 25 92
0 102 88 8 9 11 12,5 17
0 102 88 8 9 11 6,25 0
% de Sobrevivencia Promedio 0 102 83 8 8 11
SD 0 1 9 0 1 0




ICsq de anfotericina B, Leishmania donovani (642) 23-11-07

CONTROL | CONTROL
-) +) Promastigotes L.642 a diferentes concentraciénes de AFO-B (ug/mL) Blancos de AFO-B a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
AFO-B
pg/mL 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0,398 2,125 0 2,125 0,577 0,564 0,576 0,552 0 0,391 0,396 0,372 0,423 0,398
0,414 2,055 0 2,055 0,614 0,566 0,582 0,552 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0,414
0414 2,055 0 2,055 0,614 0,566 0,582 0,522 0 0,39 0,419 0,402 0,405 0414
Promedio 0,409 2,078 0,000 2,078 0,602 0,565 0,580 0,542 0,000 0,390 0411 0,392 0411 0,409
SD 0,009237604 | 0,040414519 0 0,040414519 | 0,02136196 | 0,001154701 | 0,003464102 | 0,017320508 | 0O 0,00057735 0,013279056 | 0,017320508 | 0,010392305 | 0,009237604
Control (-)
Blanco de
color 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
1,73 0,00 1,73 0,18 0,19 0,15 0,15
1,64 0,00 1,67 0,20 0,16 0,18 0,14
1,64 0,00 1,67 0,20 0,16 0,18 0,11
Promedio 1,67 0,00 1,69 0,19 0,17 0,17 0,13
SD 0,05 0,00 0,04 0,01 0,02 0,01 0,02
Concentracion
de AFO-B % inhib IC 50
AFO-B
pg/mL 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 3,1 92
0 100 10 11 9 9 1,56 90 0,9
0 101 12 10 11 8 0,78 90
0 101 12 10 11 7 0,39 89
% de Sobrevivencia Promedio 0 101 11 10 10 8 0,19 0
SD 0 1 1 1 1 1




ICs5o de CAT, Leishmania amazonensis (690) 1-12-07 2007

Control (-) | Control (+) | Promastigotes L.690 a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
CAT
ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,402 1,516 0 1,516 1,466 1,051 0,477 0,497 0 0,367 0,37 0,345 0,375 0,402
0,389 1,636 0 1,636 1,387 0,914 0,44 0,458 0 0,359 0,359 0,346 | 0,374 0,389
0,389 1,636 0 1,636 1,387 0914 0,44 0,458 0 0,359 0,359 0,346| 0,374 0,389
Promedio 0,393 1,596 0,000 1,636 1,413 0,960 0,452 0,471 0,000 0,362 0,363 0,346 0,374 0,393
SD
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,11 0,00 1,15 1,10 0,71 0,10 0,11
1,25 0,00 1,28 1,03 0,57 0,07 0,07
1,25 0,00 1,28 1,03 0,57 0,07 0,06
Promedio 1,20 0,00 1,23 1,05 0,61 0,08 0,08
SD 0,08 0,00 0,07 0,04 0,08 0,02 0,02
Concentracion
de CAT % inhib | IC 5,
CAT
ug/mL 6.25 12.5 25 50 100 100 93
0 103 98 63 9 10 50 93 39,2
0 102 82 46 5 6 25 49
0 102 82 46 5 5 12,5 12
% de Sobrevivencia | Promedio 0 103 88 51 7 7 6,25 0
SD 0 0 9 10 2 3




ICso de CAT, Leishmania chagasi (pp75) 1-12-07- 2007

Promastigotes L. pp75 a diferentes concentraciénes de

Control (-) Control (+) | CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,402 1,493 0 1,493 1,184 0,548 0,412 0,477 0 0,367 0,37 0,345 0,375 0,402
0,389 1,53 0 1,53 1,163 0,667 0,443 0,466 0 0,359 0,359 0,346 0,374 0,389
0,389 1,53 0 1,53 1,163 0,667 0,443 0,466 0 0,359 0,359 0,346 0,374 0,389
Promedio 0,393 1,518 0,000 | 1,518 1,170 0,627 0,433 0,470 |0,000| 0,362 0,363 0,346 0,374 0,393
SD 0,00750 0,021 0 0,021 0,0121 | 0,0687 | 0,0178 | 0,0063 0 0,004 0,006 0,0005 | 0,0005 0,007
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,09 0,00 1,13 0,81 0,20 0,04 0,09
1,14 0,00 1,17 0,80 0,32 0,07 0,08
1,14 0,00 1,17 0,80 0,32 0,07 0,07
P°romedio 1,12 0,00 1,16 0,81 0,28 0,06 0,08
SD 0,03 0,00 0,03 0,01 0,07 0,02 0,01
Concentracion de | %
CAT inhib I1C 50
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 100 93
0 103 75 19 3 8 50 95 33,0
0 103 70 28 6 7 25 75
0 103 70 28 6 6 12,5 28
% de Sobrevivencia Promedio 0 103 72 25 5 7 6,25 0
SD 0 0 2 6 2 1




ICso de CAT, Leishmania spp (L.BTE-002) 1-12-07-2007

CONTROL | CONTROL Promastigotes L. BTE-002 a diferentes concentraciénes de
) +) CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ng/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,402 2,19 0 2,151 0,636 | 0,467 0,449 | 0,483 0| 0,367 0,371 0,345] 0,375 0,402
0,389 2,14 0 2,085 0,588 0469| 0456 0,467 0| 0,359 0,359 0,346 | 0,374 | 0,389
0,389 2,14 0 2,085 0,588 | 0469| 0456 0,467 0f 0,359 0,359 0,346 | 0,374 ]| 0,389
Promedio 0,393 2,157 0,000 2,107 0,604 | 0,468 0454 0472 0,000 | 0,362 0,363 | 0,346 0,374 | 0,393
SD
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,79 0,00 1,78 0,27 0,12 0,07 0,09
1,75 0,00 1,73 0,23 0,12 0,08 0,08
1,75 0,00 1,73 0,23 0,12 0,08 0,07
Promedio 1,76 0,00 1,75 0,24 0,12 0,08 0,08
SD 0,02 0,00 0,03 0,02 0,00 0,00 0,01
Concentracion | %
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 de CAT inhib | IC 5o
0 100 15 7 4 5 100 95
0 99 13 7 5 4 50 95| 269
0 99 13 7 5 4 25 93
% de Sobrevivencia Promedio 0 99 14 7 5 5 12,5 86
SD 0 1 1 0 0 1 6,25 1




