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I. INTRODUCCION
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1.- INTRODUCCION

Leishmania es un protozco miembro del ordcn Kinetoplastida. Agente causal de las
leishmaniosis humanas, enfermedades transmitidas por los mosquitos del género Phlebotomus
y Lutzomia. Bajo el nombre de leishmaniosis se encuadran tres manifestaciones clinicas bien
diferenciadas: la infeccion visceral generalizada o leishmaniosis visceral o Kala-azar,
leishmaniosis cutinca localizada y la leishmaniosis mucocutanea con ulceracién de la piel y

desarrollo considerable de las membranas mucosas.

Aunque las leishmaniosis originan importantes problemas de salud piblica, son
insuficientes los esfuerzos que se estin haciendo para combatirlas. La araplia diversidad tanto
de las fomas clinicas de dichas enfermedades como de las situaciones epidemiolégicas obliga
a aplicar en cada foco principios y métodos de lucha especificos. Ademis, la lucha contra las
leishmaniosis suele estar obstaculizada por la ignorancia de la verdadera prevalencia de estas

enfermedades y por la subestimacion de los sufrimientos e incapacidades que causan €n el

hombre.

Centrandonos en la leishmaniosis visceral, enfermedad causada entre otras por L
donovani (objeto de nuestro estudio), L. infantum y L. chagasi, considerada esta ultima,
recientemente comc una Leishmania del Viejo mundo llevada a America por las migraciones

humanas, puede ser endémica, esporadica 0 epidémiica. Las manifestaciones clinicas suelen

diferir segiin se trate de una u otra de estas tres situaciones.




a) Leihmaniosis visceral endémica. Afect2 especialmente a los nifios. En el 4rea
Mediterrinea, Asia sudoriental, China y América Latina, el grupo de edad mas afectado son los
nibos y adolescentes. La incidencia es dos veces mayor entre los hombres que entre las
mujeres. El periodo de incubacion oscila entre 10 dias y mas de un aiio, siendo gradual la
manifestacion de la enfermedad. Los sintomas mas frecuentes son ficbre, malestar, pérdida de
peso, anorexia y molestias en el hipocondrio izquierdo. la tos y la diarrea son comunes en
algunos casos, no observandose en otros. Los signos clinicos habituales son marcada
esplenomegalia indolora a la presion, hepatomegalia mcderada y linfadenopatia, consuncién y

palidez de las membranas mucosas.

b) Leishmaniosis visceral esporddica. Las personas no nativas de cualquier edad que
penetran en una zona endémica pueden contraer leishmnaiosis viscera!. La fiebre suele empezar
en forma abrupta entre 3 semanas y 2 afios después de la exposicion. La cnfermedad puede
avanzar en forma aguda con escalofrios, fiebre alta onduiante, a menudo con dos maximos
diarios, sudor copioso, ripida pérdida de peso y malestar profundo. Estos pacienies presentan
con alguna probabidad mayores complicaciones, como anemia hemolitica aguda grave, lesién

renal aguda y hemorragia intensa de las mucosas.

¢) Leishmaniosis visceral epidémica. Todas las edades son suceptibles, excepto los que
hayan sido infectados en una epidemia anterior. En los hombres la infeccién es mas frecuente

que en las rﬁujeres, en una proporcion de 4:3. Siendo raras las formas agudas.

d) Enfermedad subclinica. Se trata de aquellos pacientes que no muestran la tipica

ta de la enfermedad. Se estima que en algunos paises (Italia, Kenya) los casos

sintomatolog




subclinicos superan a los casos clinicos en una proporcién de 5:1.

Badaro et al. (1986) en un estudio anual realizado en Bahia (zona endémica de Brasil),
de 86 chicos identificados como seropositivos, 20 fueron asintomiticos y 15 desarroliaron el
kala-azar cldsico. De los 51 restantes, 13 (25%) desarrollaron un kala-azar cldsico en un tiempo
aproximado de 5 meses y en 38 (75%) la enferr..>dad curé en un tiempo medio de 35 meses.
La enfermedad inicial ¢n el grupo subclinico se caracterizé por hepatomegalia, a menudo
esplenomegalia, tos intermitente, diarrea y bajus grados de ficbre. Tambien fue comin el
malestay y la pérdida de peso. Los frotis tefiidos con Giemsa y cultivos de aspirados de médula

6sea fueron negativos para Leishmania.

Es importante destacar el hecho de que la leishmaniosis visceral es diagnosticada a
menudo en enfermos inmunodeprimidos taies como enfermos de SIDA o en transplantados

renales (Aguadc et ai. 1986).

Alvar et al. (1987) presentan la historia clinica de una mujer de 38 aiios adicta al la
heroina a la que se le diagnostica leishmaniosis visceral y hepatitis cronica. Tras repetidos
tratamientos que resuitaron ineficaces se le desarrollé un cuadro de insuficiecia renal y

posteriormente edema agudo de pulmén y mucrte. Estudios s=rolégicos retrospectivos para el

virus HIV dieron positivos.

Un caso de lcishmaniosis visceral en un enfermo de SIDA fué diagnosticado por la

deteccion de Leishmania en médula 6sea y un titulo de anticuerpos antileishmnia de 1:2048. El

tratamiento hubo de interrumpirse por la aparicion de disnea, cardiomegalia y derrame

to. Despues del «atzmiento la

pericardiaco que cesé 2 o 3 dias despues de cesar el medicamen




espicnomegalia disminuyd asi
P galia disminuyé y no se detectaron parisitos pero los titulos de anticuerpos

aumentaron a 1:16.000 (Rizzi et al. 1988).

Por iltimo es precis > i6 i
0 hacer mencion de la transmisié éni
n congénita de la enfermedad,
J ‘ : o s
cerca de lo cual no existe mucha informacion no estando muy clara la forma de transimision
de la leishmaniosis visceral. En los casos de infeccidn congénita, el paidsito fue probablemente
transmitido via placenta "in utero". Sin embargo, tambien es posible que la infeccion ocurra en

el momento del nacimiento o a traves de la leche materna (Massip et al. 1986; Mittal et al

1987).
1.1.- EPIDEMIOLOGILA

Excepto cn la India, la leishmaniasis visceral es una zoonosis. En los focos africanos,

los elementos conocidos de esta enfermedad son L. donovani, Phlet rtomus orientalis, roedores

y carnivoros. Los flebotémos y mamiferos reservorios son los huéspedes naturales que aseguran
la supervivencia del parsito. El hombre es un huésped "accidental” que yrobablemente influye
poco en el mantenimiento del ciclo biolégico. En China, la cuenca delmediterrineo y en Brasil,
los cdnidos intervienen en la persistencia de los focos, con subespecies de L. donovani como
agente infectivo. Los vectores en eslos focos son Phlebotomus chinensis (Asia), P. ariasi, P.
perniciosus y otras especies (cuenca del Mediterrineo) y Lutzomyia longipalpis (Brasil). Sin
embargo, en el nordeste de la India, el kala-azar €s una antroponosis. No hay indicios de

huéspedes reservorios mamiferos aparte del hombre mismo. El parisito es también L. donovari,

pero el vector es P. argentipes.




1.2.- BIOQUIMICA DEL PARASITO

Las investigaciones bioquimicas de las especies de Leishmania han sido limitadas. Los
primeros trabajos datan de la década de los 40 con el trabajo de Chang (1948) y el de Fulton
y Joyner (1949). Conocemos aspectos de la biosinicsis de macromoléculas, metabolismo
energético y de nucledsidos con aspectos comines y desiguales con otras células eucariotas. Se
han revisado numerosos trabajos de investigacion con la esperanza de encontrar rutas

\metabélicas o moleculas diferentes de las de las células del hospedador en Leishmania con el

fin de lograr una quinuoterapia especifica de la enfermedad.

1.2.1.- Metabolismo enérgetico

Se han encontrado todas las enzimas glycoliticas y del ciclo de los acidos tricarboxilicos
en ambos estados de Leishmania (promastigotes y amastigotes). Su respiracién es sensible a CN

y utiliza estas rutas para la produccién de energia.

Krassner y Flory (1972) demuestran la existencia de la gluconeogénesis mediada por
{ransaminasas, que convierten ciertos aminoacidos en intermediarios de! ciclo de los
4cidos tricarboxilicos. Asi hay tres puntos principales de entrada en este ciclo:

1.- Por Acetil CoA a traves del Piruvato en el que se transforman aminoacidos como
la Alanina y la Serina.

2 .- Por c-Cetoglutarato a traves del glutamato en ¢l que se transforman aminoacidos

como fenilalanina, isoleucina, valina, Leucina, tirosina y ornitina.

3.- Por oxalacetato en el que se transforman la glicina y ¢l acido aspértico.




Esta actividad parece mas que suficiente para el crecimiento de ciertas especies de
Leishmanias en un medio libre de glucosa usando los aminoacidos como fuente de energia.

Zilberstein y Dwyer (1984) encontraron sistemas de transporte eficientes para la glucosa y los

aminoacios en L. lonovani.

Otro punto de intcrés e la existencia de enzimas para la B- oxidacién de 4cido. _rasos

y la utilizacién de los mismos como substrato respiratorio con una actividad mucho mas alta en

amastigotes que en promastigotes (Hart et al. 1981; Hart y Coombs 1982). Se piensa que la

Leishmania puede encontrar unas condiciones naturales pobre en hexosas en el intestino del

mosquito y abundante en acidos grasos en el compartimento lisosomal de los macréfagos.

1.2.2.- Acidos grasos y esteroles

Se picisa en una posible implicacion de los acidos grasos en la immunopatologia de la
leishmaniasis (Chang, et al. 1985). La presencia de ergosterol en Leishmania es la base

bioquimica para la actividad anti-leishmania de la Amfotericina B y el Ketoconazol(Berman et

al. 1984).

1.2.3.- Nucleésidos de purinas Y enzimas de nucleotidos

Las especies de Leishmania no realizan la sintesis de Novo de purinas (Trager 1974).

Esto supone la inclusién de un minimo de nucleobases o nucledsidos en el medio de cultivo

para el crecimiento de los promastigotes; sin embargo bzjo estas condiciones es posible inducir

la biosifltesis de Novo por mecinismos feedback (Henderson y Paterson 1973).




Marr et al. (1978) estudian el metabolismo de purinas en un medio libre de estas y

demuestran que no hay sintesis de Novo cuando se utilizan precurosrcs marcados
radiactivamente tales como glicina, serina o formiato. Ademas, organismos puestos en un medio
libre de purinas durante una semana no crecen, sin embargo el crecimiento se reemprende tan

pronto com se afiadia una purina. El mayor crecimiento se consigue con adenina e hypoxantina

tanto para L. donovani como para L. braziliensis .

En este trabajo, se usaron bases piricas y nucleésidos marcados con objeto de seguir
las rutas metabélicas de las pirinas en las dcs especies anteriores. Encontrandose que la adenina
y la inosina son convertidos hastz un intermediario comiin, la hypoxantina, siendo transformado
a continuacién hasta nucléotidos. La ade‘l:ina se transforma hasta hypoxantina por la enzima

adenina aminohidrolasa y los productos fueron metabolizados y excretados al medio.

Las enzimas en la ruta altemnativa han sido Ios. objetivos principales para la nueva
quimioterapia de la leishmaniosis usando andlogos de nucledsidos tales como el Alopurinol
y Formycin B. El modo preciso de la accion anti-leishmania de estos medicamentos presenta
controversias (Robinson et al. 1984). Hay evidencias que sugieren la inhibicién de la sintesis

de proteinas por el mRNA que contiene formycin A en Leishmanias tratadas con formycin B

(Nolan et al. 1984).

Dwyer y Gottlieb (1983) proponen que las enzimas desfosforilantes encoriradas en la

membrana plasmética pueden tener una funcién de reciclaje para la adquisicién de nucledsidos

necesarios para los parasitos.




lovannisci et al. (1984) usando clones de mutantes de promastigotes de L. donovani

identifican dos sistemas de transporte de membrana distintos para nucleésidos.

1.2.4.- Suveruxido dismutasa y hydrolasas dcidas

La superéxido dismutasa descrita en Leishmania y otros parésitos relacionados contiene
hierro y es insensible a la cianidina (Meshnick y Eaton 1981), tiene dos subunidades de 43 kDa
cada una y su composicion en aminoacidos es mas similar a la enzima bacteriana que a la de
las células de mamiferos (Trang et al. 1983). Esta enzima se piensa que protege a la Leishmania
contra los metabolitos de oxigeno t6xicos producidos por los macréfagos y se presupone ser un

objetivo ideal para la quimioterapia.

Las hidrolasas acidas han sido ensayadas en numerosas especies de Leishmania. Steiger
et al. (1977) detectan alta actividad de proteasas acidas y alfa-D-manosidasa en promastigotes
L. donovani; otros enzimas lisosomales ensayados se encontraron que tenian muy baja

de ,

actividad. Glew et al. (1982) confirmaron este dato y purificaron una fosfatasa 4cida que tiene
un peso molecular de alrededor de 170 kDa, un espectro de sustrato amplio y un pH 6ptimo de

5.

Coombs (1982) y Coombs y Baxter (1984) encuentraron altas actividades de

cistein-protéasas, especialmente en am. ‘es de L. mexicana y actividad anti-leishmania de

inhibidores como la antipaina y leupeptina cuando se afiadia a macréfagos infectados.

En 1984 Pupkis y Coombs purificaron dos clases de proteasas de amastigotes, con pesos

moleculares de 31 y 67 kDa; s6lo 1a de mayor peso molecular fué encontrada en promastigotes.




1.2.5.- Polisaciridos

Decker-Jackson y Honigberg en 1978 y Greenblatt et al. en 1984 encontraron que los

"factores excretados® o EF por Leishmania (Hernandez 1983) contenian moleculas de
carbohidratos (peptidoglicanos) semejantes a los antigenos de los grupos sanguineos humanos.Se

ha propuesto una posible implicacién de este antigeno semejante al del huesped en la

immunopatologia de la leishmaniasis.

Turco et al. (1984) identifican en promastigotes de L. donovani una molecula de azucar

fosforilada de Man-PO,-Gal, que puede estar repetida formando un carbohidrato complejo.

Dagger et al (1984) demucstran que la tunicamicina, un inhibidor de glycosiltransferasas
para oligosacdridos unidos a N, es citotéxica para L. braziliensis e inhibia la incorporacin de

1nanosa.

Hay sin duda un aumento en el interés por los carbohidratos de Leishmania en vista del
posible papel que juegan como sefiales en el reconocimento celular, en el papel de los mismos
como antigenos protec'ores especificos y en las modificaciones que dichos peptidoglicanos

juegan en la relacién pardsitc-hospedador (Mcneely et al. 199; Tolson et al. 1990; Turco et al.

1990).

1.2.6.- Poliaminas

e ————————

Las poliaminas estdn presentes, con muy pocas excepciones, e todas las células vivas

tales como la putrescina, espermidina y espermina. Estas pequeiias moléculas cationicas se




piensa que juegan papeles importantes en el crecimiento y diferenciacién celular.

En promastigotes de Leishmania, Bachrach et al (1979) encontraron que los niveles de
putrescina y espermidina son muy altos, mientras que la espermina es apenas detectable. El nive!

de poliaminas y la razén putrescina-espermidina fluctua con las fases de crecimiento de las

Leishmanias, como se encontré en otros organismos.

Durante la diferenciacién de L. donovani desde amastigotes hasta promasiigotes, se
encontré que la espermina decrecia hasta un nivel despreciable, con el consiguiente aumento en
los de putrescina y espermidina, y en sus enzimas biosintéticas, ornitina y S-adenosilmetionina

descarboxilasa. (Morrow et al.. 1980).

Algunos < n.puestos anti-tripanosomatidos afectan el nivel de poliaminas y la biosintesis

de acidos nucleicos de Leishmania (....tirach et al. 1979b).

1.3.-QUIMIOTERAPIA DE LA LEISHMANIOSIS VISCERAL

Una enfermedad tan difundida y grave como la leishmaniosis ha desafiado los esfuerzos
de los investigadores en la bisqueda de una quimioterapia eficaz. No hay tratamiento

satisfactorio para ninguna de las formas de leishmaniasis y las espectativas son escasas. Esto es

debido en parte a la reciente aplicacién de la bioquimica y la inmunologia al problema de las

enfermedades parasitarias en general y de la leishmaniosis en particular.




Los medicamentos que se utilizan en la actualidad para el tratamiento de la

leishmaniosis visceral » kala-azar en el hombre son los siguientes:

- Compuestos antimoniales
- Diamidinas

- Amfotericina B

1.3.1.- Compuestos antimoniales

Los antimoniales fueron los primeros compuestos usados en el tratamiento de la
leshmaniasis desde principios de siglo. En 1908 se encontr6 que el tirtaro hemético presentaba
cierta actividad contra los trypanosomas, y Vianna en 1912 fue el primero que louso con éxito

en el tratamiento de la leishmaniosis visceral.

Los antimoniales trivalentes, tanto orgénicos como in6rganicos, fueron generalmente

muy téxicos y fueron dando paso a los compuestos pentavalentes hacia el aiio 1920. Los dos

compuestos de uso comiin son el estibogluconato sédico (Pentostam®) y el antimoniato de

meglumina (Glucantime®), introducidos en ¢l campo de la quimioterapia de la enfermedad en
la década de los cuarenta, siendo los de eleccién para el tratamienio de la leihmaniosis debido
a su gran eficacia y baja toxicidad. Estos dos medicamentos no se absorben por via oral por lo
que deben 1dministrarse parenteralmente, por infusién intravencsa lenta o por inyeccion

intramuscular durante un periodo de 10 dias.




La primera preparacién de estibogluconato sédico probada cuatenia solamente 20 mg

Sb/ml (Sati 1942; Maegraith et al. 1947). La solucién de Pentostam contiene 100 mg Sb/ml y

la de Glucantime 85 mg Sb/ml. Chulay et al. (1988) estudiaron la farmacocinetica de ambos
medicamentos y comprobaron que era muy similar para ambos, con picos de concentracién

méximos de aproximadamente 10 mg/n.. a las 2 horas de la dosis inicial.

La mayor parte del Sb se elimina rapidamente, sin embargo las concentraciones de Sb
aumentan gradualmente durante el tratamiento, siendo de 0.04-0.08 mg/m] 24 horas despues de
la primera dosis y de 0.19-0.33 mg/ml 24 horas despues de 30 dosis. El.modelo farmacocinético
propuesto por estos autores para los dos compricstos estf representado por una fase de absorcién
inicial con una vida media de 0.85 h, una fase de eliminacién rdpida con una vida media de
2.02 b, y una fase de eliminacién lenta con una vida media de 76 h.‘La fase de eliminacién
lenta se puede relacionar "in vivo’ con la conversién del Sb pentavalente en Sb trivalente, lo

cual puede explicar la toxicidad asociada con los tratamientos largos y/o las altas dosis.

