UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS

LA FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS DE LA
UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES AUTORIZA EL USO DE LA
INFORMACION CONTENIDA EN ESTE DOCUMENTO SI LOS PROPOSITOS
SON ESTRICTAMENTE ACADEMICOS.

LICENCIA DE USO

El usuario esta autorizado a:

a) visualizar el documento mediante el uso de un ordenador o dispositivo movil.

b) copiar, almacenar o imprimir si ha de ser de uso exclusivamente personal y privado.

c) copiar textualmente parte(s) de su contenido mencionando la fuente y/o haciendo la
referencia correspondiente respetando normas de redaccion e investigacion.

El usuario no puede publicar, distribuir o realizar emision o exhibicion alguna de este
material, sin la autorizacion correspondiente.

TODOS LOS DERECHOS RESERVADOS. EL USO NO AUTORIZADO DE LOS
CONTENIDOS PUBLICADOS EN ESTE SITIO DERIVARA EN EL INICIO DE
ACCIONES LEGALES CONTEMPLADOS EN LA LEY DE DERECHOS DE
AUTOR.



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIO DE DIAGNOSTICO E
INVESTIGACION EN SALUD (SELADIS)
LABORATORIO DE INMUNOLOGIA
CARRERA DE BIOQUIMICA

Evaluaciondel efecto del extracto de alcaloides totales de la Galipea longiflora
(Krause) Evanta, sobre la actividad fagocitica de macréfagos humanos infectados
con Leishmania braziliensis, octubre de 2010 y abril de 2011

Elaborado por:

Univ. Dennis Castro Romero

La Paz - Bolivia

2014



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIO DE DIAGNOSTICO E
INVESTIGACION EN SALUD (SELADIS)
LABORATORIO DE INMUNOLOGIA
CARRERA DE BIOQUIMICA

Evaluaciondel efecto del extracto de alcaloides totales de la Galipea longiflora
(Krause) Evanta, sobre la actividad fagocitica de macréfagos humanos infectados
con Leishmania braziliensis, octubre de 2010 y abril de 2011

Tesis realizada para optar por la Licenciatura en la Carrera de
Bioquimica

Elaborado por:

Univ. Dennis Castro Romero
Asesora:

Dra. Jacqueline Calla de Magarifios MSc, PhD.

La Paz - Bolivia

2014



darme mis tres hevmosos kijos Oniana, Daniela ¢ Diego, gue don la nagin mds bella
fara segutn adelante.



AGRADECIMIENTOS

Al Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagnostico e Investigacion en Salud
(SELADIS), que mediante el apoyo de los grandes profesionales que lo integran,

me permitieron realizar el presente trabajo.

Al proyecto “Enfermedades Infecciosas” ASDI-SAREC, por el financiamiento de

equipos Yy reactivos para el desarrollo de la presente tesis.

i s\llp\d% I%I%&fé%}ag e

livia; sin quienes este tr

A los pacientes del Hos mento de Parasitologia-

empo que trab\a)'amos junt
A PAZ - BOLIVIA

Al Dr. Rolando S& ntafio (BIOROL), porque en po que he llegado a
conocerle,ha sido mas

ey bI@E}’un verdadero amigo, sino
mas bien un padre. o

Al Dr. Walter Montafio, por su apoyo incondicional y consejo en todo momento,
gue me permitio llegar a instancias del Instituto para poder realizar este trabajo de

investigacion.

A las Dras. Ruth, Wendy, Carlita, Fabiola, Claudia, Karina, que conforman el
inigualable grupo de trabajo y amistad del Laboratorio de Inmunologia del Instituto,

por su grata amistad brindada.



RESUMEN

Durante el proceso de infeccidon natural, Leishmania toma contacto con una
variedad de fagocitos mononucleares en los diferentes tejidos incluyendo
macrofagos residentes y monocitos que se dirigen hacia el sitio de infeccion desde

la circulacién sanguinea, en este aj0 utilizamos macrofagos humanos

obtenidos a partir de células mo gre periférica, en un sistema in
vitro, y posteriormente infec de Leishmania braziliensis,
con la administracion, e !P de alcaloides de Galipea

longiflora (Krause) Evantg

En la primera, la decremento (19.23%),

observandose que los ica de los macrofagos
hallados no eran suficie aban con los resultados
del analisis del indice d& comportamiento de las
células tratadas versus el una diferencia estadistica
8 presencia intrinseca de la

actividad antiparasitaria del ext

En la segunda etapa, co
Evanta, antes de la infeccié : 3 infectiva presenté un notable
incremento (43.79%), con una ferenei adistica altamente significativa
(P>0.01) respecto al control, sugiriendo una capacidad infectiva facilitada de los
promastigotes, o una actividad fagocitica mejorada, afirmacion que fue
corroborada por el andlisis del indice de infectividad que presentd un
comportamiento distinto al control con diferencias estadisticas altamente
significativas (P>0.01), ademas del analisis de las diferencias de las frecuencias

relativas en el transcurso del tiempo, que presenté a la primera etapa con un valor



del 63.15% y a la segunda con 65.9%, comportamiento que fue diferente al control
(41.37%), que presenté una actividad fagocitica ineficaz, que podria estar
relacionada con la exacerbacion del dafio del tejido, asi como con la cronicidad de

la enfermedad.
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1.- INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad infecciosa, inflamatoria crénica de la
piel, mucosa o visceras, producida por varias especies de Leishmania que

corresponde a un parasito de tipo protozoo cinetoplastido, intracelular obligado,

En la transmision los , toman contacto con los
protozoos que ingresaron agocitosis, lo que permite
qgue se forme el fago -E a, en cuyo interi pH &acido provoca su

transformacion en amastigote acen de flagelo pero que

contienen una Unica jada pa 5 mitocondrias llamada

cinetoplasto. Los amas 0S que sobreviven y se
reproducen en los fagol n pH de 4.5, gracias a
gue cuentan con un sis por una enzima ATPasa
transportadora de protone intracelular del parasito a
6.5. (1)

El desarrollo de esta e eterminada por la respuesta

inmunitaria del hospedero. Los On inmunidad especifica frente al

parasito son capaces de controlar 0 producir granulomas con escasos
parasitos, mientras que los i icos muestran lesiones difusas

formadas por macréfagos carga

La Organizacion Mundial de la*8 afud'i dica que la Leishmaniasis tiene una
distribucion mundial y esta presente en 4 de los 5 continentes del planeta (Africa,
Asia, América y Europa); extendiéndose por 88 paises (21 en América); la
poblacion en riesgo es aproximadamente 350 millones de habitantes (adultos y

nifos)



Estas cifras son de dificil evaluacién debido a que su distribucion es focal en
zonas alejadas y dispersas, extendiéndose con casos no diagnosticados y casos
asintomaticos y por que los Sistemas de Salud generalmente no consideran la
declaracién obligatoria de la enfermedad. En Bolivia el area endémica de la
Leishmaniasis se extiende por mas del 70% del territorio, solamente en 3
departamentos de los 9 (Oruro, Potosi y Chuquisaca) no se han reportado casos

autéctonos, presentando una tendencia a incrementarse por influencias diversas.

®3)

rapida por via Qﬂpl,
medio de tre &Qs proximadam

electrocardiogrfa Jtamiiento y--cada 10 di nte el mismo,

Tsimanés 'i/’"’(’)ﬁo‘s F@fabdé’ éthicos

giflora Krause (Rutacea) Eva

Originalme gion tropical del

pais manejan la Ga mo antiparasitario y
®
leishmanicida, por lo que réc ort el tronco de la Evanta y la
®
bre |

infusiones administradas por via oral que llegan a cicatrizar la lesién. (5)

utilizan en un emplasto que se apli on, ademas de la realizacién de

Debido a su potente actividad leishmanicida, en 1985-91 fue estudiada por un
grupo de investigadores Franco - Boliviano que demostr6 su actividad
antiparasitaria, aislando e identificando 12 alcaloides quinolinicos, presentes en
las hojas, corteza y raiz de esta especie. Extractos de todos los 6rganos de
Galipea longiflora Krause — Evanta (hojas, corteza, raiz y frutos) han sido objeto

de ensayos biologicos in vitro con diferentes especies de Leishmania, tanto con



las formas promastigotes (presentes en el mosquito), como las formas

amastigotes (presentes en el hombre y animales). (6)

Los estudios realizados en el Instituto de Investigaciones Farmaco
Bioquimicas (lIFB) de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas
UMSA, permitieron llegar a demostrar cientificamente que la forma mas efectiva

del extracto de alcaloides totales de Evanta (EAE) como agente antiparasitario se

El equipo de investi inmunologia del Instituto
SELADIS de la Facultad pquimicas UMSA, realiz6
estudios sobre los efectg emostrando inicialmente
gue la concentracién de ’“ /mL res ultivos celulares, con la

sugerencia de dismindit,.C i ; siguientes estudios,
posteriormente se verif ) _ : i 10 ug/mL, mantuvo un
2saltando que a esta

concentracion EAE no afeele - .' 5 cariotas. (8)

Realizaron investigacio
cultivos celulares murinos qt AE afecta la produccion de

citoquinas proinflamatorias, indicarne 2 efecto antinflamatorio (8)

7z

Complementando con el est ' presion del gen de IFNy vy la
produccion de esta glucopro imducida por Concavalina (Con A) en
esplenocitos murinos, proband > dor de EAE en la proliferacion
celular y produccion de citoquinas, qt Tleve empleo de células mononucleares
humanas de sangre periférica de pacientes con Leishmaniasis, presentando una

disminucién de esta, al ser pre- tratadas con EAE. (9), (65), (66)

Observacion que fue ampliada por el estudio sobre el efecto de EAE en la
capacidad infectiva y microbicida de macréfagos murinos infectados con
promastigotes de L.braziliensis, en que EAE actia sobre la capacidad infectiva de



los parésitos, ejerciendo un control de la infeccion en sus formas promastigote y
amastigote, y que la capacidad microbicida se mantiene efectiva aun a las 72
horas post infeccion, atenuando los mecanismos de evasion del parasito en

células infectadas y pre tratadas con EAE

Basados en esta experiencia se plantea la hipotesis, que la cura no solo se
debe a la accion sobre el parasito, sino a una combinacion de los efectos sobre
algunos componentes de la respuesta inmune con los del extracto, sugiriendo que

podria ser considerado como un ativo en Leishmaniasis. (8)

gue cursaban co edad de Leishmaniasis e uﬁ%e

tulvieron macréfagos

LA PAZ - BOLIVIA




2.-MARCO TEORICO

2.1.- Leishmaniasis

Leishmaniasis es un complejo de enfermedades que demuestran una gran

diversidad clinica y epidemioldgica, cuyg.agente etioldgico es el parasito protozoo

del género Leishmania. A nivel ggistro de casos es elevado; sin
embargo, estimaciones basades ‘e ) \,ﬁ de la OMS indican que son
susceptibles de contraer Ig t?e 350 millones de personas y

’ -
ﬁf-ﬁ de infectados, con unos

500,000 casos nuevos ishmaniasis visceral lillones de casos en 88

paises de Leishmaniasig ea ulcerada por afo.

Figura N° by m S en el mundo

- Co-infeccidn HIV
- Leishmaniasis

O fo e WA

B AN st Bt
Taaparmst by PPCTONCE T M A Segavire. 003

En azul claro estan representadas las regiones con leishmaniasis, en azul oscuro las regiones donde
se ha observado co-infeccion con el virus HIV. Mapa de distribucion endémica mundial de
Leishmaniasis elaborado por UNICEF, 2000. (11)



2.2.- Clasificacion

El parasito de Leishmania es un protozoo que pertenece a la familia
Trypanosmatidae, orden Kinetoplastia y género Leishmania (Fig. N°2), que se
agrupan en dos subgéneros de acuerdo con el sitio donde se desarrollan en el
intestino del vector; las especies que se desarrollan en el intestino medio de los
flebotomineos, son las especies del Viejo Mundo y el complejo mexicana del

Nuevo Mundo, mientras que en el subgénero Viannia se agrupan las especies que

se desarrollan en el intestino po del triangulo pildrico, dentro del

cual se incluye el resto er\ltaf?‘ e undo, como Leishmania

raziliensis y Leishmani

ura N°2 Clasi

FAMILY Trypanosomatidae

R

GENERA  Crithidia  Leptomonas  Herpeptomonas ~ Leishmania  Sauroleishmania Trypanosoma  Phytomenas Endotrypa

' :

SUBGENERA Leishmania Viannia
COMPLEXES L.donovani L major  L.iropica  L.mexicana L. ethiopica L, lainsoni L. braziliensis L. guyanensis

SPECIES |* L donovani. |* L.mgjor [+ L. tropica |+ L. mexicana * L. braziliensis |+ L. guyanensis

* L. chagasi * L killicki % L. amazonensis * L. peruviana * L
pananiensis

* L. infantum % L garhani

* L. archibaldi * L. pifanoi

* L. venezuelensis

Clasificacion taxondmica de Leishmania Spp. (11)



2.3.- Vector.-

El vector, un artropodo fleb6tomo del género Lutzomiya (en América), pica al
hombre o a los animales para alimentarse de su sangre. Durante la etapa de
gestacion las hembras chupan los amastigotes del tejido del mamifero infectado u
hospedero y estos presentan dos estadios en su ciclo de vida: el promastigote,

de forma flagelada, movil, que tienden a ser mas pequefios y delgados (insecto

Leishmania, al igual g fden Kinetoplastida presenta

peculiaridades moleculares a diferencian del resto de

2.4.1.- Kinetoplasto

Es un organulo en el que se conce oda la informacién genética (DNA) de
su Unica mitocondria y que se localiza cerca del cuerpo basal del flagelo. Estudios
de microscopia electronica han revelado una red altamente ordenada, que se
reparte en agrupaciones circulares y concatenadas, denominadas maxicirculos
(35kb — 50kb) y minicirculos (0.8kb — 1.6kb), y presentan un 10 — 15% del DNA
total del paréasito (37). En el mantenimiento de esta estructura participan cuatro

histonas (KAP1-KAP4) (12). En el maxicirculo se codifican las subunidades de los

7



complejos respiratorios de la mitocondria y en los minicirculos se codifican los

pequefios RNAs indispensables para la correccion del RNA (RNA editing). (12)

2.4.2.- Genoma

Leishmania major posee 33,6 x10° pares de bases (33,6 Mb) por genoma
haploide (Leishmania Genome Network, www.genedb.org), con un contenido en
G+C del 60%. (13) Carece de condensacion cromosomica en la mitosis lo que

imposibilité la visualizaciéon de as del parasito hasta que se

s

@o pusieron de Ta gran plasticida @ osOmica del
parasito, ya suelen encontrar vari@ciones en el tamafio dé Is'cromosomas.
(14) Se e ﬂrma que el nu@'@-ﬂqcr ] ' ©s |de 36, con
tamafios ( e_:)o cile a d ‘J: major esta

la cepa de L. j iedlin. ActL ‘ enciando el

LA PAZ - BOLIVIA

Se calcula un e genes en torno a 8.000, lo quivaldria a un gen
completo cada 3,5 Kb."Si ?elnas es mucho mayor, lo

gue no puede deberse a proM(ﬂn tivos, puesto que Leishmania

esta desprovista de intrones (16). Los primeros analisis indican que mas de la
mitad de estos genes serian Unicos de Leishmania, y que una proporcion bastante

elevada no tienen funcién identificada.