ICso de CAT, Leishmania donovani (642) 1-12-07-2007

CONTRO | CONTROL | Promastigotes L.642 a diferentes concentraciones de
L) (+) CAT(ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,402 1,001 0 1,001 0,612 | 0,428 0,433 0,454 0] 0,367 0,37 0,345] 0,375 | 0,402
0,389 1,388 0 1,388 0,607 | 0,428 042 | 0441 0] 0,359 0,359 | 0,346 0,374 | 0,389
0,389 1,388 0 1,388 0,607 | 0,428 042 0441 0] 0,359 0,359| 0,346 0,374 | 0,389
Promedio 0,393 1,259 0,000 1,259 0,609 | 0,428 0424 | 0445| 0,000 | 0,362 0,363 | 0,346 | 0,374 | 0,393
SD
Control (-) 6.25 12.5 25 50 100
Blanco
0,60 0,00 0,63 0,24 0,08 0,06 0,07
1,00 0,00 1,03 0,25 0,08 0,05 0,05
1,00 0,00 1,03 0,25 0,08 0,05 0,05
Promedio 0,87 0,00 0,90 0,25 0,08 0,05 0,05
SD 0,23 0,00 0,23 0,00 0,00 0,01 0,01

Concentracion | %
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 de CAT inhib | IC s
0 106 40 14 10 11 100 93
0 103 25 8 5 5 50 94| 27,6
0 103 25 8 5 5 25 90
% de Sobrevivencia Promedio 0 104 30 10 6 7 12,5 70
SD 0 2 9 3 3 3 6,25 0




1Csg de Anfotericina B, Leishmania donovani (642) 1-12-07-2007

Promastigotes L.642 a diferentes concentraciénes de AFO-
Control (-) Control (+) B(ug/mL) Blancos de AFO-B a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
AFO
(ug/mL) 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0,402 1,389 0 1,781 1,389 | 0,747 0,446 0,446 0 0,367 0,37 0,345 0,375 0,402
0,389 1,274 0 1,633 1,274 | 0,747 0,456 0,425 0 0,359 0,359 0,346 0,374 0,389
0,389 1,274 0 1,633 1,274 | 0,747 0,456 0,425 0 0,359 0,359 0,346 0,374 0,389
Promedio 0,393 1,312 | 0,000 1,682 1,312 | 0,747 0,453 0,432 | 0,000 0,362 0,363 0,346 0,374 0,393
SD 0,007505553 0,0663 0 0,085 0,066 0 0,0057 0,012 0 0,0046 0,00635 0,00057 0,00057 0,0075
Control (-)
Blanco de
color 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0,99 ] 0,00 1,41 1,02 0,40 0,07 0,06
0,891 0,00 1,27 0,92 0,40 0,08 0,04
0,89 0,00 1,27 0,92 0,40 0,08 0,03
Promedio 0,92 0,00 1,32 0,95 0,40 0,08 0,04
SD 0,06 | 0,00 0,08 0,06 0,00 0,01 0,01
AFO-
B(ug/mL) 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0 143 103 41 7 6
Concentacion
0 144 103 45 9 4 AFO-B % inhib | IC 5
0 144 103 45 9 4 3,1 96
% de Sobrevivencia Promedio 0 144 103 44 9 4 1,56 91 1,3
SD 0 0 0 3 1 1 0,78 56
0,39
0,19




ICso de CAT, Leishmania amazonensis (Lma) 1-12-07-2007

Control (-) Control (+) Promastigotes Lma a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
1,104 2,671 0 2,397 2,471 1,139 1,014 1,038 0| 1,108 1,1 1,097 1,1 1,104
1,1 2,626 0 2,361 2,396 1,034 1,047 1,022 0| 1,118 1,094 1,023 1,003 1,112
1,097 2,454 0 2,474 2419 1,059 1,049 1,049 0| 1,118 1,094 1,023 1,003 1,112
Promedio 1,100 2,584 0,000 2411 2,429 1,077 1,037 1,036 | 0,000 | 1,115 1,096 1,048 1,035 1,109
SD 0,0035 0,11452 0 0,0577 0,0384 0,0548 0,0196 0,0135 0| 0,0057 0,0034 0,042 0,056 0,004
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
1,57 0,00 1,29 1,37 0,04 -0,09 -0,07
1,53 0,00 1,24 1,30 0,01 0,04 -0,09
1,36 0,00 1,36 1,33 0,04 0,05 -0,06
Promedio 1,48 0,00 1,30 1,33 0,03 0,00 -0,07
SD 0,11 0,00 0,06 0,04 0,02 0,08 0,01
Concentraci
CAT(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 6n de CAT | % inhib IC 5
82 87 3 -5 -5 100 100
81 85 1 3 -6 50 100 22,8
0 100 98 3 3 -4 25 98
% de Sobrevivencia
Promedio 0 88 90 2 0 -5 12,5 10
SD 0 10 7 1 5 1 6,25 0
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ICs de anfotericina B, amastigotes axénicos Leishmania amazonensis (Lma) 1-12-07-2007

Control (-) | Control (+) Amastigotes axénicos Lma diferentes concentraciénes de AFO-B(ug/mL) Blancos de AFO-B a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
AFO-B
ug/mL 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
1,125 2,671 0 2,474 2,358 1,133 1,075 1,068 0 1,108 1,1 1,097 1,1 1,104
1,095 2,626 0 2,433 2,605 1,105 1,064 1,076 0 1,118 1,094 1,023 1,003 1,112
1,095 2,454 0 2,433 2,605 1,105 1,064 1,076 0 1,118 1,094 1,023 1,003 1,112
Promedio 1,105 2,584 0,000 2,447 2,523 1,114 1,068 1,073 | 0,000 1,115 1,096 1,048 1,035 1,109
SD| 0,017320508 | 0,114526562 0 0,0236 0,142 0,016 0,0063 0,0046 0 0,0057 0,0034 0,0427 0,0560 0,0046
Control (-)
Blanco de
color 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
1,55 0,00 1,37 1,26 0,04 -0,03 -0,04
1,53 0,00 1,32 1,51 0,08 0,06 -0,04
1,36 0,00 1,32 1,51 0,08 0,06 -0,03
Promedio 1,48 0,00 1,33 1,43 0,07 0,03 -0,04
SD 0,10 0,00 0,03 0,15 0,03 0,05 0,01
Concent % inhib IC 5
AFO-B
ug/mL 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 3,1 100
88 81 2 -2 -3 1,56 98 0,8
86 99 5 4 -2 0,78 95
97 111 6 4 -2 0,39 3
% de
Sobrevivencia Promedio 0 90 97 5 2 -3