En estudios hechos sobre hamsters Gellhoia et al. (1946) comprobaron que el
estibogluconato sodico se concentra preferentemente en el bazo y no hay acumulacién

apreciable en higado, rifién u otros érganos. Otto et al.(1947) aseguran que este medicamento

no se acumula en los glbulos rojos humanos.

Berman et al. (1988) tratan a hamster, sin infectar 0 infectados con L. donovani, con

Pentostam y posteriormente miden los niveles de Sb en suero, higado, bazo y piel observando

que los niveles de Sb en piel una hora despues de la administracién son mas altos que los de

higado o bazo. Sin embargo 8 horas despues de haber dado el medicamento los niveles son

comparables en los 3 6rganos. Esto sugiere que en clinica se debe administrar la misma dosis




para la leishmaniosis visceral y la cutinea.

Chulay et al. (1985a) estudiaron la ultraestructura de amastigotes de L. donovani antes
y durante el tratamiento de 6 pacientes con estibogluconato sédico, observando una reduccién
en el tamaifio medio, gran irregularidad de los contornos celulares y un moderado incremento

en la densidad electrénica del citoplasma 2sociado con una gran concentracién de ribosomas

Estos efectos sugieren que el medicamento afecta las funciones del transporte activo o la'

permeabilidad de la membrana plasmatica.

Los antimoniales pentavalentes parecen tener diversos modos de accién contra
Leishmania. Segin Berman et al. (1985) inhiben ios nucleétidos trifosfato de las purinas y la

sintesis macromolecular.

Gambarelli et al. (1987) estudiaron la sensibilidad in vitro de 10 cepas de Leishmania
(6 de L. infantum, L. donovani, L. tropica, L. braziliensis guyanensis y L. mexicana) al
Glucantime en cultivos celulares de macréfagos de ratén; comprobando que 3 de las cepas de
L. infantum (1 humana y dos de perro, todas ellas habfan respondido al tratamiento con el
medicamento) presentaron muy buena sensibilidad "in vitro" con una DLy, < 15 pg/ml.
Mientras que las otias tres cepas ( una aislada del bazo de un nifio con kala-azar y con

resistencia al tratamiento con antimoniales y dos de perro) mostraron una sensibilidad muy

reducida "in vivo" e "in vitro" con una DL, > 45 ug/ml.

A pesar de que los compuestos derivados del Sb son muy usados en el tratainiento del

kala-azar no estdn exentos de toxicidad, mostrandose €sta fundamentalmente 2 nivel del rifién

y corazén. Como efectos secundarios es frecuente que aparezca dolor abdominal, hipotensién




y disfunci6n hepitica.

Veiga et al. (1985) hacen un estudio sobre 10 pacientes tratados con Glucantime y

Pentostam observando un mal funcionamiento del rifién durante el tratamiento que se manifesté

¢n una alta osmolaridad en la orina y un clearance negativo del agua libre.

Kennedy y Anderson (1983) hicieron un estudio con 35 hamsters golden infectados con
L. donovani y tratados con estibogluconato sodico. Comprobaron que cuando apa: cizn cuerpos

amiloides en orina durante el tratamiento ello progresaba invariablemente al fallo renal.

En India, 4 pacientes que no respondian al tratamiento con estibogluconato 'ico se
les adminstré el medicamento a -una dosis elevada de 30 mg/Kg diariamente, repartido en 3
dosis. Los 4 pacientes murieron, 3 de ellos debido a fallo cardfaco. Se considera que las muertes
fueron debidas a la cardiotoxicidad inducida por el medicamento a esta dosis tan alta (Thakur

1986).

1.3.2. Diamidinas

Las diamidinas arométicas se emplean en clinica en el caso de que haya resistencia al
tratamiento con antimoniales. Son muy efectivas en el tratamiento del kala-azar pero se

- consideran ‘medicamentos de segunda eleccion debido a sus muchos y frecuentes efectos

secundarios.




La pentamidina surgi6 a principios de los 40 como la diamidina mas segura (Steck
1974). Fue menos efectiva que la estilbamidina (Sen Gupta 1953) pero carecia de

neurotoxicidad, por lo que es el tinico compuesto utilizado.

La pentamidina no se absorbe por via oral. El medicamento se une fundamentalmente

al higado y rifién (Launoy et al. 1960) y se excreta lentamente, el 50% de la dosis inyectada

comienza a eliminarse a los 5 dias, una parte por lz _rina y otra parte por las heces. S¢ pueden
detectar trazas en orina hasta 217 dias despues de 1a adminstracién y ¢~ el rifién hasta 240 dias

despucs.

Clement y Raether (1985) ensayaron el efecto de 2 derivados N-hidroxilados de la
pentamidina (&midoxima y monoamidoxima) contra Trypanosoma brucei, T.vivax, T.
rhodesiense, T. evansi y T. congolense, asi como contra Leishmania donovani y en todos los

casos el efecto fué menor que el producido por la pentamidina.

Pradinaud et al. (1985) destacan los excelentes resultados terapeuticos obtenidos en el

tratamiento de la leishmaniosis cutdnea en la Guayana Francesa, utilizando bajas dosis v

periodos cortos de tiempo.

Berman y Aikawa (1984), en experimentos "in vitro", trataron macrofagos de ratén
infectados con Leihmania donovani con pentamidina encapsulada en membranas de glébulos

rojos ligadas a IgG (una media de 1.4 microgramos de pentamidina) dando lugar a una

inhibicion de la multiplicacion de los parésitos dentro de los macrofagos del 73%. Sin embargo

se necesitaron 27 microgramos/ml de pentamidina sin encapsular para conseguir resultados

similares. Un examen al microscopio electrénico 5 horas despues de la fagocitosis de las




membranas-IgG revelé que el 95% de los parésitos estaban pega“os a las membranas de los

globulos rojos en los fagolisoson as.

En 1986 Berman et al. repitieron la experiencia anterior pero "in vivo" con hamstcrs,
inyectando la pentamidina contenida en membranas de glébulos rojos ligadas a IgG por via
intracardiaca o intramuscular. Esta formulacién eliminaba todos los parésitos del higado a una
dosis igual o superior a 1.5 mg de pentamidina/Kg de peso pero sélo eliminaba al 65% de los
parisitos a 3.5 mg/Kg, esta fué la mayor dosis ensayada. Cuando se administré la pentamidina
contenida en membranas de glébulos rojos pero sin ligar a IgG la actividad mostrada fué 200
veces superior a la que muestra el estibogluconato sddico libre, eliminando casi todos los
parisitos del higado y un 80% de los pardsitos esplénicos. La diferencia entre la eliminacion de
los parasitos del bigado y del bazo probablemente se debe a la mayor captacién del
medicamento por el higado (11 a 14 2g/g de tejido) que por el bazo (2 a 3 ug/ g de tejido). El
uso de esta formulacién contra la leishmaniosis visceral se puede considerar para el tratamiento

en clinica.

En cuanto a la toxicidad de la Pentamidina podemos considerar 4 grupos de efectos
téxicos: inmediatos, acumulativos, los debidos a un dosis excesiva y los locales. Los efectos que
siguen a la adminstraci6n intravenosa son sensacion de quemaz6n u hormigeo, dolor de cabeza,
presién en el pecho, ansiedad, disnea, nauseas, vémitos, hipotensién, taquicardia y sincope

(Hazarika 1949; Gawy 5 Lapeysonnie 1949; Sen Gupta 1953; Bryceson 1970).

Lcs efectos acumulativos que a menudo hacen preciso reducir la dosis o la frecuencia

de la administracin son debilidad, nauseas, vomitos y dclor abdominal que puede indicar dafio

pancreatico (Sen Gupta 1953; Bryceson 1970; Jha 1983a). Son muy marcados los efectos sobre




¢l metabolismo de los carbohidratos. Se han descrito casos de hipoglucemia posiblemente como

resultado de un dafio hepitico hasta en un 6% de los pacientes (Waltzer et al. 1974) y esta

puede llegar a ser irreversible y fatal (Manson-Bahr y Heisch 1956). Tambien puede ocurrir
hiperglucemia la cual puede conducir a diabetes (Bryceson 1968; Lichey et al. 1979; Jha y
Sharma 1984; Neafs 1985). Los casos de pancreatitis aguda en tratamientos con pentamidina han

sido descritos por Murphey y Josephs (1981).

Las dosis elevadas de Pentamidina en animales causan daiio hepético, renal  deprasién
cerebral (Wein 1943). En el lugar donde se pone la inyeécion intramu.scular es comin que

aparezca una inflamacién dolorosa que puede sangrar o supurar (Bryceson et al. 1985).
1.3.3.Amfotericina B

La amfotericina B es un antibiotico macrélido poliénico que actua sobre los esteroles
y fosfolipidos de las membranas celulares, efectivo contra ciertos hongos y Leishmania (Steck

1974).

Al igual que la Pentamidina es un medicamento de segunda eleccién debido a su
toxicidad y requeriminentos para la admministracién intravenosa, se usa en Casos de tratamientos
resistentes a los compuestos antimoniales. Es inestable a pH distinto al neutro y sensible al aire
y a la luz. E190% del medicamento inyectado se une a las proteinas plasmiticas. La vida media

es de 24 horas y el medicamento s¢ excreta lentamente por la orina.

i

La adminstracién repetida de la amfotericina B por infusién intravenosa tiende a

producir esclerosis lo cual obstaculiza el tratamiento. La mayoria de los pacientes experimentan




rigidez durante la infusién. Ademas un 25% de los pacientes desarrollan anormalidades renales.

El medicamento causa un defecto de permeabilidad en los tibulos distales que permiten la salida

de potasic y se vuelven permeables 2 los iones hidrogeno, produciendo azotemia, acidosis y

poliuria. Este defecto normalmente es reversible si la dosis adminstrada ha sido menos de §
gramos (Burgess y Birchall 1972). La misma proporcién de pacientes desarrollan anemia debido

a una depresion de la médula dsea y hemolisis. Algunos pezcientes presentan anorexia y

profundo malestar.

Los efectos inmediatos asociados con la infusién del medicamento son nauseas, vomitos,

escalofrios y fiebre.

La amfotericina B no se emplea en la leishmaniosis cutinea poducida por L. trépica,
L. major o L. mexicana. Weinrauch y El- On (1984) demostraron la ineficacia de este
medicamento sobre ratones infectados con promastigotes de L. major o L. mexicana

amazonensis.

1.3.4. Agentes terapeuticos experimentales

La lista de compuestos que han sido probados i vitro o in vivo como agentes

terapeuticos de la leishmaniosis es muy larga.

En general, su efectividad ha sido limitada, o su toxicidad excesiva, 0 sus requerimientos

para ia administracién molestos.




Podemos establecer 4 grandes grupos:

- Pirazolopirimidinas

- 8-aminoquinolinas

- Compuestos con otras actividades biolégicas

- Medicamentos encapsulados en lipos”  as

1.3.4.1.Pirazolopirimidinas

Estos compuestos son andlogos estructurales de las purinas en las que hay un cambio
del nitrégeno desde la posicién 7 del anillo de la purina hasta lo que seria la posicién 8. Esta
alteracién convierte al compuesto en una pirazolo(3,4- d)pirimidina y ello altera bastante su

metabolizacién. En este grupo de compuestos incluimos:
-Alopurinol
-Tiopurinol

-Foricin B

1.3.4.1.1. Alopurinol

Es el 4-hidroxipirazolo(3,4~d)pirimidina, un andlogo estructural de la hipoxantina y fué

intsoducido como un candidato dentro de los agentes antineopldsicos basandose en su parecido

estructural con las purinas (Elion et al. 1963).




El alopurinol no tiene actividad antimetabélica pero actua como sastrato de la xantina
oxidasa siendo un inhibidor competitivo de la misma. Esta exzima convie-te al alopurinol en
oxipurinol (4,6-dihidroxipirazolo(3,4-d)pirimidina) el cual es ur inhibidor mas efectivo de la
enzima que el sustrato (Spector 1977). A pesar de su parecido estructural, el alopurinol y su

producto metabdlico no se incorporan dentro de los acidos nucleicos del los tejidos de

mamifercs

Frank et al. (1970) investigando actividades antitumorales de diversos compuestos ,
encontraron que el alopurinol inhibia el crecimiento de Crithidia fasciculata. Postularon que
inhibia la conversién de acido félico a biopterina por inhibicién de la xantina oxidasa o
interferfa en la biosintesis de pirimidinas en organismo. Una _investigacién posterior por
Pfaller y Marr (1974) demuestra que el alopurinol era un efectivo agente antileishmanico contra
L. braziliensis. La misma investigacion demuestra que ni L. braziliensis ni C. fasciculata
contienen xantina oxidasa por lo que se¢ pone en duda el mecanismo de accién postulado por

Frank et al.(1970).

El alopurinol se mosiré muy efectivo contra promastigotes de L. donovani y L.
mexicana. Asi mismo el oxipurinol fué menos activo contra L. donovani e inactivo contra

L.mexicana y L. braziliensis (Marr y Berens i977). Ademas la actividad del alopurinol era

reversible por adenina, inosina e hipoxantina. Estos tres compuestos representan el pool

y ’” . . P .
metabolico disponible de muchos organismes o que llevo a eslos investigadores a ia hipétesis

de que el alopurinol actuaba interrunpiendo i metah~lismo de las purir -s.




Este hallazgo inusual implica que el alopurinol y, quizas otras pirazolopirimidinas eran

metabolizadas por estos hemoflagelados de una manera totalmente distinta a como lo hacen la

mayoria de los organismos. En la misma investigacion se demostré que e! aiopurinol podia

inhibir la transformacién de amastigotes hasta promastigotes lo que sugiere que el compuesto

puede ser efectivo tambien contra las formas intracelulares de L. donovani.

Otro metabolito del aloprrinol es el alopurinol ribonucleésido que fué mas activo que
el compuesto de partida sobre los promastigotes (Nelson et al. 1979) y amastigotes intracelulares
(Berens et al. 1980). Su actividad contra las formas promastigotes fué leishmanistatica mas que

leishmanicida.

El alopurinol ribonucledsido es convertido selectivamente hasta alopurinol ribonucledtido
y 4-aminopyrazolopirimidina ribonucledtido (Nelson et al 1980; Krenitsky et al. 1980). Esta
" conversién metabélica no se ha visto en el hospedador. Al parecer estos metabolitos actuan
como inhibidores de las enzimas que metabolizan las purinas afectando la funcién del RNA y

reduciendo la sintesis de proteinas(Looker et al. 1983).

1.3.4.1.2. Tiopurinol

Recientemente se ha visto que los anslogos tio del alopurinol y sus ribonucledsidos
tambien son efectivos. La actividad del tiopurinol (4-tiopirazolo(3,4- d) pirimidina) y del
astiguies intracelulares es similar

tiopurinol ribonucledsido contra los promastigotes y los am

a la serie de compuestos dei alopurinol.




El metablismo de este compuesto en el hombre, aunque esté poco estudiado, parece ser

andlogo al del alopurinol, excepto que no se ha detectado el tiopurinol ribonucleésido (Grahame

et al. 1274; Grahame et al. 1977).

El tiopurinol puede ser activado por la hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa
hasta el ribonucledsido monofosfato y el ribonucledsido del tiopurinol tambien puede ser
activado por una nucleésido fosfotransferasa hasta el mismo producto. No hay conversién

posterior de este a ribonucle6tidos de aminopirazolopirimidinas. Esto sugiere que hay diferencias

en el metabolismo entre las tio- y las hidroxi-pirazolopirimidinas lo que supone un modo de

accién diferente contra Leishmni. (Marr et al. 1981).

El tratamiento de macréfagos de la linea celular P388D, infectados con L. donovani,
reduce el niimero de amastigotes/ célula, y los amastigotes que quedan no son viables (Marr et

al. 1981).
1.3.4.1.3. Formicin B

Es una pirazolopirimidina en la que hay una inversién de los dtomos de carbono y
nitrégeno de las posiciones 8 y 9 del anillo imidazélico (7-hidroxi-S—B-D-ribofuranosil
pirazolo(4,3- d)pirimidina).

Este compuesto ¢s un andlogo estructural de los nucledsidos C de la inosina que no €s

fosforilado ni desdoblado por las células de mamiferos (Umezawa et al. 1967; Shheen et al.

1968).




Parece ser que la toxicidad del formicin B es baja; en ratén la DLy, fue

e .
proximadamente de 1000 mg/Kg adminstrados cada dia durante 10 dias (Muller e al. 1975)

Carson y Chang (1981) demuestran la actividad leishmaniostitica del formicin B sobre
promastigotes de L. donovani y L. mexicana y sobre amastigc*~s de L. mexicana en m‘acréfagos
de la linea celuar J774 G8, a una concentracién Jde 1 uM. Cuando se aumentaba la concentracién
del compuesto 10 veces la inhibicién del crecimiento de los amastigotes intracelulares
aumentaba de un 50% a un 90% pero los macréfagos inhibfan su crecimiento un 30% lo cual
es indicativo de cierta toxicidad. El formicin B reducia el nimero de parésitos en el higado de
hamsters infectados con L. donovani, cuando se daba 1J mg del medicamento 4 veces al dia

durante 5 dias.

Berman et al. (1983) consiguen una reduccior. de la parasitacién en higado de hamsters
infectados con L. donovani del 85 al Y0% despues de haber administrado el formicin B por via
oral. La eficacia d=1 compuesto por via oral es de 4 3 8 veces mayor que por via intramuscular

y 4 veces superior al medicamento que se empled como control positivo, el glucantime, tambicn

adminstrado por via intramuscular. A las dosis empleadas (26 ug/kg/dia o 104 ug/kg/dia) no se

manifesté toxicidad en médula ésea ni en los elementos formes de la sangre; la Gnica toxicidad
estadisticamente sigaificativa en higado fue un aumento en los niveles séricos de bilirrubina.
Como consecuencia de la eficacia demostrada "in vivo" asi comc de su ligera toxicidad el

formicin B podria emplearse como un agente oral contra la leishmaniosis visceral.

En el mecanismo de accién del formicin B se piensa que estan implicadas las mismas

enzimas especificas que metabolizan al alopurinol ribonucleésido. Carson y Chang (1981)

incubaron formas promastigeics 12 Leishmania con formicin B y este era fo<forilado hasta




formicin B monofosfato; sin embargo no detectaron formicin A monofosfato. El formicin B

monofosfato inhibia a la succino-AMP sintetasa de el organismo pero no servia como sustrato.