Por la elevada plasticidad del genoma de Leishmania, abundan los procesos
de amplificacion génica que utilizan en caso de estrés como la exposicion a
farmacos, disminuyendo la expresion de enzimas como la aquagliceroporina 1,

proteina responsable de la entrada de Sblll en el caso de los antimoniales, o

8



disminuyendo el potencial de membrana mitocondrial para que la Pentamidina no
se acumule tan rapidamente en ella, quedando libre en el citosol. Desde aqui,
seria eliminada por medio de bombas activas, probablemente miembros de la
familia ABC como PRP1, la disminucion en la entrada de miltefosina se consigue
tras la modificacion en la expresién o inactivaciéon de cualquiera de las dos

proteinas que forman parte de la maquinaria de translocacion de miltefosina. (17)

Los genes no suele
regulados en su mayori ; S On. Cuando se necesitan
niveles altos de ciertos
formando un tandem e (18) fendmeno que
permite a Leishmania €Sis i, Medio Siv icandose asi la menor
acumulacion neta del fa 2 complejos tidlicos con
los farmacos y alteracio A celular con cambios en
su composicion lipidica ._ ambi autdncion al transportador de

miltefosina (LAMT) que dis

2.5.- Metabolismo

Leishmania se desarrolla en totalmente diferentes durante su

ciclo de vida, por lo que existe erencias en el metabolismo de
los dos estadios del parasito. es se desarrollan en el intestino
de mosquito y utilizan aminoacidos 'y azticares como principal fuente de energia
en condiciones aerdbicas, 25-27° C y pH 7. En cambio, los amastigotes proliferan
en el interior de los fagolisosomas de los macréfagos del hospedador vertebrado a
37° C y pH 4-5, siendo la principal fuente de energia los acidos grasos de cadena

larga, que son metabolizados por 3-oxidacién hasta CO2 y agua.



A pesar de estas diferencias, ambas formas de vida, el promastigote, asi como
el amastigote, comparten una serie de caracteristicas metabodlicas muy diferentes
a las del hospedador vertebrado, lo que permite seleccionar dianas de interés para
el disefio racional de farmacos. (19)

2.5.1.-Trafico de hemo

importante metabol '%?
AN )
Los tripano oﬁnﬂt' 0s como Leishmania necesitan toma eilﬁr o0 hemo desde
/ P
el exterior para;s [ encia de los

enzimas biQil’nte IS dg‘\.l].gmo con la
ferroquelat S%I ste~defe a sinte e, tetrapirroles
requerimienta_) precursor

LA PAZ - BOLIVIA
tanto, Leishmania necesita tomar

etabolito cuando
or o dentro del macrg ag ha demostrado que
L. mexicana posee en su me rn une hemo especificamente

y que esta union se ve aumentada“en la fase logaritmica de crecimiento y

disminuye en la fase estacionaria de crecimiento.

No se sabe a ciencia cierta cual es la fuente fisiolégica de hemo en los
amastigotes intracelulares de Leishmania, la Hb (22) o bien el hemo liberado tras
la digestion de Hb y de otras hemoproteinas del hospedador en la vacuola
parasitofora.(22),(25) En cualquier caso, la obtencibn de Hb por parte de
Leishmania es un proceso de endocitosis mediada por receptor en que la Hb se

une a una hexoquinasa de 46 kDa que se encuentra ubicada en el bolsillo flagelar,

10



(22) posteriormente el hemo libre es capaz de entrar en el parasito por un
mecanismo de formacién de endosomas tempranos en un proceso mediado por
Rab5, y en los endosomas tardios por Rab7. (23)

En mamiferos, recientemente se ha descrito la existencia de un transportador
(HCP1) implicado en la entrada de hemo en el intestino. Sin embargo, no existe

ningiin homaélogo en tripanosomatidos por lo que el receptor de Leishmania debe

parasitos en division. JES la afinidad de estos

transportadores por el he

Este aumento de tener una importancia

fisiologica en el caso lulares de Leishmania
captasen el hemo libe oteinas en la vacuola
parasitéfora. De hecho, ) que estos amastigotes
intracelulares son capa as sintetizadas en el

macréfago. (25)

11



2.6.- Componentes de la membrana de Leishmania.

La membrana plasmatica de Leishmania, asi como la de cualquier
tripanosomatido, presenta tres caracteristicas especificas que la diferencian de la
de los eucariotas superiores. La primera es que toda la membrana plasmatica se
ve recubierta en su cara citoplasmatica por una red de microtubulos.

La segunda caracteristica especifica de la membrana de los tripanosomatidos

es debida probablemente a la anterior, ya que esa solidez impuesta por la red de

citosis, que solo se llevaran
S

desprovista de é s<§§s ada en el extremo apical

smatica del parasito

T”ﬁ%‘a ito en la base del
A

N
flagelo, denomi .Jada)b sillo flagelar.(25)

N/ % oY

@ Leishmania Wna cubierta e teEﬁa compuesta
fundament mente por una gran cantidad. de componentes co
(glicosilfosfatidilinositol q:{g{wfum e L v

en procesos como ladlj
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Figura N° 3. Superficie celular de Leishmania

Ser-Prot-(EhN)

Anclaje PX Glicanos) GPLs

Qn:laje PII Glicanns) GPLs

Anclaje PI Glicanos

dﬁnlaje PI:( Glicanos

éﬁnnlaje PX Glicanos )— (Gal-Man-P)n .’ LPG
Anclaje PX Glicanos ) GPLs

%ﬁ:laje PII Glicanos ) GPLs

Promastigote Amastigote

En la fase de promastigote, la cara externa de la membrana plasmética contiene varias clases de
macromoléculas ancladas a GPI: lipofosfoglicanos (LPG), glicoproteinas (tales como GP63) y
proteofosfolicanos (PPG). Por debajo de estas macromoléculas se encuentra una densa capa de GPls
libres. En la fase de amastigote, los GPIs libres se mantienen mientras que la expresion de las

macromoléculas ancladas a GPI disminuye notoriamente. (26)
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Entre los componentes de la membrana del parasito anclados a GPI que
contribuyen a la virulencia y patogénesis del parasito encontramos a la
glicoproteina GP63 que es la principal proteasa de la superficie de Leishmania
perteneciente al grupo de las metaloproteasas. Tiene un tamafio de 63 KDa, y
también se ha denominado leishmanolisina 0 PSP (de promastigote surface
protease). Se expresa en promastigotes y amastigotes; cada promastigote esta

cubierto por 500.000 copias, lo que corresponde a un 1% del total de las proteinas

celulares.

Esta proteina, facili la lisis mediada por
complemento, pue lante procesamiento
enzimatico a cie Qst%o ponentes de este sistema co s factores C3 o

C3b. Igualme e, se abe que actua como una “opsonina’ fa@j,t ndo la fijacién

@e tores del ma 3 ivi Azimatica protege
@ degradacion en el fage lisosoma. (27) )

Los L G—é ﬁér icie de los
promastigotes, ya que S po?c lula, y son
ademas ub lés en todas las e al que los PPG

presentan cadenas,de fosfog 0S, [ Sue gos, aungque

0 Su nalt_u‘&allgiazvgréaalgwllmcién de

protegen al parasito frente a

de desarrollo

tanto su longitud

del parasito. (28) Spuesta humoral del

hospedador, particip n, ion al macrg g¢bloquean el proceso de

maduracién del fagosoma Nga de la respuesta inmune

inhibiendo la respuesta oxidativa o la traduccién de sefiales del macrofago. (29)

Durante la diferenciacion de los promastigotes prociclicos a promastigotes
metaciclicos (metaciclogénesis), la expresion de moléculas tales como LPGs o
GP63 sufre modificaciones de importancia tanto a nivel cuantitativo como
cualitativo. Los PPG son menos abundantes que GP63 y LPG, pero no por ello
dejan de ser componentes importantes en el glicocalix de los promastigotes.
Algunos de ellos también estan anclados a la superficie por GPI, y estan

14



constituidos por un esqueleto polipeptidico modificado por cadenas complejas de

fosfoglicano.

Existen evidencias acerca de la contribucion de los PPG al establecimiento de
la infeccidbn en el hospedador por parte del parasito, no sélo a través de los
fosfoglicanos, sino también a través de unas estructuras con repeticiones de

leucinas en el extremo N-terminal. (30) Los glicolipidos GPI libres son

numéricamente mas abundante acromoléculas ancladas a GPI

macrofagos que han infeCte [Sé.como un mecanismo de

evasion inmune.

superficie de te en cepas del subgénero

Leishmania, pero que sufren disminucidbn o estan ausentes,
LPG se expresa sobre toda la superficie del promastigote, incluido el flagelo, y
estad organizado como un filamento densamente empaquetado que forma un

glucocalix. Fig 4.(A)
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Figura N°4.- Modificacion del LPG en el proceso de maduracion.

T IjClI“IﬂID
A :::: GR| Nicles Unidad repetitiva rminal ' Galacons
:::: D Arabinosa
Prociclico
-
-
=
-
B
Metaciclico

/

omastigote maduro

\ : -
A) LPG pro en etalﬁéqalgpr‘nzadﬁral%%Lﬁ%!:%lico. B

Metaciclico. (31)

La modificacion del LPG durante la maduracion a promastigote en las
especies hasta ahora caracterizadas consisten basicamente en dos tipos de
cambios: 1) incremento en el tamafo del LPG y 2) sustituciones o modificaciones
en la composicion de azlcares que conforman algunas de estas unidades
repetitivas o del dominio terminal. El aumento en el tamafio del LPG se debe a una
duplicacién en el nimero de unidades repetitivas a medida que los promastigotes

se diferencian desde la fase de crecimiento logaritmica a estacionaria Fig. 4(B).
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2.7.- Ciclo de vida de Leishmania

Este protozoo presenta un ciclo de vida constituido por dos etapas: A)
Realizada en el tubo digestivo del hospedador invertebrado (Phlebotomus en el
Nuevo Mundo y Lutzomya en el Viejo Mundo) bajo una forma flagelar denominada
promastigote. (Fig 5)

eishmania.

Mediante la picadura del fleb6tomo, ma tigotes metaciclicos son inoculados en el
torrente sanguineo del hospedador vertebrado (1), donde son fagocitados por los macréfagos (2).
Tras la formaciéon del fagosoma (fagolisosoma), los amastigotes se replican dentro del macréfago,
lisando finalmente la célula para ser liberados e infectar nuevos macrofagos (3). El ciclo se cierra
cuando en una nueva picadura, el insecto vector ingiere macréfagos conteniendo amastigotes (4).
Las formas amastigotes intracelulares vuelven a diferenciarse en promastigotes prociclicos, se
reproducen dentro del tracto intestinal del insecto y migran a la probéscide de éste (5), desde donde
podran ser inoculados nuevamente en el hospedador vertebrado tras una nueva picadura (1). VL:
Leishmaniasis visceral; CL: Leishmaniasis cutanea (32).
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Cuando el flebétomo parasitado ingiere sangre del hospedador mamifero,
inocula con su saliva los promastigotes metaciclicos presentes en la probdscide;
muchos de estos parasitos son eliminados por el hospedador y otros alcanzan las
células fagociticas donde son englobados en una vacuola parasitéfora
(fagolisosoma) con la finalidad de eliminarlo. B) Dentro del macréfago, el paréasito
sufre un proceso de transformaciéon biolégica que conlleva a la pérdida del flagelo
y otros cambios bioquimicos, y moleculares que dan origen a los amastigotes

intracelulares que le permitirdn sobrevivir dentro de las células del mamifero. (31)

tiééjt\/e(? n la zona posterior

formas del parasito se trans

Lsgps e un flagelo corto, a los que se den in@gl nectomonadas
(24 a 48 hor s@E tas formas pr ig’é‘, ivo del vector

sufren una séPle de modificaciones m@rfolégicas que conlle afa las formas

infectivas dehominadas for iclieas gqu an inoculad s%o teriormente
% |
: <

2.7.1.- Establecimiento y ma o de lainfeccion
LA PAZ - BOLIVIA

Se ha sugeri oria, de forma que las primer ulas fagociticas que
llegan al sitio de i cién gra polimorfonucleares (PMN),
seguidos de oleadas de mac“) hoﬁgotes de Leishmania serian
internalizados por los PMN, sobreviviendo dentro de ellos sin poder multiplicarse ni
diferenciarse como un “caballo de Troya” para entrar finalmente a su hospedero

sin ser reconocido. Estos PMN infectados serian fagocitados por los macrofagos,
donde Leishmania se diferenciaria y proliferaria. (34)

En afos posteriores estos autores, estudiaron que los promastigotes en
estadio infectivo de Leishmania son anexina-V positivos tanto en experimentos in

vitro como in vivo. Demostraron que en los promastigotes metaciclicos poseen una
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relacion anexina V similar a los promastigotes en fase estacionaria. De este cultivo
en fase estacionaria separaron los promastigotes positivos para anexina de los
promastigotes negativos para anexina V. Para ello, usaron experimentos TUNEL

gue mide la fragmentacion del DNA nuclear como un pardmetro de apoptosis.

Encontraron, que en una poblacidn metaciclica positiva para anexina-V un

65% de la poblacion fueron TUNEL positiva. Y un 35% resultaron Anexina-V

Ademés, demost Ofcional entre células
apoptoticas/anexina-V ania. Posteriormente,
tomaron promastigotes abian demostrado que
eran mas virulentos estacionaria), y luego
separaron dos poblacioné

otra poblaciéon anexina ne of: ificaron los promastigotes

anexina negativa con una CORié gotes anexina positiva de un
14.2 %.