ICs9 CAT Leishmania amazonensis (690) 14-12-07 2007

Promastigotes L690 a diferentes concentraciénes de CAT
Control(-) Control (+) (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 0 6.25 12.5 25 50 100 0 6.25 12.5 25 50 100
0,411 2,482 0 2,333 2,297 1,027 0,481 0,472 0 0,336 0,339 0,313 0,338 0,367
0,422 2,566 0 2,333 2,109 0,88 0,468 0,488 0 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
0,422 2,566 0 2,333 2,109 0,88 0,468 0,488 0 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
Promeio 0,418 2,538 | 0,000 1,636 2,172 0,929 0,472 0,483 | 0,000 0,333 0,328 0,318 0,335 0,367
SD 0,006350853 | 0,048497423 0 0 0,108 | 10,0848 | 0,00750 | 0,00923 0 0,0028 ] 0,0092] 0,0040] 0,0023 0,367
Control (-)
Blanco de
color 0 6.25 12.5 25 50 100
2,07 0,00 2,00 1,96 0,71 0,14 0,11
2,14 0,00 2,00 1,79 0,56 0,13 0,12
2,14 0,00 2,00 1,79 0,56 0,13 0,12
Promedio 2,12 0,00 2,00 1,84 0,61 0,14 0,12
SD 0,04 0,00 0,00 0,10 0,09 0,01 0,01
Concentracion
de CAT % inhib | IC s
CAT(ug/mL) 0 6.25 12.5 25 50| 100 100 95
0 96 95 34 7 5 50 94 34,6
0 93 83 26 6 6 25 71
0 93 83 26 6 6 12,5 13
% de Sobrevivencia Promedio 0 94 87 29 6 5 6,25 6
SD 0 2 6 5 0 0




1Cso de CAT, Leishmania cha

gasi (pp75) 14-12-07

Control (-) | Control (+) Promastigotes Lpp75 a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mlL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,411 2,499 0 2,246 2,069 0,509 0,468 0,501 0,336 0,339 0,313 0,338 0,367
0,422 2,438 0 2,219 1,893 0,682 0,44 0,448 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
0,422 2,438 0 2,219 1,893 0,682 0,44 0,448 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
Promedio 0,418 2,458 | 0,000 2,228 1,952 0,624 0,449 0,466 | 0,000 0,333 0,328 0,318 0,335 0,367
SD 0,00635 0,03521 0 0,0155 0,1016 0,099 0,016 0,0305 0 0,002 0,009 0,004 0,0023 0,367
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
2,091 0,00 1,91 1,73 0,20 0,13 0,13
2,021 0,00 1,89 1,57 0,36 0,11 0,08
2,021 0,00 1,89 1,57 0,36 0,11 0,08
Promedio 2,041 0,00 1,90 1,62 0,31 0,11 0,10
SD 0,041 0,00 0,01 0,09 0,10 0,01 0,03 Concent % inhib IC 50
100 95
50 94 31,9
25 85
CAT(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 12,5 20
0 91 83 9 6 6 6,25 7
0 94 78 18 5 4
0 94 78 18 5 4
% de Sobrevivencia Promedio 0 93 80 15 6 5
SD 0 1 3 5 1 1
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ICso de CAT, Leishmania spp (L.BTE-002) 14-12-07

Promastigotes LBTE-002 a diferentes concentraciones de CAT
Control (-) | Control (+) (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 | 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,411 2,248 0 2,035 1,279 0,53 0,516 0,541 0 0,336 0,339 0,313 0,338 0,367
0,422 2,394 0 2,159 1,05 0,478 0,489 0,528 0 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
0,422 2,394 0 2,159 1,05 0,478 0,489 0,528 0 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
Promedio 0418 2,345 0,000 2,118 1,126 0,495 0,498 0,532 | 0,000 0,333 0,328 0,318 0,335 0,367
SD 0,0063 0,084 0 0,071 0,1322 0,030 0,0155 0,0075 0 0,0028 0,0092 0,0040 0,0023 0,367
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
1,84 0,00 1,70 0,94 0,22 0,18 0,17
1,97 0,00 1,83 0,73 0,16 0,16 0,16
1,97 0,00 1,83 0,73 0,16 0,16 0,16
Promedio 1,93 0,00 1,79 0,80 0,18 0,16 0,17
SD 0,08 0,00 0,07 0,12 0,03 0,01 0,01
Concentracion
CAT % inhib IC 5o
CAT(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 100 91
0 92 51 12 10 9 50 92 27,0
0 93 37 8 8 8 25 91
0 93 37 8 8 8 12,5 58
% de Sobrevivencia Promedio 0 93 42 9 8 9 6,25 7
SD 0 0 8 2 1 1
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IC50 CAT, Leishmania donovani (642) 14-12-07

Control (- Promastigotes L.642 a diferentes concentraciénes de CAT
) Control (+) (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
CAT(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0411 1,488 0 1,488 0,701 0,394 0,452 0,495 0 0,336 0,339 0,313 0,338 0,367
0,422 1,276 0 1,276 0,819 0,39 0,442 0,515 0 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
0,422 1,276 0 1,276 0,819 0,39 0,442 0,515 0 0,331 0,323 0,32 0,334 0,367
Promedio 0,418 1,347 0,000 1,347 0,780 0,391 0,445 0,508 | 0,000 0,333 0,328 0,318 0,335 0,367
SD 0,0063 0,122 0 0,122 0,068 0,0023 0,0057 0,0115 0 0,0028 | 0,0092 | 0,0040 | 0,00230 0,376
Sans interferantia Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
1,08 0,00 1,15 0,36 0,08 0,11 0,13
0,85 0,00 0,95 0,50 0,07 0,11 0,15
0,85 0,00 0,95 0,50 0,07 0,11 0,15
Promedio 0,93 0,00 1,01 0,45 0,07 0,11 0,14
SD 0,13 0,00 0,12 0,08 0,01 0,00 0,01
Concentracion
CAT % inhib | IC 5
% de Sobrevivencia CAT(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 100 84
0 107 34 8 11 12 50 88 31,2
0 111 58 8 13 17 25 92
0 111 58 8 13 17 12,5 50
Promedio 0 109 50 8 12 16 6,25 0
SD 0 2 14 0 1 3
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ICs¢ de anfotericina B, Leishmania donovani (642) 14-12-07