Nelson et al. (1982) en estudios posteriores confirman que el formicin B es un agente
antileishmania pero tambien demuestran que L. donovani convierte este compuesto en el
ribonucledtido del formicin A. El RNA del parisito contenia una parte del formicin A en un
enlace 3’,5'-polinucledtido. Ademas estos investigadores encontraron que la succino-AMP
sintetasa usaba el formicin B moncfosfato como un sustrato alternativo. Esto indica que la ruta

metabélica en el pardsito es exactamente la misma que para el alopurinol ribonucleésido.

Hay una diferencia significativa entre el formicin B monofosfato y el alopuurinol
monofosfato, el primero es tambien un sustrato de la succino-AMP sintetasa de mamiferos y el
segundo no. For lo tanto puede haber formacion de ribonucleétidos del formicin en células de
mamiferos y ello puede juslil'icar' la inhibicién del crecimiento en macréfagos descrito por

Carson y Chang (1981).
1.3.4.2.- 8-Aminoquinoleinas

Mucha de la informacién sobre la actividad quimica Y farmacolégica de las

8-aminoquinoleinas se ha conseguido en estudios sobre malaria. Estos compuestos surgen a

n de Ehrlich en 1981 sobre la cierta actividad plasmodicida que tenia

partir de la demostraci6

el azul de metileno.




Steck et al. (1976) investigaron aproximadamente 800 compuestos con actividades
antimalaricas, antibacterianas o con estructuras quimicas peculiares, con objeto de encontrar
compuestos con actividad antileishmania. Unicamente las 8-aminoquinoleinas se presentaron

como una buena promesa para el tratamiento de la enfermedad.

Uno de los primeros estudios que demostraron la efectividad de las 8-aminoquinoleinas

contra Leishmania fue realizado por Kinnamon et al. (1978). El compuesto WR6026 result6 ser
entre 470-700 veces mas activo que el antimoniato de meglumina al tratar un hamster infectado
con Leishmania al tercer dia de la infecci6n. Si el kamster se trataba al dia 17 de la infeccién

el compuesto WR6026 era solo 160 veces mas efectivo que el antimoniato de meglumina.

Chapman et al. (1979) trataron con WR 6026 perros infectados con L. donnvani y
consiguieron una reduccién en el ntmero de amastigotes hepéticos del 94% cuando el
compuesto se administrd por via intramuscular a una dosis de 3.25 mg/kg per

dia durante S dias.

La primaquina tiene muy poca actividad en infecciones experimentales con L. donovani.
Las ieishmaniosis cutineas experimentales son menos sensibles a las 8-aminoquinoleinas que

las leishmaniosis viscerales. Aunque ]a 2-metilprimaquina parece ser mas activa contra L. major

que la primaquina.

Tambien sse ha obscrvado actividad con las 6- y 7- aminoquinoleinas, aunque menor

que con las 8-aminoquinoleinas (Hanson et al. 1977).




Johnson y Werbel (1983) ensayaron la actividad sobre L. donovani de ciertos
compuestos andlogos de las quinoleinas insertando diferentes grupos en el anillo y unicamente

en el andlogo 2-hidroxipropilo se observ6 un incremento de la actividad.

Cuando las 8-aminoquinoleinas se administran oralmente se absorben enseguida. Son
metabolizadas muy rapidamente, sin embargo, s6lo una pequeiia proporcion de la dosis
administrada se excreta como tal. Las concentraciones plasmiticas méximas se dan alrededor

de las 6 horas, y rapidamente disminuyen no detectandose nada a las 24 horas.

A las dosis terapeaticas ordinarias (la mayoria de las veces adminstradas a pacientes con
malaria) la primaquina se ha mostrado relativamente in6cua. Cuando el tratamiento es muy
prolongado puede ocurrir dolor -abdominal, anemia, cianosis y leucocitosis. En individuos
deficientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa el medicamento puede inducir una reaccion

hemolitica grave.

Las 8-aminoquinoleinas aceleran la eliminacién de hidrégeno del NADPH, glutation

reducido, la hemoglobina y los grupos sulfidrilo de las proteinas. En eriirocitos normalcs, el
indice de regeneracion del NADPH puede acelerarse aumentando la cantided de glucosa
metabolizada a traves de la ruta de las pentosas fosfato. Por este mecanismo se dispone de
NADPH suficiente para la reduccién del glutation oxidado y para la reduccién de la

metahemoglbbina. Los eritrocitos de individuos deficientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

son incapaces de regenerar el NADPH suficientemente para compensar los efectos destructivos

de los metabolitos oxidativos de las 8-aminoquinoleinas.




1.3.4.3.- Compuestos con otras actividades biolégicas

Debido al alto interés que existe en la quimioterapia de Leishmania, se ha examinado

la actividad frente a este pardsito de muchos compuestos que se han usado en el hombre para

el tratamiento de otras enfermedades.

1.3.4.3.1.- compuestos antibacterianos

Los compuestos antibacteiianos presentaron poca o ninguna actividad "in vitro” a altas
concentraciones. La actividad fué muy poca "in vivo". Cuando se administré trimetoprin junto
con sulfadiazina a ratones infectados con L. major la actividad no aument6 con respecto a los

medicamentos por separado (Neal 1972).

Sin embargo el efecto de la rifampicina en ratoness infectados con L. mexicana

amazonensis se potenci6 con la isoniazida y la amfotericina (Peters et al. 1981).

Raether et al. (1989) inocularon intravenosamente a hamsters (LAK:LVGKI) con L.
donovani y despues estos fueron tratados oralmente con potentes fluoroquinolonas
antibacterianas. Todas las fluoroquinolonas ensayadas indujeron una reduccion significativa en

el nimero de amastigotes kepéticos respecto a los lotes control.

1.3.4.3.2.- Paromomicina, monomicina y compuestos relacionados

Neal (1968) en ensayos "in vivo" comprobé la alta actividad de la paramomicina,

hidroximicina y aminosidina sobre L. major. La neomicina, framicetina y kanamicina




fueron inactivas.

E . . n: . " . . . .
n estudios "in vitro" la paramomicina y monomicina presentaron una actividad

moderada frente a amastigotes de L. major, y baja frente a amastigotes de L. mexicana. La

kanamicinz resultd inactiva para los amastigotes de L. major (Mattock y Peters 1975a)

Yusupov et al. (1981) ensayaron el efecto de la monomicina sola y de un complejo de
monomicina mas coligeno sobre promastigotes de una cepa virulenta de L. tropica en medio
NNN. En ambos casos la actividad fué elevada. El coldgeno solo inhibia el crecimiento de los

pardsitos probablemente debido al cambio de pH que inducia en el medio.

1.3.4.3.3.- Compuestos antimaldricos

Ciertos compuestos usados como antimalricos han presentado actividad. Asf Mattock
y Peters (1975a) en ensayos in vitro con amastigotes de distintas especies de Leishmania
observarcn que compuestos como el cicloguanil, primetamina, mefloquina, mepacrina,

cloroquimi, quinina, clociguanil... presentaban una actividad alta o moderada.

1.3.4.3.4.- Emetina y compuestos relacionados

Al-khateeb y Molan (1981) afirman que la dehidrohemetina tiene propiedades anti-L.

donovani por reducir el peso del bazo y del higado de hamsters infectados. Sin embargo, estos

autores no correlacionan la reduccién del peso de los drganos con el ndmero Jde amastigotes.




Tambien el cloruro de berberine inhibia “in vitro” el crecimiento de promastigotes de
L. donovani alrededor del 50%. Asi mismo cuando se incubé médula ésea de pacientes con
kz!a-azar con el medicamento no se vieron promastigotes en el medio, y el compuesto inhibia
la respiracion endégena y la oxida..on de glucosa. Los estudios de incorporacién demostraron

que el cloruro de berberine inibia la sintesis de dcidos nucleicos y proteinas.

1.3.4.3.5.- Compuestos antitripanosdmicos

Ciertos compuestos antitripanosémicos, tales como el nifurtimox o la suramina,
presentan alguna actividad antileishmanica (Mattock y Peters 1975a), esto es de esperar ya que
el desarrollo intracelular de T. cruzi es similar al de Leishmania. Sin embargo no hay que
olvidar los efectos téxicos del nifurtimox.

1.3.4.3.6.- Compuestos de diamidinas

A pesar de la moderada actividad antileishmania demostrada por algunos de estos

compuestos (Hanson et al. 1963) y 1977; Racther et al. 1978; Trotter et al. 1980) su aplicacién

se ve disminuida por su toxicidad

1.3.4.3.7. “ompuestos antihelminticos

No se han encontrado compuestos de este tipo con una actividad considerable sobre

Leishmania (Mattock et al. 1975; Peters et al. 1980).




1.3.4.3.8.- Compuestos antifiingicos

Mattock y Peters (1975) en ensayos "in vitro" con amastigotes de L. icana

encontraron que el Atrican presentaba actividad moderada, mientras que la 5-fluorocitosina era

inactiva. k

g ; :
En ensayos "in vitro" con amastigotes de L. mexicana en macréfagos derivados de

monocitos humanos el ketoconazol inhibia el crecimiento de los parisitos asf como la biosintesis

de esteroles. El mecanismo de accién para el ketoconazol contra los promastigotes puede ser

el postulado para Candida albicans: interferencia con la permeabilidad de la membrana
secundaria a una pérdida de desmetil esteroles y acumulacién de 14 alfa-metil esteroles (Berman

et al. 1984).

Goad et al. (1985) encuentran que los esteroles del ketoconazol inhiben el crecimiento
de los promastigotes de L. mexicana mexicana. Sus estudios demuestran que la bioquimica de
los esteroles es muy parecida a la de los hongos, lo que hace aumentar el interés en los

medicamentos antimic6ticos como agentes quimioterapeuticos para las infecciones de

Leishmania.

En Arabia Saudi y Venezuela se han empleado compuestos antifingicos para el

tratamiento de leishmaniosis cutdneas obteniendose resultados positivos (E!-Saalee et al. 1986,

Kubba et al. 1986; Viallet et al. 1986; Borelli 1987).




Beach et al. (1988) cultivaion distintas cepas de Leishmania en presencia de

ketoconazol, itraconazol y fluconazol. En general los 3 medicamentos inhibieron el crecimiento

de las distintas especies y subespecies tratadas.

1.3.4.3.9.- Otros agentes

El metronidazol, trimetoprim mas sulfametoxazol, e isoniazida asociada a rifampicina

se Lan usado par2 el tratamiento de leishmaniosis cutdneas con resultados opuestos.

El metronidazol no mostrd una actividad exp. imental significativa. Fué bastante activo

"in vitro" sobre amastigotes de L. mexicana pero a una concentracién muy elevada, de 10000

ug/ml (Mattock y Peters 1975).

Berman y Lee (1983) recogen la actividad “in vitro" de diversos agentes antileishmnia
administrados por via oral sobre L. tropica en macréfagos humanos. El trimetoprin mas
sulfametoxazol y la isoniazida mas rifampicina fueron inefectivos in vitro. El metronidaz.! solo

eliminé ¢l 30% de los pardsitos.

Weinrauch y El-On (1984) inocularon ratones con promastigotes de L. major o L.

mexicana amazonensis.Despues de 40 (L._major) o 60 dias (L. mexicana) se les administrd
ritampicina por via oral y rifampicina asociada con amfotericina B inyectada

intraperitonealmente, en ambus casos el tratamiento fué ineficaz.




Los tranquilizantes del tipo de las fenotiazinas tambien han presentado propiedades

i i Ll G . g
ishmania "in vitro". La clorproinazina fué activa contra promastigotes y amastigotes

intracelulares, mientras i so7i .
» que la trifluoperazina y la butaperazina fueron activas "in vitro” contra

promastigotes (Pearson et al. 1981).

Pearson et al. (1984) encontraron que la clorpromazina a una concentracién superior o
igual a 3.12 ug/ml reducia la viabilidad de los promastigotes de L. donovani. En ensayos "in
vivo" la concentracién leishmanicida minima dada .a los hamsters infectados con L. donovani
fué de 13.2 ug/ml, esta reducia el numei, de pardsitos hepaticos un 64.2% y los pardsitos
esplénicos un 67.9%. Sin embargo esta dosis es unas 10 veces superior a la toleiada por los
pacientes con tratamiento psiquiatrico lo que hace descartar su uso en el tratamiento de la

leishmanios*s visceral.

En ensayos "in vitro" realizados por EI-On et al. (1986) la clorpromazina fue efectiva

contra promastigotes Yy amastigetcs de L. mexicana, L. aethiopica y L. major. Cuando se

administré la clorpromazina junto con el antimoniato de meglumina, se observé un efecto
sinérgico para promastigotes de L. donovani y amstigotes "in vitro" de L. major. Mientras que

no hubo efecto significativo sobre amastigotes "in vivo" de L. major y L. mexicana.

El Berberine, un alcaloide extraido del Berberis aristata tambien se ha ensayado su

accion frenie a L. donovani (Ghosh et al. 1983 y 1985). Este compuesto a 1 .g/ml inhibia el

crecimiento de los promastigotes de L. donovani un 50% y a 5 ug/ml la inhibicién fué total.

Tambien inhibia la multiplicaién de amastigotes "in vitro" y su transformaci6n hasta

promastigotes en cultivos libres de células. En cuanto 2 su mecanismo de accion al aparecer el

berberine inhibe la respiracion cndégena asi como la oxidacién de glucosa. Y estudios de
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rporacion demuestran que inhibe la sintesis de dcidos nucleicos y proteinas.

1.3.4.4.- Medicamentos encapsulados en liposomas

Los liposomas se han presentado como una promesa de sisternas de transporte de
medicamentos, despues de la inyeccién intravenosa, siendo principalmente iransportados desde
la circulacién hasta el higado y bazo, por lo que seria un sistema ideal de liberacién del

medicamento para el tratamiento de pardsitos en estos érganos, como por ejemplo el caso de la

leishm: 108> visceral.

Usando ratones infectados con L. infantum, y administrando intravenosamente
sstibngluconato sédico encapsulado en liposomas, se encontré que ¢l medicamento en liposomas
1a mas activo que el medicamento libre. Black et al. (1977) indican que la actividad aumenta
12as de 200 veces. Mientras que New et al. (1978) encuentran un aumento de la actividad pero

nenor que la expresada por los autores anteriores.

El tratamiento de la leishmaniosis visceral tambien lo ha estudiado Alving y sus
colaboradores. Usando hamsters infectados con L. donovani de la cepa Khartoum y liposomas
cont.:.endo antimoniato de meglumina inyect2dss intracardiacamente, encontraron que el

compuesto encapsulado era 300 veces mas activo que el medicamento libre (Alving ct al.

1978a).

Los liposomas solos no parecian mostrar {oxicidad, pero las muertes debidas a la

leishmaniosis eran mas frecuentes que €n los controles (Alving et al. 1978b). Se demostro que

este efecto se debia a una infecci6n bacteriana que acompaiiaba a la leishmaniosis visceral y se

ina en el agua de bebida (Alving et al.

podia controlar mediante la dministracién de tetracicl




Es importante la via de administracién de los liposomas y la mayoria de los autores han
empieado la via intravenosa. Alving et al. (1980) hicieron un estudic comparativo y mostraron
que la via intraperitoneal y la intramuscular eran igualmente eficaces que la intracardiaca en

hamsters infectados, sin embargo la via subcuténea y la oral no eran efectivas.

La tecnologia de los liposomas es tambien vilida para medicamentos no antimoniales.
Alving et al. (1980) encuentran que el compuesto WR 6026 encapsulado en liposomas es unas

1000 veces mas activo que el antimoniato de meglumina libre.

La eficacia de los hiposomas contra las leishmaniosis cutaucas experimentales no estd
muy estudiada. Panosian et al. (1984) tratarca ratones infectados con L. tropica con amfotericina
B contenida en liposomas y no se observé un descenso significative en el nimero de pardsitos

en los tejidos.

La actividad de la amfotericina B contenida en liposomas esta afeciada por cambios

en la composicién de estos (New et al. 1981).

1.3.4.4.- Compiejos metilicos

Todos los complejos metilicos en base a los cuales se ha elaborado ¢l presente trabajo

han sido sintetizados or €l Dr. D.G. Craciunescu con ¢l propésito de encontrar . agente

efectivo antitumoral.




Un paso fundamental en el desarrollo de los complejos de platino como agentes

antitumorales estd repicsentado por la sintesis de complejos de platino II con 1,2-diamino-
ciclohexano, entre los que han sido encontrados agentes realmente efectivos en varios
experimentos de sistemas tumorales. Algunos de estos complejos han sido introducidos en

ensayos clinicos y al parecer se prometen como agcntes antitumorales.

El metabolismo de ciertos protozoos parésitos | Trypanosoma, Leishmania) presenta
cierto parecido con el de las células tumorales (Brener 1961; Riou 1967; Filardi e al. 1978) lo
que ha llevado a numerosos investigadores a ensayar la accion de agentes antitumorales sobre
determinadas‘ especies de Trypanosoma y/o Leishmania (Osuna et al. 1983; Ruiz-Perez et 2l

1986; Mesa-Valle et al. 1989).

Segiin Farrell et al. (1983) algunos complejos del Pt (II) de simetria molecular "cis”
desplegaban un intenso efecto antitripanosémico frente a las ratas infectadas con Tripanosoma

rhodesiense.

Parece que la idea de buscar nuevos agentes antitripanosémicos entre los complejos
metilicos de comprobada acci6n antitumoral puede llevar a interesantes observaciones no solo
de las interacciones ADNk sino tambien hacia el disefio de medicamentos de baja toxicidad

renal y/o hepitica, y de elevada accién frente a las infecciones producidas por distintos

protozoos tales como T. cruzi o L. donovani.

Craciunescu et al. (1986) estudiaron la actividad antitumoral y/o antitripanosémica de

5 series de complejos del Pt (II): cis-Pt(L),Br, donde L = Derivado de Tiazol y/o sulfonamida;

cis-PYL)(X), donde n = 1 6 2, L = 1,2-diaminociclohexano y X = Anién mono o bidentado de




dcidos orgdnicos. Estos iltimos fueron mas activos que los de la serie cis-PY(L)Br,, y estos
» ).

fueron mas activos cuando L = derivado de tiazol que en el caso de que fuera un derivado de

sulfonamida (tanto frente a la infeccién producida por T.brucei brucei como por T. congolense)

Estudios sobre los complejos con estructura: Rh"(L), demostraron que habia una
relacion bien definida entre la actividad antitumoral y la actividad antitripanosomica. Cuanto
mas potente actia un complejo de este tipo sobre los tumores, mas fuerte actuarfa como agente
antitripanosoémico. Ademas la linea de infeccién parasitaria T. brucei brucei es mas sensible a

la actuacion de estos complejos, respecto a la linea de infeccién parasitaria T. congolense

(Craciunescu et al. 1987).

