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1.- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

Trypanosoma cruzi y Leishmania donovani son los agentes etioldgiccs de la
enfermedad de Chagas y de la leishmaniosis visceral respectivamente; enfermedades estas que originan
importantes problemas de salud publica, siendo insuficientes los esfuerzos que se estdn haciendo para
combatirlas. La amplia diversidad tanto de las formas clinicas de dichas enfermedades como de las
situaciones epidemiolégicas, obliga a aplicar en cada foco principios y métodos de lucha especificos.
Ademds, la lucha contra estas enfermedades suele estar obstaculizada por Ja ignorancia de la verdadera
prevalencia de las mismas, por la subestimacién de los sufrimientos ¢ incapacidades que causan en el
hombre, y por el hecho de que los paises en los que suclen scr un gravisimo problema se corresponden
normalmente con zonas del Tercer Mundo, en las que los niveles econdmicos, culturales y de medios
en investigacién son muy limitados. Asi mismo, el olvido que han sufrido estas enfermedades por las
grandes empresas de investigacion farmacéutica, motivada fundamentalmente por motivos econémicos,
y el desinterés o incapacidad que ticnen los gobiernos y la sociedad desarrollada en general por las
mismas, a diferencia de por otras; contribuye a que el avance en la erradicacion de las mismas sca mds

lento que en el caso de otras enfermedades de mayor concienciacion civdadana.

En el presente trabajo hemos pretendido profundizar en la investigacion relativa a
obtener una quimioterapia eficaz y definitiva contra estas enfermedades, mediante el ensayo de una

serie de moléculas de nueva sintesis. Los resultados de la presente memoria se enmarcan en un

proyecto en el que estdn inmersos diferentes laboratorios de investigacion, esperando que las

aportaciones del trabajo conjunto permita la obtencién de fdrmacos eficaces.
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1.A.- Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi es un protozoo hematozoario pardsito, que utiliza como
hospedadores intermediarios a numerosas especies de hemipteros hematdfagos pertenecientes a la

familia Reduviidae.

Es el agente causal de la Tripanosomiasis Americana o "enfermedad de Chagas", la
endemia més extendida del continente americano y que representa el mayor problema de salud piblica
en América Central y América del Sur.

1.A.1.- Ciclo biolégico.

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi consta de dos ctapas claramente definidas: una
en el hospedador intermediario y vector, y otra en el hombre o en otros mamiferos salvajes o

domésticos, que actilan como reservorios.

Los hemipteros redividos hematéfagos de la subfamilia Triatominae son los
hospedadores intermediarios y vectores naturales de Trypanosoma cruzi. El area geogrifica de estas
chinches se extiende desde, aproximadamente, 42° de latitud Norte en los Estados Unidos hasta 43°
de latitud Sur en Argentina. Las especies transmisoras mds importantes son:

-Triatoma infestans en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Perd.
-Pastrongylus megistus en Centro y Este de Brasil.
-Rhodnius prolixus en Colombia, Ecuador y Venezuela.

Estos triatomidos son nocturnos, ocultindose durante el dia y saliendo de noche para
alimentarse. Las chinches ingieren Trypanosoma cruzi cuando se alimenta de un mamifero parasitado.
En su interior y a lo largo del tbo digestivo, el pardsito sufre una serie de transformaciones,
encontrindosele en el intestino medio bajo la forma epimastigota, la cual se multiplica activamente,

y en ¢l recto como formas metaciclicas infectantes.

Estas dltimas salen al exterior con las heces del insecto al defecar sobre ¢l mamifero
del que se alimenta, y penetran en el hospedador vertebrado por cualquier punto de discontinuidad de
la picl.

Dentro del mamifero, las formas metaciclicas invaden las células préximas al punto

de penetracion, donde se transforman en formas amastigotas que sc reproducen activamente.
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Cuando el citoplasma celular estd repleto de formas amastigotas, éstas se transforman
en tripomastigotas; la célula hospedadora se rompe liberando las formas tripomastigotas, las cuales

pasan al torrente circulatorio para, desde aqui, invadir otras nuevas células.

1.A.2.-Morfologia de¢ Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi es un flagelado polimérfico que, dependiendo del tipo de
hospedador y de su localizacién en el mismo, puede presentar distintos aspectos morfolégicos (Hoare,
1972).

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

que resumidamente son:

-Formas tripomastigotas sanguineas: se encuentran en el torrente circulatorio
de los mamiferos parasitados. Son formas alargadas de 10 a 25 micras de largo y de 1 a 5 micras de
ancho. El cuerpo adopta, generalmente, la forma de "S" o de "C". Presentan un kinctoplasto grande,
redondo o puntiagudo, situado a poca distancia del extremo posterior. Desde el kinetoplasto parte un
flagelo que forma una membrana ondulante poco plegada, quedando libre un tercio de su longitud
total. El niicleo ocupa aproximadamente un tercio del cuerpo.

-Formas amastigotas: al penetrar las formas tripomastigotas en el interior de
las células del hospedador vertebrado, sufren una reorganizacion estructural dando lugar a las formas
amastigotas. Son formas ovoides que miden aproximadamente 4 micras de didmetro mayor. El
kinetoplasto es grande y muy compacto, con forma bacilar y situado excéntricamente cn el citoplasma.

Tras un periodo de reposo de 36 horas se dividen por fisién binaria.

-Formas epimastigotas: estas formas presentan un flagelo libre bastante largo,

un cuerpo mas grande que el de las formas tripomastigotas, kinetoplasto situado cerca del nicleo y

una membrana ondulante corta. Son formas que se reproducen por biparticién longitudinal a lo largo
del aparato digestivo del hospedador intermediaro de forma muy activa.

-Formas tripomastigotas metaciclicas o metatripomastigotas: son formas que
se localizan en el extremo posterior del intestino del insecto hematofago, a partir de una
transformacién de las formas epimastigotas. Son formas mds alargadas que las tripomastigotas
sanguineas, miden aproximadamente 17 micras de largo. El Kinetoplasto es grande, redondo y se
encuentra proximo al extremo posterior. El niicleo es alargado y no muy bien definido. La membrana
ondulante es estrecha y posee un corto flagelo libre. Son formas que presentan una gran capacidad

invasiva en las células nucleadas de las mucosas y conjuntiva.
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1.A3.- Ultraestructura de Trypanosoma cruzi.

En este apartado tratamos de describir los crgdnulos mds caracteristicos y significativos
de la estructura de este trypanosométido.

La membrana celular: de consistencia y elasticidad suficiente para mantener la forma
del parésito y al mismo tiempo, permitir gran flexibilidad en sus movimientos. Estd constituida, como
en cualquier otra céluia, por una membrana unidad de 7.5 nm de espesor. A unos 12 nm al interior
del protozoo, se sitiia una malla de microtiibulos, separados unos de otros 60 nm y dispuestos
paralelamente a lo largo del eje mayor de la célula. Parecen ser estructuras de sustentacién. Existen
estudios que sugieren el hecho, que los microtibulos intervienen probablemente en los procesos de
transformacién de una fase a otra (De Souza, 1976), habiéndose demostrado también como los

microtibulos son indisociables de la membrana. Meyer y De Souza (1976) observan que las formas

tripomastigotas poseen menor densidad por 4 de microtibulos en los dos extremos del protozoo, al

igual que ocurre en otros trypanosomatidos.

El flagelo, tiene estructura similar a la de los demds organismos que lo poseen, es
decir, posee 9 pares de tibulos interconectados paralelos al eje del flagelo; mas 2 tiibulos centrales.
Todos se encuentran insertos en una matriz citoplasmatica y la membrana celular envuelve enteramente
al Magelo formando la vaina flagelar. Como un manguito, acompaiando al axonema, se encuentra la
cuerda paraxial. En la region de donde arranca el flagelo, la membrana citoplasmdtica sufre una
invaginacién formando la bolsa flagelar, arrancando éste del kinetosoma de caracteristicas similares

a un centriolo.

La mitocondria, presenta formaciones tubulares ramificadas y con paredes irregulares,
exhibiendo en la parte interna, un nimero relativamente pequeiio de crestas, dependiendo de la fase

del parisito el nimero de crestas por unidad de mitocondria varfa.

El kinctoplasto es el orginulo mds caracteristico del orden Kinetoplastida. Delain y
Riou (1969), han estudiado ampliamente su estructura. Estcs autores, indican que el kinetoplasto es
un disco arqueado compuesto en su mayor parte de moléculas minicirculares de ADN, de 0.45 um de
perimetro, con forma de "8" y dispuestas paralelamente dando sensacién de doble hilera. Los

minicirculos pueden estar aislados o formando cadenas, incluso fusionados dando oligémeros.

El kinetoplasto contiene gran cantidad de ADN, de un 20 a un 25 % del total del ADN
celular. El orgdnulo esti situado entre el niicleo y el flagelo, formando parte de un ensanchamiento
de la mitocondria, pudiendo observarse las crestas mitocondriales e¢n el kinetoplasto. El espesor de éste
es de unos 0.16 ym y la longitud de 1 a 1.5 um.
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El kinetoplasto de las formas sanguineas, contiene 3 o 4 filas de minicirculos de ADN,
mientras que las otras formas, s6lo tienen uiia doble fila, asi como en las formas sanguineas existe
proporcionalmente mis ADN en su kinetoplasto (Riou y Gutteridge, 1978).

De Souza y Chiari (1977), describieron como el kinetoplasto de las formas
tripomastigotas es esférico, menos electrodenso que el de las formas epimastigotas y los filamentos

de ADN mds dispersos y largos pero ordenados a lo largo del eje mayor de la célula.

Leén y col. (1980), pusieron de manifiesto que el ADN del kinetoplasto estd formado

por un niimero aproximado de 10* minicirculos de 0.45 um de perimetro y por unos 50 maxicirculos

de 10 um de perimetro, asi como por cadenas lineales de distinto tamafio.

En el citoplasma los epimastigotes y tripomastigotes tienen gran cantidad de vesiculas
y estructuras multivesiculares, mas abundantes en las formas epimastigotas (De Souza y col., 1975).
De Souza y col., en 1978 sugieren que las vesiculas pueden tener un papel impoitante en el acimulo
de proteinas.

Milder y Deane (1969), demuestran que las formas epimastigotas y amastigotas
presentan citostoma, formado por una invaginacién de la membrana citoplasmatica en la bolsa flagelar,
al que se vierten multitud de vesiculas procedentes del aparato de Golgi.

1.A.4.- Bioguimica de Trypanosoma cruzi.

Las diferencias bisicas entre el metabolismo de T. cruzi y el de las células de
mamiferos pueden resumirse haciendo referencia a las cuatro reas principales de la bioquimica del
pardsito: meiabolismo energético y glucidico, metabolismo de dcidos nucleicos, metabolismo proteico
y metabolismo lipidico.

1.A.4.A.- Metabolismo energético y glucidico.

Todas las formas de T. cruzi parecen presentar reservas de energia endégena, una ruta
glucolitica, la ruta de las pentosas fosfato, un ciclo de los dcidos tricarboxilicos, una cadena
respiratoria que contienen citocromos y rutas del catabolismo oxidativo de aminoacidos tales como la

prolina y la leucina; y de dcidos grasos tales como el palmitato.

La naturaleza de las reservas enddgenas no se conoce con exactitud, pero parece ser
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que son catabolizadas completamente hasta CO,. Los aziicares, aminodcidos y 4cidos grasos pueden
servir como fuentes de cnergia adicionales o alternativas y son también degradadas casi en su totalidad
a CO,. Sin embargo también se forman otros productos tales como el lactato (posiblemente en formas
sanguineas solamente), acetato y succinato.

Los piridin-nucledtidos existentes en estado reducido sen oxidados en orden de
importancia por la cadena respiratoria: la fumarato reductasa, la NADH oxidasa y la lactato
deshidrogenasa. El ATP se sintetiza tanto 2 nivel de sustrato como a nivel de la cadena respiratoria,
mediante reacciones de fosforilacion.