Control (-) | Control (+) Promastigotes L.642 a diferentes concentraciones de AFO-B (ug/mL) Blancos de AFO-B a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
AFO-
B(ug/m
L 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0,411 1,252 0 1,252 1,016 0,471 0,486 0,465 0,336 | 0,339 0,313 0,338 0,367
0,422 1,135 0 1,135 1,016 0,454 0,471 0,448 0,331] 0,323 0,32 0,334 0,367
0,422 1,135 0 1,135 1,016 0,454 0,471 0,448 0 0,331] 0,323 0,32 0,334 0,367
Promed
i0 0,418 1,174 0,000 1,174 1,016 0,460 0,476 0,454 0,000 0,333 | 0,328 0,318 0,335 0,367
SD 0,0063 0,0675 0 0,06754 0 0,009 0,0086 0,0098 0 0,00288 | 0,0092 |  0,00404 0,0023 0,367
Control (-)
Blanco de
color 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0,84 0,00 0,92 0,68 0,16 0,15 0,10
0,71 0,00 0,80 0,69 0,13 0,14 0,08
Concentracion | %
0,71 0,00 0,80 0,69 0,13 0,14 0,08 AFO-B inhib | IC 5
Promedio 0,76 0,00 0,84 0,69 0,14 0,14 0,09 3,1 89
SD 0,07 0,00 0,06 0,01 0,01 0,01 0,01 1,56 81 1,2
0,78 81
0,39 8
AFO-
B(ug/mL) 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0
0 109 80 19 18 12
0 113 97 19 19 11
0 113 97 19 19 11
% de Sobrevivencia | Promedio 0 111 92 19 19 11
SD 0 2 10 0 1 0
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ICso de CAT, Leishmania amazonensis (Lma) 14-12-07

E;)mml Control (+) | Promastigotes Lma a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
CAT
(ug/mL 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
1,051 1,991 0 1,991 1,25 1,039 1,031 1,034 0 1,061 1,061 1,027 1,04 1,051
1,042 1,862 0 1,862 1,211 1,033 1,019 1,019 0 1,14 1,14 1,095 1,134 1,042
1,042 1,75 0 1,75 1,202 1,046 1,036 1,025 0 1,14 1,14 1,095 1,134 1,042
Promedio 1,045 1,868 0,000 1,868 1,221 1,039 1,029 1,026 0,000 1,114 1,114 1,072 1,103 1,045
SD 0,00519 0,1205 0 0,1205 0,025 0,0065 0,0087 0,0075 0 0,0456 0,0456 0,039 0,054 0,0051
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
0,94 0,00 0,93 0,19 0,01 -0,01 -0,01
0,82 0,00 0,72 0,07 -0,06 -0,12 -0,02
0,71 0,00 0,61 0,06 -0,05 -0,10 -0,02
Concentracién
Promedio 0,82 0,00 0,75 0,11 -0,03 -0,07 -0,02 CAT % inhib | IC 5o
SD 0,12 0,00 0,16 0,07 0,04 0,06 0,01 100 100
% de Sobrevivencia 50 100 234
25 100
CAT
(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 12,5 87
0 99 20 1 -1 -1 6,25 9
0 88 9 -8 -14 -3
0 86 9 -7 -14 -3
Promedio 0 91 13 -4 -10 -2
SD 0 7 7 5 7 1
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ICsp de anfotericina B sobre amastigotes axénicos de Lma 14-12-07

Control (-) | Control (+) | Promastigotes Lma a diferentes concentraciénes de AFO-B (ug/mL) Blancos de AFO-B a diferentes concentracidnes (ug/mL)
medio parasit.
0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
1,042 2,221 0 2,08 1,663 1,096 1,106 1,097 0 1,061 1,061 1,027 1,04 1,051
1,253 2,258 0 2,093 1,563 1,089 1,103 1,087 0 1,14 1,14 1,095 1,134 1,042
1,253 2,274 0 2,093 1,563 1,089 1,103 1,087 0 1,14 1,14 1,095 1,134 1,042
Promedio 1,183 2,251 0,000 2,089 1,596 1,091 1,104 1,090 | 0,000 1,114 1,114 1,072 1,103 1,045
SD 0,121 0,027 0 0,0075 0,057 0,0040 0,0017 0,0057 0 0,0456 0,0456 0,0392 0,0542 0,0051
Control (-)
Blanco de
color 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
1,18 0,00 1,02 0,60 0,07 0,07 0,05
Concentracion
1,01 0,00 0,95 0,42 -0,01 -0,03 0,04 CAT % inhib IC 5
1,02 0,00 0,95 0,42 -0,01 -0,03 0,04 3,1 96
Promedio 1,07 0,00 0,98 0,48 0,02 0,00 0,05 1,56 100 0,8
SD 0,10 0,00 0,04 0,10 0,04 0,06 0,01 0,78 100
Paras(+)
diluc 0,39 59
CAT 0,19 7
3.125
ug/ml 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0 86 51 6 6 5
0 95 42 -1 -3 4
0 93 41 -1 -3 4
% de Sobrevivencia Promedio 0 92 45 2 0 4
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ICso de CAT, Leishmania amazonensis (PH 8) 1-12-07