Otrus complejos de Os (III) y Ru (IIl) con estructura similar a los anteriores se
sintetizaron y estudiaron sus actividades antitumorales v antitripanosémicas, asi como su
nefrotoxicidad, por Craciunescu et al. (1988). Los complejos de Os son mucho mas activos que
los complejos de Ru en las tres lineas de infecciones parasitarias ensayadas (T._brucei brucei,

T. congolense y T. cruzi). T. brucei brucei es el mas sersible frente a los dos tipos de complejos

mientras que T. congolense es el mas resistente. Por filtimo los complejos con ligandos

ditiocarbamatos son mas activos frente a los 3 parisitos que los complei~ d... Je los ligandos

son derivados de xantatos.

Craciunescu et al. (1989) realizan un estudio de las actividades antiparasitarias "in

vivo"/"in vitro" frente a las cepas de Tripanosomas americanos y Tripanosomas africanos T

cruzi, T. gambiense, T. venezueliense) desplegadas por complejos catiénicos del Rh (III), de

estructura [Rh(L), Cl,]' €I, dondc L = derivado de tiazol y/o derivado de benzotiazol. Uegan

a la conclusién que los tripanosomas africanns son mas resitentes al {ratamiento con este tipo




de complejos que T. cruzi.

En la actualidad en nuestro laboratorio asi como en Venezuela, Inglaterra y Estados

Unidos se estd investigando la accion de numerosos complejos metélicos de nueva sintesis sobre

diversos protozoos parésitos con la esperanza de encontrar un agente quimioterdpico eficaz y

poco téxico frente a enfermedades como el kala-azar, muy extendida y sin un tratamiento

satisfactorio.




'II. MATERIAL Y METODOS




2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.-MATERIAL B' '.0GICO

2.1.1.El parasito: Leishmania donovani

Leishmania_donovani es un protozoo perteneciente al Orden Kinetopléstida, familia
Trypanosomatidae. Responsable de la leishmaniosis visceral o kala-azar, enfermedad muy
extendida en ciertas zonas tropicales y subtropicales de América, Africa, India, Asia Orieatal

y Central; la cuenca mediterrdnea y algunas zonas rurales europeas proximas.

Fué Cunningham (1885) quien primero vio amastigotes de Leishmania en cortes
microscépicos de lesiones cutdneas de pacientes indios y pens$ que posiblemente se trataba
de un miembro de Mycetozoa. Borovsky (1898) estudiando lesiones cutineas similares en
Turkenistan fue el primero en reconocer la naturaleza protozoologica del organismo, sin

embargo no intentd identificarlo més ampliamente.

Leishman (1903) descubri6 cuerpos intracelulares en las visceras de casos fatales de
Kala-azar en la India, con mucha intuicién reconocié que morfolégicamente se parecian a los
trypanosomas. En el mismo afio Donovan (1903) hizo observaciones similares. Hacia 1900 se

diagnosticaron ios primeros casos de leishmaniosis visceral en China confirmada por Marchand

y Ledingham en 1904. Laveran y Mesnil (1903) pensaron que el Parésito asociado con el

Kala-azar indio era un piroplasma y lo nombraron Piroplasma donovani, un nombre que fue

corregido répidamente por Ross en 1903 a Leishmania donovani.




2.1.2.- Ciclo biolégico

El ciclo de vida de Leishmania donovani consta de dos etapas claramente diferenciadas:

una en el hospedador intermediario y vector, y otra en el mamifero que actua como reservorio

El mosquito que actua como vector en la transmisién de la leishmaniosis ya sea
cutidnea o visceral pertenece a los géreros Phlebotomus o Lutzomya, variando las especies
segiin la localizacién geogrifica y la especie de Leishmania transmitida. Asi tenemos que para

L. donovani el género siempre es Phlebotomus y las especies pueden ser:

Phlebotomus chinensis: en China.
P. martini: en Kenia.

P. orientalis: en Sudan.

P. argentipes: en India.

P. ariasi: en Francia.

P. perniciosus: en Malta, Marruecos y Argelia.

El Phlebotomus succiona sangre de un Lospedador mamifero infectado y con elia
ingiere macréfagos cargados con las formas amastigotas del parésito. A continuacién ocurre la
ruptura de estos macréfagos y la consiguiente liberaci6n de los amastigotes en el principio del
intestino del mosquito, donde se multiplican y transforman hasta formas promastigotes, las

cuales se reproducen y colonizan el intestino medio y posterior; algunos se pegan a la pared

intestinal embebiendo su flagelo en las microvellosidades de las células epiteliales intestinales

o bien ensanchan su flagelo y se uncn a la cuticula de la pared intestinal del piloro o ileon

por medio de hemidesmosomas (Killick-Kendrick et al. 1974; Molyneux et al. 1975). Los

promastigotes se mucven hacia adelante hasta la mitad del térax como haptomonadas con ¢l




flagelo ensanchado y pegados a la cuticula de la pared intestinal liegan hasta la vélvula

estomacal, faringe y cavidad bucal. Los promastigotes méviles que s¢ encuentran cn la boca

del mosquito son liberados cuando este pica a un hospedador mamifero.

A continuacion ocurre una adhesion y englobamiento por fagocitosis de los
promastigotes por los macréfagos. Después hay una fusién del fugosoma que contiene al
promastigote con el lisosoma del macréfago;y en el interior de est: fagolisosoma ocurre la
transformaci6n del promastigote hasta amastigote. Posteriormente ocurre la multiplicacién del
amastigote y la formacién de vacuolas parasitSforas que envuelven a cada amastigote.
Finalmente la célula estalla liberando los parisitos que nuevamenic son capturados por otros

macréfagos.

La duracion precisa de la existencia de los promasugotes inoculados por el mosquito
en el medio extracelular del lugar de la picadura es desconocida, pero puede depender de la

proporcién de macréfagos que migran al lugar de la picadura.

Segiin Adler y Ber (1941} hay evidencias de que no todos los promastigotes pueden

ser capaces de iniciar una infeccién tras la picadura de. mosquito. Algunos pueden ser

destruidos tras ia captacion por los macrdfagos.

Killick-Kendrick et al. (1977) piensan que no todos los parésitos que hay er el

mosquito son infectivos. Puede que una proporcién de promastigotes €n el inéculo no sea

viable ¢ incapaz por tanto de infectar al hospedador mamifero.




2.1.3.- Morfologia

Segiin lo referido anteriormente podemos deducir que Leishmania donovani es un

protozoo flagelado que, dependiendo del tipo de hospedador y su localizacién puede presentar

una u otra Morfologia.

Cada una de las formas adoptadas por este parésito tiene sus propias peculiaridades que

€N resumen son:

A.-AMASTIGOTES

Es ia forma como se encuentran en el interior de los macréfagos del hospedador
mamifero, rodeados por la vacuola parasitfora. Son redondeados y libres de flagelo. El nicleo
ocupa una posicién central en la célula y ¢l kinetoplasto se encuentra adyacente a el. El
nicleo es redondeado u oval y tiene un didmetro aproximado de 1 a 1.2 ym . El kinetoplasto
también puede ser redondeado u oval y en tinciones aparece mas teiiido que el niicleo; sus

dimensiones son de 0.5 a 0.8 um de longitud y 0.4 a 0.6 de didmetro.

El tamaiio de las formas amastigotes de Leishmania varia segiin la especie de que se

irate, cn general va de 4 a 5 ym (Muais y Medina 1948; Gardener et al. 1977).

B.-PROMASTIGOTES

El promastigote es la forma tipica de leishmania hallada en el intestino medio del
mosquito. Killick-Kendrick et al. (1974) apuntan que €n algunas especies de Leishmania se

distinguen dos formas de promastigotes:




-Promastigotes nectoménadas que se unen a la pared intestinal del mosquito insertando

su largo flagelo entre las microvellosidades intestinales. Estas formas miden unas 12 pum de

longitud. Tienen un kinetoplasto a poca distancia del extremo anterior de donde emerge el
flagelo cuya longitud es aproximadamente la misma que el cuerpo, aunque puede llegar hasta
20 pm. El niicleo se encuentra en el centro del cuerpo de! pardsito. Estas formas al microscopio

electrénico son muy eiectrodensas debido a su gran contenido en ribosomas.

-Promastigotes haptomonadas: Menos electrodensos, mas cortos y mas “Tuesos que los
nectomonadas, estos promastigotes se unen a la cuticula que recubre la valva estomacal
modificando su flagelo. Su longitud puede ser alrededor de 5 um. El kinetoplasto esta en el

extremo anterior y el flagelo mide por encima de 15 um.

C.-PARAMASTIGOTES

Killick-Kendrick en 1979 asegura haber encontrado una forma del pardsito en el
mosquito cuya forma no coincide con la configuracién cldsica de promastigote. El kinetoplasto
no esta situado anterior al niicleo, sin embargo el ﬂagglo si emerge del extremo anterior. La

bolsa flagelar se encuentra muy profunda y el kinetoplasto esta al lado del nicleo.

2.1.4.- Ultraestructura

Al microscopio electrénico las principales estructuras que apreciamos son:

A.- MEMBRANA PLASMATICA Y ORGANOS ASOCIADOS

La membrana plasmética de Leishmania es una unidad de membrana tipica, trilaminar,

con una anchura de 2-4 nm. Debajo se sitiia una pelicula de microtibulos con un didmetro

externo de 20 a 22 nm Y separados entre si unos 35 a 42 nm. Estos tibulos estan en un drea




cortical libre d= 1ibosomas. La ausencia de ribosomas sugiere que el drea que rodea a los

microtibulos es funcionalmente una parte integral de el 6rgano completo (Vickerman y Preston

1976). Probablememte los microtibulos sirvan como un citoesqueleto. Molyneux et al. (1975)

observan que no existe conexion entre ellos y la membrana plasmatica, Asi como la dificultad

de romper el ordenamiento de los microtibulos.

Asi mismo parecen demostrar que las formas nectomonadas de promastigotes poseen

menos microtiibulos que las haptomonadas.

La estructura uniforme de la membrana plasmitica y la pelicula subyacente de
microtdbulos se modifica en los promastigotes en el punto de salida del flagelo desde el

reservorio flagelar. La membrana del reservorio flagelar no esti forrada con microtibulos.

Se han observado desmosomas cuando la inembrana plasmitica del flagelo corre
paralela a la del reservorio entre el cuerpo del parisito y el flagelo, cuya funcion parece ser la

de mantener la integridad del flagelo y el cuerpo del parésito como una unidad mévil.

Préxima a la membrana plasmatica de el resevorio de  promastigotes se sitila una
vacuola o pulsitil. Aparece comc una vacuola limitada por una membrana contigua con el
reticulo endopldsmico liso, su funcién no es muy conocida en flagelados patégenos y no se

sabe si no es otra que la osmoregulatoria.

B.- FLAGELO Y KINETOSOMA

La estructura axonemal caracteristica del flaglelo en promastigotes de Leishmania

consta de nueve pares de aobletes axonemales periféricos que rodean a un par central. Esta




disposicién se observa distal al kinetosoma y el doblete central surge de la primera placa basal

Alexander (1978) encuentra que en los amastigotes de _L. mexicana mexicana, L.

e ain?

enricttii y L. major hay una disposicién diferente del axonema desapareciendo la configuracion

9+2. Esto es en parte debido a la reduccién flagelar observada en amastigotes. En amastigotes
de L. m. mexicana, los microtibulos centrales estin presentes s6lo para una distancia limitada
y uno o dos de los dobletes exteriores colapsan el centro del axonema. Este proceso precede
la reduccién del flagelo. Alexander sugiere que, en amastigotes, la ausencia de 2 tubulos
centrales (singletes) es porque su papel en células méviles es determinar la direccién flagelar

y no tiene sentido en células no méviles.

Los promastigotes con un largo flagelo tienen un bastoncillo paraxial, es una estructura
paracristalina, situada paralelamente al axonema. Esta formado por dobletes 4-7. Su estructura

es similar a la de los tripanosomas.

C.- KINETOPLASTO. ESTRUCTURA MITOCONDRIAL
El kinetoplasto es un érganulo caracteristico del orden Ki. toplastida; se sitia
posteriormente al kinetosoma, entre el niicleo y el flagelo, unido al aparato mitocondrial por

sus bordes. Las crestas mitocondriales se pueden obserar en la parte superior del kinetoplasto.

Es un disco arqueado que contiene gran cantidad de DNA, de un 20 aun 25 % del

total del DNA celular. Compuesto en su mayor parte por moléculas minicirculares de DNA de

0.45 micrémetros de perimetro, con forma de "8" v dispuestos paralelamente dando sensacifn

inici i ; bién
de doble hilera. Se calcula que hay 2. 10* minicirculos/kinetoplasto (Barker, 1980). Tamby

icré i cadenas
hay algunas moléculas maxicirculares de 10 micrémetros de perimetro, Asi como




lineales de distinto tamaiio (Leon et al. 1980).

La transformacién amastigote-promastigote estd asociada con ua aumento en el numero
de } 'rfiles mitocondriales por seccion. Brun y Krassner (1976) presentan un descenso
significativo ~n el volumen mitocondrial relativo durante la transformacién pero el tamaiio
absoluto del pardsito aumenté. Alrededor de 5 “oras después de que haya comenzadn la

transfoitnacitn hasta promastigote ocurre un gran ensanchamiento mitocondrial.

La ultraestructura del niicle > para todas ..s formas de Leishmania es similar a la de

otros organismos eucariotas.

El niicleo esti rodeauo por una doble membrs uclear de 7nm de grosor. Posee un
nucleoio prominente situado cen \Imente, con un didmetro de 0.6 a 1 ym. La cromatina se
sitéa perifericamente. El nucleow y la cromatina periférica son de una densidad similar al
nucleoplasma siendo m s electrodensos pero conteniendo pequedios acimulos de grinulos.

La membrana cxterna es continua con el reticulo endopldsmico.

Al igual que ocurre con otros kinetoplastidos, las membranas nucleares quedan intactas

durante la division. El niicleo dividiendose presenta menos cromatina periférica que la célula

no dividiendose.




E.- ESTRUCTURAS CITOPLASMICAS

Estudic : i i
dios ultraestructurales de Leishmania revelan la presencia dentro del citoplasma de

organulos asociados 2 membrana tales como:

-Reticulo endoplasmico

-Aparato de Golgi

El reticulo endopldsmico tanto liso como rugoso se encuentra a lo largo del citoplasma
r

particularmente rodeando al nicleo.

El aparato de Golgi se encuentr: préximo al reservorio y al Kirnetoplasto. Los productos
de Golgi estin empaquetados como lisosomas y juegan un papel en la digestién intracelular,
pero la proximidad del aparato de Golgi al reservorio y la observacién de varias hidrolasas
en el reservorio de otros trypanosométidos indica que la digestion extracelular puede ocurrir

en el bolsa flagelar, (Preston, 1969).

Los lisosomas de Leishmania han sido poco estudiados y las se han hecho deducciones
por comparacién con lo que se conoce sobre su papel en otros kinetoplastidos. Asi se
relacionan, primero, con el mecanismo de digestion de macruinoléculas ingeridas y su presunta

fusién con lisosomas primarios derivados del aparato de Golgi Y, segundo, con la exocitosis

de cuerpos multivesiculados en la boisd flagelar donde se detectan restos celulares y

actividad citoquimica. Una terc” fancion de los lisosomas en Kinetopldstidos sugerida por

Vickerman y Preston (1976), es la de controlar el reciclaje de las organelas por medic e la

fusién de los lisosomas primarios ccn orginulos o estructuras del interior del pardsito para

formar autofagosomas.




Molineux et al. (1975) y Kanan (1975) encuentran en el citoplasma tanto de

amastigotes como de promastigotes inclusiones de cuerpos lipidicos no rodeados de membrana

y con un didmetro de 0.5 um.

Otras estructuras que se han encontrado en el citoplasma de ieishmania son los

peroxisomas que conticnen enzimes oxidativas y juegan un papel importante en el metabolismo

oxidativo de la célula.

2.1.5.- Historia y procedencia de los pardsitos utilizados

La cepa de Leishmania donovani empleada en nuestras experiencias ha sido la
LCR-L133 (Leishmania Reference Center, Jerusalen). Frocede de un caso humano de Kala-azar,
aislado en 1967 en la localidad de Begemder (Etiopia), siendo mantenida en nuestro
laboratorio desde 1985 como promastigotes mediante pases quincenales en medio NNN, en

incubaciéa a 28 “C.

~ 1.6.- Mantenimiento de_Leishmania donovani_por criopreservacion

Se seleccionan los cultivos "in vitro" con mayor conceatracién de pardsitos. Estos se

transfieren a frascos "Steriline” de fondo cénico y se centrifugan a 1.500 g durante 10 minutos

e, una centrifuga ALC modelo 4226. El pellet se resuspende en meadio de cultlivo nuevo con

un 10% de glicerol y la suspension de parasitos se vierte en via'es de congelacion (Naigene

Cryoware). Seguidamente se someter -~ un enfriamiento progresivo: 2 horas a 4 °C, 2 horas a

-20 °C y finalmente llevados a un arcén congelador KOXKA, regulado a -80 °C. Pudiendo

‘lransfcrirse a Nitrégeno liquido siendo asi mantenidos 2 -170°C.




La descongelacion se realiza introduciendo los viales en un baio termoregulado a 37

La suspension de pardsitos es reiirada del vial y vertida en frascos "steriline" de fondo
conico, donde se anade 2 veces su volumen de solucion de Hanks. Tras centrifugar la

suspensién a 1.500 g durante 10 minutos, para retirar el medio con glicerol, se resuspende el

botén en el medio de cultivo adecuado.

2.1.7.- Cultivo "in vitro" de Leishmania donovani

Para la realizacién de los ensayos descritos en la presente memoria se emplearon
formes promastigotes de L. donovani obtenidas a partir de un medio de cultivo bifésico y

(csembrados en un medio de cultivo monof4sico como a continuacién se detalla.

- Medio de cultivo bifdsico

Este medio posee como fase solida ¢l medio NNN (denomihado Asfi atendiendo a las

iniciales de sus autores: Nicolle, Novy, McNeal) y como fase liquida el medio MEM (Minimal

Esscntial Medium) de la casa GIBCO, enriquecido con un 20% de SBFI (VIV).