Los promastigotes metaciclico a relacion de anexina-V produjeron
un desarrollo mas severo de s rmed n cambio la poblacion anexina

negativa con parasitos viables 0lo un 14.2% de promastigotes

apoptéticos, no produjeron lesi es infectados con un 100% de

promastigotes apoptoéticos no desarrollaron'sintomas de la enfermedad.

Todos estos resultados indican que se requiere una poblaciéon de
promastigotes apoptéticos junto con una poblacion de promastigotes no
apoptoticos para llevar a cabo el proceso de infeccién. Estos autores también

demuestran que estos promastigotes apoptoéticos inducen las sefiales TGF-3, pero
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observaron una disminucién de la sefial TNF-a que conllevan al silenciamiento de

los macroéfagos. (34)

Una vez que Leishmania entra al macréfago usando como estrategia de
infeccién la teoria expuesta en los parrafos anteriores. Se inician los procesos que
conllevan al silenciamiento de los macréfagos. Una vez dentro del macréfago, los
promastigotes metaciclicos son capaces de evitar la degradacion, gracias a las

moléculas de LPG y GP63 de su superficie. Leishmania se protege inhibiendo

7

mecanismos de defensa de los como la sefalizacién celular y la

LA PAZ - BOLIVIA

as vias de sefializacion celul
®
llevaria a un silenciamiento

La desactivacio a que el macroéfago

se active cuando recibe el &s Ny
®
ejem

de las funciones del macréfago. 0 se forma el complejo activo

STAT1/STAT2, y se estimula la formacién del inmunoproteosoma. (34)
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Figura N°6.- Eventos de sefializacion que conducen a la inhibicién o

induccion de las funciones del macréfago durante la infeccion en

Leishmania.
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La internalizacién de Leishmania 390 es un evento mediado por receptor y

esta interaccion paréasito-hospedero es apida activacion y desactivacion de las
gocitosis, secrecion de quimioquinas y

2 (JAK2, MAP quinasas como ERK1/ERK?2,

sefiales que regulan las distintas funci
secrecion de prostaglandinas). SHP-1 afect

NF-kB, IRF-1 y AP1, marcados en rojo en la'f inhibiendo asi las funciones del macréfago

inducidas por IFNy (6xido nitrico, produccién de IL-12 y formacidn del inmunoproteosoma, en color
verde). La degradacion de STATL1/STAT2 por el proteosoma es dependiente de la quinasa PKC. Otras
fosfatasas (IP3 y calcinerium) y moléculas de la superficie del parasito (LPG) alteran varios segundos
mensajeros (PKC, Ca2+, lipidos de inositol (DAG) e inositol fosfatos, color azul) que a su vez regulan
funciones fagociticas importantes del macréfago (produccién de éxido nitrico y superoxido). DAG:
diacilglicerol; PLC: fosfolipasa C; fMLPR: receptor formil péptido; PIP2: fosfatidil inositol 4,5.bifosfato
(11).
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Una vez que los promastigotes endocitados por el macrofago son incluidos en
un fagosoma conocido como la vacuola parasitéfora, la cual presenta
caracteristicas de compartimento endosomal/lisosomal, esta repleta de enzimas
hidroliticas y mantiene un pH &cido. Las moléculas de LPG protegen al
promastigote de estas condiciones extremas y GP63 tiene actividad proteasa que

protege al parasito de la degradacion lisosomal.

La vacuola parasitéfora es una estructura dinamica que se forma a partir de la
membrana plasmatica la célula junto con otras tres estructuras
NS

endosomal/lisosom )&\ej-ret’

citoplasmaticas como actina, el sistema

0 endoplasmatico. be ademas, que la

1\_3&6 de la vacuola es un proceso
intercambio ¢ gi@uo de moléculas entre el parasito y el ho e@

formacion y ma que implica un

r. Se ha visto
é&x : - .

gue macromoléeulas pertenecie dador entran en el promastigote por

fagocitosis 3) lgualmente, se ha efmostrado que la

C

mediante- |dos rutas

vacuola
. . <
independientes: | u rganicos y un

mecanismo éi dquisicio . nolé Ulag_. dulado por c&r?h uestos que
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2.8 Respuesta In

® ®
2.8.1 Larespuesta frente a nes r innata o adaptativa

Las respuestas inespecificas, externas e internas son innatas, desempefian
una importante funcibn en la fase inicial de las infecciones, actuando
inmediatamente el momento en que los agentes patdégenos se ponen en contacto
con el organismo, sin variar su forma de proceder e intensidad y no confiere

proteccion frente a una reinfeccion

La respuesta inmune especifica que es adaptativa, puesto que se desarrolla

durante el tiempo de vida de un individuo como adaptacion a las infecciones por
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patdgenos, ademas de eliminar al agente infeccioso, confiere proteccién a |
hospedero contra la reinfeccibn por el mismo agente, que constituye una
proteccion efectiva contra los microorganismos patégenos, cuando estos han
evadido los mecanismos innatos de defensa. (36)

2.8.2 Las defensas internas inespecificas implican procesos quimicos,

celulares y coordinados

otra serie de defensas inesp : implice cesos quimicos (secrecion
dinados (que implican al

sistema nervioso).
Estos procesos incluye

e Sistema del comf
e Los interferones
e Lafagocitosisy o

e Larespuesta inflamatoria

?

e Latosy el estornudo
e Lafiebre

2.8.3 Los fagocitos constituyen - ante defensa inespecifica contra

los patégenos.

Los patdgenos consistente aculas, células o virus se fijan a

la membrana del fagocito, favore a presencia de unas moléculas
denominadas opsoninas (principalmente anticuerpos y algunos componentes del
complemento) y éste los engulle por endocitosis, para que en su interior sean

degradados por enzimas de los lisosomas. (36)

Los fagocitos pueden viajar por el sistema circulatorio o salir de él
(diapédesis) y moverse entre las células de ciertos tejidos.

23



2.8.3.1 Fagocitos

Los fagocitos de la sangre periférica comprenden los monocitos (fagocitos
mononucleares), neutréfilos y eosindéfilos (fagocitos polinucleares). Todos ellos
proceden de la médula 6sea, y durante su permanencia en la misma, al tiempo
gue se produce su maduracién morfolégica, van adquiriendo las propiedades

necesarias para llevar a cabo la funcion fagocitica

La movilizacién desde la médula ésea al torrente sanguineo, a través de la

adherencia al endotelio vas ra la llegada del fagocito al
foco histico infeccios iotacticas aquellas que
poseen la propiedad 'éﬁgo e se encuentra la

Activador pl

Fibrindgeno y'derivados de la fibrina
Ca|icre|'na LA PAZ - BOLIVIA

Transfer factor
Compuestos de los n fil

; ®
Compuestos de los Macréfagos

lisos6micas, proteinas catid
Leucoegresina

Linfocinas
Lipidos oxidados-
AMPc

Principales sustancias quimiotacticas (38)
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En la respuesta celular quimiotactica estarian comprometidos los receptores
de superficie, elementos contracties y energia metabdlica, obtenida
fundamentalmente a través del ATP generado en el proceso de digestidon
anaerobia, generando la respuesta quimiotactica, en que intervienen los

receptores de membrana y los factores quimiotacticos.

En la periferia de la célula fagocitica existe una zona citoplasmatica de

unas prolongaciones o la e 1 icula diana; (tabla N°1) su
sub estructura esta cons rofilamentos, algunos de

los cuales son polimeroste ina. . esta red filamentosa se

gue actuando a moda i ysables de la direccion del

movimiento de la célula

empieza la fagocitosis propiame [ g 1a serie de cambios metabdlicos

en el fagocito.
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Tabla N°2

Granulacién primaria Granulaciéon secundaria
Mieloperoxidasa Lactoferrina

Catepsina G Proteinas copulativas de vitamina B12
Elastasa proteasa activada por el complemento
Lisozima Lisozima

Mucopolisacaridos sulfatados
Enzimas hidroliticas

'CL\RP\.‘],‘:\F\P“
[l_‘é.

los granulos
citoplasmati e convierte en una Vacuola digestiva
o fagolisosgmga; igestiva los
granulos s ch_?pd ros 2)a partlr

condiciona una.s e importantisimaos seambiosmetabdli onocido bajo la

denominacion de t o eclosion de la respiraci ular, cuya finalidad

basica es generar ag umenta notablemente
la captacion exterior de o ria se convierte en agua

oxigenada a través del anién superoxido que actia como intermediario. Este por

accion de una superoxido-dismutasa, da lugar al agua oxigenada, pero también
puede dar lugar a otros agentes oxigenados importantes como el radical hidroxilo.
(38)

Los granulocitos segmentados circulan por la sangre periférica donde ejercen
sus funciones de fagocitosis y bacteridlisis, segun la granulacion especifica que

posean, seran segmentados neutrdfilos, eosinifilos y basdfilos.
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2.8.3.1.1 Granulocitos

Los granulocitos neutréfilos son los fagocitos mas abundantes (50-70% de
los leucocitos), son células redondeadas, cuyo tamafio oscila entre 12 y 14 um, su
nucleo se encuentra segmentado en 2-5 I6bulos unidos por finos puentes
cromatinicos. El citoplasma contiene numerosos granulos neutréfilos, su actividad

principal es reconocer y atacar a los patdgenos de los tejidos infectados. (39)

2.8.3.1.2 Monocitos

Son las células més - jca, su tamafio oscila entre
25 y 30um de didmetro, €O~ 3 ar u oval. El nicleo esta
situado en posicion cent as muy abigarradas en
herradura, indentado o parece que estuviera
peinada en finas fra de estas células, los
monocitos estan despra es amplio, presentando
granulaciones secundar esterasas inespecificas,
fosfatasa acida, B glucort B, la actividad peroxidasa
se ubica en la granula tos, tipica de monocitos

maduros.(38)

de las células del sistema

0S monocitos sanguineos, los

Constituyen el

mononuclear fagocitico, origin

del tejido u 6rgano donde finalmente se ubiquen. Los histiocitos del tejido
conjuntivo se caracterizan por poseer un nucleo pequefio en relacion con la gran
extension del citoplasma, que adopta una forma variable (redonda, oval,
incurvada, bilobulada) y se sitia generalmente en un extremo de la célula. La
cromatina tipicamente reticulada puede contener 1 o 2 nucléolos de tonalidad
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basdfila, el citoplasma incoloro o débilmente basdfilo, se caracteriza por su gran

extension y por sus limites imprecisos.

Los monocitos madurados como macréfagos, son mucho menos
abundantes, tienen capacidades como rastreo, asi como la de residir
permanentemente en los ganglios linfaticos, el bazo u otros 6rganos linfoides,

inspeccionando la linfa en busca de patdégenos. (40)

Sus funciones pueden resumirse en capacidad de migracion, fagocitosis,

Cuando 4n/ antigeno invade al erganismo, los macr ages \lo fagocitan y
-

digieren en uQn
Q)

complejo d <P einas sintetizadas p

I%_T§t com istocompatibility

taf los ntigenos a
@

“m
- )
e

]

-
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e en Leishmaniasis

2.8.4 Reaccién i

En la Leishmaniasis ®| i ion
activacion de la célula hos sé” h

citocinas activadoras de macrofagos que promueven el incremento de la

it8 parece depender de la

ado que la produccion de

capacidad de estas células para producir oxigeno toxico y radicales de nitrogeno

en respuesta al interferon gamma (IFNy), asi como el factor de necrosis tumoral

alpha (TNF-QL), el cual potencia la accion del IFNy , promueven a la activacion del

macrofago, fendbmeno que esta relacionado con la curacion. Adicionalmente el
IFNy puede ser producida muy tempranamente por las células Natural Killer (NK);

en tanto que las citocinas que desactivan al macréfago IL-4, IL-10, TGF-[J, se
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relacionan con la inhibicion del IFNyresaltando que el TGF-o pueden ser

transportado por las plaquetas, que son el primer elemento en arribar al sitio
inflamatorio se correlacionan con la afeccion. (41,42)

Por esa razdn se piensa que el mecanismo por el cual se activa una
respuesta Thl o Th2 es de vital importancia para dirigir la reaccion inmunitaria

hacia la proteccién y curacién o susceptibilidad y patogenia (Fig. 7) sefialando

El modelo murino de la infeccién lidad y resistencia al patégeno

dependen del patrén de citocinas expres . (43)

En este sentido, la participacion de las células de la reaccion inmunitaria
innata, como células dendriticas (DC), NK y macréfagos, es motivo de ardua

investigacion. Se sabe también que la produccion de IFNy, IL-12, IL-10 y TGF-y
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por células en respuesta a Leishmania puede modificar en grado notable la

respuesta inmunitaria. (43)
2.8.4.1 Fagocitosis mediada por receptor

La via a través de la cual Leishmania entra en el macréfago se denomind
fagocitosis mediada por receptor, y se ha demostrado que tanto glicoproteinas
asociadas a membrana como lipidos de la superficie del paréasito estan implicados
en la adhesion de éste a la membrana plasmatica del macrofago (43). En el

161 gl ity taup

como: los receptores et)mgt” gcﬁ la manosa-fucosa o

reconocimiento e internali participan otros factores

protozoario, % nociéndose asi
Otras molé u@s bundantes en |

2.8.4.2 Papel de la fosfatidilserina en la infectividad de Leishmania sp.

Se ha demostrado que los promastigotes metaciclicos cultivados in vitro y que
alcanzan la fase estacionaria de crecimiento exponen mas fosfatidilserina (PS) en
la cara externa de la membrana y que la infectividad de estos parasitos esta
determinada por este hecho. (45)
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La fosfatidilserina es un fosfolipido normalmente localizado en la cara interna
de la membrana plasmatica y es expuesta en exceso hacia la cara externa solo
cuando las células entran en apoptosis. (46) EI reconocimiento de la
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana conduciria a su internalizacion
por los macréfagos. Moreira y col., 2001(47) demostraron que la interaccién

amastigote /macréfago dependia de la exposicion en la cara externa de PS. Para

ello, enmascarararon los motivos de RS anexina—V y observaron que el indice
de infectividad en los amastigotg ..

menor que el control. Lueg@ig®isieron ver si € ocimiento por parte de los

un receptor redundante ypoptéticas denominado
receptor de fosfatidilse de mamiferos como
macrofagos. (47,48) La nucion significativa del

indice de infectividad e . con anexina V y este

Tripathi y col.,, 2003 (46) demostre on g cultivos en fase estacionaria de
crecimiento exponen mas PS que el control y que el indice de infectividad se ve
afectado en promastigotes estacionarios que han sido pre tratados con anexina-V
y que este efecto no se observd sobre los promastigotes en fase logaritmica pre
incubados con anexina-V. Ademas, mostraron que una actividad “out-to in”

dependiente de energia es la encargada de redistribuir los C6-NBD en
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promastigotes. Y que por ejemplo esta actividad fue reducida por la presencia de

fosfolipido de cabeza larga.