Por consiguiente el metabolismo energético y glucidico de T. cruzi, es basicamente el
mismo que en células de mamifero. De cualquier forma las siguientes observaciones son de indudable

relevancia en relacién con la quimioterapia:

1.- La reserva primaria de energia enddgena no es el glucogeno (ni cualquier otro alfa
1-4 polimero de la D-Glucosa) como ocurre en ¢l mamifero. Mis bien serin compuestos de naturaleza
lipidica o proteica, que constituyen reservorios secundarios en el mamifero, los principales encargados
del suministro energético, aunque ésta posibilidad atéin no ha sido comprobada (Gutteridge y col. 1978).

2.- La glucosa no es necesariamente el mayor sustrato exégeno para el metabolismo
energético como lo es en el mamifero. Esta drea del metabolismo es bastante dificil de investigar en
la mayoria de las cepas de T. cruzi, como consecuencia de las elevadas velocidades del metabolismo
enddgeno. Sin embargo, existen pruebas que indican una utilizacién (Wood, 1975; Sylvester y
Krassner, 1976) de aminodcidos y dcidos grasos, aunque la contribucién de estos dltimos quizds no

tenga importancia desde un punto de vista cuantitativo.

3.- Puede que la ruta de las pentosas fosfato sea funcional en algunas cepas actuando

como alternativa a la ruta glucolitica, situacién que no se da en mamiferos (Mancilla y Naquira, 1964),

y que ocuire fundamentalmente en las formas epimastigotas (Adroher y col., 1990).

4.- Es muy probable que existan dos oxidasas terminales en la cadena respiratoria: un
citocromo a+a, CN-sensible y un citocromo CN'-insensible parecido al citocromo O. Esto sugiere que
o bien la cadena estd ramificada o bien estd constituida por dos cadenas paralelas. En células de

mamifero sélo existe el citocromo a+a, (Rogerson y Gutteridge, 1977).

5.- La cadena respiratoria en T. cruzi contiene un citocromo c que se diferencia del
citocromo ¢ de mamiferos en la longitud de onda del maximo de absorcién alfa de la forma reducida
(Hill, 1971).
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6.- La cadena respiratoria de T. cruzi parece ser bastante ineficaz siendo suplementada

a) Rutas conducentes a la formacion de lactato (probablemente tan s6lo en formas
sanguineas y de forma semejante a lo que ocurre en mamifercs) y succinato, que por tanto actuaria
como sumidero de electrones (Bowman, 1974). La formacién de este dltimo podria implicar a la
fumarato reductasa, enzima ausente en mamiferos pero que en helmintos ¢s posiblemente el blanco

de numerosas drogas antikelminticas (Van Den Bossche, 1976).

b) Una actividad NADH axiclasa que parece ser independiente de la cadena respiratoria,
aunque ésta iltima alternativa podria ser un artefacto producido en la preparacion de fracciones
mitocondriales (Rogerson y Gutteridge, 1977).

7.- En T. brucei, la oxidacién del alfa-glicerolfosfato estd mediada por una enzima
constituida por al menos dos componentes, una deshidrogenasa suramin-sensible y una oxidasa CN'-
insensible y SHAM-sensible. La actividad alfa-glicerolfosfatro oxidasa también se ha puesto de
manifiesto en T. cruzi. En este caso el componente oxidasa es SHAM-insensible perc CN-sensible y
quizd sea un componente de la cadena respiratoria. Por otra parte ¢l componente deshidrogenasa es
suramin-sensible y por tanto podria representar un blanco potencial para el ataque de drogas
(Gutteridge y Roberson, 1978).

8.- Las formas epimastigotas en cultivo contienen al menos una actividad glutamato
deshidrogenasa que probablemente juega un papel en el catabolismo de aminodcidos y que presenta
propiedades distintas a las de células de mamiferos (Cazzulo, 1977).

1.A.4.B.- Compartimentacion del Metabolismo de los Carbohidratos.

Me referiré a la compartimentacion del metabolismo de los carbohidratos en

tripanosomas y especies estrechamente emparentadas, con especial referencia a los glicosomas.

Estas especies carecen de reservas de polisacdridos, asi como de fosfatos de alta
energia, lo cual hace que dependan enteramente de fuentes exégenas de carbohidratos (Opperdoes y
col. 1976). La glucosa es la fuente energética preferente, aunque la fructosa, manosa y glicerol también

pueden sostener la motilidad y Ia respiracion (Ryley, 1962).

Bajo condiciones anaerdbicas estos organismos convierten la glucosa

cuantitativamente en cantidades equimolares de piruvato y glicero! (Fairlamb y col. 1977), los cuales
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son excretados. Este proceso de dismutacidn de la glucosa sucede con sintesis neta de ATP (Béhringer
y Hecker, 1975), lo cual solo puede ser explicado por la existencia de una compartimentacion de la
glucolisis de estas células.

El flujo glucolitico del carbono a través de las células de Trypanosoma es muy alto:
en T. brucei se consume 0.08 umol de glucosa por minuto y por miligramo de proteina, y una
molécula de ATP se sintetiza por cada molécula de piruvato consumido (Fairlamb y Bowman, 1980;
Opperdoes y col., 1976).

Después de la transformacion de las formas tripomastigotas a la forma epimastigota
dentro del insecto vector, ¢l consumo de glucosa disminuye considerablemente, siendo el piruvato
convertido a succinato, acetato y diéxido de carbono, que son los productos finaies excretados. El
metabolismo oxidativo de aminoécidos por ¢l ciclo de Krebs y la cadena respiratoria sirve, en esta fase

del parésito, como la mejor fuente de energia.

Trabajos previos a 1977, aludian a una caracteristica de los enzimas glucoliticos de
Tripanosoma que estaban asociados a particulas (Reynolds, 1975; Ryley, 1962). Pero esta caracteristica
no fue comprendida hasta dicho afio cuando Opperdoes y Borst (1977) describieron por primera vez
la asociaci6n de nueve enzimas con un orginulo semejante a un microcuerpo en T. brucei. Siete de
estos enzimas estin implicados en la glucolisis [Hexoquinasa (HK), Fosfoglucosa isomerasa (PGI),
Fosfofructosa quinasa (PFK), Aldolasa (ALD), Triosa fosfato isomerasa (TIM), Gliceradehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), Fosfoglicerato quinasa (PGK)], mientras que ios otros dos estin
relacionados con el metabolismo del glicerol [Glicerol Kinasa (GK), Glicerol Fosfato Deshidrogenasa
(GPDH)). Debido al alto grado de especializacién de estos orgnulos y a la ausencia de enzimas

marcadores tipicos de ctros orgdnuios, se acept6 la denominacién de glicosomas para cilos.

Los glicosomas han sido encontrados en otrecs miembros de la familia
Trypanosomatidae (Cannata y col., 1982; Hart y Opperdoes, 1984; Taylor y col., 1979) como
Leishmania, Crithidia y Phytomonas, aunque donde han sido mejor estudiados es en Trypanosoma,

y en especial en T. brucei.

Anilisis morfométricos (Opperdoes, 1984) han mostrado que estos orginulos son
homogeneos en tamaiio, con un didmetro medio de 0.27 um. Ticnen una matriz granular electrodensa
y algunas veces contienen un nicleo cristalino. Estd rodeado por una membrana normal de doble capa
y de 6-7 nm de espesor. Como promedio las formas canguineas del tripanosoma contienen 240
glicosomas, los cuales representan entre el 4.3% (Opperdoes y col. 1984) y ¢l 8% (Bohringer y

Hecker, 1975) de su volimen total, siendo este pcrcentaje similar a su contenido en proteinas (Missct
y col., 1986; Opperdoes y col., 1984).
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En otros géneros los glicosomas, pueden ser menos abundantes. Las formas
promastigotas de Leishmania tropica contienen solamente de 50 a 100 glicosomas, mientras que las
formas amastigotas de Leishmania mexicana, no presentan mds de 10 glicosomas (Coombs y col.,
1986).

Estos orgdnulos han sido purificados mediante diversas técnicas y analizada su
composicién quimica (Hart y col., 1984; Opperdoes y col., 1984). El 70% de las proteinas
glicosomales har sido encontradas en la matriz, mientras que el 30% restante, parece estar asociado
a la membrana (Opperdoes y col., 1984).

Un niimero muy limitade de polipéptidos estin asociados con los glicosomas de las
formas sanguineas de T. brucei. La mayoria de ellos han sido identificados como subunidades de
enzimas glucoliticos, representando mds del 87% del total de proteinas glicosomales (Aman y col.,
1985; Misset y col., 1986). En las formas prociclicas de T. brucei, la cantidad de polipéptidos
glicosomales difiere significativamente de las formas sanguineas, ya que se han detectado bandas

adicionales de polipéptidos (Hart y col., 1984).

La membrana glicosomal posee la mayoria de los fosfolipidos presentes en el orgdnulo,
principalmente fosfatidil-colina y fosfatidil-etanolamina, no habiéndose detectado otros tipos de
fosfolipidos en fracciones purificadas de las formas sanguineas (Opperdoes y col., 1984). Sin embargo,
en preparaciones similares de las formas prociclicas del insecto vector, estas contienen, ademds,

fosfatidil-serina y fosfatidil-inositol (Hart y col., 1984).

Solamente se han detectado cantidades pequenias de ADN en las fracciones
glicosomales, aunque no hay evidencia de que exista un ADN especifico del glicosoma (Opperdoes,
y col, 1984), y las pequeiias cantidades detectadas pudieran ser ocasionadas por problemas de

contaminacion.

Los organulos tienen una densidad de 1.09 g cm?, y en gradiente de sacarosa estas

bandas tienen una densidad de 1.23 g cm?®, muy similar a la densidad de las bandas de otros
microcuerpos de otras células eucarioticas (Opperdoes v col., 1984). Igual densidad se ha detectado
para otras especies de esta familia.

Los glicosomas, a diferencia de otros microcuerpos, generalmente no contienen
oxidasas productoras de peréxido de hidrégeno ni catalasas. Aunque, en el caso de Crithidia, se ha
detectado una cierta actividad cataldsica (Muse y Roberts, 1973). Igualmente, en glicosomas aislados
en T. cruzi, se ha detectado una peroxidasa (DoCampo y col., 1986).
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Ademds de las primeras enzimas de la secuencia glucolitica, se han encontrado también
en los glicosomas fosfomanosa isomerasa (Hammond y col., 1985), las dos iiltimas enzimas de la
biosintesis de las pirimidinas (orotato fosforibosil transferasa y la orotidina carboxilasa), la hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa, y las enzimas adenilato kinasa (AK), malato deshidrogenasa (MDH)
y la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK).

Igualmente, los glicosomas han sido involucrados en la sintesis de éteres-lipidicos,
puesto que se han detectado los enzimas: DHAP, aciltransferasa, acil CoA reductasa y G-3P: NADP*
6xido reductasa.

Cuando se utiliza un tampén isoténico de sacarosa para aislar los enzimas glucoliticos
de los glicosomas, todos presentan enmascaramiento, que en algunos casos alcanzan valores de un
95%. Esto indujo a pensar (Opperdoes y Borst, 1977) que la membrana glicosomal actia como una
barrera semipermeable, que evita ¢l paso de los intermediarios glucoliticos ai citoplasma. Lo que
ocurre realmente, es un proceso mucho més complejo. Después de romper la membrana glicosomal
por técnicas apropiadas, se ha observado que algunos de los enzimas (especialmente la hexoquinasa
[HK] y la fosfofructoquinasa [PFK], continiian presentando un considerable grado de latencia, el cual
tinicamente es eliminado por la adicién posterior de detergentes y sales (Visser y Opperdoes, 1980);
lo que hace pensar que estin asociadas a las membranas del orgénulo.