El medio NNN estd constituido por agar nutritivo, tripticasa, cloruro sodico y sangre

fresca e inactivada. Los componentes de este medio, a excepcion de la sangre, son disueltos

en agua bidestilada y _sterilizadcs al autoclave durante 20 minutos a 120 °C. Tras la

esterilizaci6n, el frasco que contiene el medio se lleva a un baiio de maria termorregulado a

45 °C, donde sc deja enfriar hasta alcanzar dicha temperatura por espacio de 2 noras como

maximo.




La inactivacién de !a sangre se realiza en un bafio a 56 °C durante 30 minutos se

mezcla con la solucién de los demds componentes del medio NNN, que se encuentran a 45 °C
en el bafio maria, repartiendose en los frascos de cultivo, los cuales posteriormente son
incubados a 37 °C durante 48 horas, para comprobar su esterilidad. Confirmada la  ausencia

de contaminacién se guarda a 4 °C basta el momento de su utilizacién.

La fase liquida del medio, como anteriormente se ha expuesto, la constituyen el medio

MEM, enriquecido con un 20% de SBFI (v/v).

- Medio de cultivo monofésico
A los 7 dias de cultivo en el medio bifdsico, las formas promastigotes se encuentran

en plena fase exponencial de crecimiento.
En este momento, ajustamos el nimero de pardsitos en 500.000 pardsitos/ml en un
volumen detexminado, cultivindclos en mecio monofasico 199 de la casa GIBCO suplementado

con un 30% de SBFL

2.1.8.- Historia y procedencia de los macréfagos J-774

La linea de macréfagos utilizada para la realizacion de la presente tesis ha sido la

1-774, obtenida a partir de un tumor que aparecié en un raton hembra BALB/c en 1968. Esta

linea celular es capaz de sintetizar gran cantidad de lisozima presentando una fagocitosis

anticuerpo-dependient2.




2.1.9.- Mantenimiento en nuestro laboratorio

Los macréfagos J-774 Asi como otras lineas celulares que se mantienen en nuestro

laboratorio son conservados bien por criopreservacion a -85° C o -170° C o por subcultivos

sucesivos.

a) Criopreservacion

Rste método de mantenimiento parte de los cultivos en monocapa cultivados en frascos

ROUX (Munc).

Una vez despegada la monocapa se les afiade medio RPMI 1640 (GIBCO)
suplementado con un 10% de SBFI (viv) y un 10% de dimetil sulféxido para que la

concentracion final sea de 10°-10° células/ml.

Esta suspensién celular es pasada a viales de congelacion (Nalgene Cryoware). Los

viales son sometidos a un proceso de congelacién progresivo hasta -80° C.

Cuando se necesiten utilizar estas células de nuevo, basta con descongelarlas
rdpidamerte,para evitar recristalizaciones intracelularres que dafiarian las células, sumergiendo

jos viales en un bafio maria termorregulado a 37 °C.

Tras la descongelacién de los viales, y en un ambiente estéril, la suspension celulir

contenida en los mismos se pasa a frascos nsteriline" de fondo conico, centrifugando a 636 g

durante 10 minutos, Después de haber afiadido el doble de su volumen en medio RPMI 1640,

enriquecido con un 10% de SBFL




El sobrenadante obtenido, Después de esta centrifugacion, es desechado, volviendose

a resuspender el boton celular en medio RPMI 1640. Esta nueva suspensi6n celular se vierte
sobre frascos ROQUX (NUNC) de 25 cm? de superficie, que son llevados a un incubador

automdtico de en una atmésfera himeda enriquecida con el 5% de CO, (ASSAB), regulado a

37°C.

Arrcximddamente a las 6 horas de cultivo, \as celulas comienzan a adherirse al frasco

y multiplicarse hasta formar una monocapa.

b) Cultivos de macréfagos J-774

El medio empleado para el cultivo es el medio RPMI 1640 con L- glutamina
enriquecido con un 10% de SBFI (v/v). El pH del medio se ajusta a 7.2 y se estabiliza con
. Hepes 1M. Para cvitar las posibies contaminaciones bacterianas o por :uicoplasmas, se &fiadié
100 pug/m! de s ilfato de estreptomicina, 50 ug/ml de kanamicina y 100 Ul/ml de penicilina G

sodica.

Ei cultivo se inicia inoculando en frascos ROUX (NUNC), de 25 cm? de superficie 1
ml de una suspensi6n de células y afiadiendo S ml del medio de cultivo. Siendo precico realizar

subcultivos cada vez que se forme una inonocapa sobre la superficie del frasco.

2.2.- COMPLEJOS METALICOS

En la presente tesis se han ensayado 81 complejos metdlicos de nueva sintesis. La

sintesis ha sido realizad~ en el departamento de quimica inorgénica y analitica de la Facultad

de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid por el Dr. Dan Cracivnescu.




Los compuestos probados respondcn a las siguientes estructuras generales:

A) cis-Pt" (L) (X),

B) Rh' (CO), (CI) (L)

C) [Rh" (X), X,]' X'

D) Rh" (L),

E) I'" (L),

F) [P" X,] H, (L) o [Pt" X,] H, (L)
G) [0s" Clg] H, (L),n

H) [Pd" CL,] H, (L),

I) [au™ CL] H (L)

J) I X¢] H, (L)

Dentro de la serie A tenemos los siguientes complejos metilicos:

- cis-Pt (DDH) (Naranja de metilo) (NO,)

- cis-Pt (DDH) (N-acetil-metionina)

- cis-Pt (DDH) (N-acetil-Leucina)

- cis-Pt (DDH) (Acido 6-nitroftilico)

- cis-Pt (DDH) (Acido nitroorético)

- cis-Pt (DDH) (Rojo de metilo) (NO;)

- cis-Pt (DDH) (Acido 1,2-bencenodisulfénico)
- cis-Pt (DDH) (Acido 2,5-dihidroxibencenodisv'f6nico),
- cis Pt (DDH) (Amarillo de Alizarina)

- cis-Pt (DDH) (Amarillo de Alizarina),

- cis-Pt (DDH) (Naranja de Metilo),

- cis-Pt (DDH) (Leukeran),

- cis-Pt (NH,), (Naranja de benzilo),

- cis-Pt (NH,), (Acido 2-benzilamino-S-hidroxinaftalensulfSnico),
- cis-Pt (NH,), (Acido ortofluorobenzoico),

- cis-Pt (DAP) (Naranja de benzilo)

- cis-Pt (2,3,4.5,6-Pcmaﬂuoroanilina)2 (Br),

- cis-Pt (2,3,5,6--Tt:traﬂuomanilina)2 (Br),

- cis-Pt (Methamidium) (Br),

- cis-Pt (Guanetidira) (Cl),

- cis-Pt (Octodryl), (Cl),

- cis-Pt (Tranylcipromina), (Br),

- cis-Pt (4-Nitroimidazol)2 (Cl),

- cis-Pt (2-amino-4-fe.niltiazol)z (Cl),

- cis-Pt (2—piperaci1:i](1)e‘.anol) (Ql),

- cis-P¢ (Lampit) (Cl),

- cis-Pt (Pentamidina) (D,

- cis-Pt (Oxamniquina) (Cl),




Serie B:

- Rh (CO), (Cl) (2-aminobenzotiazol)

- Rh (C0O), (Cl) (5-Cl-2-metilbenzotiazol)
- Rh (CO), (Cl) (2-amino-naftotiazol)

- Rh, (CO), (C1),

Serie C:

- [Rh (2-amino-6-etoxibenzotiazol), Br,] Br
- [Rh (4-nitroimidazol), Cl,]* CI'

- [Rh (Tiabendazol), Cl,]' CI

- [Rh (2-dimetilamina)-1-metil-2-nitroimidazol-Sil)metoxiacetanilida), Cl,}+ Cl-
- [Rh (benzonidazol), Cl,2]+ Cl-

- [Rh (2-Bromotiazol), Br,]+ Br-

- [Rh (Alopurinol), Cl,]+ Cl-

- [Rh (Mefloquina), Cl;}+ Cl-

- [Rh (Mepacrina), Cl,J+ Cl-

- [Rh (niridazol), Cl,]+ Cl-

- [Rh (Oxamniquina), Cl,}+ Cl-

- [Rh (Primaquina), Cl,}+ Cl-

- [Rh (Tinidazol), Cl,}+ Cl-

Cerie D:

- Rh (piperacinditiocarbamato),
- Rh (Etilxantato),

- Rh (n-Butilxantato),

- Rh (Isopropiixantato),

- Rh (n- Propilxantato),

- Rh (Pentilxantato),

Serie E:

-Ir (zﬂ'milinditiocarbamatno)3

- Ir (Butiixantato)

- Ir (Metilxantato),

-Ir (Pirolidinditiocarbamato)3

-Ir (Morfolinditiocarbamato)3

-Ir (Metilciclohexilditiocarbarnato),




Serie F:

- [Pt Clg] H, (Berenil)

- [Pt Brg] H, (Pentamidina)

- [Pt Brg] H, (Nifurtimox)

- [Pt Brg] H, (Stilbamidina)

- [Pt Clg] H, (2-piperacinil(1)etilamina)

- [Pt Clg] H, (Piperacina)

- [Pt Clg] H, (3-Piperacinl(1)propilaimina)
- [Pt Cl¢] H, (Pyraniel),

Serie G: .

- |Os Cl¢] H, (2-Piperacinil(1)etanol)

- [Os Cl¢] H, (2-amino-4-feniltiazol),

- [Os Clg] H, (Aminoantipirina),

- [Cs Clg] H, (2-piperacinil(1)etilamina)
- [Os Cl] H, (2-aminobenzotiazol)

- [Os Clg] H, (1-metilpiperacina)

Serie H:

- [Pd Cl,] H, (2-aminobenzotiazol),

- [Pd Cl,] H, (Aminoartipirina),

- [Pd Cl,] H, (2-Acetamidotiazol),

- [pd CL] H, (2-Amino-4Cl-metiltiazol),
Serie I:

- [Auw Cl, ] H (Aminobenz~tiazol)

- [Au Cl,] H (2-Amino-t Br-benzotiazol)

Serie I:

- [ir Clg] H, (Pentamidina)
- [Ir Clg] H, (Berenil)

- [ir Brg) H, (Berenil)

- [Ir Cl] H, (Alopurinol)




2.3.- METODOS

2.3.1.-Estudio de la actividad leishmaricida in vitro

Con el fin de evaluar el posible efecto leishmanicida desarrollado por los diferentes
compuestos, - efectud un "screcning in vitro" en funcién de la concentracién y dei tiempo

(Mesa-Valle et al. 1989).

- Picparacion de los pardsitos

Con el fin de evitar la dificultad de la utilizacién de un medio bifisico a la hora de
proceder al estudio de la posible accién leishmanicida de estoz complejos, se cultivaron las
leishmanias en ¢l medio 199 utilizando un inculo de pardsitos procedentes del sobrenadantc

resultado de! cultivo en medio NNN vy bifasico.

La concentracién debe estar comprendida entre 500.000 y 1.000.000 de parisitos/ml.

- Preparaci6n de los complejos metdlicos ensayados

Los coraplejos metélicos ensayados se disolvieron en Dimetil Sulféxido (DMSO), @ la

concentracién final en el medio de cultivo de 0.1% (VAV). Preparando una solucién madre para

n una concentracién de 20 pug/ml.

las posteriores diluciones de los complejos metlicos co




- Tratamiento con los complejos metilicos

Para llevar a cabo csta experiencia se emplearon placas de microtitulacion estériles de

fondo plano (NUNC).

Las concentraciones ensayadas para los complejrs metilicos fueron de 100, 10 y 1
ug/ml. Para cada concen-tracion se efectuaron 3 réplicas mas unns pocillos control sin ningiin

farmaco para permitir observar el desarrollo de los protozoos. Las placas fueron incubadas a 28

g, 4

La accién de los complejos metilicos sobre los flagelados, fueron estudiados a las 24,

48 y 72 horas del tratamiento, respecto al control. Para eli los pardsitos fueron contados en

camara de recuento hemocitométrica de Neubauer.

- Cilculo de 1os porcentajes de inhibicién del crecimiento

Con el fin de evaluar comparativamente la inhibicién del crecimiento que ejerce cada
una de las diferentes dosis de los productos ensayados, en los diferentes periodos de tiempo,
se procedié al cilculo de los porcentajes de inhibicion del crecimiento en relacién al numero

de flagelados existentes en ios controles, para lo cual se aplico la siguiente formula:




% 1.C. = Porceataje de inhibicién del crecimiento para cada periodc de tiempou y

para cada dosis del producto ensayado.
T, = Nimero de flagelados por ml existentes en los pocillos control.

. T, = Nimero medio de {lagelados por ml correspondientes a los difcrentes productos

ensayados y sus respectivas dosis.

2 37.- Determinacion de citotoxicidad mediante Cr’

Para determinar el grado de deterioro celular producido por los compleios metélicos
mas activos se empled Cr*, como marcador de lisis celular ocasionado por los complejos

meiilices sobre cultivos celulares.

Se seleccionaron aquellos complejos que inhibieron el crecimiento de las formas
promastigotas de L. donovani por encima de un 50% a partir de las 24 horas de tratamiento.
Escogimos asi los 23 complejos siguientes:

- Cis-Pt (2,3,4,5,6-Penlaﬂuoroanilina): Br,

- Cis-Pt (2,3,5,6-Tetraﬂuoroanilina)2 Br,

-Cis-Pt (Guanetidina) Cl,

- Cis-Pt (octodryl), Cl,

- Cis-Pt (Tranylcipromina), Br,

- Cis-Pt (Pentamidina) !,

- Cis-Pt (Oxamniquina) Cl,

- Rh (CO), Ci (2-aminobenzoliazol)

- Rh (CO), CI (5—Cl-2-metilbenzotiazol)

- [Rh (2—‘..mino-6-etoxibenzotiazol)‘ Br)]' Br . - e
- [Rh (2-dimelilamina{1-me:il-2nilroimidazol-51l) metcxiacetanilida), Cl,]" Cl
- [Rh (2-Bromotiazol), Br,|' Br

- [Rh (Mefloquina), CcL]' Cr

- [Rh (Mepacrina), Ci,]' Cr

- [Rh (Oxamniquina), CL]' Cr

- Rh (Etilxantato),

-1Ir (Anilinditioc:artmmalo)3

- Ir (Butilxantato),

-1Ir (lf’im1idindit|ocarl'ﬁamto)3




- [Pt Brg] H, (Pentamidina)

- [Pt Brg] H, (Stilbamidina)

- [Pt Clg] H, (2-Piperacinil(1)e.ilamina)
- [Ir Clg] H, (Pentamidina)

- [Ir Ci,] H, (Berenil)

Se ha emp'cado el O como marcador dada la objetividau de este método en la

medida de lisis celular al evitarse asi los errores subjetivos de contar visualmente células

teiidas con Azul Tripan.

Se tom¢ un cultivo en monocapa de macrdfagos J-774. Con la ayuda de una micropipeta
automdtica se distribuyd esta suspensién celular en los pocillos de una placa de microtitulacién
de fondo plano sembrandose del orden de 3 . 10° célu’as por pocillo, i.- -andose la placa a un
incubador automitico a 37 °C con atmésfera himeda y enriquecido al 5% de CO,, esperandose

el tiempo suficiente para que estas células formaran una monocapa.

Paralelamente, se preparo una solucién de Cr” a partir de una solucién en RPMI 1640
de Cr" de 2 mCi/ml (Con una actividad especifica de 200-900 Ci/g) (DUPONT) hasta una
concentracién final de 50 uCi/mi; esta solucién fue llevada a un baiio termorregulado a 37

°C hasta que alcanzd esta temperatura.

Una vez preparada la solucién de Cr radioactir - se tomé la placa de microtitulacién,
coa las células ya en monocapa, y mediante una pipeta Pasteur se retiro el medio de cultivo
existente en los pocillos de la placa, seguidamente se adicionaron 100 ! por receptaculo de la

solucién de Lr*, incubandose en estufa a 37 °C y con un 5% de C.- durante 3 horas (tixmpo

suficiente para que las células captaran este is6topo).




Transcurrido el 1po de marcaje se retiré ¢l medio de cultivo conteniendo el Cr™'. A

continuacion se hacen 2 lavado i6 it imi
s con solucion de HANKS" para eliminar 1 O extracelular

que quedara, tras lo cual se piocedié a adicionar los diferentes productos a ias distintas

concentraciones ensayadas (100, 10y 1 ug/ml).

Trarscurrido el tiempo previsto para la ex~eriencia (6, 12 y 24 horas) se retira ¢l medio
de cultivo pasandose a tubos eppend f. A las células adheridas se¢ anadieron 100 ul de
SDS-NaOH (SDS 0,1%, NaOH .N). E! SDS-NaOH con los restos celularzs fue trasvasado a
nuevos tubos eppendorf, midiendose la cantidad de radiacién gam™a que  _.aienian el

sobrenadante y los sedimentos en un contador de centelleo liquido para gamma (LKB). -
Con las cpm obtenidas p~ra cada caso se calculd el % de liberacin especifica de Cr”,

que nos di6 el porcentaje de células alte adas con respecio a les controles, conociendo asi el

efecto citopatoldgico de los complejos metlicos scleccionados en el apartaao anterior. A mayor

liberacién especifica mayor lisis celular y por tanto mayor citotoxicidad.

La férmula para el cdlculo de la liberacion especifica de Cr" es la siguiente:

CPM Sbn. Ctrl.

% LE=

CPM Sbn.Ctrl.+CP? “.peller Cirl.

CPM Sbn. Prb

100

CPM Sbn. Pro. + CPM Peilet Prb.




LE = Liberaci6n espontinea
LSP = Liberaci6n especifica
Sbn = Sobrenadante

Cirl = Control

Prb = Problema

y studi 2 Ia accid 3 ali
2.3.3.- Estudio de la accién de los complejos inetdlicos sobre los nive.cs de incorporacién de

Timidina, Uridina v Leucina H.

Esta experiencia se llevé a cabo con los mismos complejos del apartado anterior.

Para estos estudios se tomaron formas promastigotas en cultivo durante crecimiento

exponencial, de manera que el nimero de parisitos fuese de 5 x 10°a 1 x 105

E o.umen total de este cultivo se dividi6 en tres lotes a los que se les adicion

respectivamente 5 uCi de 6-H’-timidina (actividad especifica 26-30 Ci/mmol), 5-H’-uridina

(actividad especifica 25-30 Ci/mmol) y 4,5-H’-leucina (actividad especifica 35-70 Ci/mmol)
por ml de medio de cultivo. Todos estos radiotrazadores fueron suministrados por

Radiocheinical Center U.R.