Estos resultados indicarian que este trasportador es mas afin por los lipidos
de cabeza larga. Por otro lado mostraron que la actividad de redistribucién “in to
out” de estos analogos no es dependiente de energia y no fue inhibible por
vanadato. Al final los autores sugieren que ocurre una disminucion en la actividad
‘out to in” dependiente de energia, es la responsable de la exposicion de

fosfatidilserina en la cara extern na de los promastigotes en fase

llegan a ser destruidos

por los macrofagos 1 es/é:d/tgf n la membrana del
togai 0s antigenos de

clase Il del complejo/mayor de hlstocompatlbllldad pero se et@ ner en cuenta

ania dentro del a@ go interfiere
con la pres ngl n del antigeno y puedeiinfluenciar en el curso ella enfermedad.

f— s .‘f'

que la pres r@ e la infeccié

de citocinas d L‘as citocinas de

con funI(_:iRng% eéfe_cgrg?_p\i;(ﬁaentes (4

tipo Thl, como | , F-a, participan en la regul

activacion de macrof
inducir una respuesta humo |®tl

(IgG2a en ratones), mientras que las citocinas de tipo Th2, como IL-4, IL-5, IL-6 e

| granuloma vy la

crobicida, ademas de

e 1gG3 en seres humanos

IL-13, regulan la produccién de IgE por los linfocitos B que participan en la
activacion de reacciones de hipersensibilidad inmediata. (50)

2.8.4.3 Participacion de las células TCD4+en la Leishmaniasis.
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El papel de las sub poblaciones de células TCD4+, Thl y Th2, ha sido bien
estudiado en la infeccion por Leishmania major en el modelo murino experimental.
Las cepas singénicas de ratones que desarrollan el fenotipo Thl (células que
secretan principalmente IL-2, IFNyy TNF-B) son resistentes a la infeccion por este
protozoo. En contraste, las que desarrollan el fenotipo Th2 (células que secretan
principalmente IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) son susceptibles a ella (53). Los

estudios recientes indican que la a sefal esencial en la estimulacion

claramente que la sub acio i i ke también contribuye a la
resoluciéon de la enfermg ) i 2ccion en Leishmaniasis
une dirigida contra el

parasito es menos pol ewil@ evidenciado una clara

El modelo planteado hasta e ) sobre la participacion de células

dendriticas DC en la activacion de D8 sefiala que las DC capturan el
antigeno por varias vias y puede JocHaric tamente si se encuentra libre en
el medio extracelular o bien ac . apoptoéticas o necréticas. Con
posterioridad lo procesan y presentan atrav MHC Il a las células T CD4+, las
cuales sobre regulan la expresién de CD40L y, mediante la interaccion con CD40,
activan o inducen a las DC para estimular la respuesta de células T CD8+

virgenes que reconocen el antigeno MHC | en las DC (Fig. 8).
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Figura N°8. Interaccion DC-CD4-CD8, activacion de los linfocitos TCD8+

% et II'::) Citocinas
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) @
Parala ac ivég'ré de los linfocitos ierto coordin qgae stos tres tipos
W [9p)

celulares. (43)

Es posible 'qu unas celulas apoptéticas posean C e esta manera

puedan activar d irecta a las DC sin la prese e'células CD4+. De

esta forma, las DC te Ngl [ de acti éélulas T CD8+ especificas
para los antigenos present cél Oticas pueden provenir de
células T CD40L+ recién activadas que sufren apoptosis una vez que han ejercido

su funcién efectora en un tejido inflamado. (52)

2.8.4.4 Participacion de las células CD8+en la Leishmaniasis.

Algunas evidencias sugieren un papel importante de las células T CD8+ en la

respuesta inmunitaria a los pardasitos, por accién directa de mecanismos
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citotoxicos o a través de la produccion de IFNyy TNF-a, que son citocinas

activadoras de macrofagos y favorecen por tanto la muerte de pardsitos
intracelulares. (53)

En los seres humanos se piensa que los linfocitos T CD8+ juegan un papel
crucial en la infeccién. Se ha notificado un elevado numero de células T CD8+ en

lesiones y sangre periférica durante |3 aguda de la infeccion y el proceso de

braziliensis presentan una Ty U o gllllas T CD4+, en comparacion

con las CD8+, durante la infecel g eso curativo esta relacion

cambia hasta casi llegar | nimero de linfocitos T
CD8+.

En otro estudio se t oCi viduos con Leishmania
cutanea localizada (LC {a) Sbraziliensis exhiben un gran

2cuencia en linfocitos T
siones de personas con
curacion espontanea moSifa de células T CD8+ en

apoptosis. (54,55)

2.8.4.4.1 Vias de activacion de la CD8+ en la Leishmaniasis

Uno de los puntos de discus S ; ipacion de las células CD8+ en
la Leishmaniasis se sitla en la de este subtipo celular. Dado
activacion de linfocitos T CD8+, se ha pensado que esta via interviene en la

infeccién por Leishmania.

El macréfago es la célula hospedera por excelencia y es alli donde la
Leishmania se desarrolla y prolifera. Sin embargo, existe la duda sobre la via de
presentacion de antigenos del parasito. (43)
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Leishmania se alberga dentro de la célula hospedera en un compartimiento
fagolisosémico denominado vacuola parasitéfora (VP).Aunque se desconoce si el
contenido de la luz de la VP puede salir al citosol para degradarse y transportarse
al reticulo endoplasmico, y acoplarse a moléculas de MHC |, se describe una via
en la que DC y macrofagos presentan una translocacion de proteinas desde la luz

del fagosoma al citosol, que depende de la proteina chaperona Sec61 (Fig. 9).

NIV

-

Proliferacion

®
de Leishmania mediante MHC | (Mecanismo directo).
Transpresentacion de antigenos exégenos a través de Sec6 |. (43).

Procesamiento de antigenos

Al parecer, solo los antigenos externos de Leishmania pueden alcanzar el
citosol del macréfago. Es posible qgue sean moléculas que el parasito secreta y no
productos de la degradacion fagolisosémica. Otra via de transpresentacion de
antigenos exdégenos implica la fagocitosis de cuerpos apoptéticos de células
infectadas por parte de las DC (Fig. 10).
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Figura N° 10. Procesamiento de antigenos de Leishmania mediante MHC

| (Mecanismo indirecto).

Cuerpos
ApOPpToticgs
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2.8.4.4.2.- Funcion efectora de las células T CD8+

La principal funcion protectora de los linfocitos T CD8+ es contribuir con la

produccion de IFNy. Dado que Leishmania es un parasito intracelular, es plausible

pensar que la respuesta citotéxica de los linfocitos T CD8+ podria coadyuvar a

controlar la infeccién a través de la lisis de macréfagos infectados por la via de
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granzima/perforina o Fas/FasL, o ambas.Experimentos recientes realizados con
células mononucleares de sangre periférica humana han demostrado que la
infeccion por L. major se correlaciona con la produccién de IFNy apoyado por IL-
12, lo cual precipita una respuesta Thl (9)(34). IL-10 se presenta en baja cantidad
y al parecer regula la produccion de IFNy. El porcentaje de células T CD8+ no se

altera luego de siete dias de exposicidén a Leishmania.

Esto sefalaria que la activacion de linfocitos T CD8+ es vital en la produccién

de IFNy. Si se piensa en la ca ea de los linfocitos T CD8+, es

posible que también in a infeccion, no so6lo al
exacerbar el dafio e L. braziliensis, sino
al originar citoci le_ podrian generar
un estado ané te grandes car}tidadés de antigeno, como @ a sugerido en
-
el caso de la

Figur Posibleanism s efect CD8+ en

) 5 ]

4 o

o TCR-MHC | GRANZIMA Tl
TGF_ 9P PERFORINA,
=3- o &

Se sefialan tres interrogantes que hacen referencia al mecanismo de citotoxicidad, el destino de
los parasitos intracelulares y la posibilidad de produccion de citocinas inhibidoras. (43)
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Estos procesos son complejos y estan relacionados con la contencién de
respuestas patogénicas generadas por exacerbacion de la respuesta celular a
través de IFNy (43),(56),(57)

2.9 Galipea longiflora Krause (Evanta)

La especie medicinal Galipea longiflora. K. (sinbnimo Angostura longiflora
(Krause) Kallunki) tiene diversos nombres =.comunes, pero es conocida

ampliamente por el nombre vernacular de Evanta (Tabla N°3).

Pertenece a la familia Rutaceae, es un arbol que crece hasta 12 metros de
altura, presenta hojas trifoliadas alternas o superpuestas sobre la misma rama con
un peciolo frecuentemente-alado y sus flores aparecen en forma de racimos. En
Bolivia se la encuentra en-los. bosques.tropicales de los ultimos contrafuertes
andinos en los departamentos de Beniy La Paz. (7)

2.9.1 Medicina Tradicional

Esta especie se encuentra registrada en farmacopeas tradicionales, como
planta medicinal en la cura de la “lepra blanca” (Leishmania), asi como también
problemas digestivos como ser parasitosis intestinales. Esta sintomatologia puede
ser interpretada por la medicina occidental, como antiparasitaria (leishmanicida).
Esta planta es usada de manera tradicional por las etnias Tacana, Mosetene y
Tsimane. (5-9).

El uso tradicional mas frecuente segun los Tacanas es en forma de coccion
para el tratamiento de diarreas causadas por amebas o parasitos intestinales y
como fortificante para nifios y adultos; para el tratamiento de la Leishmaniasis, la
corteza fresca o seca es molida y aplicada directamente en forma de cataplasma
sobre las Ulceras, dos veces al dia hasta que sane, ademas de beber la

decoccion.
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Tabla N° 3

Reino Vegetal

Division Magnoliophita
Sub clase Rosidea

Orden Sapindales
Familia Rutacea

Género Galipea

Especie ongiflora krause

Sinénimo
Nombre comun

de la Altura
Mayor de San

Andrés (UMSA), o de investigadores Franc iano estudiaron la
actividad antiparasitaria®de o de ﬁﬂ)ng flora (Evanta) (58-61),
hojas, raices y corteza, aislémmﬂi alcaloides quinoléicos (59).
Algunos de estos alcaloides presentes en hojas resultaron eficaces y con baja
toxicidad in vivo, por lo que fueron patentados (Chimaninas A, B, C y D
US4209519/15/04/93) con el fin de atraer a las empresas farmacéuticas y

conseguir apoyo para continuar con los estudios (60), (61), (62), estrategia que a

la fecha no ha dado ningun resultado tangible.
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Fournet y colaboradores (1993) (59) demostraron la actividad leishmanicida
del extracto de corteza de tronco, corteza de raiz y hojas, de Evanta a una

concentracion de 100ug/mL.

Fournet y colaboradores (1996)(61) demostraron reducciones en el tamafio
de lesiones cutaneas en un 74%, ademas de una disminucion de la carga
parasitaria del 90% en ratones Balb/c por parte de la Chimanina B a una
concentracion de 50mg/kg peso, en la infeccion de estos con L. amazonensis,
proponiéndose esquemas de tratamientos con. Chimanina D que presentd una
reduccion de la carga parasitaria (87%), en organos con el empleo de una

concentracion de 100mg/kg peso.

Destacando también que con una concentracion .de 94 mg/kg peso de la 2-n-
propilquinolina se obtuvo una reduccion de la carga parasitaria de L.viseral en
higado de un 99.9% en un modelo experimental con referencia al tratamiento
convencional con Glucantime que reduce la carga parasitaria en un 98% a una

concentracion de 100mg/kg peso, por via subcutanea

Rios y col. (62) demostraron que el aceite esencial de manzanilla presento
actividad contra amastigotes-intracelulares, pero .no con amastigotes exénicos,
siendo a futuro un candidato a estudios para la formulacibn de nuevos

medicamentos.

Polonio y Efferth(63) demostraron que la molécula de 10-deaacetilbaccatin I,
aislada a partir de Taxus baccata (Taxaceae) presentd inhibicion similar al
Glucantime en el crecimiento de promastigotes asi como de amastigotes de L.

donovani, por via sub dérmica.