Varios investigadores han comprobado que bajo determinadas condiciones, todos los
enzimas, excepto la fosfoglucoisomerasa [PGI), se mantienen juntos y se comportan como miembros
de un gran complejo multienzimdtico, incluso después de la eliminaci6n total de la membrana (Oduro
y col., 1980a; Oduro y col., 1980b; Opperdoes y Nwagwu, 1980). Tales complejos, por incremento
de la fuerza idnica del medio, pueden ser disociados en sus componentes, y si se eliminan las sales

por didlisis, los enzimas se vuelven a asociar (Visser y Opperdoes, 1980).

Estos datos sugieren que la latencia observada para algunos de los enzimas glucoliticos
después de la ruptura del glicosoma, cs debido a la limitada difusién de los sustratos y productos a

través del complejo multienzimatico de las proteinas glucoliticas.

Actuaimente no se tiene un conocimiento completo de las propiedades de la
permeabilidad de las membranas de los glicosomas.

Pueden aducirse varios argumentos que indican que la membrana glicosomal ro es una
barrera permeable. No existen evidencias de proteinas transportadoras especificas en esta membrana
y los glicosomas aislados son capaces de catalizar parte de la via glucolitica usando como sustratos
intermediarios fosforilados, los cuales se supone, gue no son capaces de atravesar la membrana
glicosomal.
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La actividad glucolitica es estimulada por cofactores del tipo NAD y ATP, los cuales
tampoco pueden pasar libremente a través de la membrana. Hammon y col. (1985) han detectado cierta
permeabilidad para los intermediarios pero también cierta compartimentacién del ATP. y por iltimo,
Patthey y Deshusses (1986) han constatado que las membranas de glicosomas aislados son permeables
a pequeiios solutos pero no a grandes moléculas.

Experimentos con glucosa marcada, en células intactas, confirman la impermeabilidad
de la membrana. Visser y col. (1981) demostraron que del 20 al 30% de los intermediarios glucoliticos
estdn en compartimentos separados. Estos intermediarios fueron marcados completamente en 15
segundos comprobindose que aparecian niveles de piruvato marcado cn el medio tras un tiempo
similar. Este pool, que representa, probablemente, el compartimento glicosomal, solo se equilibré

lentamente con el resto de la célula.

A la vista de estas dltimas observaciones, lo mis probzble es que, en las células
intactas, las membranas glicosomales formen una auténtica barrera a la permeabilidad para muchos

de los intermediarios y cofaclores glucoliticos.

Cualquier evidencia en contra o, cuando sea obtenida de organulos aislados, debe ser
considerada con cierta precaucion, debido a que no se puede descartar la aparicion de ciertos artefactos
como consecuencia de los procesos de purificacién. Esta compartimentacién proporciona a los

tripanosomas ventajas importantes sobre otras células eucaridticas. En T. brucei las concentraciones

intracelulares de los intermediarios glucoliticos no es distinta a la de otras células (Visser y col., 1981).

Dado que los glicosomas representan solo el 4% del voliimen celular y contienen del 20 al 30% de
los intermediarios glucoliticos, la concentracién de estos intermediarios en los glicosomas, debe ser
al menos 5 veces mds alta que en el citosol (Misset y Opperdoes, 1984; Misset y col., 1986).

Misset y col. (1984; 1986) han determinado la concentracion de los sitios activos y
metabolitos para las tres primeras etapas de la glucolisis en los glicosomas. Han observado que las
concentraciones son muy similares y de rango milimolar. Dado que cada uno de estos enzimas tiene
una Km, del mismo orden de magnitud por sus respectivos sustratos, unz alta proporcién de los
metabolitos glicosomales deben estar unidos a proteinas. Esto tiene implicaciones importantes para la

comprension de la glucolisis glicosomal.

Los daios cinéticos obtenidos de enzimas purificados, no pueden por tanto ser
simplemente extrapolados a la situacién denirc del glicosoma, ya que se refieren mds bien a
metabolitos libres que asociados.
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Concentraciones altas de metabolitos intraglicosomales y sitios activos (Misset y col.,
1986) permiten a los tripanosomas mantener un flujo glucolitico intenso con una cantidad de proteinas
relativamente pequeiia.

A este respecto, se ha sugerido que debe existir un paso de metabolitos a través del
complejo multienzimético, aunque las evidencias que se poseen sélo se refieren a células intactas
(Visser y col., 1981) y no a glicosomas aislados (Aman y Wang, 1986).

La alta eficacia glucolitica de los tripanosomas queda bien ilustrada por el hecho de
que en tejidos musculares, que tienen una demanda muy alta por la glucosa, la GAPDH constituye mds
del 10% de la proteina soluble, mientras en tripanosomas este enzima representa s6lo el 0.5% del total
(Misset y col., 1986). No obstante, la tasa glucolitica de los tripanosomas es muy superior a la de otras
células eucariotas.

Los datos que existen hasta la fecha no apoyan la existencia de un complejo
multienzimdtico en el sentido de un grupo de enzimas bien ordenadas espacialmente. En primer lugar,
los experimentos de "cross-linking", realizados por Aman y col. (1985), no permiten que tal complejo
multienzimético exista "in situ". El hecho de que todos los enzimas se encuentren dentro de una
fraccidn sedimentable puede ser explicado por ia elevada concentracion y la proximidad de los enzimas
en los glicosomas (Aman y col., 1985; Misset y col., 1986). Segundo, no hay pruebas que confirmen
el paso de metabolitos a través del complejo multienzimdtico como tal (Aman y col., 1985; 1986).
Tercero, ¢l cuerpo cristalino que se ha visto ocasionalmente dentro de los glicosomas tiene una

estructura laminar con un espacio regular de 10 nm (Opperdoes y col., 1984). Esto estd de acuerdo

mis bien con el didmetro de Stokes que se determiné para los dos enzimas mayores (HK y PFK, con

9 y 7.8 nm respectivamente) que con el del complejo multienzimatico, para el que se ha estimado un
didmetro de 27 nm (Misset y col., 1986). El hecho de que los dos ditimos enzimas tiendan a formar
agregados pesados, bajo cor diciones de baja fuerza iGnica (Misset y col., 1986) y la poca frecuencia
con la que se observan los cuerpos cristalinos, apoya la idea de que estos pudieran tratarse de un
artefacto.

Los glicosomas (en condiciones aerébicas) catalizan las siguientes reacciones
(Opperdoes y Borst, 1977):

Glucosa + 2 Pi + 2 DHAP ————————— 2 PGA + 2 G-3P

Glicerol + Pi + 2 DHAP ———— PGA + 2 G-3P
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Dado que la produccién y consumo de ATP y NAD estin equilibrados, el glicosoma en si
mismo no esid implicado en la sintesis reta del ATP. Esta ocurre en el citosol, donde el icido
fosfoglicérico es convertido a piruvato. El glicerol 3-fosfato producido por el glicosoma se reoxida a
DHAP por una oxidasa terminal mitocondrial, este proceso no esti relacionado con la fosforilacién
oxidativa (Grant y Sargent, 1960; Opperdoes y col., 1977).

Debido a que los experimentos de marcaje y los estudios de latencia de los enzimas
glucoliticos, han demostrado que la membrana glicosomal es impermeable a tedos los intermediarios
fosforilados. Opperdoes y Borst (1977) proponen que existe un transportador especifico para la
Dihidroxiacetona fosfato (DHAP), el glicerol 3-fosfato (G-3P), el Acido fosfoglicérico (PGA) y el Pi
que facilita su difusidn a través de la membrana. Todavia no se han aportado evidencias directas que
confirmen que la membrana tenga permeabilidad selecliva a eslos compuestos pero que sea
impermeable a otros intermediarios glucoliticos.

Otra ventaja importante de la compartimentacion de la glucolisis es la posibilidad de
la glucolisis anacrobia cn ausencia de una lactato deshidrogenasa funcional. Bajo condiciones
anaerébicas, o cuando la glicerol 3-fosfato oxidasa es inhibida por el dcido salicil hidroxdmico
(SHAM), la glucosa es metabolizada a la misma velocidad que en condiciones aerdbicas, formando
cantidades equimolares de piruvato y glicerol (Fairlamb y col., 1977, Opperdoes y col., 1976). En un
principio se pensé que el glicerol era formado a partir de glicerol 3-fosfato por la accién de una
fosfatasa (Bowman y Flynman, 1986), pero Borst (1977) y Opperdoes y col. (1976), han planteado
que no se produciria produccion neta de ATP bajo esas condiciones, consecuentemente el tripanosoma

no sobreviviria anaerdbicamente, puesto que no tiene reserva de energia.

Experimentos "in vitro" han mostrado que los niveles de ATP fueron mantenidos en
el trypanosoma atlin cuando la respiracién fue bloqueada por el 4cido salicil hidroxdmico (SHAM)
(Opperdoes y col., 1976). Los cilculos termodindmicos nos muestran que el cambio de la energia libre
standard de la transformacion completa de glucosa a piruvato y glicerol es suficientemente negativo
como para permitir la sintesis de una molécula de¢ ATP:

Glucosa — Piruvato + Glicerol -77 KJ mol?

ADP + Pi — ATP + H,0  +31 KJ mol?

Glucosa + ADP + Pi ————— = Piruvato + Glicerol + ATP + H20 -46 KJ/mol
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Diversas hipdtesis se han propuesto para intentar explicar esta reaccién (Clarson y
Brohn, 1976), de entre ellas la que parece més probable es la que apunta a que la sintesis neta de ATP
se consigue como resuitado de una reaccién contraria a la catalizada por la glicerol quinasa, bajo
condiciones anaerdbicas (Opperdoes y col., 1976). Esta reversion se facilita por el dréstico incremento
del glicerol 3-fosfato intracelular (Hammond y Bowman, 1980a,b; Visser y Opperdoes, 1980) y por
la capacidad de cambiar la proporcion ATP/ADP dentro del glicosoma independientemente del
citoplasma. Estos dos hechos, junto con la relativamente alta actividad especifica de la glicerol quinasa
(Hammond y Bowman, 1980b; Opperdoes y col., 1976), permitirian la sintesis de glicerol y ATP a
partir de glicerol 3-fosfato. Tal reaccion podria ser facilitada por la presencia de mecanismos naturales
de eliminacion de ATP dentro del glicosoma (Hammond y col., 1985).

Existen diversas evidencias que apoyan esta hipdtesis:

19.- No se ban encontrade nuevos intermediarios fosforilados o enzimas alternativas,

que serian necesarias para otras hipotesis.

2°.- Solamente en estas especies se ha encontrado una elevada actividad especifica
glicerol en condiciones anaerébicas (Hammond y Bowman, 1980a,b).

32.- Se ha encontrado actividad glicerol 3-fosfato: ADP transfosforilasa catalizada por
la glicerol quinasa (Hammond y col., 1985; Hammond y Bowman, 1980a,b).

4°.- Experimentos con glicerol marcado, ['‘C] glicerol, han demostrado que bajo

condiciones anaerdbicas la glicerol quinasa funciona realmente en condiciones de equilibrio en vez de

catalizar la fosforilacion del glicerol a glicerol 3-fosfato (Hammond y Bowman, 1980a).

5°.- Finalmente Gruemberg y col.,(1980) han mostrado que en T. brucei el glicerol se
elimina por medio de un proceso mediado por un transportador con una Km para el flujo del glicerol
de menor orden de magnitud (20 uM), que para su entrada. Esto podria ayudar a mantener baja la
concentracién intracelular de glicerol y por tanto evita la inhibicién inversa de la glicerol quinasa por

la accion de masa.