El tiempn de iincubacién con los isétopos radioactivos, fue de 15 minutos a 28 °C,

transcurridos los cuales, cada lote se dividié en tres, utilizando uno como lote control, al que

solo se le aiiadid la concentracion maxima de disolvente (DMSO al 0.1% v/v) y los otros dos

como lotes problemas, a los que se adicionaron respectivamente 50 y 100 ug de producto

ensayado por ml de medio de cultivo.




Todos los lotes se incubaron a 28 °C durante 135 minutos, al cabo de los cuales se

tomaron los alicuotas de cada cultivo en intervalos de 45 minutos, a partir de la adicién del

producto.

Las muestras se tomaron con una micropipeta automética (Socorex) y lavadas repetidas

veces con PBS mediante centrifugacién a 7000 g durante 3 minutos en una microfuga

(Beckman), adicionando en el ultimo lavado PBS-Albdmina, a una concentracién final de 0.3

meq/ml.

Tras una agitacién leve se agregé acido tricloroacético (TCA) al 10% v/v.a fin de

precipitar las proteinas del parisito, incubando seguidamente durante 2 horas a 4 4

Una vez transcurrido este tiempo, las muestras tratadas se filtraron en un equipo de

filtracién miltiplc Millipore, con filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio.
A continucién, los filtros se lavaron con 10 ml de TCA al 5% vh frio.

Una vez lavados, los filtros se secaron mediante una lsmpara de infrarrojos durante 15

minutos, facilitando de esta manera la evaporacién del TCA.

Uné vez secados los filtros se introdvjeron en viales de centelleo, a los que se les
adicion6 4 m! de liquido de centelleo, compuesto por:
PPO........ceo. 40g

POPOP........0.18

Tolueno.....1000 ml




Tras una agitacién durante 30 segundos, de cada uno de los tubos, se midieron en un

contador de centelleo liquido para particulas 8 modelo Beckman.

2.3.4.- Microscopia elecironica de transmisidn

Para observar las posibles alteraciones sufridas por las leishmanias al ser tratadas con
los complejos metdlicos se piocesaron muéstras de estas en contacto con aquellos complejos
que tenian elevada actividad "in vitro" y ademds no inducian citotoxicidad. Estos mismos

compuestos fueron seleccionados para los posteriores ensayos "in vivo".

La concentracién empleada fue de 100 ug/ml y el tiempo de interaccion vari6 entre 6

y 8 horas. Los complejos metilicos fueron los siguientes:

- Cis-Pt (Guanetidina) Cl, _
- [Rh (2-amino-6-etoxibenzotiazol), Br,]' Br
- Ir (Butilxantato),

- [Pt C] H, (2-Piperacinil(1)Etilamina)

- [Ir Clg] H, (Berenil)

El protocolo seguido para la microscopia electrénica de transmisién fue el siguiente:

2.3.4.1.- Fijacién

Se lleva a cabo con glutaraldehido al 2.5% en tampén cacodilato/CIH O.1 M: con

sacarosa 0.1 M, ajustandose ¢l pH a 7.2, tal como recomiendan Brunk y col. (1981).




Los pardsitos se centrifugan y el sedimento se resuspende en la solucién fijadora de
glutaraldehido y se vuelve a centrifugar. Esta operacién se puede repetir un par de veces con

objeto de nacer un lavado de la preparaci6n.
2.34.2.- Lavado

Los sedimentos se lavan 3 veces, durante unos 15 minutos, en solucién tamponada de

Milloning a temperatura ambiente.

2.3.4.3.- Segunda fijacién

Esta se realiza con tetréoxido de Osmio al 1% en PBS; se lleva a cabo a temperatura

ambiente y se mantiene durante media hora.

2.3.4.4.- Segundo lavado

Al igual que el anterior, se realiza tres veces, pero en esta ocasiéon con agua destilada,

también a temperatura ambiente, y se mantiene durante un tiempo similar a los anteriormente

descritos.

2.3.4.5.- Deshidratacién

Para este proceso se emplean una serie de alcoholes de graduacion creciente,

comenzamos con un alcohol de 70°, continuandose con tres bafios en alcohol absoluto, cada

ha de ser de una pureza garantizada y fiable, esto ¢s,

%
uno Je 15 minutos. El alcohol absoluto




que el frasco ha de estar lieno en mas de 2/3 de su capacidad, ya que es higroscipico y puede

tomar agua del ambiente, impidiendo de esta forma completar la deshidrataci6n.

2.3.4.6.- Inclusion en resina Spurr

Inicialmente, la muestra ha de permanecer en una mezcla a partes iguales de alcohol
absoluto y resina Spurr, durante hora y media. A continuacién se deja en resina Spurr pura

durante toda la noche, polimerizando a 60 °C, en el interior de moldes de silicio.
2.3.4.7.- Corte y tincién

Una vez obtenido el bloque, se procede al corte del mismo en ultramicrotomo

"Ultratomo 8000", de la casa LKB.

Se comienza por realizar cortes semifinos, que nos serviran de orientacién sobre las
zonas ma: interesantes en las que centrar la observacién. Estos cortes se tifien con azul de

toluidina al 1% en soluci6n de borax al 1%.

Cuandc '-. zona estd escogida, se realizan en ella los cortes ultrafinos y se montan en
rejillas de cobre de 200 mesh. El corte ultrafino se contrasta con metales pesados,
manteniendose durante 30 minutos en acetato de uranilo al 8% y Después en citrato de plomo

durante 5 minutos, siguiendo la técnica descrita por Reynoilds en 1963.




Todas las observaciones se realizaron en un micrescopio electrénico tipo Jerol 100 B.

Para la fotografia fueron empleadas placas Kodak, "Electron Microscope Film 4489 Estar Thick

Base".
2.3.5.- Ensayos "in_vivo"

Los animales empleados para estos ensayos fueron ratas Wistar de unos 50 gramos de
peso. Para cada complejo metdlico se utilizaron lotes de 5 ratas a las cuales se les adininstré
por via intraperitoneal la.mif.ad de la dosis letal 50 (DLy;) (Crac.iunesc.:u, 1989) repartida en 5
dosis de administracién diarias. Para cada uno de los complejos trabajamos con un lote control

también de 5 ratas

El método seleecionado para el estudio de la actividad leishmanicida desarrollada por
los complejos metdlicos seleccionados en el apartado antcrior consiste en la evaluacion
comparativa del grado de afectacion de los amastigotes esplénicos, mediante la determinacién

de los pardmetros que se citan a continuacion.

Con este propésito, los animales son sacrificados a los tres dias de terminado el

tratamiento, extrayendose los bazos y operando durante el procesamiento de los mismos en

condiciones estériles.




2.3.5.1.- Estudio morfélogico de los bazos

En el momemto de la extraccion, los bazos son pesados en una balanza analitica y sus

dimensiones determinandas(Segovia et al. 1984a), al objeto de valorar la posible influencia

ejercida por el tratamientc experimental sobre dichos parametros en los modelos tratados, con
?

respecto a los grupos control.

2.3.5.2.-Determinacién de la proporcion de amastigotes por células nucleadas

normales de bazo
Con posterioridad, los bazos son seccionados transversalmente, efectuandose una serie
de improntas de los cortes. Tras secado de los portas a temperawra ambiente, las preparaciones

son fijadas con alcohol metilico y tefiidas con solucién de Giemsa al 10%, durrante 15 minutos.

A continuacién se realiza un detenido examen al microscopio 6ptico, contabilizandose
la proporcién de amastigotes por 500 células nucleadas normales de pulpa esplénica (Segovia

et al. 1984b).

2.3.5.3.- Determinacion del porcentaje de parasitacién en bazo

Tres fases fundamentales pueden distinguirse a lo largo de este proceso de evaluacion:




A) Aislamiento de formas intracelulares

Para la obtenci6n de las formas amastigotas de L. donovani (LCR-L133) albergadas en

el interior de las células, los bazos son finamente divididos y macerados en un potter a 4° C
]

en presencia de solucién salina fisioldgica (CINa 9.9%).

Las suspensiones resultantes son centrifugadas en recipientes estériles, a 1000 r.p.m.
durante 10 minutos, en una centrifuga ALC (Modelo 4226). Desoués de sucesivos lavados con
solucién tamponada (PBS) pH 7.2, los sedimentos derivados de la centrifugacion, en
condiciones idénticas a las anteriores, se tratan con tripsina (Difco 1:250) al 0.25% en PBS
durante 5 minutos en agitacién constante y a temperatura ambiente, para la ruptura de las

células (Gamarro 1983).

Dicho enzima no altera la composicién proteica del pardsito, actuando sobre las
membranas de los citoplasmas hiperirofiados, repletos de pardsitos; al redondearse las células,la

presion interna en los citoplasmas debe de aumentar considerablemente, haciendc que las

células estallen (Gamarro, 1983; Childs et al. 1976).

Tras el tratamiento con tripsina, las formas intracelulares obtenidas en suspension son
riapidamente bafiadas en medio MEM  conteniendo un 20% de SBFI, al objeto de que los

factores inéspeciﬁcos que bloguean el enzima inactiven este y no actuen sobre los pardsitos.




B) Purificacion de las formas intracelulares

La purificacién de los amastigotes de L. donovani (LCR-L133) salidos de células

esplénicas y obtenidos por tratamiento enzimatico, se efectua por centrifugacién en gradiente

discontinuo de densidad de Percoll (Chang, 1980). El medio empleado al respecto, Percoll
(Pharmacia Fine Chemicals), estd constituido por silice coloidal revestida con

polivinilpirrolidona, y permite la eliminacion de los contaminantes celulares.

La preparacion de estos gradienws se realiza partiendo de una solucién stock de Percoll
isotonizado con Clna 1.5 M. Dicha solucién se prepara diluyendo 9 volumenes de Percoll
concentrado ( densidad inicial 1.130 g/ml y osmolaridad 16 mOs/kg H,0), con 1 volumen de

CINa 1.5 M, presentando una densi'ad final de 1.123 g/ml.

Se utilizan 5 gradientes de densidad (1.09, 1.08, 1.07, 1.06, 1.05 g/ml) de 1.5 ml de
volumen cada uno, obtenidos por adicion de CINa 0.15 M (densidad 1,0058 g/ml) a la solucién
stock de Percoll isotonizado, basandose en la siguiente expresion:

dt - dx
VoV e
dy - dx

- V, = Volumen de la soluci6n de Percoll isotonizado.

- V, = Volumen total deseado.

- dt = densidad final.

- dx = densidad de CINa 0.15 M.

- dy = densidad de la solucién de Percoll isotor.zado.




Los gradientes preparados son teiiidos alternativamente con azul de metileno para una
]

mejor diferenciacién de las bandas.

Posteriormente al aisiamiento, y una vez eliminado el sobrenadante resultante de una
nueva centrifugacion a 1.000 r.p.m. durante 10 minutos, las formas amastigotas son suspendidas
en 4 ml de la solucion de Percoll de mayor densidad (1,123 g/ml) y colocadas en el botén de
un tubo de vidrio de 15 ml. Después de adicionar los gradientes en sentido ascendente de
mayor a menor densidad, los tubes se centrifugan en un rotor JS-13 en una centrifuga
refrigerada Beckman de alta velocidad (Modelo J2-21M) a 358 g duraate 60 minutos a 4 °C,

siendo el tiempo de aceleracion 4 minuios y el tiempo de deceieracién 6 minutos.

Durante este proceso, las formas amastigotas se distribuyen por las diferentes interfases
creadas por Jos gradientes, en funci¢ de la diversidad de masas y volimenes del parésito,

permitiendo el recuento posterior en ausencia de contaminantes celuiares (Hart et al. 1981).

A partir de este momento, tandas de unos 0.75 ml aproximadamente son recogidas,
transferidas conjuntamente a 10 ml de solucién de Hanks y centrifugadas a 150 g durante 10

minutos. Este ultimo tratamiento se repite una vez mas, para eliminar la solucién de Percoll.

C) Recuento de formas intracelulares

Finalizado el proceso de purificacién, y al objeto de evaluar la proporcion de formas

amastigotas esplénicas, los botones obtenidos se resuspenden en voliimenes adecuados de

. . ” . - e
solucién de Hanks, realizandose un recuento mMicroscopico en camara hemocitométrica d

Neubauer del niimero total de amastigotes por bazo y por gramo de bazo.
?




2.3.5.4.- Determinacién de la viabilidad de los amastigotes por captacién de

aminodcidos marcados

I.a determinacién de la viabilidad de los amastigotes aisiados de bazo en los animales
tratados, con respecto a los grupos control, se efectua por evaluacién del grado de captacién

e incorporacion er material precipitable de Leucina-H’.

En este sentido, las suspensiones de formas intracelulares anteriores son centrifugadas
a 1000 r.p.m. en una centrifuga Micro Centaur (MSE) durante 3 minutos. Los sedimentos
resultantes son tratados con 50 ul de solucién de Leucina-H® (con una actividad especifica de
53 Ci/mmol). (Dupont) en medio 199, de conceatraci6n igual a 20 4Ci/ml, e incubados a 37

°C y 5% de CO,, siendo el tiempo estimado para la incorporacion del aminoacido de 1 hora.

Una vez transcurrido dicho periodo, el aminoacido marcado, no captado por las formas

amastigotas, es eliminado meiante sucesivos lavados de las muestras con medio 199.

Antes de proceder a evaluar el grado de incorporacion, las suspensiones de amastigotes

son tratadas con 20 ul de solucion de lauril sulfato sédico (SDS) al 0.1%y NaOH 0.1 N, con

objeto de disgregar y disolver la capa celular.

Para la lectura de las muestras, alicuotas de 2 yl se adicionan a 4 ml de liquido de

centelleo, efectuandose la misma en un contador de particulas beta, Beckman (modelo

: : 3
LS-2800). Los resultades obtenidos, expresados en CPM y correspondientes 2 Leucina-H

incorporada, permitirén evaluar e. efecto ejercido por el tratamiento experimental sobre la

viabilidac de los amastigotes esplénicos.




I11. RESULTADOS




3.- RESULTADOS

Al objeto de reflejar con exactitud los datos experimentales derivados del proceso de

investigacion, los resultadoc se han agrupado en 5 apartados:

>.1.- Estudio de la actividad leishmanicida "in vitro".
3.2.- Evaluzacién de la citotoxicidad sobre macréfagos J 774.

3.3.- Efecto sobre la incorporacién de precursores radioactivos en formas promastigeies

de Leishmania donovani.

3.4.- Estudio ultraestructural de los parisitos tratados con los complejos seleccionados

para los ensayos "in vivo".

3.5 - Estudio de la actividad leichmanicida "in vivo".




3.1.- Estudio de la actividad leishmanicida "in vitro"

Las tablas I, 11, III, IV, V', VI, VII, VIII, IX, X y X1 recogen los resnltados obtenidos

expresados en porcentajes de inhibicién del crecimiento.

Los resultados son la media de 5 experiencias.
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3.2.- Evaluacién de la citoioxicidad sobre macréfagos J 774

Las tablas XII, XIII, XIV, XV, XVI, XVII y XVIII reflejan los resultados obtenidos, para

aquellos complejos que mostraron una alta aciividad "in vitro" frente a las formas promastigotas

de L. donovani, expresados en porcentajes de liberacion especifica de Cr”'.

Los resultados son la media de 5 experiencias.
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3.3.- Efecto sobre la incorporacién d: precursores radioactivos en formas promastigotes

de Leishmania donovani

Estos ensayos se llevaror. a cabo von los mismos 23 complejos del apartado anterior. Los

resultados se recogen en las tablas que van desde la XIX hasta la XLI y se expresan en cpm.

A los resultados obtenidos se les aplico la desviacién estandar de 5 experimentos.
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3.4- Estudio ultraestructural de los parisitos tratados con los complejos seleccionados para

los ensayos "in vivo"

Las figuras 1a y 1b corresponden a los lotes control, presentando la estructura tipica de una
c€lula cucariota. La disposicion del niicleo, es por lo general central en forma redondeada u
ovalada y con la heterocromatina normalmente repartida. En el citoplasma se aprecian algunas
vacuolas autoldgizas, mitocondrias, microtibulos localizados en la vecindad de la membrana
citoplamdtica, flagelo constituido por 9 pares de microtibulos periféricos y 1 par central.

Igualmente se obscrva el kinetoplasto con su forma tipica en dobie hilera.

Las figuras 2, 3, 4, 5 y 6 recogen las estructuras de los pardsitos tratados con el comylejo

metilico correspondiente.




as de L. donovani.

estructura de tormas promastigotes no tratad

Figura 1a. Ultra

N: niicleo; K: kinetoplasio; F: flagelo.




mastigotes no tratadas de L. donovani.

Figura 1b. Ultraestructura de formas pro

N: niicleo; K: kiretoplasto; F: flagelo.




Pt Clg] H, (2-Pipcracinil(I)Elilamina) sobre formas

Figura 2. Efecto ultraestructural de la sal |

promastigotas de L. donovani.

N: niicleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria; L: cuerpo lipidico.




¢] Ha (2-Pipcracinil(l)Elilamina) sobre

(cont.). Efecto ultraestructural de la sal [Pt Cl

Figura 2
formas promastigotas de L. donovani.

N: niicleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria; L: cuerpo lipidico.




Figura 2 (cont y 3). Efecto ultraestructural de la sal [Pt Cl;] H, (2-Pipcracinil(1)Eiilamina) sobre

formas promastigotas de L. donovani.

K: kinetoplasto; M: mitocendria; L: cuerpo lipidico.

N: nicleo;




Cls] H, (Berenil) sobre formas promastigotas de

Figura 3. Efecto ultraestructural de la sal [Ir

L. donovani.

N: nicleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria; L: cuerpo lipidico.




TR
v il 9.
-l ¥

antato), sobre formas promastigotas de

Figura 4. Efecto ultraestructural del complejo I (Butilx

L. donovani.

N: nicleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria; L: cuerpo lipidico.




Guane.idina) Cl, sobre formas promastigotas

Figura 5. Efecto ultraestructural del complejo cis-PY(

de L. donovani.

N: nicleo; Kt kinetopiasto; M: mitocondria; L. cuerpo lipidico.




Figura 5 (cont.). Efecto ultraestructural del complejo cis-Pt(Guanetidina) Cl, sobre formas
promastigotas de L. donovani.