Son destacables los estudios farmacoldgicos realizados en Bolivia en el
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (lIFB), sobre los extractos
crudos de corteza del tronco, de la raiz, asi como de las hojas de Galipea
longiflora, de donde se aislaron alcaloides 2-aril y 2-alquil quinolinicos, mostrando
diferentes porcentajes de actividad leishmanicida; entre estos la 2- fenilquinolina

es la molécula que presentd mayor actividad, ademas que demostraron que se
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encontraba en mayor proporcidn en extractos crudos (Tabla N°7) , de esta
manera se ha propuesto a EAE como nueva alternativa para el tratamiento de la

Leishmaniasis frente a L. braziliensis, L. amazonensis, L donovani. (7)

La corteza de Galipea longiflora fue colectada, en la provincia Sud Yungas
del Departamento de La Paz, Bolivia. Su identificacion taxonémica se realizd
mediante comparacion, con muestras Vaucher (AS49 mayo de 1996 y SD17

septiembre de 1994) depositadas en el Herbario Nacional de Bolivia. (5)

los alcaloides totales dé corteza de la Evanta, sus resultad indican que debido a
Y do inferir que s u@ opular por las

etnias Tac a) 0, alternativa en el tr% iento de la

Leishmani 1 : _
.' —
=

jos | cientificos que
O

entracion de 50ug/mL resulté téxica para los
la sud’eﬁﬁ: “de “dismintif*dicha racion para los

siguientes estudios, iormente se verifico que el e una dosis de 10
® ® v
ug/mL mantuvo un efecto fuencreﬁl parasito, resaltando que a
. . ® . .
esta concentracion EAE no afecta | ilida as ceélulas eucariotas

Se realizaron estudios sobre los efectos de EAE en la activacion celular de

cultivos celular

esplenocitos murinos, asi como sobre monocitos de sangre periférica humanos,
encontrando que a una concentracion de EAE de 25 ug/mL, la proliferacion fue
afectada, confirmando una vez mas que 10 ug/mL era la concentracion Optima
para los siguientes estudios.(8)
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Se testearon los efectos de EAE sobre la induccion de la produccion
policlonal de IFNy en esplenocitos murinos y sobre monocitos de sangre periférica
humanos, utilizando dos diferentes activadores de células T, en que la produccion
de IFNy de las células murinas, presentd un descenso, mostrando efectos mas
evidentes en células que recibieron un pretratamiento con EAE, mostrando

resultados inesperados en la respuesta inmune. (8)

Se investigo los efectos de EAE sobre la reactivacion especifica de linfocitos
con Leishmania braziliensis, _.encontrando que con un pretratamiento la
reestimulacion fue afectada, llevando la investigacion a un test in vivo de los
ratones, recibiendo un tratamiento con EAE post infeccion, para reestimular sus
células esplénicas in vitro, encontrando que estas presentaron un descenso en la

produccion de IFNy, al igual que aquellas que no recibieron tratamiento. (8)

Se probo el antimoniato de. meglumina (SbV) en los modelos de investigacion
plateados, observando que la presencia de esta molécula, asi como la combilacion
del tratamiento de EAE con.SbV, no difiere del que presenta EAE solo, indicando
gue no existe una sinergia ‘0 _antagonismo entre ambos no teniendo efectos en la

reactivacion de células por antigeno-especifico. (8)

Se verifico in vivo el hecho que EAE podria controlar la infeccion, con ratones
BABB/c infectados con L.braziliensis un componente de la saliva del fleb6tomo
implicado en el proceso natural de la leishmaniasis, que presentaron un proceso
inflamatorio severo a los pocos dias, produciendo la sensibilizacion de las células
T, con la consiguiente produccion de IFNy y TNF (la mayor citoquina presente en
esta patogénesis), acompafiada de la expresion de citoquinas quimioatractantes;
la administracion de EAE, promovié a que los ratones controlen eficientemente la
reaccion inflamatoria, pero no asi la carga parasitaria, suceso inverso al efecto de
SbV.(8),(65)

Se utilizaron células dendriticas consideradas el nexo entre la inmunidad
innata y la adaptativa, ya que juegan un papel muy importante para la estimulacion

de la respuesta humoral o celular, estas fueron cultivadas observandose que por
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medio de un cocultivo con células T se obtuvo una activacion masiva en presencia
de las células dendriticas, paralelamente la administracion de EAE, no afect6 la
expresion de varios marcadores de activacion de células T, pero las células T
presentaron bajos niveles de IFNy, entendiéndose que la reduccion de la
produccion de IFNy por las células T se debié a la disminucién de la habilidad

estimulante de las células dendriticas en presencia de EAE.(8)

Se estudié de la expresion del gen de IFNypor el método TR-PCR, en

gue por células mo ngk ifér 66,8) presentd una
disminucién, al e(:p\% tratadas con extracto, podria
ser considerado’confo un tratamiento e t‘?,' hmaniasis (8),
esta interes tg% servacion fue a fealizo el estudio

sobre el ef macréfagos
murinos in encontr rgp qgque EAE a
una conceritraeian de e-los parasitos,
ejerciendo rgzgp trol de la Infeee : nasipromastigo ')Qa astigote, y
que la capacidad\ microbicids ] > efe ! 54’7 horas post

LA PAZ - BOLIVIA
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Factores como los lugares de transmision muy dispersos, casos no
diagnosticados o diagnéstico erréneo y medicamentos especificos no disponibles
permiten que no se llegue a conocer de manera precisa la realidad y la magnitud
de la enfermedad de la Leishmaniasis que a su vez representa un freno al

desarrollo, retrasando y deteniendo proyectos agricolas e industriales.

En cuanto a los tratamientos quimioterapéuticos frente a esta enfermedad, los
compuestos de antimonio pentavalente, como el Estibogluconato de sodio
(Pentostam®, Laboratorios- GSK), el antimoniato de meglumina (Glucantime®
Laboratorios Aventis) y otros, constituyen desde hace aproximadamente 70 afos
el tratamiento de primera eleccion, pero resultan con severos efectos secundarios
por la toxicidad que presenta, pues son administrados-por via parenteral. Desde
hace quince afios se vienen reportando fallas terapéuticas en algunas regiones de
India, Sudan y Etiopia, (69),(70) razon por la cual se<han hecho ajustes en las
dosis diarias y en el tiempo.de administracion con lo que se ha logrado mantener
su eficacia pero con el inconveniente del incremento en la frecuencia y seriedad
de los efectos secundarios, (71),(72) siendo necesario acompafiar éste con un
monitoreo clinico estricto, ademas de pruebas de laboratorio que ayudan a evaluar

tanto las funciones renales, hepaticas, cardiacas y hematolégicas.

Independientemente de sus efectos adversos. La OMS recomienda que la
dosis del antimonial sea hasta un maximo de 850 mg/dia. Los expertos, basados
en experiencias de campo, recomiendan usar la dosis de 20 mg/Kg/dia para
minimizar la resistencia y las recaidas, lo que constituye es un riesgo para la salud
de los pacientes y resulta muy complicado, pues su acceso es limitado. Como
farmacos de segunda eleccion estan la anfotericina B y la pentamidina, pero se
considera que estos compuestos producen efectos toxicos severos e irreversibles.
(72)
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El traumatismo secundario a la picadura del vector con la inoculacion de
promastigotes dentro la dermis, induce en el hospedero una respuesta inflamatoria
gue supone la migracion y reclutamiento de diferentes células, en especial
macrofagos y linfocitos, hacia el sitio de la lesidén con el fin de reorganizar el tejido
dafiado e iniciar el proceso de cicatrizaciéon, (1), y los flagelados promastigotes
para escapar de la respuesta inmune inespecifica del huésped vertebrado

penetran en los macrofagos principalmente por el polo flagelar. (73)

La capacidad de Leishmani macréfagos es de gran interés

para los investigadores, s '}\
' /

parasi
/%a«u?bl

Su cronici resentan un especti@ de respuestas in uhitatias, desde

mecanism nmuni ad-m hast

=

establecimiento de\ esta enfe un cultivo /in vitfo de células

are pe[igrica de pagierss,con Le

acrofagos,(73) que son las
eliminacion final del to, olando vari i€o la administracion de
EAE,(68) el momento de la i car ia, la poblacion celular que

sufrié la infeccién, el tiempo de administracion de EAE y el tiempo de exposicidon

mononucleares, de iasis, las cuales

fueron diferencia implicadas en la

celular a la infeccion; estos macréfagos, cursaron este proceso en presencia de
EAE, asi como en ausencia de EAE a modo de control para su referencia,
pudimos obtener entonces datos que nos ayuden a evaluar el efecto de EAE sobre
la capacidad infectiva de los parasitos, asi como sobre la capacidad microbicida

de los macroéfagos.
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5. JUSTIFICACION

La parasitosis producida por Leishmania en humanos se relaciona
directamente con las actividades ocupacionales, tanto en el bosque primario,
donde existe mucho contacto entre el hombre y el vector, asi como también en
lugares donde se producen nuevos asentamientos, y las personas viven rodeadas
de animales domésticos, que llegan a ser reservorios secundarios, incrementando

de esta manera la probabilidad de contraer esta enfermedad.

En Bolivia la colonizacién de nuevas tierras del tropico por colonos que en su
mayoria se trata de personas. del occidente de muy bajos recursos, que con el fin
de cultivar la hoja de coca 0-en su defecto realizar cultivos alternativos, ingresan a
bosques o selvas para cosechar la castafia o chaquear, haciendo el desmonte de
areas que albergan ecaosistemas que incluyen a aquellos reservorios del ciclo de
este parasito.

Debido a que el tratamiento convencional de esta afeccion conlleva muchos
factores, ya sean la falta de apego al tratamiento, la.dolosa administracion de los
farmacos, sumado a los efectos secundarios devastadores que presentan, asi
como la dificultad de conseguirlos y ni hablar del costo que esto significa,

promueven a que esta patologia sea dificil de controlar y quiza llegar a solucionar.

Las plantas medicinales tienen un gran potencial terapéutico, se constituyen
en una parte importante de productos naturales, para mitigar las enfermedades
propias, principalmente de los paises envias de desarrollo.

Identificando el valor curativo de' las plantas que constituyen nuevas
alternativas de medicina proporcionada por el saber tradicional de los pueblos
originarios (7), quienes nos brindan un conocimiento ancestral de comunidades
gue pudieron combatir distintas patologias desde hace muchos afios asi como es
el caso de la Leishmaniasis, informacion que ha sido fuente para la investigacion
fitoquimica, la identificacion de principios activos y en algunos casos para el

desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas (5).
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En Bolivia han sido estudiadas una amplia variedad de especies vegetales con
propiedades medicinales, de las que se recopild informacién a partir del
conocimiento tradicional proporcionado por grupos étnicos, como es el caso de la
especie Angostura longiflora (Krause) Evanta, planta medicinal antiparasitaria
conocida por las etnias: Tacana, Mosetene y Tsimane, a quien se le atribuye

propiedades terapéuticas sobre la Leishmaniasis.(65)

La validez del modelo planteado obedecié a la repeticion de los resultados en

7

funcién al analisis estadistico, lo cluir que el extracto oleoso de la

corteza de la Evanta, a IT’L“' &)‘Déﬁzapb%és@@@s}\ la cepa BALB/c por via
oral no evidencio toxi gg@\él

Icativa, demostra o( (@sf udio histopatoldgico
o0 en los érganos diana exp stos ‘en el tratamiento

en el que no e @15/
subcroénico a u a,co entracion de SQIKQ. (5)

Q

complemen zTi_'FEe tos conocimi a:p blacion de
L —
pacientes o% eishfahisi Q : o P

personas que

en IlegﬁrAa';%rE rgeégi_els‘lti%ultados

IS

terapéuticos que

padecen Leishma

. V o . e v .
Utilizamos como princip ist S células en quienes se

cumple el ciclo parasitario de Lels ia ?)o encia que son los macroéfagos,
provenientes de células mononucleares de sangre periférica de origen humano,
guienes fueron sometidos a procesos de infeccion, y administracion de EAE in
vitro, entendiendo que este extracto, llegaria a actuar sobre la actividad fagocitica
de los macrofagos infectados con promastigotes de L. braziliensis, dilucidando la
incégnita de que si esta opcidn terapéutica es puramente antiparasitaria, 0 es un
agente inmunomodulador, como plantean los investigadores del laboratorio de

inmunologia del Instituto SELADIS. (8)
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6 OBJETIVOS.

6.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto del extracto de alcaloides totales de la Galipea longiflora
(Angostura longiflora (Krause) Kallunki) Evanta, sobre la actividad fagocitica
de macrofagos humanos infectados con Leishmania braziliensis, octubre de
2010 y abril de 2011

6.2. Objetivos especificos.

Estandarizar la técnica de cultivo y maduracion in vitro de macrofagos
humanos a partir de ceélulas mononucleares de sangre periférica en el

laboratorio de Inmunologia del Instituto SELADIS.

Hallar diferencias en el indice de infectividad “en cultivos de macro6fagos
humanos infectados-con promastigotes de L:-braziliensis entre el grupo

control y los de tratamiento con EAE a diferentes tiempos.

Verificar la influencia de la administracion de EAE a diferentes tiempos
sobre la capacidad infectiva de promastigotes de L. braziliensis, en cultivos
de macréfagos humanos derivados de células mononucleares de sangre

periférica

Comparar la influencia de la administracion de EAE a diferentes tiempos
sobre la capacidad microbicida de macréfagos humanos cultivados a partir

de células mononucleares de sangre periférica

Analizar las diferencias de los indices de fagocitosis, en el transcurso del
tiempo, en cuanto al momento de la administracion de EAE a macréfagos

humanos infectados con promastigotes de L. braziliensis.

49



7 MATERIALES Y METODOS.
7.1 Disefio o tipo de estudio.-

Se plante6 en esta investigacion un disefio experimental de tipo cuantitativo
7.2 Lugar de estudio.-

El estudio se realizé en el laboratorio.de Inmunologia del Instituto SELADIS de

la Facultad de Ciencias Fa ﬁenﬁﬁ &Rﬁéléh@gcg de la Universidad Mayor de

San Andrés en La Pa —@51 Vig

£\

&

/}*\.

7.3 Materiales”

&
7.3.1 Equipos L)

7.3.2 Reactivos

Medio de cultivo RPNV
DMEN (Sighid)< - BEOLIVIA
Medio décultivo M-199 (Sigma)
- EAE
- HEPES (Sig

A
- Recombinant Hu URCE)

- Bicarbonato de Sodio

- Glutamina (Gibco)

- Penicilina Streptomicina (Gibco)
- Suero Fetal Bobino (Sigma)

- Piruvato (Gibco)

- Adenina (Sigma)

- Hemina (Sigma)

- Biotina (Sigma)

- Biopterina (Sigma)

- Solucion PBS
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- Solucién Dextran 70 (INTI)

- Solucidn fisioldgica (0.9%)

- Giemsa-Stain-Modified (Sigma)
- Azul tripan

- Acido clorhidrico 1N

- Alcohol 70

7.4 Material biologico

Se trata de pacientes reclutados que comprendieron un nimero determinado
arbitrariamente de 30 pacientes, nuevos, de ambos sexos, con criterios de
inclusion y exclusion, atendidos por la consulta externa del Hospital de Palos
Blancos—Departamento de Parasitologia- Leishmania —La Paz, Bolivia, entre los
meses de octubre de 2010 y abril de 2011.

7.5 Métodos.

7.5.1 Criterios de inclusion-para la delimitacion del universo:

o Pacientes nuevos atendidos por consulta,externa del Hospital de Palos
Blancos — Departamento de Parasitologia- Leishmaniasis — La Paz Bolivia
entre los meses de octubre de 2010 y Abril de 2011

o Pacientes que hayan otorgado su participacion a través de la firma del
consentimiento informado.

o Pacientes que presenten una evolucion de la enfermedad mayor a 1 mes y
menor a 7 meses

o Pacientes mayores comprendidos entre las edades de 19 y 45 afios.

o Pacientes que fueron diagnosticados con Leishmaniasis por el examen en
fresco (directo).