1.A.4.C.- Regulacién de la glucolisis.
La actividad individual de cada una de las enzimas glucoliticas excede al flujo

glucolitico total. Al estudiar las velocidades relativas maximas (Misset y col., 1986; Oduro y col.,
1980a,b) de ios enzimas glucoliticos se ha encontrado que las reacciones catalizadas por la aldolasa
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y la fosfogliceratomutasa pueden ser las etapas limitantes de la glucolisis. La hexoquinasa y la
fosfofructoquinasa, dos enzimas que juegan un papel regulador muy importante en Ja mayoria de las
células eucaridticas, no tienen tal misién en 7. brucei. La hexoquinzsa es insensible a la glucosa 6-
fosfato y glucosa 1-6 bifosfato (Nwagwu y Opperdoes, 1981), mientras que la fosfofructoquinasa,
aunquc es un enzima alostérico, no se regula por compuestos como la fructosa 1-6 bisfosfato, fructosa
2-6 bisfosfato y el citrato (Cronin y Tipton, 1985, Nwagwu y Opperdoes, 1981; Taylor y col., 1979).
Opperdoes y col. (1976) infieren que la glucolisis no es regulada a partir del hecho de que la transicién
desde las condiciones aerébicas a anaerébicas no cambia las tasas glucoliticas en las formas sanguineas
de T. brucei. Ademds un anélisis de "cross-over" de los niveles intermediarios glucoliticos revelan que
en tal transicion no existen puntos de "cross-over" entre la glucosa 6-fosfato y el fosfoenol piruvato,
por lo que deduce que las etapas limitantes deben de estar antes de 1a glucosa 6-fosfato. Esto se apoya
en la sugerencia hecha por Gruemberg y col. (1978), en el sentido de que la etapa limitante pudiera

ser la entrada de glucosa a través de la membrana.

Una serie de evidencias recientes, sugieren que la via glucolitica puede ser regulada
a nivel de la piruvato quinasa. La fructosa 2-6 bisfosfato, de la cual se sabe que es el mds potente
regulador de la fosfofructoquinasa en eucariotas, es totalmente inactivo sobre el enzima de las especies
pertenecientes a la familia tripanosoma. Se ha visto en extractos de algunas especies de tripanosoma
por ¢jemplo, que esle compuesto es un potente activador de la actividad piruvalo quinasa de estos
parasitos (Van Schaftingen y col., 1985). Hasta la fecha este tipo de regulacién parece ser exclusivo
de la familia Trypanosomatidae, puesto que se ha encontrado en T. brucei, Leishmania sp, Crithidia
y Phytomonas, pero no se ha encontrado en Euglena, hongos o higado de mamiferos (Van Schaftingen
y col., 1985). En el caso del tripanosoma, la fructosa 2-6 bisfosfato solamente se ha detectado en las
formas sanguineas pero no se ha encontrado en las formas del insecto vector. Esto probablemente
explica por qué en estos estadios, la piruvato quinasa ec inactiva a pesar de que se ha podido detectar
el enzima (Misset y Opperdoes, 1984; Opperdoes y Cottem, 1982). Todavia no se sabe si el papel
regulador de este compuesto en el flujo de carbono desde el fosfoenol piruvato, es en el sentido de
la forma de piruvato o volverlos hacia atrds y meterlos en los glicosomas hacia la formacion de
malato.

Se han purificado ya varios enzimas glucoliticos (Misset y col., 1986; Misset y
Opperdoes, 1984) a pesar de las dificultades que implica, para la purificacion individual, el hecho de
que estos enzimas estén unidos. Misset y col., (1984; 1986), han purificado con éaito nueve enzimas
glicosomales usando glicosomas tratados con detergente y por cromatografia con una elevada fuerza
i6nica. Cronim y Tipton (1985) han conseguido igualmente la purificacién de la fosfofructoquinasa

de T. brucei, aunque han utilizado mélodos diferentes a los anteriores e igualmente se ha purificado

la Malato deshidrogenasa y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de Leishmania (Mottram y Coombs,
1985).
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En esencia, los enzimas glucoliticos aislados de T. brucei, poseen las siguientes
propiedades: la hexoquinasa tiene una subunidad de 50 Kd de tamaiio, similar a los hongos, pero de
la mitad de tamafio que la de los mamiferos (Misset y col., 1984; 1986). La hexoquinasa de
tripanosoma es hexamérica. Esta es una propiedad {inica y caracteristica de estos pardsitos, ya que
hasta la actualidad y para enzimas de mamiferos, insectos y plantas se ha descrito una hexoquinasa
monomérica y en el caso de los hongos es dimérica. En el caso de la fosfofructoquinasa tripanosdmica,
aunque es tetramérica como todas las fosfofructoquinasas estudiadas hasta la fecha, tiene una
subunidad de peso molecular de 50 Kd (Cronin y Tipton, 1985; Misset y col., 1986) que es bastante
diferente a la de los enzimas de otros eucariotas (75-120 Kd) y bacterias (35 Kd). Con respecto a sus
propiedades reguladoras, la fosfofructoquinasa se parece mds bien a los enzimas bacterianos que a los
de mamiferos, en el hecho de que no es activada ni por la fructosa 1-6 bisfosfato ni por la fructosa

2-6 bisfosfato, al igual que tampoco es inhibida por el citrato ni el fosfato.

Los otros siete enzimas son similares a sus isoenzimas en otros organismos, tanto en
peso molecular como el la composicion de las subunidades (Misset y col., 1986). No obstante,
presentan un tamafio molecular que suele ser mayor (1-5 Kd).

Como se cité con anterioridad, en relacion con la composicion quimica de los
glicosomas, los datos existentes no nos permiten afirmar la existencia de un ADN especifico de los
mismos (Opperdoes y col., 1984), por lo que es muy improbable que exista en él una maquinaria
biosintética de proteinas; lo que si se sabe es que:

Los enzimas glucoliticos se han mantenido conservados a través de la evolucién y esto
ha permitido la identificacién de los genes que codifican para algunos de estos enzimas, usando sondas
heterdlogas originarias de levaduras y mamiferos. Se han identificado los genes de la aldolasa,
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (Michels y col., 1986), triosa isomerasa (Swinkels y col., 1986),
fosfoglicerolquinasa (Osinga y col., 1985) y cada uno de ellos han sido localizados en un cromosoma
nuclear (Gibson y col., 1985).

En el caso de la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (Michels y col., 1986) y la
aldolasa se han encontrado dos genes completamente idénticos, ligados y en tamdem. En el caso de
la triosa isomerassa sélamente estd presente un gen (Swinkels y col, 1986). Para la
fosfogliceratoquinasa se han descrito tres genes en tandem y ligados pero no idénticos, dos de ellos
codifican para la isoenzima fosfoglicerato quinasa citoplasmadtica y glicosomal, respectivamente

(desconociéndose el papel que desempeiia el tercer gen). La GPI sélo es codificada por un sélo gen.

La secuencia de eventos involucrados en la sintesis de los enzimas glucoliticos y su

integracion al glicosoma se han resuelto con experimentos de marcaje de pulso con [”S] Metionina
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en tripomastigotes de T. brucei (Opperdoes y col., 1987). Los ¢nzimas glicosomicos GAPDH, Aldolasa
y GPDH aparecen primero en la fraccién soluble del tripanosoma (citosoi) y s6lo unos minutos mas
tarde en la fraccién rica de glicosomas. El tiempo de vida medio de estas proteinas en el citosol varié
desde 1 hasta 3.4 minutos, lo que nos indica que su transferencia al glicosoma es un procesn muy
eficiente.

Igualmente se sabe que la vida media de los polipéptidos glicosomales, una vez dentro
del glicosoma es muy corta, se han encontrado valores de entre 30 minutos a 1 hora, dependiendo del
método usado (Opperdoes y col., 1987). El hecho de que tres polipéptidos diferentes tengan una vida
media muy similar nos puede indicar que el orgdnulo en si, ticne una alta tasa de recambio. Un tiempo
de recambio de menos de 2 horas esti en perfecta concordancia con la velocidad calculada de sintesis
de los polipéptidos glicosomales, la cual es suficiente para el recambio del 1% del contenido

enzimdtico total por minuto.

En los estudios realizados con el fin de ver en donde se sintetizan estos enzimas, se
ha visto que:

El ARNm para los enzimas glucolitocos se encontré predominantemente en polisomas
libres, més que en polisomas asociados a membranas. Cada uno de estos productos, al ser sintetizados
"in vitro" mostraron que el peso molecular aparente es igual al del enzima nativo aislado del
glicosoma. Igualmente los polipéptidos en el citosol no cambiaron de tamaiio cuando se transfirieron

al glicosoma.

El tamafio de los polipéptidos nativos estd en completa correspondencia con el
predicho a partir de la secuencia nucleotidica de los genes respectivos. La secuenciacién del extremo
N-terminal de la proteina GAPDH (Michels y col., 1986) ha revelado que este extremo N-terminal no
estd sujeto a ninguna forma de procesamiento. No se han hallado evidencias de modificacion covalente
de las proteinas nativas en forma de glicosilacion o fosforilacion (Wierenga y col., 1987).

Todas estas observaciones juntas, indican que los polipéptidos glicosomales se
sintctizan en el citoplasma y posttraduccionalmente son transferidos a los glicosomas por medio de

un proceso que no implica ni corte de una secuencia lider ni una modificacion secundaria.

La reciente purificacion de nueve enzimas glicosomales (Misset y col., 1984; 1986)

y dos de sus correspondientes citosélicos (GAPDH y PGK) (Misset y Opperdoes, 1989; Misset y col.,

1987) ha revelado una cantidad de notables diferencias entre las enzimas glicosomales y sus

homologos solubles.
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Las deteminaciones de Is masa molecelsr realizadas sobre gel de poliaciilamida con
SDS, han demostrado que la GAPDH es 5 Kd mds grande que s insocazima ciiosdlico y por 1o
menos 2 Kd més grande que cualquier otvo GAPDH encontrado hasta ahora (Misset y col., 1987). Este
mayor tamaiio ha sido confirmado por datos de secuenciacion (Michels y col., 1986). La GAPDH-
glicosomal contiene varias inserciones iinicas y una pequefia extension C-terminal no encontrada en
otras diez GAPDH cuyas secuencias son conocidas. Tiene un punto isoeléctrico de 9.3, mientras que
el de las isoenzimas citosélicas es de 7.9 (Misset y col., 1987). Una de las inserciones tnicas,
localizada en la parte N-terminal de la GAPDH glicosomal, contiene tres residuos cargados
positivamente y esta insercion estd ausente de la parte N-terminal de su homélogo citosélico (Misset
y col., 1987).

La ausencia de esta insercién positivamente cargada, explica probablemente las
diferencias en el punto isoeléctrico entre estas dos isoenzimas.

La PGK glicosomal ticne una masa molecular de 47 Kd, mientras que la de su
homdlogo citosdlico es de 45 Kd. Adcmis, las dos iscenzimas difieren considerabiemente en su punto
isoeléctrico, con valores de 9.3 y 6.3 para las isoenzimas glicosomales y citosdlicas respectivamente
(Misset y Opperdoes, 1989). Sin embargo, parte de su moderada hidrofobicidad pudiera deberse a los
20 aminoAcidos C-terminales de la isoenzima glicosomal. Los dos isoenzimas (glicosomal y citosélico)
tienen el 93% de homologias en la secuencia (Osinga y col., 1985). El diferente peso molecular
medido en electroforesis SDS-PAGE puede deberse a las extensiones C-terminales aunque las
diferencias de carga se deban sélo a 12 de los 30 aminodcidos sustituyentes. El 7% de diferencia en
que la secuencia puede ser responsable de la diferente topogénesis que muestran los isoenzimas
(Wierenga y col., 1987; Borst, 1986; Osinga y col., 1985).

Algunos otros enzimas glicoliticos de T. brucei tienen también pesos moleculares
signiflicativamente més grandes que aquellos de sus homélogos en otros organismos (Misset y col.,
1986). La PGI de T. brucei es 5 Kd mds grande que la del miscule de conejo, la GPDH de T. brucei

es dos veces mds grande que la aislada del miisculo de conejo (Clayton, 1985).