Promastigotes LPHS a diferentes concentraciones de

Control (-) Control (+) CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
Medio parasit.
CAT
(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,438 1,281 0] 1,281 0,839 0,6 0,619| 0,833 0 0,402 0,412| 0,402| 0,431 | 0,454
0,441 1,233 0| 1,233 1,133 0,607 | 0,641 | 0,841 0 0,405 0,415 0,406| 0,448 0,463
0,441 1,233 0] 1,233 1,133 0,607 0,641 0,841 0 0,405 0,415 0,406| 0,448 0,463
Promedio 0,440 1,249 | 0,000 | 1,636 1,035 0,605 | 0,634 0,838 | 0,000 0,404 0,414 0,405 | 0,442 0,460
SD 0,00173 0,0277 0] 0,027 0,169 ] 0,0040| 0,0127 | 0,0046 0 0,0017 | 0,00173 ] 0,00230 | 0,0098 | 0,0051
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
0,84 | 0,00 0,88 0,43 0,20 0,19 0,37
Concentracion | %
0,791 0,00 0,83 0,72 0,20 0,19 0,38 de CAT inhib IC 50
0,791 0,00 0,83 0,72 0,20 0,19 0,38
Promedio 0,81 ] 0,00 0,85 0,62 0,20 0,19 0,38 50 76 33,3
SD 0,03] 0,00 0,03 0,17 0,00 0,00 0,01 25 75
12,5 33
6,25 0
CAT
(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100
0 104 51 23 22
0 105 91 25 24
0 105 91 25 24
% de Sobrevivencia Promedio 0 104 77 25 24
SD 0 0 23 1 1
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ICso de CAT, Leishmania braziliensis (M2903) 1-12-07

CONTROL | CONTROL | Promastigotes L M2903 diferentes concentraciénes de
-) +) CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,438 1,369 0] 1,357] 1,225 0,668 | 0,609 | 0,854 0 0,402 0,412 0,402 0,431 0,454
0,441 1,326 0] 1,399| 1,236 0,679 | 0,625 0,86 0 0,405 0,415 0,406 0,448 0,463
0,441 1,326 0] 1,399| 1,236 0,679 | 0,625 0,86 0 0,405 0,415 0,406 0,448 0,463
Promedio 0,440 1,340 | 0,000 | 1,385| 1,232 0,675 | 0,620 0,858 | 0,000 0,404 0,414 0,405 0,442 0,460
SD 0,00173 0,0248 0] 0,0242 ] 0,0063 | 0,00635 | 0,0092 | 0,0034 0 0,00173 ] 0,00173 | 0,0023 0,0098 | 0,00519
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,93 0,00 0,96 0,81 0,27 0,18 0,39
0,89 0,00 0,99 0,82 0,27 0,18 0,40
0,89 0,00 0,99 0,82 0,27 0,18 0,40
promedio 0,90 0,00 0,98 0,82 0,27 0,18 0,40
SD 0,03 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Concentracion
CAT % inhib | IC 5
CATug/mL 3.12 6.25 12.5 25 50 100
50 80 37,4
0 103 87 29 19 42 25 70
0 112 93 31 20 45 12,5 9
0 112 93 31 20 45 6,25 0
% de Sobrevivencia Promedio 0 109 91 30 20 44
SD 0 6 3 1 1 2
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ICso de CAT Leishmania amazonensis (Lma) 1-12-07

Promastigotes Lma a diferentes concentraciénes de CAT

Control (-) | Control (+) | (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,438 2,286 0 1,967 | 1,597 0,875 0,684 0,732 0 0,402 0,412 0,402 0,431 0,454
0,441 2,359 0 1,946 1,41 0,79 0,685 0,742 0 0,405 0,415 0,406 0,448 0,463
0,441 2,359 0 1,946 1,41 0,79 0,685 0,742 0 0,405 0,415 0,406 0,448 0,463
Promedio 0,440 2,335 | 0,000 1,953 | 1472 0,818 0,685 0,739 | 0,000 0,404 0,414 0,405 0,442 0,460
SD 0,00173 0,042 0f 0,0121| 0,107 0,0490 | 0,00057 | 0,0057 0 0,00171 | 0,00173 0,0023 0,0098 0,0051
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,85 | 0,00 1,57 1,19 0,47 0,25 0,27
Concentracién
1,921 0,00 1,54 1,00 0,38 0,24 0,28 de CAT % inhib | IC 5
1,921 0,00 1,54 1,00 0,38 0,24 0,28 100 85
Promedio 1,89 ] 0,00 1,55 1,06 0,41 0,24 0,28 50 87 274
SD 0,04 0,00 0,01 0,11 0,05 0,01 0,01 25 78
12,5 44
6,25 18
CAT
(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100
0 85 64 26 14 15
0 80 52 20 12 15
0 80 52 20 12 15
% de Sobrevivencia Promedio 0 82 56 22 13 15
SD 0 3 7 3 1 0
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ICso de CAT, Leishmania amazonensis (LA) 1-12-07

Promastigotes LA a diferentes concentraciones de CAT
Control - | Control (+) | (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio parasit.
6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,438 2,297 2,225 1,047 0,601 0,672 0,681 0 0,402 0,412 0,402 0,431 0,454
0,441 2,302 2,268 1,197 0,641 0,662 0,696 0 0,405 0,415 0,406 0,448 0,463
0,441 2,302 2,268 1,197 0,641 0,662 0,696 0 0,405 0415 0,406 0,448 0,463
Promedio 0,440 2,300 2,254 1,147 0,628 0,665 0,691 | 0,000 0,404 0,414 0,405 0,442 0,460
SD 0,00173 0,0021 0,0248 0,086 0,0230 0,0057 0,0086 0 0,0017 0,0017 0,0023 0,0098 | 0,00519
Control (-)
Blanco de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,86 1,82 0,64 0,20 0,24 0,22 Concent | % inhib | IC 5
1,86 1,86 0,78 0,24 0,21 0,23 100 88
1,86 1,86 0,78 0,24 0,21 0,24 50 88 26,9
Promedio
1,86 1,85 0,73 0,22 0,22 0,23 25 88
SD 0,00 0,02 0,08 0,02 0,02 0,01 12,5 61
6,25 1
CAT
(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100
98 34 11 13 12
100 42 13 11 13
100 42 13 11 13
% de Sobrevivencia Promedio 99 39 12 12 12
SD 0 1 5 1 1 1
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ICs de anfotericina B, promastigotes de Leishmania amazonensis (LA) 1-12-07