° Pacientes de ambos sexos
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7.5.2 Criterios de exclusion para la delimitacion del universo:

o Los pacientes que hayan recibido anteriormente un tratamiento con
Glucantime, Anfotericina B, o Miltefosina.
o Pacientes reincidentes

o Pacientes que en su historial clinico padezcan afecciones cardiacas,

renales, hepéaticas

que pudieran

ir en ek proeese:cde vmvestigaci nteniendo las

condiciones de mi iente controladas. (40)

®

Se realizo el recuent:J I@ a de Neubauer, utilizando
microscopio optico (10X), la viabilidad Se mantuvo mayor al 95%, determinada por
exclusion de colorante (Azul Tripan - 1:10), Se cultivaron los mononucleares en
medio RPMI 1640, se afadi6é el factor estimulante de colonias granulociticas,

monociticas (GM-CSF) 20ng/mL.

Se suplementd con 10%de Suero Bobino Fetal (FBS) y L-Glutamina 2nM,
mas la adicibn de persevantes como penicilina 100Ul/mL, estreptomicina
100ug/mL.(40) El ajuste poblacional se calcula para un total de 1.5 x107

células/6mL, el cultivo se lo realiz6 en microplacas de 24 pozos conservadas a

52



37°C, en ambiente humedo (90%) con CO2 al 5% durante 5 dias, realizandose

recambios del medio cada 24 horas.

7.6.2 Cultivo de Leishmania braziliensis

Se utilizaron promastigotes de Leishmania braziliensis (WHO-2305), que
fueron cultivados en Medio-199 suplementado, procedimiento descrito por
Quispe,E. (68). El crecimiento in vitro de los promastigotes de Leishmania al cabo
de 5 dias (Anexo N°6), alcanzé'la fase estacionaria (Fig. N°12), fueron lavados y
resuspendidos, para ser ajustados a la densidad celular de trabajo (3x108 células/
6 mL)

7.6.3 Preparacion de EAE

El EAE fue obtenido en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas-
IIFB, este extracto se utilizo a una concentracién de 50ug/mL en Medio DMEN

concentracion establecida en-anteriores estudios.

7.7 Infeccibn de macr6fagos con Leishmania braziliensis en presencia y

ausencia de EAE

En la infeccion de macrofagos, se trabajé a partir de la placa de cultivo
donde se encontraban los macrofagos maduros de acuerdo a los cambios que
presentaron en tamafo y forma, se afadio a los pozos 1 mL de medio DMEN
suplementado, que contenia parasitos en una relacioén 1:20, y se incubo por 24 y
72 horas este procedimiento y administracion de EAE se detalla en el siguiente

flujograma:
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7.7.1 Flujograma del proceso de infeccion y administracion de EAE en
macréfagos

Evaluacionde la
(apacidad Infectiva

Infeccioncon

Leishmania Fraltadon

dela
EAE 24h. antes de la ;
infeccon A4 Capecknd
Microbicida
A.

Macrofagos

Evaluacionde I3
Capacidad Infectiva

EAE durante la

Infeccion (ED) Evaluadion

dela
(apacidad
Microbicida

Vel - V¥

Se inici6 con la obtencién de macrofa arﬁr

mononucleares de sangre periférica;
(A) se administr6 EAE al momento de la infeccién con promastigotes de L. braziliensis y se evaluaron
las capacidades Infectiva y microbicida. (B) Se realizé la variante de administracion de EAE 24 horas
antes de la infeccion y se evaluaron las capacidades infectiva y microbicida. (Fuente elaboracién
propia)
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7.8 Andlisis estadistico.

Para tener una descripcion mas completa, se codificaron los datos,
resumiendo y eliminando datos irrelevantes, realizando asi un andlisis cuantitativo,

generando un mayor sentido de entendimiento del material analizado.
Dividimos en tres grupos:

7.8.1 Grupo Control.- Macrofagos infectados con L. braziliensis, que no recibieron
tratamiento, preparados para su evaluacion a las.24 y 72 horas post infeccion
lavandose el excedente de-parasitos no fagocitados y siendo mantenidos en
medio RPMI 1640.

7.8.2 Grupo EAE Mi.- Macrofagos infectados, a los que se administr0 EAE al
momento de la infeccidn, que fueron preparados para su evaluacion alas 24y 72

horas post infeccion con los1avados respectivos.

7.8.3 Grupo EAE 24.- Macrofagos a los que se-les administr6 EAE 24 horas
antes del proceso de infeccion, que fueron preparados para su evaluacion a las 24

y 72 horas post infeccion con los lavados respectivos.

Los cubreobjetos fueron analizados al microscopio y se realizé el recuento de
400 células. Se registro el numero de macréfagos que contenian parasitos en su

interior asi como también el nUmero de parasitos por macrofago.

Los datos obtenidos se compararon entre si para agruparlos y se hallaron
vinculaciones que permiten clasificar nuestras unidades de analisis en categorias

de analisis:

- Indice de infectividad

- Capacidad infectiva

- Capacidad microbicida
- Actividad fagocitica
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8.- Resultados.-

Figura N°12.- Cultivo celular de promastigotes de Leishmania braziliensis, en

fase estacionaria.

DC 11 11~ INM - SELADIS
Ve ° Vv

Cultivo celular in vitro estand i aziliensis completando el ciclo de

desarrollo in vitro, con la formacion de rosetas, realizado en el Laboratorio de Inmunologia del
Instituto SELADIS —UMSA .La Paz, Bolivia.
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Figura N°13.- Cultivo celular de promastigotes de Leishmania braziliensis

100

DC 11 11-1- INM- SELADIS

Morfologia de promastigotes de L.braziliensis, realizado en el Laboratorio de Inmunologia del Instituto
SELADIS — UMSA .La Paz, Bolivia.

8.1 Cultivo celular de mononucleares:

Se estandariz6 el método de cultivo y maduracion in vitro de células
mononucleares humanas de sangre periférica en cultivo in vitro, en medio RPMI
1640 con la evaluacion tanto de repetitividad como reproducibilidad (Anexo N°8)

gue nos permitié contar con Macrofagos maduros al cabo de 5 dias.
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Figura N°14.- Cultivo celular de macréfagos a partir de monocitos de sangre

periférica

Morfologla\ggmac 0fagos humanos cultivados in vitro, provenien e mononucleares de
sangre periférica r n el Laberatdrié*de mmunblegialdel Instit IS ~UMSA. La Paz,
Bolivia.

8.2 Infeccion de macrofagos con promastigotes de L.braziliensis.

Las células humanas maduras (98%) obtenidas in vitro fueron sometidas al
proceso de infeccibn con promastigotes de L. braziliensis, con un ratio de 1-20
promastigotes en fase estacionaria, por 24 horas, en medio RPMI 1640, en una
serie de cultivos repetidos por quintuplicado que proporcionaron una visidbn mas

completa del estudio de nuestras variables.
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Se realiz6é el procedimiento paralelo, entre el grupo de células maduras en
cultivo in vitro que recibieron el extracto de alcaloides totales de Evanta al
momento de la infeccion (EAE Mi), y el grupo de células que recibieron el

pretratamiento con EAE (EAE 24) de acuerdo al flujograma planteado

Figura N°15.- Cultivo celular de Macrofagos en proceso de infeccion, con

promastigotes de Leishmania braziliensis

DC1311-INM-SELADIS

Cultivo celular in vitro de macréfagos provenientes de mononucleares humanos de sangre
periférica infectados con promastigotes de L. braziliensis, realizado en el Laboratorio de Inmunologia
del Instituto SELADIS —UMSA, La Paz, Bolivia.
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8.3 indice de infectividad.

Para estudiar el efecto de EAE sobre el indice de infectividad del parasito se

evalué de acuerdo al nimero de parasitos por macrofago

Figura N° 16.- Evaluacion del indice de infectividad de macrofagos tratados

con EAE al momento de la infeccion

m

80%

70 % -

ion

50 %- ¥ Control

n Cap. inf. EAE Mi

fecc

50 %

in

<0 %

aje de

30 %

20% "P=26723

i

Ao ik A
<0 2 i ohE P=28671
0% — == -

1 Parasito 2-4 Parasitos 5-7 Parasitos 8<Parasitos

Porcent

Indice de infectividad

La evaluacion del indice de infectividad, del grupo de macréfagos que recibio el tratamiento con
EAE al momento de la infeccién, presenta un comportamiento similar al control. Se cultivaron
macrofagos y se les administré 50ug/mL del extracto de EAE al momento de la infeccion con promastigotes de
L. braziliensis, se evalu6 el indice de infectividad y se lo compar6 con el control de células que no recibieron el
tratamiento (**P>0,01, ***P>0,01)
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Se evalu6 el comportamiento celular en el proceso de infeccién, con grupos de
variables en el indice de infectividad, que reflejaron la reducida predominancia del
porcentaje de infeccion (Tabla N° 4 Anexos), de los macrofagos tratados con
EAE al momento de la infeccion, referidos al grupo control que no recibi6d

tratamiento

La variable de 1 paréasito por célula, reflej6 una capacidad infectiva que
presenté una diferencia minima al ".control, estadisticamente no significativa
(P<0.01).

Comportamiento que se repitié en la variable correspondiente a 2-4 parésitos
por célula, donde tampoco se verificd una diferencia estadisticamente significativa
(P<0.01).

Se procedié a continuacion con la siguiente variable que correspondia a 5-7
parasitos por célula, se pudo evidenciar que 'Si existi6 una diferencia
estadisticamente significativa (++P>0.01); y por «ultimo en la variable
correspondiente a 8< parasitos por célula también ‘se verific6 una diferencia

estadisticamente significativa (+++P>0.01).
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Figura N°17 Cultivo de macréfagos — indice de infectividad

v

LA PAZ

\ - BOLIVIA

Evaluacién del indice feéti igura m [ﬁrau n del grupo de macréfagos
que recibio el tratamiento con EAE elai 7y el grupo de células control (B).
La predominancia del indice de un parasito pOr célula” en ambos grupos esta representada por la

imagen de un macréfago maduro infectado por un promastigote de L. braziliensis; obtenido in vitro en
el Laboratorio de Inmunologia del Instituto SELADIS — UMSA. La Paz, Bolivia.
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8.4 indice de Infectividad con pretratamiento

Figura N° 18.- Evaluacion del indice de infectividad de macrofagos
tratados con EAE 24horas antes de la infeccion

80%

Porcentaje de infeccion

u Control

0 Cap.inf. EAE 24

* P= 147641
HP=18.3913

"ps 39521
"P= 124113

1Parasito  2-4 Parasitos 57 Parasitos B8<Parasitos

Indice de infectividad

La evaluacion del indice de infectividad del grupo de macréfagos que recibio el pretratamiento
con EAE, 24 horas antes de la infeccion, presenta un comportamiento diferente al control. Se cultivaron
macro6fagos y se les administré 50ug/mL del extracto de EAE 24 horas antes de la infeccion con promastigotes
de L. braziliensis, se evalud el indice de infectividad y se lo compar6 con el control de células que no
recibieron tratamiento. (++P>0,01, +++P>0,01, *P>0,01, ***P>0,01)
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En el indice de infectividad, se observdé que el grupo que recibi6 el
pretratamiento con el extracto de EAE 24 horas antes de la infeccién present6
un comportamiento distinto al del grupo de células control (Tabla N° 5 Anexos).

Se analiz6 la variable correspondiente a 1 parasito por célula en la que se
encontro una diferencia estadisticamente significativa (++P>0.01), comportamiento
gue se repitidé con las demas variables, como es el caso de la correspondiente a 2-

4 paréasitos por célula, indice que resulté predominante con un 46,4%,

presentando una diferencia estadisti significativa (+++P>0.01).

Evaluacion del indice de infectividad. La figura muestra la comparacién del grupo que recibio el
pretratamiento con EAE 24 horas antes de la infeccion con una la variable predominante representada
por laimagen de un macrofago maduro infectado por dos parasitos de L. braziliensis (A);y el grupo de
células control en que la variable predominante, es representada por una célula infectada con un
parasito de L.braziliensis (B). Obtenido en cultivos in vitro en el Laboratorio de Inmunologia del
Instituto SELADIS - UMSA La Paz Bolivia
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Figura N°20.- Cultivo de macréfagos — EAE 24

10um

En el indice de infectividad del grupo de macréfagos que recibié el pretratamiento con EAE, 24
horas antes de la infeccién, se observa un comportamiento diferente al control, con la creciente
presencia de macréfagos infectados por mas de 20 promastigotes de L. braziliensis, obtenido en
cultivos in vitro en el Laboratorio de Inmunologia del Instituto SELADIS — UMSA. La Paz, Bolivia.

=
<7
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8.5 Capacidad Infectiva.

Figura N° 21.-Evaluacion de la capacidad infectiva a diferentes tiempos de

administracion de EAE.

50 %
45 %
40 %
35%
0%
25 %
20 %
15%
10 %

5%

0%

Porcentaje de infeccion

k%

= Control

m EAE M

m EAE24

P= 44723
"**P= 7.4388

Capacidad infectiva de promastigotes de L. braziliensis

.'. @ ?
En la evaluacion de la capacidad infecti prom es de L. braziliensis, los grupos que

recibieron la administracion del extracto de alcaloides totales de Evanta EAE a diferentes tiempos

presentan diferencias significativas con el control. Se evalu6 la capacidad infectiva de parasitos en el

grupo de macréfagos a los que se administr6 50ug/mL de EAE al momento de la infeccién, asi como un

grupo de macréfagos a quienes se administré6 EAE 24 horas antes de la infeccion (pretratamiento). (**P>0,01,

***pP>0,01 versus células control que no recibieron EAE).
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Se compar6 la influencia de la administracién del extracto EAE, en los dos
grupos de macrofagos referidos al control de células que no recibieron tratamiento,
utilizando los conteos de células con parasitos intracitoplasmaticos a las 24 horas
post infeccion (Tabla N° 6 Anexos).

En la evaluacion del primer grupo de células que recibieron la administracion
de EAE al momento de la infeccion, referido al grupo control, observamos que

con el andlisis estadistico existi6.una diferencia estadistica altamente significativa
(**P>0.01).

En la evaluacién del segundo grupo de células que recibieron la
administracion de EAE 24 horas antes de la infeccion-(pretratamiento), referido al
grupo control, observamos que con el analisis estadistico no existié una diferencia

estadistica significativa (***P>0.01)
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8.6 Capacidad microbicida.

Figura N° 22.-Evaluacion de la capacidad microbicida a diferentes tiempos

de administracion de EAE.
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Capacidad microbicida de macréfagos

Porcentaje de infeccidn

W

En la evaluacion de la capa

o ¥V
idﬂ. s, los grupos que recibieron la
de Eva AE a diferentes tiempos se comportan de

manera distinta. Se compar6 la capacidad microbicida del grupo de macréfagos a los que se administré

administracién del extracto de alcaloides to

50ug/mL de EAE al momento de la infeccién, asi como el grupo de macréfagos que recibieron el
pretratamiento versus el control de células que no recibieron tratamiento. (**P>0,01, ***P<0,01)
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Se comparo la influencia del momento de administracion del extracto EAE, en
los dos grupos de macrofagos referidos al control de células que no recibieron
tratamiento, utilizando los conteos de células con pardsitos intracitoplasmaticos a

las 72 horas post infeccion (Tabla N°7 Anexos).