Cuando estos enzimas se someten a isoelectroenfoque todos excepto la PGI poseen un
punto isoeléctrico entre 8.8 y 10.2. Estos valores son de 1 a 4 unidades més altos que en aquellos
enzimas glicoliticos de los mamiferos y de 3 a 6 unidades mads altos que la de los enzimas glicoliticos
de otros organismos unicelulares (Misset y col., 1986).

La secuencia completa de aminodcidos de la aldolasa (Clayton, 1985) muestra que

contiene una extensién C-terminal. Esto sugiere que tal extension no es el comiin denominador

responsable de la entrada al glicosoma; sin embargo, tiene una dnica insercién que lleva uno o mas
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residuos cargados positivamente y que no se encuentra en ningiin otro hemélogo cuya secuencia sea
conocida (Wierenga y col., 1987).

Los datos acumulativos sobre la biosintesis, secuenciacién y propiedades de los
enzimas glicosomales sugieren que tales enzimas, a diferencia de la mayoria de las proteinas
mitocondriales, cloroplisticas y secretoras no necesitan una secuencia lider para su introduccién en el
vrginulo. Sin embargo, en su lugar, deben contener ura sefial topogénica interna. Tales sefiales pueden
haber surgido de mutaciones individuales o pueden haberse integrado como bloques en una secuencia

primaria y pueden por consiguiente, ser localizadas en las inserciones Ginicas para esos polipéptidos.

Wierenga y col. (1987), han modelado recientemente las secuencias de aminodcidos
de tres enzimas glicosomales, TIM, PGK, y GAPDH en estructuras tridimensionales usando las
coordenadas estructurales conocidas de sus enzimas homélogos de otros organismos. Han encontrado
evidencias en el sentido de que todos estos enzimas tienen en comin dos "hot spots" con una
separacién de 40 Amstrong de los cuales uno siempre estd asociado con el Gnico punto de insercién.
Estos "hot spots" incluyen un par de puntos de la cadena cargados positivamente y separados por 7
Amstrong. La secuencia de la aldolasa glicosomal (Clayton, 1985), para la cual no se tiene informacion
sobre la estructura tridimensional de su homélogo es similar en su conformacién con las anteriores.
Basado en estas semejanzas, Wierenga y col. (1987), han propuesto que esto tiene un importante papel
en la entrada de los enzimas en los glicosomas.

Debido a que los glicosomas estdn aliamente especializados en la glucolisis y a que
contienen enzimas ‘nvolucradas en la biosintesis de las pirimidinas, llevé al Profesor De Duve (1982)
a cuestionarse si los glicosomas y los peroxisomas estin relacionados. Hay ahora evidencias fuertes
que indican que los glicosomas comparten algunos enzimas y vias metabélicas importantes con los
peroxisomas de eucariotas superiores. Por ejemplo: la catalasa se ha detectado en representantes de la
familia Trypanosomatidae [Crithidia (Opperdoes y col., 1976, Muse y Roberts, 1973) y Leptomonas

samueli (Souto-Padron y de Souza, 1982)). Ademds varios enzimas relacionados con el metabolismo

de los 4cidos grascs y la biosintesis de eter-lipidos, considerados como marcadores de los peroxisomas
en varios organismos han sido encontrados en glicosomas. Las proteinas glicosomales, como en los
peroxisomas y glicosomas, parecen ser sintetizados en ribosomas libres y luego transportados
posttraduccionalmente dentro del orgdnulo, sin la eliminacién de una secuencia libre. Estas
caracteristicas junto con la semejanza morfolégica de los dos tipos de orgdnulos sugieren que los

peroxisomas y los glicosomas ecstin realmente relacionados.

A modo de resumen podemos decir que los tripanosomas poseen muchas caracteristicas
inusuales en el metabolismo de los carbohidratos con una gran compartimentacion de estas vias.
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Siete de los enzimas glucoliticos y dos relacionados con el metabolismo del glicerol

estdn localizados dentro de los glicosomas.

Desde el descubrimiento de estos orgdnulos en T. brucei, han sido también encontrados
en un gran nimero de representantes de la familia Trypanosomatidae.

Los glicosomas también contienen adenilato quinasa, dos enzimas de la biosintesis de
las pirimidinas, una implicada en la degradacion de las purinas y, dependiendo de la funcién
metabélica de los orgdnulos, Malato deshidrogenasa y Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

Las formas sanguineas de muchos tripanosomas africanos dependen enteramente de
la glucolisis para la produccién de energia (Opperdoes, 1983a,b), la inhibicion de esta via por
combinacién de drogas (Fairlamb y col., 1977) produce una muerte ripida del tripanosoma y su
completa eliminacién del organismo infectado (Clarson y Brohn, 1976). Dos de las drogas mis
importantes en esta enfermedad, melarsoprol (Flynn y Bowman, 1974) y la suramina (Fairlamb y
Bowman, 198C), maian a los organismos por inhibicién de la glucolisis. Esto nos resalta que la via
glucolitica de los tripanosomas es un excelente objetivo en la investigacién del desarrollo de nuevas
drogas (Opperdoes, 1983a,b).

Los enzimas glucoliticos difieren de sus homdlogos de otros organismos en que al
menos algunos de ellos contienen inserciones tinicas y cargas adicionales positivas en su superficie,
separados por alrededor de 40 Amstrong, las cuales pueden funcionar como seiales topogénicas para
la entrada en el orgdnulo.

Aparte de su funcion topogénica (caracteristica especifica comin de los enzimas
glicosomales) puede ser de interés para el disefio de drogas, no solo contra el agente de la enfermedad
del sueiio sino contia otros tripanosomdtidos que tienen glicosomas. La suramina tiene una molécula
asimétrica con dos grupos de carga negativa separada por una distancia de 40 Amstrong. Algunos de
los enzimas glicosomales de T. brucei tienen una afinidad mds alta por esta droga que sus homélogos
de otros organismos (Fairlamb y Opperdoes, 1986; Misset y Opperdoes, 1984). Por tanto es posible
que esta droga por su alta afinidad por los enzimas glicosomales, interfiera con la entrada de los

polipéptidos al glicosoma y por tanto con la biogénesis del orgénulo completo (Oprerdoes, 1987).
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1.A.4.D.- Metabolismo de los dcidos nucleicos.

Todas las formas de 7. cruzi tienen capacidad para almacenar tanto purinas como
pirimidinas aunque la capacidad de las formas intracelulares para acumular pirimidinas quizds sea
menor que las de otras formas. Las formas en cultivo sin embargo son incapaces de sintetizar el anillo
de la purina aunque existen ciertas pruebas de que las formas sanguineas pueden obtener al menos
parte de sus purinas de csta manera. Las distintas purinas y pirimidinas parecen ser libremente
interconvertibles. Por otra parte los desoxirribonucleétidos se sintetizan a nivel de los ribonucledtidos
difosfato annque la evidencia que se posee de este mecanismo es indirecta. El desoxitimidilato se
sintetiza en todas las formas del parisito bien mediante el ciclo de la timidilato sintasa (timidilato
sintasa, dihidrofolato reductasa, una enzima activa que genera grupos de un carbono) o bien mediante

acimulos de timidina por medio de la reaccion timidina-kinasa.

Asimismo todas las formas contienen ADN tanto en niicleos como en el kinetoplasto
siendo probablemente la proporcion de ADN extracelular en este iltimo (20-30 %) més elevado que

otras cé€lulas eucarioticas.

En cuanto al ARN ribosomal se ha aislado de formas de cultivo y presenta valores de
S sélo ligeramente distintos a los del ARN-r de mamifero. Las polimerasas de dcidos nucleicos ain
no han sido estudiadas con (:talle, aunque los resultados preliminares apuntan hacia la existencia de
tres ARN-polimerasas en formas de cultivo semejantes a las encontradas en células de mamifero.
También se ha puesto de manifiesto la existencia de enzimas implicadas en el catabolismo de 4dcidos

nucleicos.

En resumen, nuevamente, los sistemas que intervienen en el metabolismo de los dcidos
nucleicos en T. cruzi, son semejantes a los observados en céiulas de mamifero a excepcién de los

siguientes aspectos particulares:
1.- La elevada proporcion en todas las formas del pardsito de ADN-k extracelular
presentando una organizacién molecular caracteristica que permite la unién preferencial de una serie

de drogas antitripanosémicas (Delain y col., 1972).

2.- La presencia en todas las formas de una hidrofolato-reductasa diferente de la

enzima isofuncional de mamiferos, ya que presenta un peso molecular aparente mis elevado y es més

sensibie a la inhibicién por 2,4-diamino-pirimidinas y otros compuestos heterociclicos relacionados
(Gutteridge., 1976).
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3.- La presencia en todas las formas de una timidilate-sintasa que se distingue de la
enzima equivalente de mamifero en su inhibicibn por magnesio, su mayor sensibilidad a la
concentracién de mercaptoetanol, sus elevados valores de Km aparente para el sustrato y el cofactor,
su elevado peso molecular aparente y su pronunciada sensibilidad a la inhibicién por suramina (Al-
Chabali y Gutteridge; 1977).

4.- La presencia en todos los casos de una enzima que interviene en la ruta biosintética
"de novo" de uridin monofosfato (UMP). Esta enzima estd implicada en la formacién de crotato y
actiia mediante una hidroxilacién mds que por deshidrogenacion como ocurre en mamiferos
{Gutteridge, 1976).

Esta dltima diferencia quizds no sea explotable quimioterapéuticamente ya que una
lesién metabélica a este nivel podria salvarse mediante un aciimulo de pirimidina (Gutteridge y
Gaborak, 1977). La misma objeccién no es aplicable en el caso de la timidilato sintasa ya que el
almacenamiento de timidina "in vivo" es menos probable. En cuanto a la dihidropterato sintetasa, el
blanco de las sulforamidas, su presencia aiin no ha sido establecida en tripanosomas, los cuales, al

contrario de los pardsitos esporozoarios, pucden utilizar folatos preformados.

1.A.4.E.- Metabolismo proteico.

Los requisitos nutricionales en cuanto a aminodcidos se refiere de T. cruzi, aln no se
ha establecido compictamente, si bien la captacién de aminodcidos y la sintesis de algunos de ellos
a partir de glucosa ha sido estudiada por varios autores. La activacion y utilizacién de aminodcidos
para la sintesis proteica asi como la estructura y el funcionamiento de los ribosomas donde este
proceso presumiblemente ticne lugar, alin no se ha esclarecido completamente. La presencia de una
capa superficial glucoproteica semejante a la establecida en formas sanguineas de T. brucei no ha sido
puesta de manifiesto, aunque hay pruebas que apoyan la existencia de algiin tipo de capa superficial
en tripomastigotes habiendose aislado un lipopéptido fosfoglicano de la membrana de formas en
cultivo.

Teniendo en cuenta la escasez de informacion en torno a este drea del metabolismo,
la formacion de una idea clara sobre el metabolismo proteico de T. cruzi es dificil. Sin embargo parecc
demostrado que la captacion de lisina es poco usual. Este aminodcido es transportado mediante la
intervencidn de tres transpertadores que operan a expensas de energia. Acumulan lisina frente a un

gradiente de concentracion y presentan perfiles de sensibilidad a inhibidores poco comunes.
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1.A4.F.- Metabolismo lipidico.

Los anilisis de lipidos llevados a cabo hasta el momento sélo se han realizado con
formas en cultivo. Estos estudios indican una composicién parecida a la de células de mamiferos
aunque quizés pueda incluirse al ergosterol entre los esteroles presentes en el parésiio. El posible papel
de los édcidos grasos como fuente de energia, ha sido previamente mencionado aunque los detalles
sobre las rutas implicadas son todavia desconocidos. La sintesis de fosfoglicéridos a partir de 4cidos
grasos ha sido puesta de manifiesto sobre todo en formas de cultivo. Por otra parte, existen también
pruebas que indican una sintesis "de novo" de dcidos grasos asi como una elongacién de la cadena

sobre todo en formas en cultivo.

Los esteroles presentes parecen obtenerse bien mediante acimulo o sintesis.