Control | Control
) (+) Promastigotes LA a diferentes concentraciénes de AFO-B (ug/mL) Blancos de AFO-B a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio | parasit.
0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0,438 2,296 0 2,304 2,251 0,978 1,211 0,654 0 0,402 [ 0,412 0,402 0,431 0,454
0,441 2,244 0 2,291 2,247 0,869 1,032 0,641 0 0,405 0,415 0,406 0,448 0,463
0,441 2,244 0 2,291 2,247 0,869 1,032 0,641 0 0,405 0,415 0,406 0,448 0,463
Promedio 0,440 2,261 | 0,000 2,295 2,248 0,905 1,092 0,645 | 0,000 0,404 | 0414 0,405 0,442 0,460
SD 0,00171 0,030 0 0,007 0,002 0,062 0,103 0,007 0 0,0017 | 0,0017 0,0023 0,0098 0,0051
Control (-
)
Blanco de
color 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
1,86 0,00 1,90 1,84 0,58 0,78 0,19
1,80 0,00 1,89 1,83 0,46 0,58 0,18
Concentracién | %
1,80 0,00 1,89 1,83 0,46 0,58 0,18 AFO-B inhib | IC 5o
Promedio 1,821 0,00 1,89 1,83 0,50 0,65 0,18 3,1 90
SD 0,03] 0,00 0,01 0,00 0,07 0,11 0,01 1,56 64 1,3
0,78 73
0,39 0
AFO-B
(ug/mL) 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0
0 102 99 31 42 10
0 105 102 26 32 10
0 105 102 26 32 10
Promedio 0 104 101 27 36 10
SD 0 1 2 3 6 0
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ICs5o de CAT, Leishmania amazonensis (PH 8) 14-12-07 2007

Control(-) | Control(+) | Promastigotes L.PH8 diferentes concentracidnes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mlL)
medio parasit.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,418 1,165 0 1,165 1,165 0,503 0,52 0,638 0,371 0,362 0,36 0,384 0,408
0,431 1,228 0 1,228 1,008 0,513 0,534 0,646 0,359 0,361 0,351 0,39 0,414
0,431 1,288 0 1,288 1,008 0,513 0,534 0,646 0,359 0,361 0,351 0,39 0,414
prome
dio 0,427 1,227 0,000 1,636 1,060 0,510 0,529 0,643 0,000 0,363 0,361 0,354 0,388 0,412
SD 0,0075 0,061 0 0,061 0,0906 0,0057 0,0080 0,0046 0 0,0069 | 0,0005] 0,0051 0,0034 0,0034
Sans interferantia | Control(-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,75 0,00 0,79 0,80 0,14 0,14 0,22
0,80 0,00 0,87 0,65 0,16 0,14 0,23
0,86 0,00 0,93 0,65 0,16 0,14 0,23
promedio 0,80 0,00 0,86 0,70 0,16 0,14 0,23
SD 0,06 0,00 0,07 0,09 0,01 0,00 0,01
Concentacién
CAT % inhib | IC 5o
CAT
(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 100 70
0 106 107 19 18 30 50 82 35,4
109 81 20 18 29 25 81
108 75 19 17 27 12,5 12
% de
Sobrevivencia Promedio 0 108 88 19 18 29 6,25 0
SD 0 1 17 1 1 1
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ICso de CAT, Leishmania braziliensis (M2903) 14-12-07

Control | Contr | Promastigotes L.M2903 diferentes concentraciénes de CAT
(-) ol (+) | (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mlL)
paras
medio it.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 | 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,418 | 1,819 1,61 1,322 0,579 0,568 0,771 0 0,371 0,362 0,36 0,384 | 0,408
0,431] 1,712 0 1,576 1,387 0,589 0,569 0,761 0 0,359 0,361 0,351 0,39] 0,414
0,431 ] 1,712 0 1,576 1,387 0,589 0,569 0,761 0 0,359 0,361 0,351 0,39] 0,414
0,00
Promedio 0,427 | 1,748 | 0,000 1,587 1,365 0,586 0,569 0,764 0 0,363 0,361 0,354 0,388 | 0412
Contr
ol (-)
Blan
code
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
1,40 0,00 1,24 0,96 0,22 0,18 0,36
Concentraci
1,28 | 0,00 1,22 1,03 0,24 0,18 0,35 on CAT % inhib | IC 5y
1,281 0,00 1,22 1,03 0,24 0,18 0,35 100 73
Promedi
0 1,32 0,00 1,22 1,00 0,23 0,18 0,35 50 86 31,5
SD 0,07 0,00 0,01 0,04 0,01 0,00 0,01 25 82
12,5 24
6,25 7
CAT
(ng/
mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0 88 69 16 13 25
0 95 80 19 14 27
0 95 80 19 14 27
Prom
% de Sobrevivencia | edio 93 76 18 14 27
SD 4 7 2 0 1
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ICso de CAT, Leishmania amazonensis (Lma) 14-12-07.

Control | Control
(-) (+) Promastigotes Lma diferentes concentraciones de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mlL)
medio parasit.
6.25 12.5 25 50 100 6.25 12.5 25 50 100
0,418 1,931 0 1,931 1,899 0,849 0,566 0,648 0 0,371 0,362 0,36 0,384 0,408
0,431 1,991 0 1,991 1,897 0,771 0,561 0,627 0 0,359 0,361 0,351 0,39 0,414
0,431 1,991 0 1,991 1,897 0,771 0,561 0,627 0 0,359 0,361 0,351 0,39 0,414
promedio 0,427 1,971 0,000 | 1,971 1,898 0,797 0,563 0,634 0,000 0,363 0,361 0,354 0,388 0,412
Control
)
Blanco
de
color 6.25 12.5 25 50 100
1,51 0,00 1,56 1,54 0,49 0,18 0,23
1,56 0,00 1,63 1,54 0,42 0,17 0,21
1,56 0,00 1,63 1,54 0,42 0,17 0,22
promedi
[ 1,54 0,00 1,61 1,54 0,44 0,17 0,22 Concent | % inhib IC 50
SD 0,03 0,00 0,04 0,00 0,04 0,01 0,01 100 86
50 89 37,4
25 71
CAT
(ug/mL) 6.25 12.5 25 50 100 12,5 0
0 103 102 32 12 15 6,25 0
0 105 98 27 11 14
0 105 98 27 11 14
Promedi
% de Sobrevivencia | o 104 100 29 11 14
SD 1 2 3 1 1
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1Cso9 de CAT Leishmania amazonensis (LA) 14-12-07.