_uerpc +idico

cleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria: L

N: ni




“uanetidina) Cl, sobre formas

» (cont. y 3). Efecto ultraestructural del complejo cis-Pu ..

Figura -
promastigotas de L. d~novani.

N: niicleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria, L: cuerpo lipidico.




del com_ lejo [Rh(2-amino-6-etoxibcnzotiazol)4 Br,]" Br sobre

Figura 6. Efecto ultraestructural

formas promastigotas de L. donovani.

N: nicleo; K: kinetoplasto; M- mitocondria; L: cuerpo lipidico.




[Rh(2—amino—6-etoxibenzotiazol) By’

Figura 6 (cont. y 2). Efecto ultraestructural del complejo

Br sobre formas premastigotas de L. donovani.

N: niicleo; K: kinetoplasto; M: mitocondria; L: cuerpo liridico.




3.5.- Estudio de la actividad leishmanicida "in vive"

Los resultados derivados del aislamiento, purificacién y recuento microscopico « * las formas

intracelulares esplénicas, correspondientes a niimero de amstigotes en bazo (por unidad y por

gramo) aparecen recogidos en las tablas XLII, XLIIT y XLIV.
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V. DISCUSION




4.-DISCUSION

Ante la necesidad de establecer una quimioterapia eficaz de la leishmaniosis visceral
’

dada la problematica desencadcnada por el empleo de firmacos convencionales, se ha evaluado
el efecto letal desarrollado por diferentes complejos metilicos de nueva sintesis sobre el

crecimiento dc formas promastigotes de Leishmania donovani (LCR - L 133) en cultivo.

Tradiciona!mente en la quimioterapia frente a Leishmania se han utilizado complejos
metilicos derivados del Sb o As.En la actualidad los compuestos antimoniales son los de
eleccién para el tratamiento de la leishmanaiosis visceral o Kala-azar. Los compuestos
empleados son fundamentalmente el estibogluconato sodico (Pentostam®) (Smith et al. 1580;

Rees et al. 1984) y el antimoniato de meglumina (Glucamime“) (Peters, 1983; Neal, 1983).

Sin embargo el hecho de la elevada toxicidad que inducen estos medicamentos, tanto
a nivel renal como cardiaco (Thakur, 1986; Veiga et al. 1985; Chulay et al. 1985b), al igual que
la quimioterapia alternativa actual (Pentamidina, Estilbamidina, Formycin B, etc...) (Bryceson
et al. 1985; Naafs, 1985; Berman et al. 1983), hace que en estos momentos sean muchos los
investigadores que orientan Sus estudios a conseguir una quimioterapia eficaz y a ser posible

exenta de efectos secundarios.

Es sabido que dcterminados agentes antineopldsicos poseen actividad tripanocida "in

vivo" (Kinnamon et al. 1979; Osuna et al. 1983; Craciunescu et al. 1988). Este hecho puede

ser aclarable a una cierta semejanza entre el metabolismo de estos parisitos y el de las células

tumorales (Borst, 1977, Grady et al. 1984).




El primer objetivo de este trabajc fué el determinar los efectos de distintos compuestos

sobre el crecimiento del parasito. Posteriormente y con objetu de eliminar aquellos complejos

que indujeran toxicidad celular realizamos un estudio de citotoxicidad con macréfagos J 774.
Despues en un intento de estudiar ¢l modo de accién de los compuestos mas activos se
evaluaron los efectos que ejercen sobre la biosintesis de macromoleculas en €l protozoo a partir
del estudio de la incorporacién de precursores marcados. Asi mismo se han estudiado las
modificaciones ultraestructurales que se producen sobre las formas promastigotes en cultivo tras

el tratamiento con los diferentes compuestos con dosis efectivas.

Por iiltimo realizamos ensayos "in vivo" sobre ratas wistar con los complejos mas
activos "in vitro®,a dosis no téxicas para los hospedadores y que respondian a cada una de las

diferentes estructuras.

El conjunto de estos datos nos ha permitido obtener una visi6n bastante aproximada de

la accién que puedan tener dichos complejos sobre las formas promasiigotes y amastigotes de

L. donovani.
4.1. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LEISHMANICIDA IN VITRO

Los problemas que han planteado los complejos metdlicos clisicamente antitumorales

como el cis-DDP son principalmente su elevada toxicidad e ineficacia a bajas dosis (Cleare,

1974).




Sin embargo se han descrito ventajas en la accion frente a T. rhodesiense al ser

administrado "in vivo" bien hidratado o unido a disulfiran (Wysor et al. 1982).

Farrell et al (1984) en un intento por aumentar el efecto antitripanosémico del cis-DDP

unieron a la molecula diferentes compuestos, obtenicado asi complejos metélicos generalmente

menos téxicos que el citado.

Nuestros estudios se realizaron con complejos de estructura andloga al cis-DDP en los
que los dtomos de Cl se sustituyeron por otias moléculas: cis-Pt (NH,), (X), con objeto de
disminuir su toxicidad. O bien sus g.upos amino se sustituyeron por compuestos de major
liposolubilidad, teniendo presentes los resultados obtenidos por Ruiz-Perez (1988) segiin los
~ules al aumentar la liposolubilidad de los }igandos aumentaba la actividad frente a las formas
cpimastigotas de T. cruzi. Asi se emplearon como ligandos compuestos de conocida accién
aatitumoral como el diamino ciclohexano (DLH) o con otras actividades tambien conocidas
como la tranylcipromina (inhibidor de la MAO); Oxamniquina, Pentamidina, Estilbamidina,
Mefloquina, Mepacrina, Lampit o Nifurtimox, Niridazol, Tinidazol, Alopurinol, Pyrantel

(antiparasitarios); Leukeran y Berenil (intercalante del DNA).

Por otra parte tambien nos plantcamos ensayar la accion de otros complejos de Rh{I),

R(ITT), I, Ix(IV), P(IV), Os(IV), Au(lID y PA(II):

RR(CO), C1 (Ly; [Rh (L), X,]' X’ Rb (L)g Ir (Lys; [Ir XeJHA(L;

(Pt X] Hy (L) (05 Clgl Hy (L) [Au QLI H )y 7 cl,) HAL)




Todos ellos de probada accién antitumoral y algunas de estas estructuras habian

mostrado ya una alta actividad frente a T. cruzi y/o L. donovani (Ruiz-Perez et al. 1986, 1988,

1

Mesa Valle et al. 1989).

4.1.1.- Accién de los complejos neutros del cis-Py(1l)

Como se deduce de los resultados reflejados en la tabla I, los compiejos: cis-Pt (DDH)
(X), no resultaron scr muy activos "in vitro” frente a las formas promastigotas dc L. donovani.
Cabe destacar la accién del complejo cis-Pt (DDH) (Rojo de metilo) (NO,) que a las 24 horas

del tratamiento practicamente nc actuaba sobre los pardsitos pero su ¢ccién aument6 con el

tiempo y a las 72 horas incluso a la menor concentracion ensayada inhibia ligeramente el

crecimiento.

Ei resto de los complejos metdlicos ensayades con esta estructura no muestran interés

dada su escasa actividad.

Como se puede apreciar en la ;abla II, este tipo de complejos son mas activos que los

anteriores.

El complejo cis-Pt(iZ,?a,4,5,6—Penlm'luoroanilina)2 Br, mostré ufia gran actividad; a 100

ug/ml su efecto fué letal para los parsitos a las 24 horas del tratamiento. A la concentracion

de 10 pug/ml inhibi6 el crecimiento alrededor del 20% para los tres tiempos estudiados.




Sin embargo al eliminar un 4dtomo de Fluor en el ligando: cis-Pt (2,3,5,6-

Tetrafluoroaniiina), Br, la actividad disminuye considerablemente.

Tambien resulto ser muy activo el cis-PY(Pentamidina) 1,, a la concent-acién mayor, a

las 24 horas cel tratamiento y para 10 xg/ml a las 48 y 72 horas {rente a .s formas

; i 2 g dasy
promastigotes de L. donovani ejerciendo a la menor conceniracién una inhibicion del

crecimiento elevada,

Estos resultados son muy semejantes a los obtenidos por Mesa-Valle et al. (1989) para
la Pentamidina libre sobre promastigotes de L. donovani. No ocurriend lo mismc para el caso
del Lampit® que al formar el complejo cis-Pt (Lampit) Cl, pierde toda actividad frente al

protozoo.

Ruiz-Perez et al. (1986) ensayaron la accién del complejo cis-Pt(Pentamidina) Cl, frente
a formas epimastigotas de T. cruzi, ]a inhibici6n del crecimiento nunca llegé con este parésito
al 100%, resultados semejantes a los obtenidos para la Peatamidina libre frente a T. cruzi por

Mesa-Valle et al. (1989).

De todo lo anterior deducimos que nuestros resultados no coinciden con los obtenides

por Ruiz-Perez et al. (1986) para las formas epimastigotas de T. cruzi; segiin estos autores los

complejos derivados del cis-Py(IT) que lievaban Cl en su estructlura eran mas activos que los que

llevaban otro halégeno. En puestros ensayos obtuvimos los mejores resultados cca 2 complejos

cuyos halégenos eran Br y L. Quizis los diferentes resultados € deban a diferencias entre el

metabolismo, captacion, metabolizacion, etc, de ambos protozoos pardsitos.
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4.1.2. Accién de los complejos de Rh(I) y Rh(IIl)

Actualmente los complejos de Rh, tanto de Rh(I) como de Rh(III) se estin empleando

como una alternativa a la quimioterapia antitumoral de los complejos derivados de cis-Py(1I),

obteniendose resultados etectivos frente a tumores y bacterias (Dehand y Jordanov, 1976,

Craciunescu et al. 1982, 1987).

Los complejos de Rh(I) similares ai cis-DDP teniendo una configuracién cuadrada plana,
han sido examinados por su actividad antincoplasica en animales experimentales. Giraldi et al.
(1974, 1977) ensayan complejos de Rh(I) observando diferentes grados de actividad

dependiendo de la naturaleza de los grupes unidos presentes en la molecula.

Entre la bibliografia consultada no existen trabajos con este tipo de complejos sobre

protozoos pardsitos en general ni sobre L. donovani en particular.

En el presente trabajo una parte de nuestra atencién la hemos centrado en complejos del
Rh(}) con estructura: Rh (CO), C1 (L) donde L es un derivado del tiazol. Tanto bajo la forma
monémera como dimera: Rh, (CO), Cl,. Algunos de estos complejos han sido enszyados frente

a tumores P 388, L 1210 y S 180 (ascitico) con actividad antitumoral moderada (Craciunescu

et al. 1985).

En nuestras experiencias los dos complejos seleccionadus para las siguientes

experiencias por haber inducido porcentajes de inhibicién del crecimien ‘o elevados han sido: Rh

(C0), Cl (2-aminobenzotiazol) y Rh (CO), cl (S-Cl-'z-melilbenzotiazol).




Craciunescu et al. (1987) miden la actividad antitripanosémica de complejos neutros del

Rh(IIT): Rh(L),, frente a ratas infectadas con T. brucei brucei y/o T. congolense, llegando a la

conclusién que existe una relacién bien definida entre la actividad antitumoral y la actividad

antitripanosémica. Cuanto mas potente actua un complejo del Rh(III) sobre los tumores mas

fuerte actuaria como agente antitripanosémico.

Estos autores tambien afirman que hay una relacién lineal entre la actividad antitumoral

y la fuerza del enlace Rh-S tanto para los ligandos ditiocarbamatos como en el caso de los

ligandos xartatos.

En nuestros ensayos los ligandos para el Rh(IIT) siempre fueron xantatos a excepcion
del complejo: Rh (Piperacinditiocarbamato), que curiosamente no presentd ninguna actividad

frente a los | miastigotes de L. donovani.

Los otros cinco complejos ensayados con esta estructura si ejercieron efecto, siendo el
" mas activo el Rh (Etilxantato), con porcentajes de inhibicion del crecimiento préximos al 100%

incluso a 1ug/mi. A la mayor concentracién los parésitos estaban muertos a todos los tiempos.

De los complejos ensayados del Rh(IIT) con estructura octaédrica: [Rh (L), Xo' X'
mostraron actividades elevadas aquellos complejos cuyo ligando era un derivado del tiazol: (2-

amino-6-etoxibenzotiazol) y (2-Bromotiazol), resultados que coinciden con los obtenidos por

Ruiz-Perez et al. (1988) para T. cruzi.




Sin cmbargo segin este autor los complejos con Cl en su estructura parecen ser mas

activos, no ocuriendo asi en nuestro caso ya que la actividad parece depender de la naturaleza

del ligando exclusivamente.

Es de destacar la accién ejercida por el complejo: [Rh [2-dimetilamino (1-metil-2-
nitroimidazol-5il) metoxiacetanilida), Cl,]* CI', los pardsitos aparecian muertos a las 24 horas

y a la mayor concentracién de producto ensayado.

Por otro lado se ensayaron complejos ibnicos octaedricos del Rh(IIT) en los que el
ligando era una molécula de conocida accién antiparasitaria como: Alopurinol, Mefloquina,

Mepacrina, Niridazol, Oxamniquina; Primaquina y Tinidazol, siempre con el Cl en su estructura.
Los complejos con Alopurinol, Niridazol y Primaquina como ligandos, no mostraron
actividad a pesar de su actividad anti-leishmania como radicales libres (Marr y Berens, 1977,

Peters et al. 1980).

Siendo muy activos los complejos cuyos ligandos eran Mefloquina, Mepacrina y

Oxamniquina los cuales producian un efecto letal a 100 ug/ml y a las 24 horas de tratamiento.

Incluso cuando el ligando eran la Mefloquina y la Mepacrina este efecto se observaba a 10

ug/ml pero a las 48 y 72 horas del tratamiento.
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4.1.3.- Accidn de los complejos neutros de Ir(1II)

Los complejos neutros del If{III) de estructura octaedrica: Ir (L),, al igual que los de
Rh(III), Os(III) y Ru(lll), donde L = anioncs bidentados derivados de los alquil,
arilditiocarbamatos y/o xantatos presentan interesantes relaciones duales actividad

antimit6tica/antitripanosémica (Craciuncscu et al. 1988).
De los seis complejos de Ir(I') ensayados en nuestro laboratorio, tres resultaron muy
activos, seleccionando sélo dos de ellos: Ir (Anilinditiocarbamato), ¢ Ir (Butilxantato), pues

inhiben el crecimiento incluso a las dosis mas bajas.

4.1.4.- Accién de las sales metilicas

Segiin Korolkovics (1970) es sumamente importante tener presente que los complejos

interaccionan con los receptores de membrana preferentemente en su forma jonizada (aunque
su paso a traves de la membrana se hace preferentemente en su forma no ionizada). Esta
observacion, unido a que es posible que los complejos de Pd*, Pt*, Au* e Ir*, debido a que
su estructura y disponibilidad en la bicfase podrian presentar una accién leishmanicida elevada,

nos ha llevado a la idea de estudiar la accion antitripanosmica de ciertas sales complejas del

tipo:

[Pt Cl¢] H, (L); [Os Cl] Hx (L) [Pd CL,] H, (L)

(Au CL] H (L); [Ir O] H; (L),




Este tipo de complejos posee una toxicidad inferior a los correspondientes complejos

neutros ya que son de facil excreccidn (Craciunescu et al. 1982).

Al igual que en los casos anteriores la aleccion de los ligandos recay6 en aquellos
ligandos conocidos de ripida absorcién en la biofase o en grupos funcionales que aumentasen
la solubilidad en la fase lipidica de las drogas, como son derivados de piperacina, tiazol,
antipirina u otros heterociclos conteniendo en su estructura un dtomo de nitrégeno. Tambien se

emplea,on como iigandos compuestos de elevada accién anti-protozoos como el caso de la

En la tabla VII aparecen los resultados obtenidos al tratar las formas promastigotes de

L. donovani con las sales complejas de P(IV).

Observamos como los dos complejos que no mostraron actividad L era la piperacina y
un derivado de la misma: (3-piperacinil(1)propilamina), sin embargo cuando L = (2-
pipcracini‘.{l)etiiamina) el complejo inhibia el crecimiento un 60.5% a 100 ug/ml y a las 24

horas de tratamiento.

Los dos complejos cuya accion fué muy elevada fueron aquellos que lievaban en su

estructura diamidinas aromaticas como la Peniamidina y Stilbamidiua.

Las tablas VIIL, IX y X reflejun los resultados obtenidos para las sales d¢ Os(IV), Pd(II)

y Au(IIT), las cuales no han ejercido efecto alguno sobre los parasitos.




Cabe destacar que las dos sales de Au(III) ensayadas son las mismas probadas por Ruiz-

Perez (1985) sobre formas epimastigotas de T. cruzi y en este caso si mostraron actividad

considerable.

Por iiltimo probamos la accién de las sales de Ir(IV) cuyos ligandos fueron Berenil,

Pentamidina y Alopurirol. Aqui destacamos la accién elevadisima de: [Ir Cig) H, {Pentamidina).

Tambien resulté activo, pero muy por debajo del anterior, [Ir Cls] H, (Berenil), sin

embargo cuando el Cl se sustituye por Br este conpuesto pierde toda la actividad.
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4.2.- EFECTO CITOTOXICO

Con objeto de mostrar que a las dosis utilizadas sobre las formas promastigotes de L.
donovani, se presenta cierta selectividad sobre el parisito y no sobre cualquier célula "in vitro"

decidimos realizar una serie de experiencias en las que cultivos de macréfagos J 774 fueron

tratados con los complejos metilicos seleccionados como mas activos "in vitro” frente a

promastigotes de L. donovani.

De los siete complejos de Pi(IT), seleccionados por haber ejercido eievados porcentajes
de inhibicién del crecimiento, solamente tres no mostraron xicidad frente a la linea celular

ensayada.

Los complejos cuyos ligandos eran las moléculas: Tranylcipromina, Pentamidina y

Octodryl indujeron toxicidad.

El complejo: cis-Pt (2,3,4,5,6~Pemaﬂuoroanilina)z Br, indujc una toxicidad elevada a
las 24 horas de contacto y a la mayor concentracion, sin embargo al eliminar el F de la posicién
4 en el ligando, el compl- ;0 resultante no fué téxico para los macréfagos aunque como tambien

hemos visto en los ensayos "in vitro" este cambio tambien suponia una disminucién notable e

la actividad.