En conjunto, los dnicos puntos de interés en relacién con el metabolismo lipidico son

los siguientes:

a) La presencia de ergosteroles.

b) La utilizacin de treonina mds que de glucosa, come ocurre en mamiferos,

como fuente de unidades de acetato para la sintesis de 4cidos grasos y la sensibilidad de ésta iltima

a determinados inhibidores.
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1.B.- Leishmania donovani,

Leishmania donovani es un protozoo perteneciente al Orden Kinetopldstida, familia
Trypanosomatidae.

Fue Cunninghan (1885) quien primero vié amastigotes de Leishmania en cortes
microscopicos de lesiones cutineas de pacientes indios y penss que posiblemente se trataba de un
miembro del orden Mycetozoa. Borovsky {1898) estudiando lesiones cutdneas similares en Turkenistén
fue el primero en reconocer la naturaleza protozoaria del organismo, sin embargo no intent6
identificarlo mds ampliamente.

Leishman (1903) descubrié cuerpos intracelulares en las visceras de casos fatales de
Kala-azar en la India. Con mucha intuicién reconoci que morfoldgicamente se parecian a los
trypanosomas. En el mismo afio Donovar (1903) hizo observaciones similares. Hacia 1900 se
diagnosticaron los primeros casos de leishmaniosis visceral en China confirmada por Marchand y
Ledingham en 1904. Laveran y Mesnil (1903) pensaron que el pardsito asociado ccn el Kala-azar indio
era un piroplasma y lo nombraron Piroplasma donovani, un nombre que fue corregido rapidamente

por Ross en 1903 a Leishmania donovani.

L.B.1.- Ciclo biolagico.

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 actia como

reservorio.

El mosquito que actiia como vecior en la transmision de la leishmaniosis, ya sea

cutdnea o visceral, pertenece a los géneros Phlebotomus o Lutzomya, variando las especies segiin la

localizacion geogrifica y la especie de Leishmania transmiiida. Asi tenemos que para L. donovani el

génerc siempre es Phlebotomus.

El Phlebotomus succiona sangre de un hospedador mamifero infectado y con ella
ingiere macrofagos cargados con las formas amastigotas del parasito. A continuacion ocurre la ruptura
de estos macr6fagos y la consiguiente liberacion de los amastigotes en el principio del intestino del
mosquito, donde se multiplican y transforman hasta formas promastigotas, las cuales se reproducen
y colonizan el intestino medio y posterior; algunas se pegan a la pared intestinal embebiendo su flagelo
en las microvellesidades de las células epiteliales intestinales o bien ensanchan su flagelo y se unen
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a la cuticula de la pared intestinal del piloro o fleon por medio de hemidesmosomas (Killick-Kendrick
y col. 1974; Molyneux y col. 1975). Los promastigotes se mueven hacia adelante hasta la mitad del
térax como haptomonadas con el flagelo ensanchado y pegados a la cuticula de la pared intestinal
llegan hasta la vilvula estomacal, faringe y cavidad bucal. Los promastigotes méviles que se
encuentran en la boca del mosquito son liberados cuando este pica a un hospedador mamifero.

A continuacién ocurre una adhesién y englobamiento por fagocitosis de los
promastigotes por los macréfagos. Después hay una fusién del fagosoma que contiene al promastigote
con el lisosoma del macréfago; y en el interior de este fagolisosoma ocurre la transformacién del
promastigote hasta amastigote. Posteriormente ocurre la multiplicacién del amastigote y la formacién
de vacuolas parasitéforas que envuelven a cada amastigote. Finalmente la célula estalla liberando los
parasitos que nuevamente son capturados por otros macréfagos. La duracién precisa de la existencia
de los promastigotes 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 misma.
Segiin Adler y Ber {1941) hay evidencias de que no todos los promastigotes pueden
ser capaces de iniciar una infeccion tras la picadura del mosquito. Algunos pueden ser destruidos tras
la captacion por los macréfagos.
Killick-Kendrick y col. (1977) piensan que no todos los parisitos que hay en el

mosquito son infectivos. Puede que unz proporcion de promastigotes en el inéculo no sea viable e

incapaz por tanto de infectar al hospedador mamifero.

1.B.1.A.- Morfologia de Leishmania donovani,
Segiin lo referido anteriormente podemos deducir que Leishmania donovani es un
protozoo flagelado que, dependiendo del tipo de hospedador y su localizacion puede presentar una u

otra morfologia.

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

que €n resumen son:

a) Amastigotes.

Es la forma como se encuentran en el interior de los macréfagos del hospedador

mamifero, rodeados por la vacuola parasitofora. Son redondeados y libres de flagelo. El niicleo ocupa

una posicion central en la célula y el kinetoplasto se encuentra adyacente a el. El niicleo es redondeado
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u oval y tiene un didmetro aproximado de 1 a 1.2 micras. Ei kinetoplasto también puede ser
redondeado u oval y en tinciones aparece mds tefiido que el niicleo; sus dimensiones son de 0.5 a 0.8
micras de longitud y de 0.4 a 0.6 micras de didmetro.

El tamafio de las formas amastigotas de Leishmania varia segiin la especie de que se
trate, en general va de 4 a 5 micras (Munis y Medina 1948; Gardener y col. 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 en algunas especies de Leishmania se distinguen

dos formas de promastigotes:

-Promastigotes nectomdnadas que se unen a la pared intestinal del mosquito insertando
su largo flagelo entre las microvellosidades intestinales. Estas formas miden unas 12 micras 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 micras. El niicleo
se encuentra en el centro del cuerpo del parisito. Estas formas al microscopio electrénico son muy

electrodensas debido a su gran contenido en ribosomas.

-Promastigotes haptoménadas: menos electrodensos, mas cortos y mas gruesos 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 micras. Ei kinetoplasto esti en el extremo anterior

y el flagelo mide por encima de 15 micras.

c) Paramastigotes.

Killick-Kendrick en 1979 asegura haber encontrado una forma del parasito en el
mosquito que no coincide morfolégicamente con la configuracién clisica de promastigote. El
kinetoplasto no estd situado anterior al niicleo, sin embargo el flagelo si emerge del extremo anterior.
La bolsa flagelar se encuentra muy profunda y el kinetoplasto esti al lado del niicleo.
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1.B.1.B.- Ultraestructura de Leishmania donovani,

Al microscopio electrénico las principales estructuras que apreciamos son:

a) Membrana plasmatica y 6rganos asociados.

La membrana plasmitica de Leishmania es una unidad de membrana tipica, trilaminar,
con una anchura de 2-4 nm. Debajo se sitlia una pelicula de microtibulos con un didmetro externo de
20 a 22 nm y separados entre si unos 35 a 42 nm. Estos tibulos estin en un drea cortical libre de
ribosomas. La ausencia de ribosomas sugiere que €l irea que rodea a los microtibulos es
funcicnalmente parte integral del 6rgano completo (Vickerman y Preston, 1976). Probablemente los
microtibulos sirvan como un citoesqueleto. Molyneux y col. (1975), observan que no existe conexion
entre ellos y la membrana plasmatica. Asi como la dificultad de romper el ordenamiento de los
microtiibulos.

Asi mismo parecen demostrar que las formas nectoménadas de promastigotes poseen

menos microtibulos que las haptomdnadas.
La estructura uniforme de la membrana plasmitica y la pelicula subyacente de
microtiibulos se modifica en los promastigotes en el punto de salida del flagelo, desde el reserverio

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

Se han observado desmosomas cuando la membrana plasmatica del flagelo corre

paralela a la del reservorio, entre el cuerpo del pardsito y el flagelo, cuya funcién parece ser la de

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

Proxima a la membrana plasmitica del reservorio de promastigotes, se sitfia una
vacuola pulsitil. Aparece como una vacuola limitada por una membrana contigua con el reticulo
endoplasmitico liso. Su funcién no es muy conocida en flagelados patégenos y no se sabe si no es otra
que la osmoregulatoria.

c) Flagelo y Kinetosoma.

La estructura del axonema caracteristica del flagelo en promastigotes de Leishmania,

consta de nueve pares de dobletes periféricos que rodean a un par central. Esta disposicion 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.
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enriettii y L. major, hay una disposicién diferente del axonema desapareciendo la configuracién 9+2,
quedando iinicamente los tripletes de la raiz flagelar. Esto es en parte debido a la reduccion flagelar
observada en amastigotes. En amastigotes de L. mexicana mexicana, los microtiibulos centrales estén
presentes s6lo para una distancia limitada y uno o dos de los dobletes exteriores colapsan el centro del
axonema. Este proceso precede la reduccion dei flagelo. Alexander sugiere que, en amastigotes, la
ausencia de 2 tibulos centrales (singletes) se produce porque su papel en células mdviles es determinar
la direccién del flagelo y no tiene sentido en células no méviles.

Los promastigotes con un largo flagelo tienen una cuerda paraxial, de estructura
paracristalina, situada paralelamente al axonema. Estd formado por dobletes (de 4 a 7) y su estructura

es similar a la de los tripanosomas.
d) Kinetoplasto. Estructura mitocondrial.

El kinetoplato, se sitila posteriormente al kinetosoma, entre el niicleo y el flagelo,
unido al aparato mitocondrial por sus bordes. Las crestas mitocondriales se pueden observar en la parte
superior del kinetoplasto.

Es un disco arqueado que contiene gran cantidad de ADN, de un 20 a un 25 % del
total del ADN celular. Compuesto en su mayor parte por moléculas minicirculares de ADN de 0.45
um de perimetro, con forma de "8" y dispuestos paralelamente dando sensacién de doble hilera. Se

calcula que hay 2 x 10* minicirculos/kinetoplasto. También hay algunas moléculas maxicirculares de

10 micrdmetros de perimetro, asi como cadenas lineales de distinto tamafio (Leon y col. 1980).

La transformacién amastigote-promastigote estd asociada con un aumento en el niimero
de perfiles mitocondriales por seccion, presentindose un descenso significativo en el volimen
mitocondrial relativo durante la transformaci6n, aunque el tamaiio absoluto del parisito aumenté.
Alrededor de 5 horas después de que haya comenzado la transformacion hasta promastigote, ocurre

un gran ensanchamiento mitocondrial.

e) Niicleo.

La ultraestructura del nicleo para todas las formas de Leishmania es similar a la de

olrcs Organismos eucariotas.
El niicleo estd rodeado por una doble membrana nuclear de 7 nm de grosor. Posee un

nucleolo prominente situado centralmente, con un diimetro de 0.6 a 1 um. La cromatina se sitiia
perifericamente. El nucleolo y la cromatina periférica son de una densidad similar al nucleoplasma

-Péig.38-




INTRODUCCION YANTECEDENTES

siendo menos electrodensos pero conteniendo pequefios acimulos de granulos. La membrana externa
es continua con el reticulo endoplasmético.

Al igual que ocurre con otros kinetopldstidos, las membranas nucleares quedan intactas
durante la divisién. El nicleo dividiéndose presenta menos cromatina periférica que la célula no

dividiéndose.
f) Estructuras citoplasmaticas.

Estudios ultraestructurales de Leiskmania revelan la presencia dentro del citoplasma
de orginulos asociados a membrana tales como:

-Reticulo endoplasmitico.

-Aparato de Golgi.

El reticulo endoplasmdtico tanto liso como rugoso se encuentra a lo largo del
citoplasma, particularmente rodeando al niicleo.

El aparato de Golgi se encuentra préximo al reservorio y al kinetoplasto. Los productos
de este aparato estin empaquetados como lisosomas y juegan un papel en la digestion intracelular, pero
la proximidad del aparato de Golgi al reservorio, y la observacion de varias hidrolasas en el reservorio
de otros trypanosomitidos indica que la digestion extracelular puede ocurrir en la bolsa flagelar
(Preston, 1969).