Control | Contr
) ol (+) | Promastigotes LA a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) | Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
paras
medio it.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 | 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,418 2,417 2,257 1,975 0,64 0,646 0,611 0 0,371 0,362 0,36 0,384 0,408
0,431 | 2,502 2,257 1,966 0,657 0,613 0,631 0 0,359 0,361 0,351 0,39 0,414
0,431 | 2,502 2,304 1,966 0,657 0,613 0,631 0 0,359 0,361 0,351 0,39 0,414
0,00
Promedio 0,427 | 2,474 | 0,000 2,273 1,969 0,651 0,624 0,624 0 0,363 0,361 0,354 0,388 0,412
Contr
ol (-)
Blan
co de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
2,001 0,00 1,89 1,61 0,28 0,26 0,20
Concentraci
2,071 0,00 1,90 1,61 0,31 0,22 0,22 on CAT % inhib | IC 5,
2,071 0,00 1,95 1,61 0,31 0,22 0,22 100 90
Promedi
[ 2,05| 0,00 1,91 1,61 0,30 0,24 0,21 50 88 33,1
SD 0,041 0,00 0,03 0,00 0,02 0,02 0,01 25 85
12,5 21
6,25 7
CAT
(ng/
mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0 94 81 14 13 10
0 92 77 15 11 10
0 94 77 15 11 11
Prom
% de Sobrevivencia | edio 93 79 15 12 10
SD 1 2 0 1 0
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ICs de anfotericina B sobre promastigotes de Leishmania amazonensis (LA) 14-12-07.

CON
CONTR | TRO
OL (-) L (+) | Promastigotes LA diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentracidnes (ug/mL)
paras
medio it.
0,19 0,39 0,78 1,56 3,1 0,19 0,39 0,78 1,56 3,1
0,418] 2,33 0 2,333 2,343 0,813 0,643 0,633 0 0,371 0,362 0,36 0,384 0,408
0,431 ] 2,345 0 2,345 2,273 0,939 0,63 0,599 0 0,359 | 0,361 0,351 0,39 0,414
0,431 ] 2,345 0 2,345 2,273 0,939 0,63 0,599 0 0,359 | 0,361 0,351 0,39 0,414
0,00
Promedio 0,427 | 2,340 | 0,000 2,341 2,296 0,897 0,634 0,610 0 0,363 | 0,361 0,354 0,388 0,412
Contr
ol (-)
Blan
code
color
1,911 0,00 1,96 1,98 0,45 0,26 0,22
Concentracio | %
1,911 0,00 1,99 1,91 0,59 0,24 0,19 n AFO-B inhib | IC 5o
1,91] 0,00 1,99 191 0,59 0,24 0,19 3,1 90
Promedi
0 1,911 0,00 1,98 1,94 0,54 0,25 0,20 1,56 87 1,2
SD 0,00 | 0,00 0,01 0,04 0,08 0,01 0,02 0,78 72
0,39 0
0,19 0
0 103 104 24 14 11
104 100 31 13 10
104 100 31 13 10
Prom
% de Sobrevivencia | edio 103 101 28 13 10
SD 1 2 4 1 1
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1Cs9 de CAT, Leishmania amazonensis (PH8) 13-8-07 2007

Control (-) | Control (+) | Promastigotes L.PH8 diferentes concentracidnes de CAT (ug/mL) | Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,403 3,576 | 2,207 2,521 2,782 2,047 0,619 0,809 0,429 0,371 0,368 0,364 0,38 0,387
0,457 3,576 | 2,207 2,521 2,782 2,047 0,619 0,809 0,433 0,364 0,368 0,362 0,38 0,38
0,457 3,576 | 2,207 2,521 2,782 2,047 0,619 0,809 0,433 0,364 0,368 0,362 0,38 0,38
Promedio 0,439 3,576 | 2,207 2,521 2,782 2,047 0,619 0,809 0,432 0,366 0,368 0,363 | 0,380 0,382
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
3,17 1,78 2,15 2,41 1,68 0,24 0,42
3,12 1,77 2,16 2,41 1,69 0,24 0,43
3,12 1,77 2,16 2,41 1,69 0,24 0,43
Promedio 3,14 1,78 2,15 2,41 1,68 0,24 0,43
SD 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Concentracion
CAT % inhib | IC 5o
3.12 6.25 12.5 25 50 100 100 86
56 68 76 53 8 13 50 92 30,5
57 69 77 54 8 14 25 46
57 69 77 54 8 14 12,5 23
% de Sobrevivencia Promedio 57 69 77 54 8 14 6,25 31
SD 0 1 1 1 0 0
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ICso de CAT, Leishmania braziliensis (M2903) 17 Agosto 2007

CONTROL | CONTROL
-) +) Promastigotes L.M2903 diferentes concentraciones de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25] 12.5 25 50 100
0,448 1,576 0 1,144 1,005 0,64 0,65 0,786 0 0,371 | 0,368 0,364 | 0,38 0,387
0,459 1,769 0 1,232 0,996 0,609 0,638 0,792 0 0,364 | 0,368 0,362 ] 0,38 0,38
0,44 1,769 0 1,232 0,996 0,609 0,638 0,792 0 0,364 | 0,368 0,362 ] 0,38 0,38
Promedio 0,449 1,705 | 0,000 1,203 0,999 0,619 0,642 0,790 0,000 0,366 | 0,368 0,363 | 0,380 0,382
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
1,13 | 0,00 0,77 0,64 0,28 0,27 0,40
1,31 0,00 0,87 0,63 0,25 0,26 0,41
Concentracion | %
1,33 | 0,00 0,87 0,63 0,25 0,26 041 CAT inhib | IC 5
Promedio 1,26 | 0,00 0,84 0,63 0,26 0,26 0,41 100 67
SD 0,11 ] 0,00 0,05 0,01 0,02 0,01 0,01 50 79 27,8
25 79
12,5 49
3.12 6.25 12.5 25 50 100 6,25 33
0 69 56 24 24 35
0 66 48 19 20 31
0 65 47 19 19 31
% de Sobrevivencia Promedio 0 67 51 21 21 33
SD 0 2 5 3 3 2
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ICso de CAT, Leishmania amazonensis(LA) 27 julio 07