En el caso de los complejos de Rh, habiamos seleccionado 2 complejos de Rh((I) y siete

de Rh(IIT). De entre los complejos de Rh(IM) seis respondian a la estructura octaedrica: [Rh (L)

X,j’ X, y unc era un complejo neutro, tambien con estructura octaedrica: Rh (L)y; este dltimo




no resulté téxico para las células mientras que de los complejos catiénicos del Rh(III), tres

fueron muy téxicos, concretamente los complejos cuyos ligandos erar tres comocidos
antiparasitarios: Mefloquina, Mepacrina y Oxamniquinz. Mientras que los otros tres complejos
cuyos ligandos eran moleculas inorgénicas de nueva sintesis derivados del tiazol o de la anilida
ro fueron t6xicos o su toxicidad fué practicamente despreciable como en el caso de! [Rh (2-
amino- 6-etoxibenzotiazol), Br,]* Br que a las 24 horas de contacto y a 100 ug/ml el porcentaje

de liberacion especific> de Cr* inducida sobre los macréfagos J 774 fué de 7.2.

Es de destacar que cuando la Oxamniquina forma parte del complejo de PyII): cis-Pt

(Oxamniquina) Cl,, este no inducia toxicidad sobre los ma~réfagos J 774.

Los dos complejos neutres de Ir(III) ensayados po resultaron txicos. Sin embargo de
las dos sales de ir(IV) con la Pentamidina y el Berenil comw ligandos, la sal: [Ir Cl] H;
(Pentamidina) fué toxica, habiendose obrtenido valores de porcentaje de iiberacién especifics

muy parecidos a los obtenidos con €l cornlejo: cis-Pt (Pentamidina) I,.

Por Gltimo se ensayaron tres sales de PY(IV) en las que se volvi6 a repetir lo ya dicho
ar.eriormerte para los complejos de Rh(IIN), es decir las dus sales cuyos ligandos eran las
conocidas diamidinas aromiticas antiparasitarias Stilbamidina y Pentamidina resultaron ser

citotéxicas, mayormente la priméra; en la segunda s¢ obtuvieron resultados similares a los ya

mencionadds para otros complejos con dicho ligando.

La toxicidad inducida por las sal [Pt C] H, (2-Piperacinil(l)Etilamina] fué

practicamente nula pues a las 24 horas y a la mayor concentracion ensayada el porcentaje de




hbc . ,“ g 1 P .
racid. especifica de O fué de 7.3, porcentaje practicamente despreciable teniendo en

- o
enta ademas que las experiencias se llevaron a cabo con una monocapa de células

4.3.- INFLUENCIA DE LOS COMPLEJOS METALICOS MAS ACTIVOS SOBRE LA

BIOSINTESIS DE MACROMOLECULAS

Con el fin de aclarar el mecanismo de accién de estos nuevos derivados, se realizé en
L. donovani un grupo de experiencias con objeio de poder evaluar la accién de los mismos
sobre la biosintesis de macromoléculas del parsito tal y como se describe en el apartado de

Material y Métodos.

Estudios bioldgicos y bioquimicos llevados a cabo con los complejos de Pi(II) sugieren
(jue se produce una modificacion en la estructura secundaria del DNA que va a conducir a una
phibicién en la replicacién del mismo. Igualmente se ha observado que el mayor efecto se
produce con los complejos de isomeria cis mientras que la accién intercalante de los isdmeros

trans es menos manifiesta, tanto "in vitro" como en cuitivos celulares o tumore (Roberts et al.

1979).

Todas las experiencias llevadas a cabo hasta el momento parecen indicar que el cis-Pi(II)

se intercala produciendo extra € intracruzamientos en la hélice del DNA (Macquet y Butour

1978).

Estudios realizados con DNA de timo de buey (Lopez et al. 1985) indican que¢ la

temperatura de fusion del acido nucléico se modifica al estar en contacto con este tipo de

sustancias lo que poné de manifiesto la existencia de alteraciones €n la estructura secundaria del




DNA como consecuencia de la interaccién con el producto.

En contraposicién con lo observado para células Hela y tumores, Ruiz-Perez et al.

(1987) observarcn que el cis-DDP no altera significativamente la biosintesis de macromoléculas

en T. cruzi, tal vez debido a una mayor dificultad de estas sustancias para atravesar la membrana

del pardsito.

Sin embargo, estudios hechos por los mismos autores con andlogos del cis-DDP, de
mayor liposolubilidad, debido a la sustitucion de los grupos NH; por benzotiazol o

tranylcipromina, inducian cambios en la biosintesis de macromoléc'as en T. cruzi.

Nuestros primeros ensayos los realizamos con complejos del Pt(I) con estructura
cuadrado plana: cis-Pt (L), X,, donde L es el ligando, en su forma mono o bidentada, y X un

halégeno.

Cuando el halégeno se trataba del Cl observamos que si el ligando era el Octodryl en
su forma monodentada, el complejo, cis-PY(II) (Octodryl), Cl,, los tiempos estudiados y a la
mayor concentracion, inhibfa de manera patente la incorporaién de timidina y uridina y

ligeramente la de leucina.

Sin embargo cuando los ligandos eran Oxamniquina y Guanetidina, unidos al PY(IT) por

.enlace bidentado, lo que cu.nentaria su estabilidad termodindmica, los complejos no inhibian la

incorporacién de ningin precursor.

Resultados similares se obtuvieron para los dos complejos: cis-P1(2,3,4,5,6-

Pentafluoroanilina), Br; ¥ cis-Pl{2,3,5,6-Telraﬂu0roanilina)z Br, a pesar de que SuS ligandos
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estaban unidos de forma monodentada, sin embargo en ambos casos el halégeno se trataba del

Br.

Por el contrario el complejo: cis-Pt (Pentamidina) I, inhibe de forma total la

incorporacién de timidina, leucina y uricina a las dos concentraciones ensayadas.
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En segundo lugar establecimos el efecto producidc por los derivados de Rh, tanto de

Rh(I) como de Rh(III), sobre la biosintesis de macromoleculas en L. donovani.

Hay que tener presente que la informacién que se posee con respecto al modo de acci6n

de este tipo de complejos es practicamente nula a pesar de su conocido efecto positivo sobre

tumores y bacterias (Craciunescu, 1983).

Giraldi y col. (1974, 1977) demuestran que el mecanismo de accion de los complejos

de Rh(I), con estructura cvadrado plana similar al Neoplatin es diferente a este dltimo.

Mientras que el Neoplatin causa una inhibicion marcada del DNA los complejos de

Rh(I) inhiben preferentemente la sintesis de proteinas y RNA respectivamente.
Para nuestro estudio dividimos los complejos de Rh en 3 grupos:

- Rh(I): Rh (CO), Cl (L)
- Rb(III): [Rh (L) X]' X'

- Rh(III): Rh (L),

De los dos complejos de Rh(I) ensayadss, el complejo cuyo ligando era L = 5-CI-2-

metilbenzotiazol inhibia marcadamente 1a incorporacion de los 3 precursores, mientras queé

cuando el ligando se trataba del 2-aminobenzotiazol no actuaba sobre la biosintesis de

macromoléculas del pardsito, a pesar de que este complejo resultaba téxico frente a los

macréfagos J 774.




Los resultados obtenidos con loz complejos de Rh(III) con la estructura: [Rh (L), X,]*

X" nos muestran como en general este tipo de complejos actuan inhibiendo la incorporacién de

alguno o de todos los precursores ensayados.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Ruiz-Perez (1986) para este tipo de

compuestos, confirmando que los derivados del tiazol inhiben la sintesis d¢ DNA, RNA y

proteinas.

Tambien el complejo de Rh(IIT): Rh(Etilxantato), indujo una marcada inhibicién en la
' incorporacién de leucina, timidina y uridina; curiosamente este mecanismo de accion debe scr

selectivo frente al parisito pues este complejo no inducia ninguna toxicidad celular.

En un tercer grupo estudiamos el efecto ejercido por dos complejos neutro de Ir(III) con
una estructura: Ir (L), y cuyos ligandos eran un derivado del xantato y otro del carbamato. El
derivado del carbamato inhibié ligeramente la incorporacién de timidina pero no actud ni sobre
j» leucina, ni la uridina, al igual que el derivado del xantato que no actu6 sobre ningin

precursor. Ambos compuestos tampoco habian resultado téxicos para los macrofagos.
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Por iltimo se ensayaron cinco sales complejas: 2 de Ir(IV) y 3 de PyIV).

Los ligandos de las dos sales de Ir, eran las dos conocidas moleculas: Pentamidina y
Berenil. Curiosamente el complejo con Berenil o mostré ninguna inhibicion a pesar de ser este
un conocido intercaiante del DNA. Asi mismo cuando el ligando es la Pentamidina si hay
inhicién en la incorporacién de los tres precursores aunque esta fué menor que la que obtuvimos

cuando este compuesto formaba parte del complejo cis-Pt (Pentamidina) I,.

Y cuando esta formaba parte de la sal de PyIV): [Pt Big] H, (Pentamidina) s6lo hubo
inhibicién en la incorporacién de timidina. Sin embargo al sustituir la Pentamidina por la

Sti'bamidina el complejo inhibié marcadamente la inccrporacién de timidina, leucina y uridina.

La sal: [Pt Clg] H; (2-piperacinil(1)ctilamina) no actué sobre la biosintesis de

macromoléculas y ademas fué la Gnica de las tres estudiadas que no resulto citotoxica.
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4.4.- ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LOS PARASITOS TRATADOS

Con objeto de valorar las posibles alteraciones ultraestructurales producidas por los
distintos complejos sobre las formas promastigotes de L. donovani, sometimos, como se indica

en el Material y Métodos, a los pardsitos a la accién de los mismos, a la dosis de 100 ug/ml

durante 8 horas procesandose para microscopia electrénica de transmisin.

El estudio al microscopio electrénico de los parisitos tratados con la sal [Pt Q] H, (2-

Piperacinil(1)Etilamina) demuestra un citoplasma denso, sin figuras de membrana.

Parecen iniciarse alteraciones en la estructura nuclear, en el sentido de que ¢l endosoma
central aparece fragmentado y la envoltura del niicleo ro es muy neta. La cromatina estd

condensada en la periferia y laxa en el interior nuclear.

Aparecen gran cantidad de vacuolas en algunas dc ‘as microfotografias. Lo que podria

ser reflejo de un proceso degenerativo que precede a la muerte y desintegracién del pardsito.

Con la sal [Ir Cl5] H, (Berenil) la morfologia de Leishmania se muestra fuertemente
alterada. A nivel de citoesqueleto, el protozoo apar:ce mas distendido, con menos rigidez que
los controles; de ahi que los organismos parezcan ce mayor tamaiio. El cit.splasma aparece laxo,

poco cond:nsado y con espacios lacunares vacios, al tiempo que se observan vacuolas lipidicas

e inclusiones electrodensas.

Las alteraciones mas notables, sin embargo son las producidas a nivel mitocondrial. La

mitocondria o bien aparece fragmentada, (Figura 3) o altera. (uertementc con estrechamientos

y con exiremos mazudos.




En la nltraestructurz de los pardsitos tratados con el complejo de Er(1II): Ir(Butilxantato)
3

se observa el citoplasma laxo, poco electrodenso, rico en ribosomas libres. El contorno celular

es irregular. Se observan vacuolas lipidicas y espacios lacunares vacios.

La mitocondria aparece fragmentada. con criptas pocc numercsas y matriz poco

electrodensa, asi como vacuolizacién intramitocondrial.

Las mayores alteraciones son las observadas a nivel nuclear. La contiguidad de la
envoltura nuclear sc¢ ha perdido existiendo zonas de contacto nucleo-citoplasma, parecido a lo
observado con intercalantes como las benzo-D-isoquinolinas (Osuna et al. 1983). El nucleo
plasma aparece poco denso, la croraatina dispersa y lo mas notable es la formacién de figuras
de membrana mielinicas en huella digital. La cromatina y los endosomas aparecen muy

condensados y se observan vacuolas intranucleares.

En la Figura 4 se observan las alteraciones producidas por cis-Pt (Guan-tidina) Cl,. La
mayoria de los pardsitos aparecen distendidos, con mirgenes irregulares. Los tibulos del

citoesqueleto apirecen netos asi como la estructura flagelar.

El citoplasma es laxo, poco electrodenso. En él se aprecian tanto vacuolas vacias como
..pidicas, estas iiltimas a veces en néimero elevado. Asf mismo aparecen vacuolas de contenido

clectrodenso rodeadas por una unidad de membrana.

El kinetoplasto muestra una estructura normal. En contraposicién a los resultados

obtenidos por Ruiz-Perez et al. (1987) para el cis-DDP, asi como otros anélogos estructurales,

frente a las formas epimastigotes de T. cruzi. Segiin estos autores la alteracién a nivel de
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kinetoplasto scria debido al efecto intercalante sobre el DNA mitocondrial que ejercen este tipo

de complejcs.

La existencia de varias secciones nucleares por célula puede llevar a pensar en una
interrupcién del proceso de divisién o en modificaciores de la estructura nuclear normal. La
cromatina aparece fuertemente condensada en la periferia con estructura laxa en el interior del
nicleo. El endosoma central muestra acimulos electrodensos en la periferia. Estos efectos, sin
embargo, si son comparables a los mostrados por sustancias con reconocida accién intercalante

como el Bromuro de Etidio y la ellipticina (Benard y Riou, 1977).

Por iltimo, los pardsitos tratados con el complejo [Rh (2-Amins-6-etoxibenzotiazol),
Br,]' Br' se observan con contorno irregular, lo que puede indicar alteraciones a nivel de l2

rigidez del citoesqueleto. Vacuolas lipidicas en nimero elevado y un citoplasma laxo.

Aparecen figuras membranales intranucleares e intramitocondriales. La cromatina
periférica aparece fuertemente condensada y laxa en el intericr nuclear. El endosoma central

aparece fuertemente electrodenso.
45.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LEISHMANICIDA "IN VIVO®

M
Despues de una serie d: experiencias llevadas a cabo tal y como se descri':c en
AR e ioad,
apartados anteriores, sobre la efectividad de los productos "in vitro", el siguiente paso obligado

en los ensayos de quimioterapia es ¢l estudio de su posible aplicacién terapeutica.




Asi realizamos la experiencia con animales infectados con formas promastigotes

(infectivas) tal y como se detalla en el apartado de Material y Métodos, administrandole una vez

establecida la infeccién por via intraperitoneal los diferentes compuestos.

Evaluamos el grado de afectacién de los amastigotes esplénicos tras la administracién

de los distintos complejos metilicos. Asi mismo a lo largo de todo el periodo experimental, los

animales fueron sometidos a un control de peso corporal. La evolucién del mismo fué

practicamente similar en los grupos control y en los tratados.

De los resultados obtenidos, reflejados en las tablas XLII, XLIII y XLIV, concluimos
que los cinco complejos seleccionados para estos ensayos "in vivo" han sido efectivos contra
los amastigotes de L. donovani, disminuyendo la parasitacion esplénica (fig. 54a y 54b) asi

como la proporcién de amastigotes por células nuclcadas normales de bazo (fig. 55).

Teniendo en cuenta los resultados de estos estudios y el hecho de que la administracién
de los complejos s6lo se realizé durante los primeros estadios de la enfermedad creemos que
seria de gran interés realizar estudios farmacoldgicos mas prdfundos a fin dc determinar la
biodispon:bilidad, modo de excrecion, acumulacién del complejo, diferentes pautas de

administracion, etc.

El objeto de estas investigaciones seria encontrar un nuevo firmaco para ser utilizado

con fines terapeuticos, que supusicra abrir un nuevo camino en el tratamiento de la leishmaniosis

visceral o kala-azar.
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V. CONCLUSIONES




5.- CONCLUSIONES

L.- Los complejos metilicos derivados del cis-Pt(II) con el grupo DDH en su estructurano -

parecen mostrar una elevada actividad "in vitro" irente a las formas promastigotas de L.

donovani.

2.- Los complejos del cis-PyII): cis-Pt(2,3,4,5,6-Pentafluoroanilina), Br y cis-

Pt(Pentamidina) 1, fueron los mas activos "in vitro" frs we a los pardsitos aunque su elevada

toxicidad frente a los macrofagos J 774 nos hizo descartarlos para posteriores ensayos "in vivo".

3.- De los complejos de Rh ensayados los que ejercieron mayores porcentajes de inhibicion

del crecimiento fueron los catiénicos de Rh(III): [Rh (L), X,]' X" .

4.- Las sales de Os(IV), Pd(II) y Au(Ill) ensayadas n0 mostraron ninguna actividad frente

a promastigotes de L. donovani.

5.- Las sales de Pt(IV) con la Pentamidina, Stilbamidina y (2-Piperacinil(1)Etilamina) como

ligandos ejercieron una inhibicién del crecimiento elevada.

6.- Las sales de ir(TV) con Cl en su estructura son mas activas que las que llevan Br, frente

a la cepa empleada de L. donguvani.

7.- Los complejos metélicos cuyos ligandos eran moleculas de accién conocida empleadas

en quimioterapia parasitaria en general resultaron téxicos para los macréfagos J774.




8.- Los complejos de Rh(III) con estructura octaedrica y con ligandos derivados del tiazol

inhiben la sintesis de DNA, RNA Y proteinas en promastigotes de L. donovani.

9.- La sal de Ir(IV): [Ir Cl;] H, (Berenil) a nivel ultraestructural da lugar « la formacién de
figuras de membrana mielinicas en huella digital, lo que prueba un efecto lesiva a nivel de
membrana. El complejo de Ir(Ii): Ir(Butilxantato), da lugar a la aparicion de figuras

membranales en huella digital intranucleares, indicativo de procesos degenerativos a alta escala.

10.- Los dos complejos anteriores no inhibieron la sintesis de ADN ni de ARN en las

formas promastigotes de L. donovani.

11.- El complejo de PY(II): cis-Pt (Guanetidina) Cl, asi como la sal de PYIV): [Pt Clig] H,
(2-Piperacinil(1)Etilamina) a nivel ultraestructural producen alteraciones en el nicleo celular a

pesar de no haber ejercido efecto sobre la incorporacién de timidina, leucina y uridina 3H.

12.- El complejo de Rh(IIl): [Rh (2-amino-6-etoxibenzotiazol), Br,]' Br' induce
cor.siderables alteraciones a nivel ultraestructural, inhibiendo ademas la sintesis de DNA, RNA

y proteinas de las forma promastigotas de L. donovani.

13.- El complejo anterior fué el mas activo frente a las formas amastigotas de L. donovani

en los ensayos "in vivo".

_c’_o_._———-———‘__

NCLUSION FINAL

De los resultados obtenidos concluimos que algunos de los complejos metélicos ensayados

podrian ser una nueva alternativa en la quimioterapia de la leishmaniosis visceral o kala-azar.
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