Los lisosomas de Leishmania han sido poco estudiados y se han hecho deducciones
por comparacion con lo que se conoce sobre su papel en otros kinetoplastidos. Asi se relacionan,
primero, con el mecanismo de digestion de macromoléculas ingeridas y su presunta fusién con
lisosomas primarios, derivados del aparato de Golgi. Y, segundo, con la exocitosis de cuerpos
multivesiculados en la bolsa flagelar donde se detectan restos celulares y actividad citcquimica. Una
tercera funcion de los lisosomas en Kinetoplastidos sugerida por Vickerman y Preston (1976), es la
de controlar el reciclaje de ias organelas por medio de la fusién de los lisosomas primarios, con
orginulos o estructuras del interior del parasito para formar autofagosomas.

Molineux y col. (1975) y Kanan (1975) encuentran en el citoplasma, ianio 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 cncontrado en el citoplasma de Leishmania, son los
peroxisomas que contienen enzimas oxidativas y juegan un papel importante en el metabolismo
oxidativo de la célula.
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1.B.1.C.- Bioquimica de Leishmania donovani.

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 biosintesis de macromoléculas, metabolismo energéiico y de
nucleésidos con aspectos comines y desiguales con otras células eucariotas.

1.B.1.C.1.- Metabolismo energético.

Se han encontrado todas las enzimas glucoliticas y del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos en ambos estados de Leishmania (promastigotes y amastigoles). Su respiracion es
sensible a CN y utiliza estas rutas para la produccion de energia.

Krassner y Flory (1972) demuestran la existencia de la gluconeogénesis medida por
transaminasas, que convierten ciertos aminodcidos en intermediarios del ciclo de los dcidos
tricarboxilicos. Asf, hay tres puntos principales de entrada en este ciclo:

1.- Por Acetil CoA a través del Piruvato, en el que se transforman aminoécidos como
la alanina y la serina.

2.- Por alfa-cetoglutarato a través del glutamato, en el que se transforman aminodcidos

como fenilalanina, isoleucina, valina, leucina, tirosina y omnitina.

3.- Por oxalacetato en el que se transforman la glicina y el dcido aspartico.

Esta actividad pareece mis que suficiente para el crecimiento de ciertas especies de
Leishmanias en un medio libre de glucosa, usando los aminoicidos como fuente de energia.

Zilberstein y Dwyer (1984), encontraron sistemas de transporte eficientes para la
glucosa y los amiroacidos en L. donovani.

Otro punto de interés es la existencia de enzimas para la Beta-oxidacion de dcidos
grasos y la utilizacién de los mismos como sustrato respiratorio, con una actividad mucho mas alta

en amastigotes que en promastigotes (Hart y col. 1981). Se piensa que Leishmania puede encontrar

unas condiciones naturales pobre en hexosas en el intestino del mosquito y abundante en dcidos grasos

en el compartimento lisosomal de los macréfagos.
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1.B.1.C.2.- Acidos grasos y esteroles.

Se piensa en una posible implicacién de los dcidos grasos en la inmunopatologia de
la leishmaniasis (Chang y Hendricks, 1985). La prescaucia de ergosterol en Leishmania es la base
bioquimica para la actividad anti-Leishmania de la Anfotericina B y el Ketoconazol (Berman y col.
1984).

1.B.1.C.3.- Nucleésidos de purinas y enzimas de nuclestidos.

Las especies de Leishmania no realizan la sintesis de novo de purinas (Trager 1974).
Esto supone la inclusién de un minimo de nucleobases o nucleosidos en el medio de cultivo, para el
crecimiento de los promastigotes; sin embargo bajo estas condiciones es posible inducir la biosintesis
de novo por mecanismos "feedback" (Henderson y Paterson, 1973).

Marr y col. (1978) estudian el metabolismo de purinas en un medio libre de estas y
demuestran que no hay sintesis de novo cuando se utilizan precursores marcados radiactivamente, tales
como glicina, serina o formiato. Ademds, organismos puestos en un medio libre de purinas durante
una semana no crecen, sin embargo el crecimiento se reemprende tan pronto como se afiadia una
purina. El mayor crecimiento se consigue con adenina e hipoxantina, tanto para L. donovani como para
L. braziliensis.

En esle trabajo, se usaron bases piricas y nucledsidos marcados con objeto de seguir
las rutas metabélicas de las purinas en las dos especies anteriores. Encontridndose que la adenina y la
inosina son convertidos hasta un intermediario comin, la hypoxantina, siendo transformado a
continuacién hasta nucledtidos. La adenina se transforma hasta hypoxantina por la enzima adenina
aminohidrolasa y los productos fueron metabolizados y excretados al medio.

Las enzimas en la ruta alternativa han sido los objetivos principales para la nueva
quimioterapia de la leishmaniosis, usando andlogos de nucledsidos tales como ¢l Alopurinol y el
Formycin B. El modo preciso de la accién anti-Leishmania de estos medicamentos, presenta
controversias (Robinson y col. 1984). Hay evidencias que sugieren la inhibicién de la sintesis de
proteinas por ¢l mARN que contiene Formycin A en leishmanias tratadas con Formycin B (Nolan y
col. 1984).

Dwyer v Gottlieb (1983), proponen que las enzimas defosforiladas encontradas en la

membrana plasmitica, pueden tener una funcién de reciclaje para la adquisicién de nucle6sidos

necesarios para los parésitos.
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Iovannisci y col. (1984), usando clones de mutantes de promastigotes de L. donovani,
identifican dos sistemas de transporte de membrana distintos para nucledsidos.

1.B.1.C.4.- Superéxido dismutasa ¢ hidrolasas écidas.

La superéxido dismutasa descrita en Leishmania y otros parsitos relacionados contiene
hierro y es insensible a la cianida (Meshnick y Eaton 1981), tiene dos subunidades de 43 kDa cada
una y su composicién en amino4cidos es mis similar al enzima bacteriana que a la de las células de
mamiferos (Trang y col. 1983). Esta ecnzima, se piensa que protege a la Leishmania contra los
metabolitos de oxigeno téxicos producidos por los macréfagos, y se presupone ser un objetivo ideal
para la quimioterapia.

Las hidrolasas 4cidas han sido ensayadas en numerosas especies de Leishmania. Steiger
y col. (1979), detectan alta actividad de proteasas 4cidas y alfa-D-manosidasa, en promastigotes de L.
donovani; otros enzimas lisosomales ensayados se encontraron que tenian muy baja actividad. Glew
y col. (1982), confirmaron este dato y purificaron una fosfatasa icida que tiene un peso molecular de
alrededor de 170 kDa, un espectro de sustrato amplio y un pH éptimo de 5.

Coombs (1982), y Coombs y Baxter (1984) encontraron altas actividades de cistein-
proteasas, especialmente en amastigotes de L. mexicana y actividad anti-Leishmania, de inhibidores

como la antipaina y leupeptina cuando se afadia a macréfagos infectados.
En 1984 Pupkis y Coombs purificaron dos clases de proteasas de amastigotes, con
pesos moleculares de 31 y 67 kDa; sélo la de mayor peso molecular fue encontrada en promastigotes.
llB.lICisi. PO“SIca’l'idﬂs.
Decker-Jackson y Honigberg en 1978; y Greenblatt y col. en 1984, encontraron que

los "factores excretados" o EF por Leishmania (Hernandez 1983), contenian moléculas de
carbohidratos (peptidoglucanos) semejantes a los antigenos de los grupos sanguineos humanos. Se ha

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

de la leishmaniasis.

Turco y col. (1984), identifican en promastigotes de L. donovani una molécula de
azucar fosforilada de Man-PO,-Gal, que puede estar repetida formando un carbohidrato complejo.
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Dagger y col. (1984), demuestran que la tunicamicina, un inhibidor de
glycosiltransferasas para oligosacdridos unidos a N, es citot6xica para L. braziliensis ¢ inhibia la

incorporacién de manosa.

Hay sin duda un aumento en el interés por los carbohidratos de Leishmania, en vista
del posible papel que juegan como seiiales en el reconocimiento celular, en el papel de los mismos
como antigenos protectores especificos y en las modificaciones que dichos peptidoglicanos juegan en
la relacién pardsito-hospedador (Mcneely y col. 1990; Tolson y col. 1990; Turco y col. 1990).

1.B.1.C.6.- Poliaminas.

Las poliaminas estdn presentes, con muy pocas excepciones, en todas las células vivas
tales como la putrescina, espermidina y espermina. Estas pequeiias moléculas catidnicas se piensa que
juegan papeles importantes en el crecimiento y diferenciacion celular.

En promastigotes de Leishmania, Bachrach y col. (1979a) encontraron que los niveles
de putrescina y espermidina son muy altos, mientras que la espermina es apenas detectable. El nivel
de poliaminas y la razon putrescina-espermidina fluctia con las fases de crecimiento de las

Leishmanias, como se encontré en otros organismos.

Durante la diferenciacion de L. donovani desde amastigotes hasta promastigotes, se
encontrd que la espermina decrecia hasta un nivel despreciable, con el consiguiente aumento en los
de putrescina y espermidina, y en sus enzimas biosintéticas, onitina y S-adenosilmetionina
descarboxilasa (Morrow y col., 1980).

Algunos compuestos anti-tripanosomdtidos afectan al nivel de poliaminas y a la

biosintesis de dcidos nucleicos de Leishmania (Bachrach y col. 1979b).

1.B.1.D. Tripanotiona y control del equilibrio redox de la célula.

La tripanotiona fue descubierta como consecuencia de los estudios realizados sobre
una inusual actividad glutation reductasa en T. brucei, en donde se observé que un cofactor no
identificado tenia un pape! esencial en la reduccién enzimética del glutation disulfuro (GSSG) por el
NADPH (Fairlamb y Cerami, 1985). Este cofactor se comprobd que estaba presente en extractos de
todos los tripanosomatidos, aunque ausente en diversos mamiferos, bacterias y extractos de plantas.
Experimentos preliminares mostraron que este cofactor tenia bajo peso molecular, estabilidad térmica,

-Pig.43-




INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

v contenfa un reducible grupo disulfuro (Fairlamb y Cerami, 1985). Posteriormente el compuesto fue
purificado y se determing su estructura, identificindose como el N', N* - bis(glutationil) espermidina
(Fairlamb y col., 1985). Como se encontré en tripanosométidos, se le asigné el nombre trivial de
tripanotiona. La estructura y terminologia de los estados bioquimicos de esta molécula, son los
mostrados en la siguiente figura. En ella se observa la reduccién del Glutation Disulfuro (GSSG) en
los tripanosométidos. La reaccién n® 1 es catalizada por la Tripanotiona Reductasa (TR), y la reaccién
n® 2 se desarrolla sin la intervencién de enzimas.
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En la célula, pricticamente toda la tripanotiona estd presente como ditiol,
dihidrotripanotiona, debido a la accién del enzima tripanotiona reductasa NADPH dependiente (Shames
y col., 1986). Este enzima es incapaz de reducir directamente el GSSH, en cambio, el GSSH u otros
disulfuros intracelulares son reducidos indirectamente bajo un cambio no enzimético del tioldisulfuro,
con dihidrotripanotiona, el cual tiene un potencial standard redox ligeramente més electronegativo que
el glutation [-0.242 V y -0.230 V, respectivamente] (Fairlamb y Henderson, 1987). El resultado de esta
reacci6n es la reduccién NADPH-dependiente del disulfuro, la cual se ha descubierto también en otros

organismos.

El control del equilibrio redox intracelular es considerado esencial para algunas
funciones celulares, incluyendo la sintesis y degradacién de proteinas, la regulacién de la actividad
enzimitica y la proteccién contra compuestos con oxigeno reactivo o radicales libres (Meister y
Anderson, 1983; Meister, 1989). De este modo, compuestos que reduzcan los niveles de sustrato
(tripanotiona), o que inhiban a la tripanotiona reductasa, pueden provocar daiios a estos pardsitos.