CONTROL | CONTROL | Promastigotes LA diferentes concentraciénes de CAT
-) +) (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciones (ug/mL)
medio(-) parasit(+).
3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,341 3,562 | 3,562 2,89 0,776 0,666 0,679 0,718 0,352 0,323 0,332 0,326 0,344 0,405
0,336 3,562 | 3,562 2,854 0,984 0,683 0,68 0,711 0,331 0,319 0,314 0,318 0,338 0,417
0,399 3,562 | 3,562 2,854 0,984 0,683 0,68 0,711 0,351 0,327 0,324 0,33 0,353 0,409
Promedio 0,359 3,562 | 3,562 2,866 0,915 0,677 0,680 0,713 0,345 0,323 0,323 0,325 0,345 0,410
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
3,22 3,21 2,57 0,44 0,34 0,34 0,31
3,23 3,23 2,54 0,67 0,37 0,34 0,29
3,16 3,21 2,53 0,66 0,35 0,33 0,30
Promedio 3,20 3,22 2,54 0,59 0,35 0,33 0,30
SD 0,04 0,01 0,02 0,13 0,01 0,01 0,01
Concent % inhib IC 5
100 91
CAT
(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 50 90 25,8
100 80 14 11 10 10 25 89
100 79 21 11 11 9 12,5 82
102 80 21 11 10 10 6,25 21
Promedio 100 79 18 11 10 9 3,125 0
SD 1 1 4 0 0
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ICsp de CAT, Leishmania amazonensis(Lma) 27 julio 07

Control (-) | Control (+) | Promastigotes Lma a diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,341 2,837 3,073 2,487 0,816 0,597 0,587 0,528 0,352 0,323 0,332 0,326 0,344] 0,405
0,336 2,489 3,098 2,2 0,878 0,645 0,63 0,611 0,331 0,319 0,314 0,318] 0,338] 0,417
0,399 2,984 3,098 22 0,878 0,645 0,63 0,611 0,351 0,327 0,324 0,33] 0,353] 0,409
Promedio 0,359 2,770 3,090 2,296 0,857 0,629 0,616 0,583 0,345 0,323 0,323 0,325 0,345 0,410
- Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
2,50 2,72 2,16 0,48 0,27 0,24 0,12
2,15 2,77 1,88 0,56 0,33 0,29 0,19 Concent | % inhib | IC 5
2,59 2,75 1,87 0,55 0,32 0,28 0,20 100 93
Promedio 2,41 2,75 1,97 0,53 0,30 0,27 0,17 50 89 26,3
SD 0,23 0,02 0,17 0,04 0,03 0,03 0,04 25 87
12,5 78
6,25 18
CAT
(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 3,125 0
109 87 19 11 10 5
129 87 26 15 14 9
106 72 21 12 11 8
% de Sobrevivencia Promedio 115 82 22 13 11 7
SD 12 8 3 2 2 2
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ICsp de CAT, Leishmania spp(BTE-002) 27 julio 07

CONTROL | CONTROL
(-) (+) Promastigotes L.BTE-002 a diferentes concentraciones de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,341 2,685 2,868 0,84 0,547 0,56 0,555 0,709 0,352 0,323 0,332 0,326 0,344 0,405
0,336 2,367 3,515 0,754 0,548 0,576 0,555 0,71 0,331 0,319 0,314 0,318 0,338 0,417
0,339 2,367 3,515 0,754 0,548 0,576 0,555 0,71 0,351 0,327 0,324 0,33 0,353 0,409
Promedio 0,339 2,473 3,299 0,754 0,548 0,571 0,555 0,710 0,345 0,323 0,323 0,325 0,345 0,410
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
2,34 2,52 0,52 0,22 0,23 0,21 0,30
2,03 3,18 0,44 0,23 0,26 0,22 0,29
2,03 3,16 0,43 0,22 0,25 0,20 0,30 Concent | % inhib | IC 5
Promedio 2,13 2,95 0,46 0,22 0,25 0,21 0,30 100 86
SD 0,18 0,38 0,05 0,01 0,01 0,01 0,01 50 90 23,2
25 88
12,5 89
CAT
(ug/mL) 3.12 6.25 12.5 25 50 100 6,25 78
107 22 9 10 9 13 3,125 0
157 21 12 13 11 14
156 21 11 12 10 15
% de Sobrevivencia Promedio 140 22 11 12 10 14
SD 28 1 1 1 1 1
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ICso de CAT, Leishmania amazonensis(LA) 7 julio 07

Control (-) | Control (+) | Promastigotes LA diferentes concentraciénes de CAT (ug/mL) Blancos de CAT a diferentes concentraciénes (ug/mL)
medio parasit.
3.12 6.25 12.5 25 50 100 3.12 6.25 12.5 25 50 100
0,44 2,249 1,577 1,503 1,108 0,675 0,588 0,627 0,432 0,369 0,377 0,369 0,382 0,419
0,439 1,921 1,68 1,277 0,833 0,569 0,589 0,656 0,433 0,365 0,367 0,369 0,381 0,396
0,497 1,901 1,68 1,277 0,833 0,569 0,589 0,656 0,433 0,365 0,367 0,369 0,381 0,396
Promedio 0,459 2,024 1,646 1,352 0,925 0,604 0,589 0,646 0,433 0,366 0,370 0,369 0,381 0,404
Control (-)
Blanco de
color 3.12 6.25 12.5 25 50 100
1,81 1,15 1,13 0,73 0,31 0,21 0,21
1,48 1,25 0,91 0,47 0,20 0,21 0,26 Concent % inhib IC 5
1,40 1,25 0,91 0,47 0,20 0,21 0,26 100 84
promedio 1,57 1,21 0,99 0,55 0,24 0,21 0,24 50 87 21,8
SD 0,21 0,06 0,13 0,15 0,06 0,00 0,03 25 85
% de Sobrevivencia 12,5 65
6,25 33
CAT 6.25
(ug/mL) 3.12 12.5 25 50 100 3,1 21
63 63 40 17 11 11
84 62 31 13 14 18
89 65 33 14 15 19
Promedio 79 63 35 15 13 16
SD 14 2 5 2 2 4
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