En la evaluacion del primer grupo de células que recibieron la administracion
de EAE al momento de la infeccion, referido al grupo control, observamos que
con el andlisis estadistico existié.una diferencia estadistica altamente significativa
(**P >0.01)

En la evaluacién del segundo grupo de células que recibieron la
administracion de EAE 24 horas antes de la infeccion-(pretratamiento), referido al
grupo control, observamos gque con el analisis estadistico no existié una diferencia

estadistica significativa (***P <0.01)
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8.7. indices de fagocitosis

Figura N°23.- Analisis descriptivo de los indices de fagocitosis de los

grupos de macro6fagos en el tiempo
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En el andlisis de los indices de fagocitosis, la administracion del extracto de alcaloides totales de
Evanta EAE a diferentes tiempos promueve una mayor eficiencia. Se comparé la actividad fagocitica de
las 24 horas con la de las 72 horas posteriores a la infeccién de los grupos de macréfagos a los que se
administré 50ug/mL de EAE al momento de la infeccién, asi como el grupo de macréfagos que recibieron el
pretratamiento versus el control de células que no recibieron tratamiento. (+P>0,01, ++P>0,01, +++P>0,01)



Se hizo una comparaciéon intragrupal, que nos permiti6 observar en el
transcurso del tiempo el comportamiento de cada uno, para comprender mejor la
influencia del momento de administracion del extracto EAE sobre la actividad

fagocitica en nuestro estudio.

Se compararon los valores obtenidos a las 24 y 72 horas post infeccion
(Tabla N° 8 Anexos), de la actividad fagocitica de los macréfagos control
infectados, apoyados en el andlisis- estadistico observamos que existid una
diferencia estadistica significativa (+P>0.01), y'al contrastarlos se obtuvo un valor
de 41.37% de actividad fagocitica.

Se compararon los valores obtenidos a las 24y 72 horas post infeccion, del
indice fagocitico de los macréfagos que recibieron~-EAE al momento de la
infeccion, observandose con el analisis estadistico. que existio una diferencia
altamente significativa (++P>0.01) y al contrastarlos se obtuvo un valor de 63.15%

de actividad fagocitica.

Se compararon los valores obtenidos a las 24 y 72 horas post infeccion, de la
actividad fagocitica de los .macroéfagos control infectados, y con el analisis
estadistico observamos que-existio una diferencia‘ altamente significativa (+++P

>0.01) y al contrastarlos se obtuvo un valor de 65.9% de actividad fagocitica.
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9.- Discusidn.

Los factores que afectan la virulencia de Leishmania asi como aquellos que
modulan la respuesta inmune, representan un atractivo para nuestros estudios; En
las investigaciones realizadas hasta la fecha, sobre las propiedades de EAE como
agente antiparasitario, (5),(7) se evaluaron los efectos leishmanicidas de las
guinolinas con grupos substituidos (59-61), también se han hecho estudios sobre
el efecto modulador de EAE en la proliferacion celular (8), asi como en la
5

produccién de citoquinas en cél , estudio que fue ampliado en

tanto la acti w la pr ducclon,ge IFNy.

macrofagos. LA PAZ - BOLIVIA

El aislamiento d dmanas por estratificacion
celular con Ficoll Hypaque p una celular viable, que se ajusto
(71), y se cultivo in vitro con el respectivo estimulo hormonal, contando al cabo 5

dias con macréfagos maduros, listos para la experimentacion.

La capacidad infectiva del grupo de macrofagos tratados con EAE al momento
de la infeccion, evaluadas a las 24 horas post infeccion, presento un decremento
(19.23%) en comparacion al control, con una diferencia estadistica, altamente
significativa (**P >0.01), posiblemente debido a que estas células contaron con los

efectos del extracto de EAE en el momento en que éste actuaba como agente
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antiparasitario, enmascarando la observacion del verdadero actuar de los

macrofagos bajo los efectos de EAE en el proceso de infeccion con L. braziliensis.

Esta disminucién de la capacidad infectiva, que encubria una actividad
leishmanicida propia de EAE, fue confirmada por el andlisis del indice de
infectividad; los resultados mostraron que EAE, tuvo un pobre efecto sobre el
indice de infectividad, conservando el comportamiento de la variable predominante
de un parasito por célula (75.41%), muy similar al control (73,88%),
posteriormente por medio del andlisis estadistico (t Student) se confirmé esta
similitud, indicando que no existié una diferencia estadisticamente significativa
(P<0.01); por tanto la capacidad infectiva aparentemente no habia sido

modificada,

Luego de este andlisis.-nacio la duda, si el efecto de la administracion de EAE
al momento de la infeccién.influyé concretamente sobre la capacidad infectiva de
los parasitos o sobre la actividad fagocitica de los macréfagos o simplemente se
trataba de la pura actividad leishmanicida del extracto;-de esta manera se procedio
con un estudio paralelo que modificaba el momento de la administracion de los
alcaloides, (8) permitiendo el actuar de estos sobre los macr6fagos de manera
previa, evitando la susceptibilidad de que nuestro analisis se enfocara en la
actividad leishmanicida propia del extracto; manteniendo a las células cultivadas

en contacto con los alcaloides 24 horas antes de la infeccion

En el estudio paralelo correspondiente al grupo de células que recibieron el
pretratamiento, la capacidad infectiva evaluada a las 24 horas post infeccion,
presenta un notable incremento (43,79%), con una diferencia altamente
significativa (***P>0.01) respecto al control, que sugiere que EAE posiblemente
promovio una capacidad infectiva facilitada de los promastigotes, o una actividad
fagocitica mejorada, afirmacion que fue corroborada por el andlisis del indice de

infectividad de este grupo en estudio.

Los resultados del indice de infectividad reflejaron que la variable

correspondiente a 1 parasito por célula presenté un notable decremento hasta un
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36,8%, comparado con el control (73,88%), una diferencia altamente significativa
(**P>0.01), a razon del incremento de la variable de 2-4 parasitos por célula hasta

un 46,36% de capacidad infectiva comparado con el control (17,29%), p

Presentando una diferencia altamente significativa (***P>0.01), apoyado
también por las variable 5-7 parasitos y 8< parasitos por célula, quienes
reflejaron también diferencias estadisticas con el control, altamente significativas

(++P=>0.01 y +++P= >0.01 respectivamente).

dé?\gf cion, asi se pudo
dé-BAE sobre estas

macrofagos

que recibi rB‘ | tra m(efnt iento con

diferencias e_sta is

cia esbﬁi?%erﬁé’édﬁ’ﬁﬁatwa

SEES |®contrastar las frecuencias
grupos de macrofagos,

presentaron un comportamiento distinto al control, teniendo el primer grupo una

también con un

La evaluacion de

relativas en el tiempo o

diferencia de frecuencias relativas de 63,15% y el segundo un 65,9%, pero en
este analisis el control resultd con la diferencia mas baja (41,37%), lo cual nos
sugiere que podria tratarse de una actividad fagocitica reducida e ineficaz;
Ademas mencionar el hecho de que a las 72 horas posteriores a la infeccion, en
el indice de infectividad del grupo de células control, la sub categoria de 8 o0 mas

parasitos intracitoplasmaticos (8< parasitos) presentd un incremento atipico y
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tardio, comportamiento que podria estar relacionado con la exacerbacion del dafio

en el tejido y también con la cronicidad de la enfermedad.

Al observar las capacidades microbicidas de los dos grupos de macréfagos
que recibieron el tratamiento con EAE, se evidencia que mostraron valores
similares de actividad fagocitica, posiblemente debido a la sumatoria de
actividades del extracto de alcaloides de EAE sobre la capacidad microbicida de
los macréfagos asi como el efecto leishmanicida intrinseco que posee. Hasta el
momento nuestros resultados ‘sugieren que 'se trata de una conducta que
responde a una inmunomodulacion (8), (66), (68) de la actividad fagocitica y que
con el empleo de EAE ya.sea de manera profilactica o como alternativa de
tratamiento de la Leishmaniasis, se podria hablar de un buen prondstico en la

resolucion de esta patologia:
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10.- Conclusiones.

La evaluacién del extracto de alcaloides totales de Evanta, sugiere que EAE
posiblemente promovié una capacidad infectiva facilitada de los promastigotes, o

una actividad fagocitica mejorada,

- Se estandarizo la técnica en la que el sistema in vitro planteado llegé a generar

macréfagos maduros y via 3lylas mononucleares de sangre

ACEU@

presenta compaitamientos distintos

|crob|h€ap‘3‘zfav'5‘robévf$§ cél

en la capaci recibieron el

pretratamiento.

- El momento de la admlnlstracm. genta minimas diferencias en el

indice de fagocitosis a favor de los dos grupos de estudio que recibieron el

tratamiento.
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11.- Recomendaciones.

Con la experiencia adquirida con este trabajo de investigacion sugerimos
realizar estudios con el desarrollo de un cultivo in vitro, que contemplen el andlisis
hasta las 120 horas posteriores a la infeccion, estudios que brindarian nuevas
luces que nos permitirAn conocer con mas detalle el comportamiento de los
macrofagos infectados con Leishmania, en presencia y ausencia del extracto de

EAE, para una evaluacién exquisita en el tiempo.

Analizando con detenimiento la realidad de la infeccion, sugerimos variar el
tiempo de administracion de EAE a 24 y 48 horas posteriores a la infeccion en los
cultivos in vitro de macrofagos, para recrear con mas detalle el proceso real de la
Leishmaniasis en el hospedero, que esta proximo a contar con el tratamiento con
EAE.

Recomendamos que en los futuros estudios que se realicen en base a este
trabajo de investigacion acerca de los efectos de EAE sobre la actividad fagocitica
de macroéfagos infectados con Leishmania en cultivos in vitro, se utilicen cepas

nativas, que permitan aproximarnos aun mas a nuestra realidad
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13. ANEXOS

Anexo N° 1

Tabla N°4 Anélisis del indice de infectividad de macréfagos que recibieron

EAE al momento de la infeccion

Categoria Indice de infectividad | Indice de infectividad | indice de infectividad Indice de infectividad
Sub categoria 1 Parasito% 2-4 Parasitos % 5-7 Parasitos % 8< Parasitos %
Anélisis paramétrico Prueba t Prueba t Prueba t Prueba t
Intervalo de confianza a = 0.01 a = 0.0 a = 0.0 a = 001
Nivel de confianza 23739 23739 23739 23739
Grados de libertad 80 80 80 80
N°de Colas 1 Cola 1 Cola 1 Cola 1 Cola
Parametro Control | EAEMi | Control | EAEMi | Control | EAEMi Control EAE Mi
Media 73.88 75.41 17.29 19.55 7.29 4.33 1.52 0.69
Desviacion Estandar 13.7 6.68 83 6.49 5.12 3.28 1.23 0.99
N° de datos 30 30 30 30 30 30 30 30
Valorde t P=0.546 P=1179 P=2.6723 P=2.8671
Nivel de significancia o i o i o it o it
Se acepta | Serechaza | Se acepta | Se rechaza | Se rechaza | *Se acepta| Serechaza | *Seacepta

El valor de P se estableci6 en la prueba t de Student con una confiabilidad del 99%.

* Se resaltan las sub categorias en que los valores de t muestran una situacién anormal, con un
resultado experimental que discrepa mas de lo tolerado, por tanto se rechaza la hip6tesis nula (Ho) y
se acepta la hipétesis de investigacion (H1).

Frecuencia relativa del numero de parasitos intracitoplasmaticos por célula

contados, de acuerdo a intervalos que obedecen a sub categorias

86



Tabla N°5 Andlisis del indice de infectividad de macréfagos que recibieron

EAE 24 horas antes de la infeccion

(ategoria Indice de infectividad | indice de infectividad | Indice de infectividad Indice de infectividad
Sub categoria 1 Parasito% 2-4 Parasitos % 5-7 Parasitos % 8¢ Parasitos %
Analisis paramétrico Prueba t Prueba t Prueba t Prueba t
Intervalo de confianza a = 001 a = 001 a = 001 a = 001
Nivel de confianza 23739 2.3739 23739 23739
Grados de libertad 80 80 80 80
N°de Colas 1 Cola 1 Cola 1 Cola 1 Cola
Parametro Control | EAEMi | Control | EAEMi | Control | EAEMi Control EAE Mi
Media 73.88 36.80 17.29 46.36 1.9 11.32 1.52 5.52
Desviacion Estandar 13.7 1.28 8.3 245 5.12 218 1.23 1.26
N° de datos 30 30 30 30 30 30 30 30
Valorde t P=14.7641 P=18.3913 P=3.0521 P=12.4113
Nivel de significancia Ho i o i o i o i
Se rechaza | *Se acepta | Se rechaza| *Se acepta | Se rechaza | *Se acepta| Serechaza | *Seacepta

El valor de P se estableci6 en la'pruebat de Student con una confiabilidad del 99%.

* Se resaltan las sub categorias en-que los valores de t muestran una situacion anormal, con un

resultado experimental que discrepa mas de lo tolerado, por tanto se rechaza la hipétesis nula (Ho) y

se acepta la hipétesis de investigacion (H1).
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Tabla N°6 Andlisis de la capacidad infectiva a diferentes tiempos de

administracion de EAE

Categoria Capacidad infectiva Capacidad infectiva
Analisis paramétrico Prueba t Prueba t
Intervalo de confianza a = 001 a = 0.01
Nivel de confianza 2.3739 2.3739
Grados de libertad 80 80
N°de Colas 1 Cola 1 Cola
Parametro Control EAE Mi Control EAE Mi
Media 29.44 19.23 29.44 43.79
Desviacion Estandar 6.68 10.57 6.68 8.18
N° de datos 30 30 30 30
Valorde t P=4.4723 P=7.4388

. e Ho H1 Ho H1
Nivel de significancia

Serechaza | *Seacepta | Serechaza | *Se acepta

El valor de P se establecio en la prueba t de Student con una confiabilidad del 99%.

* Se resaltan las_sub categorias en que los valores de t muestran una situaciéon-anormal, con un

resultado experimental que discrepa mas de lo tolerado, por tanto se rechaza la hipétesis nula (Ho) y
se acepta la hipotesis de investigacion (H1).

Expresion porcentual del cociente del numero de células infectadas y el total

de células vistas, al microscopio, evaluada a las 24 horas post infeccién, que

refleja la suficiencia de los parasitos para infectar a macrofagos.
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Tabla N° 7 Andlisis de la capacidad microbicida a diferentes tiempos de

administracion de EA

Categoria Capacidad infectiva Capacidad infectiva
Analisis paramétrico Prueba t Prueha t
Intervalo de confianza a = 001 a = 001
Nivel de confianza 2.3739 2.3739
Grados de libertad 80 80
N° de Colas 1 Cola 1 Cola
Parametro Control EAE Mi Control EAE Mi
Media 17.83 1.41 17.83 15.12
Desviacion estandar 1.2 0.78 1.2 3.17
N° de datos 30 30 30 30
Valorde t P=7.8701 P=1.8783

: o Ho H1 Ho H1
Nivel de significancia

Serechaza | *Seacepta | Seacepta | Serechaza

El valor de P se establecio en‘la prueba. t de Student con una confiabilidad del 99%.

* Se resaltan las sub categorias en que los valores de .t muestran una situacion anormal, con un

resultado experimental que discrepa-mas de lo tolerado, por tanto se rechaza la hipétesis nula (Ho) y

se acepta la hipétesis de investigacion (H1).

Expresion porcentual del cociente entre el nimero de células infectadas y el

total de células vistas, al microscopio, evaluada a las 72 horas post infeccion con

promastigotes de L.braziliensis, que refleja el talento de los macréfagos para

eliminar los parasitos intracitoplasmaticos que presentaron.
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Tabla N° 8 Andlisis de los indices de fagocitosis de los grupos de

macroéfagos en el tiempo

Categoria Indice de fagocitosis Indice de fagocitosis indice de fagocitosis
Sub categoria Control EAE Mi EAE 24
Analisis paramétrico Prueba t Prueba t Prueba t
Intervalo de confianza a = 001 a = 00 a = 001
Nivel de confianza 2.3739 2.3739 2.3739
Grados de libertad 80 80 80
N° de Colas 1 Cola 1 Cola 1 Cola
Parametro Control 24 | Control 72 | EAEMi24 | EAEMi72 | EAE 24-24 | EAE24-72
Media 29.43 17.83 19.22 741 43.79 15.12
Desviacion estandar 6.68 7.2 10.57 0.78 8.18 3.17
N° de datos 30 30 30 30 30 30
Valorde t P=6.4647 P=6.0958 P=17.8711

. e Ho H1 Ho H1 Ho H1
Nivel de significancia

Serechaza | *Seacepta | Serechaza | *Seacepta | Serechaza | *Se acepta

El valor de P se establecid en la prueba t de Student con una confiabilidad del 99%.

* Se resaltan las sub categorias en que los valores de t muestran una situacion.anormal, con un

resultado experimental que discrepa mas de lo tolerado, por tanto se rechaza la hipdtesis nula (Ho) y
se acepta la hipdtesis de investigacion (H1).

Es la evolucién de las expresiones porcentuales de capacidad infectiva en el

tiempo hasta la capacidad microbicida, brindando una idea del comportamiento

fagocitico de los macréfagos
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Tabla N°9 Componentes del medio M199 para amastigotes axénicos

Estreptomicina

Medio 199 2.75¢
TCS 0.5% 1.25¢
Glucosa 0.67¢
NaHCO; 87.5g
Hepes [.48mL
L.Glutamina 2.5mL
Hemina ™ 0.7mL
Penicilina — 3.25mL

""Hemina en Na(OH) IN (Smg/mL). la cual es anadida
sobre la solucion antes preparada.

Se cultivaron promastigotes de L. dbraziliensis, en medio liquido M199

y

hemina en medio alcalino pH 6,8, y llevados a temperatura de 32°C durante 5

dias. (68)
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Tabla N° 10 Rendimientos y actividad leishmanicida in vitro de alcaloides

guinolinicos de Galipea longiflora. (7)

Corteza | Hojas | Raiz Clyy

Productos % % % (ng/mL)
2-fenilquinolina 417 20 | 667 100%
2-fenil-4-metoxi-quinolina 2.8 3 50+
2-(3', 4-dimetoxifeniletil)-quinolina .1 100 “0¢
2-(3', 4-metilendioxifeniletil)-quinolina 10.2 6.7 100 “b¢
2-(3, 4-mefilendioxifeniletil)-4-metoxi-quinolina
(cusparina) 31 2 100 “b¢
2-n-pentil-4-metoxi-quinolina I 100 **
2-n-pentilquinolina 24 173 | 100*
2-n-propilquinolina 1.3 12.5 50 0
2-n-propil-4-metoxi-quinolina (Chimanina A) 24 100 **
2-(E)-prop-1'-enilquinolina (Chimanina B) 16.7 25b¢
2-(I', 2-trans-epoxipropil)-quinolina (Chimaina D) 1.7 25 tbe
2-(E)-prop-1"-enil-4-metoxi-quinolina (Chimanina C) 0.5
Shiquimianina 1.7 4 100 **

Cly= a) L. braziliensis (2903); b) L. amazonensis (PH8) y (H-142); ¢) L. donovani (2632) y (HS-70).
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Tabla N® 11 Distribucion T Student rd \

Contiene los valores f tales que _;}[_T - ,T]: o .
donde n son los arados de libertad _ " o —
[ I

n\a 0,30 0,25 0,20 0,10 0,05 0,025 0,01 0,005 0,0025 0,001 0,0005
1 0.7255 1,0000 1,3784 30777 8.2137 12,7082 31,8210 63,8550 127,3212 312,3088 £35,6192
2 08172 0.5185 1.0607 1.8558 2.0200 43027 B.0645 0,5050 14,0860 22,3271 31.5001
3 0.5844 07649 00785 1,6377 2.3534 3,1824 4,5407 5,8408 74523 10,2148 12,9240
4 0.5856 0,7407 0,8410 1,5332 2.1318 2,7785 3,7460 46041 £.5076 TATEZ 8,5103
5 0.5504 0.7267 0,0185 1.4755 2.0150 2,5706 3,2640 4,0321 47723 5.8024 6,3688
6 0.5534 0.7176 0.0057 14308 1.0437 27,4480 31427 3.7074 43188 52078 5,0688
7 0.5481 0,7111 0,8080 1.4145 1,2046 27,3645 2,8970 3,4008 42,0203 47853 5,4072
8 05450 07084 0,8880 1,3058 1,8505 2,3080 2,B085 3,2554 32,8325 4.5008 5,0413
] 0.6435 0,7027 0,5524 1,3520 EEER 2,2622 2,8214 3,2408 23,6807 42058 47208
10 0.6415 0,560 0.6761 13722 18125 27,2281 27628 31603 35514 41437 4 5aRE
11 EEE 0.6074 0.87E5 1.3524 1.7850 2.2010 27121 3.1058 3.4068 4.0247 44270
12 0.5356 0,5855 0,8728 1,3562 1.7823 2,1788 2,6810 3,0545 32,4284 3.9208 4,3178
13 0.5375 0,583 0,8702 1,3502 1,770 2,1604 2,8503 3,0122 32,3725 3.8520 4,2208
14 0.5356 0.5024 0,8581 1,3450 17613 2,1448 2,8245 20768 32,3287 3.7574 4,1405
15 0.6357 0,5612 0,8682 1.3408 17531 21215 2,025 2 G467 32,2880 37328 40728
16 0.5350 0,6801 0,8647 1,3368 1,7450 2,188 25525 2.5208 32,2520 36562 4,015
17 0.5344 05882 0,5523 1,3334 1,7306 2,1088 25680 28082 32,2224 3.6458 31,9851
18 0.5232 05884 0,8620 1,3304 17341 2,1008 2,5524 28784 32,1088 38108 3,0218
19 0.6333 0.5876 0.8610 13277 1.7201 2.0630 2 5365 2 2605 34747 35704 3.5834
20 0.5320 0.5870 0.8500 1,3253 1.7247 2,080 25280 2,8453 32,1534 35518 3,5405
21 0.5325 0,586 0,8581 1,3232 1,7207 2,075 25178 2,8314 32,1382 35272 32,3183
22 0.5321 0,5852 0,8583 1,3212 17171 2,0738 25023 2.8188 32,1188 3.5050 3,7821
23 0.6217 05853 0,B575 71,3108 17130 2,0887 24060 2,8072 32,1040 34850 3,767
24 0.5314 0.5842 0.8580 1.317¢8 1.7100 2.0830 2.4022 2.7070 23,0005 34558 31,7454
25 0.5312 0,6844 0,8562 1,3162 1,7081 2,0685 24881 2.7874 30782 3.4502 3.7251
25 0.5302 0,5840 0,8557 1,3150 1,7056 2,0655 24788 27787 32,0660 34350 3,7065
27 0.5206 0.5837 0,8551 1,3127 1,7033 2,0618 24727 27707 32,0586 3.4210 31,6806
28 0.53204 0,5834 0,8548 41,3128 1,7011 27,0484 24671 2.7632 23,0480 3.4022 3.6730
29 0.5302 0.5830 0.8542 1.3114 1.6091 2.0452 2.4620 2.7564 32,0380 3.2082 3.6604
a0 0.5300 0,682 0,5528 1.3104 1,6873 2,0423 24573 2.7500 23,0288 32852 3,6480
a0 5255 0,507 0,8507 41,3031 16830 2,0211 2,4223 27045 2,8712 32056 32,5610
20 0.6355 0,6776 05481 12022 16641 1,0001 22720 28387 2.5570 EREEE 34163
120 0.5252 0.56765 0.8448 1.288E 1.6576 1.8798 2.2578 2.6174 2.5500 31508 3.3735
= 05244 0, 8745 05416 1.2516 1,644@ 1,0800 23,3263 25758 2,8070 3.0002 3.2005

Tomado de  http://www.upcomillas.es/personal/peter/investigacion/Tama%FloMuestra.pdf
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

D TR , de ..... anos de edad y con C................ ,
expedido en .............., manifiesto que he sido informado sobre los objetivos del Proyecto de
Investigacion “ENFERMEDADES INFECCIOSAS NUEVAS TERAPIAS ALTERNATIVAS: EVANTA EN EL
TRATAMIENTO DE LEISHMANIASIS CUTANEA” que tiene como fin encontrar un tratamiento
alternativo para la leishmaniasis cutanea. He sido informado sobre los riesgos y beneficios que
podria suponer el uso de una pomada a base de EVANTA como tratamiento. Que el tratamiento
incluye la extraccién de un volumen total de 75mL de sangre venosa, durante los 15 meses que
estaré involucrado en este proyecto, y que las tomas de muestras seran de acuerdo a tiempos
establecidos.

He sido informado de los posibles perjuicios -que el tratamiento y la extraccion de muestras de
sangre a diferentes tiempos, puedan tener sobre mi-bienestar y salud, asi mismo se me haran
conocer los resultados de las' pruebas realizadas con mis muestras sanguineas y sobre el
seguimiento clinico de mi enfermedad.

He sido también informado de que mis datos personales serdan manejados confidencialmente y
protegidos segun las normas vigentes de Bioética. Que mi participacion en el proyecto es
VOLUNTARIA vy que en cualquier momento, puedo retirar mi consentimiento a seguir
participando del mismo, sin que mi tratamiento médico posterior se vea afectado.

Por lo tanto, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a participar en este proyecto.

Palos Blancos,.....de ..................... del 2007.
Firma: ... Firma: ...,
PACIENTE: ... MediCo RESP.......cociieiriiiiieee
Cli it Clu i,

Firma Testigo:

Confirmo que he escuchado la explicacion oral del estudio, de los riesgos y beneficios asi como
la informacién de los tratamientos alternativos, seguros, compensaciones y confidencialidad de
los datos por un medico responsable del estudio. No soy compafiero de trabajo, ni dependo de
ningun modo del investigador principal o de la unidad de salud donde se realiza el estudio.
Confirmo que el paciente acepto voluntariamente participar de este estudio

Firma: ..o,



COMITE NACIONAL DR

OETICA

COMISION DE ETICA DE LA INVESTIGACION

CERTIFICADO DE AVAL ETICO

A quien corresponda:

La Comision de Etica de la Investigacion (CEI) del Comité Nacional de Bioética, tiene
a bien informar que fue presentado a la CEI, para su revisién y aval ético el proyecto
titulado: “Enfermedades Infecciosas, Nuevas Terapias: Evanta en el Tratamiento
de Leishmaniasis Cutdnea”, por la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas
~UMSA, Servicios de Laboratorio de Diagndstico e Investigacion en Salud (SELADIS),
Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas (IIFB), Centro de Informacion y
Documentacion del Medicamento (CIDME), Departamento de Inmunologia -
Universidad de Estocolmo — Suecia, Hospital de Palos Blancos y el Proyecto OSCAR —
Obras Sociales Caminos de Acceso Rural-Palos Blancos. Cuyos Investigadores
Responsables de la Valoracién Clinica son: Dra. Susy Machicado, Dr. Walter
Magarifios, Dr. Fernando Sosa, Dr. Alberto Giménez y el Dr. Orlando Choque. Dicho
proyecto fue evaluado en dos oportunidades, bajo los criterios €ticos que se toman en
cuenta para todo proyecto de investigacién que involucra seres humanos:

1. Validez cientifica (que el proyecto cumpla con los requisitos de la metodologia
cientifica).

2. Seleccion equitativa de la muestra (tomando en cuenta principalmente el manejo

de grupos vulnerables).

Validez social (pertinencia, atingencia y relevancia del proyecto).

Relacion Riesgo/Beneficio (viendo que el riesgo(s) sea minimo(s) y mayor el

beneficio(s) para los sujetos de estudio).

5. El Consentimiento Informado (documento que refleje el respeto a la autonomia
del participante en el estudio, redactado de una manera clara, comprensible y lo
suficientemente informativo para el sujeto de investigacion).

ot

Una vez verificadas las correcciones hechas por el equipo investigador, en base a las
observaciones de la CEI, es que se tiene a bien certificar que el mencionado proyecto
cumple con todos los requisitos éticos arriba mencionados, por lo que los miembros del
CEI dan el respectivo AVAL ETICO al proyecto “Enfermedades Infecciosas, Nuevas
Terapias: Evanta en el Tratamiento de Leishmaniasis Cutinea”, el mismo que
puede proseguir con su ejecucion.