La Tripanotiona Reductasa (TR) juega, pues, un papel central en el mantenimiento del
equilibrio redox intracelular y en la defensa frente al stres oxidativo. Este enzima estd representando
un objetivo para el desarrollo de nuevos compuestos trypanocidas. La TR ha sido purificada y
caracterizada de Crithidia fasciculata (Shames y col., 1986) T. cruzi (Kranth-Siegel y col., 1987) y
como proteina recombinante en el caso de T. congolense (Sullivan, 1989). Todos estos enzimas estén
relacionados estructuralmente con la glutation reductasa humana (Ghisia y Marsey, 1989), si bien
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presentan diferencias en cuanto a sus especificidades por los sustratos. La TR puede no reducir
significativamente al GSSG ni a la Tripanotiona disuifuro. La base molecular de la discriminacién del
sustrato por parte de los dos enzimas, es objeto de importantes investigaciones, ya que puede ser
crucial para el diseio de un inhibidor selectivo.

La base molecular de la discriminacién por el sustrato entre la GR y la TR, ha sido
estudiada utilizando andlogos a la tripanotiona, sintetizados quimicamente (Henderson y col., 1987).
Alguno de estos andlogos, que siguen bajo estudio, pudiera mostrars¢ como un més potente inhibidor
selectivo de la TR.

La ruta biosintética de la tripanotiona representa otro objetivo para el disefio racional
de nuevas drogas (Fairlamb y col., 1986), y ha permitido abrir una nuecva linea de sintesis de
compuestos del tipo de la sulfoximina (Griffith y Meister, 1979) o de los derivados del alquilfosfinato
(Duncan y Walsh, 1588) como inhibidores especificos de la Tripanotiona Sintasa.

Otro aspecto importante del metabolismo de la tripanotiona es que existe gran niiinero
de drogas capaces de interaccionar directa o indirectamente con la tripanotiona y sus funciones.

Esto puede tener una importancia clinica inmediata, en el hecho de que se puede
aplicar una quimioterapia con una combinacién de estas drogas; lo cual puede vencer algunas de las
desventajas de los agentes quimioterdpicos cldsicos, como son la toxicidad y la resistencia que pueden
presentar. Por ejemplo, se ha ensayado el sinergismo entre la difluorometilornitina (DFMO) y el
melarsoprol, frente a la tripanosomiasis africana, comprobdndose que de este modo se pueden reducir
las dosis de administracién de! firmaco y la duracién del tratamiento; pudiéndose también reducir la
incidencia de los efectos secundarios, como es la encefalopatia inducida por compuestos arsenicales
(Jennings, 1988).

La DFMO es también activa "in vitro" e "in vivo" frente a algunas especies de
Leishmania [L. donovani (Kaur y col., 1986), L.b. guyanensis (Keithly y Fairlamb, 1989), y L.
infantum (Balana-Fouce y col., 1989); aunque no frente a otras especies como L. major y L. mexicana
(Keithly y Fairlamb, 1989)]. En T. brucei, la DFMO inhibe la biosintesis de poliaminas y tripanotiona.
Sin embargo, se han encontrado lineas DFMO-resistentes de L. donovani, que presentan una mayor
expresién de la omitindecarboxilasa (ODC) (Coons y coi., 1980).

La DFMO no tiene efectividad frente a T. cruzi (Kierszenbaum y col., 1987). Sin
embargo, se ha comprobado que a concentracibn de orden milimolar, el compuesto

difluorometilarginina (DFMA), interfiere en la capacidad de T. cruzi para infectar y multiplicarse en

macrifagos "in vitro" (Kierszenbaum y col., 1987). La DFMA es un inhibidor de la Arginina
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Decarboxilasa (ADC), sin embargo, los intentos por demostrar la actividad de la ADC en T. cruzi han
sido infructuosos (Kierszenbaum y col., 1987), por lo que ¢l modo de acciéa sigue siendo un misterio.
Ciertos estudios realizados en C. fasciculata indican que la DFMA inhibe el crecimiento y la
biosintesis de poliaminas, al actuar en los pasos previos a la conversién enzimética del DFMO y la
subsiguiente inhibicién de la ODC (Hunter y col., 1990). No se conoce sin embargo que opere un
miecanismo similar en T. cruzi.

La DFMO se ha ensayado también en el tratamiento de enfermedades cronicas
provocadas por T. gambiense (Schechter y col., 1987) y T. rhodesiense (Bacchi, 1990). Sin embargo,
no se han observado efectos dignos de mencionar.

Después de mds de 80 afios de investigacion, los mecanismos de accién de los
arsenicales trivalentes estdn poco claros. Recientes evidencias muestran que el primer cbjetivo de esta
droga es la tripanotiona, originando como resultado derivados ditioarsenicales (Fairlamb y col., 1987).

La toxicidad selectiva de los compuestos arsenicales, puede deberse al secuestro
intracelular de la tripanotiona. Alternativamente, el derivado ditioarsenical puede ser t6xico por inhibir
la tripanotiona reductasa (Ki= 9 uM) o algin otro enzima tripanotiona dependiente. Cualquiera que
sea el mecanismo preciso de toxicidad, la disminucion de la tripanotiona inducida por la DFMO y el
secuestro concomitante por arsenicales, ofrece una posible explicacion para el sinergismo entre estos
compuestos aparentemente no relacionados (Jennings, 1988; McCann y col., 1983).

Otro grupo de compuestos que presentan sinergismo con la DFMO, son las diamidinas
pentamidina y Berenil (McCann y col., 1983). Estas drogas, pueden inhibir la actividad S-
adenosilmetionina decarboxilasa en extractos celulares (Bitonti y col., 1986), bloqueando la sintesis
de espermidina. El significado de este hecho no estd claro, habiendo encontrado algunos autores un
incremento en los niveles de espermidina en tripanosomas aislados de aramales infectados, lo cual

puede no concordar con la inhibicion del enzima S-adenosilmetionina decarboxilasa. Se ha descrito

también la inhibicién no competitiva que provoca el Berenil en el transporte de la putrescina en L.

infantum (Balana-Fouce y col., 1989). Esto no se ha puesto de manifiesto en tripanosomas africanos,
lo cual puede significar que no posean un sistema de transporte semejante, si bien ello estd en estudio.

En definitiva, el diseio de nuevas drogas especificas que actien a nivel del
metabolismo de los Trypanosomatidos, estd en sus albores. Los avances futuros de esta linea de
investigacion, pueden proporcionar nuevos firmacos frente a la tripanosomiasis africana, la enfermedad
de Chagas o las leishmaniasis.
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1.C. Obtencién "in vitro" de formas amastigotas.

Los intentos de obtener cultivos axéni<os de amastigotes de diferentes especies de
géneros de la familia Trypanosomatidae, han sido numerosos. La mayor parte de estos estudios se han
centrado en especies del géuero Leishmania (Pan, 1984; Smejkal y col., 1984; % an der Ploeg y col.,
1985; Darling y Blum, 1987; Stinson y col., 1989).

Segiin la mayor parte de los autores, la transformacién "in vitro" ocurre cuando los
pardsitos se someten a un cambio brusco de temperatura, encontrindose en las formas obtenidas
similitudes antigénicas y morfoldgicas entre los amastigotes intracelulares y las formas obtenidas "in
vitro” (Pan, 1986; Smejkal y col., 1988; Eperon y McMahon-Pratt, 1989 a,b). Recientemente Doyle
y col (1991), trabajando con Leishmania donovani han encontrado la posibilidad de mantener cultivos
axénicos continuos de las formas aflageladas, cultivindelas a 37° C en un 100% de suero bovino fetal,
consiguiendo la reversibilidad a formas aflageladas cuando disminuyen la temperatura a 28° C. No
obstante la transferencia a un medio semidefinido induce la muerte del protozoo.

En la presente tésis, se han logrado obtener "in vitro", en medio semidefinido, formas
aflageladas tanto de T. cruzi como de L. donovani; comprobéindcse las semejanzas ultraestructurales,

bioquimicas e inmunoldgicas existentes con las formas amastigotes aisladas de células.

1.D.- Epidemiologia.

1.D.1.- Epidemiologia de la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas se encuentra extendida por las zonas rurales desde el sur
de Estados Unidos hasia el sector septentrional de Argentina. Donde quiera que las condicioncs
ecolcgicas permitan que los vectores entren en contacto con la poblacién humana se produce,
normalmente, una evolucion hacia las fases aguda y cronica. La primera es mds frecuente en los nifios
y dura de 1 a 3 meses. La fase crénica se manifiesta a los 10 o 15 afios después de la infeccion y se
caracteriza por el desarrollo lento de una afeccion cardiaca. Enire estas dos fases transcurre un periodo
asintomdtico o latente, cuya presencia sélo se detecta por la infectacién parasitaria transitoria y la
reactividad serolégica de la persona afectada.

Todavia se desconocen en muchos paises la imporiancia de la enfermedad como

problema de salud pdblica, ya que la notificacién no es obligatoria ni se dispone de datos de
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morbilidad fidedigna. La enfermedad ha sido estudiada con mis detenimiento en Argentina, Brasil,
Chile, Uruguay y Venezuela, donde se estin llevando a cabo actividades de control del vector. Las
evaluaciones entomoldgicas y seroldgicas realizadas en estos paises, ofrecen indicios de la interrupcion
de la transmision en las zonas tratadas con insecticidas. En los paises latinoamericanos, las actividades
todavia consisten en estudios de la distribucién y frecuencia de la enfermedad.

Sin embargo, es también posible la transmisién directa de Trypanosoma cruzi,
"veriebrado-vertebrado", mediante el coito, secrecién lictea de las hembras parasitadas, transfusiones
sanguincas e incluso por via transplacentaria. Existiendo numerosos casos descritos de nifios
prematuros infectados por T. cruzi, nacidos de madres asintomdticas. Se observa que la infeccién "in

ditero" ocurre con una frecucncia superior a la de la toxoplasmosis y similar a la de la sifilis.

La incidencia de la infeccion de T. cruzi en bancos de sangre en latinoamérica, oscila
entre el 1'3 % y el 28 % (Ruiz-Pérez, 1985).

Ep la epidemiologia de esta parasitosis debemos de tener en cuenta los siguientes

factores:

La existencia de mamiferos, tanto domésticos como peridomésticos y salvajes que
actian como reservorios, encontrindose enire ellos: perros, gatos, armadillos, murciélagos, zorros,
ratas, ardillas, monos, elc., lo que dificulta la erradicacion de esta parasitosis.

La edad del sujeto susceptible es un factor importante, ya que la infeccién la adquieren
mds frecuentemente los nifios comprendides entre unos meses y dos aiios.

Las condiciones socioecondmicas juegan un papel decisivo, ya que los vectores
encuentran un habitat favorable en las viviendas suburbanas y rurales de las zonas endémicas, haciendo
entre las grietas y orificios de dichas viviendas sus madrigueras que sGlo abandonan nocturnamente

para alimentarse (Gamarro, 1983).

1.D.2.- Epidemiologia de la Leishmaniasis visceral.

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

los elementos conocidos de esta enfermedad son L. donovani, Phlebotomus orientalis, roedores y

carnivoros. Los flebotomos y mamiferos reservorios son los huéspedes naturales que aseguran la

supervivencia del pardsito. El hombre es un huésped "accidental" que probablemente influye poco en
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el mantenimiento del ciclo biolégico. En China, la cuenca del mediterréneo y en Brasil, los cdnidos
intervienen en la persistencia de los focos, con subespecies de L. donovani como agente infectivo. Los

vectores en estos focos son Phlebotomus chinensis (Asia), P. ariasi, P. perniciosus y otras especies

(cuenca mediterrdnea) y Lutzomyia longipappis (Brasil). Sin embargo, en el ncrdeste de la India, el
kala-azar es una antroponosis, no habiendo indicios de huéspedes reservorios mamiferos aparte del
hombre mismo. Aqui, el pardsito es también L. donovani, pero el vector es P. argentipes. Las
estrategias de lucha, son dependientes de la zona geogrifica, si bien ia deteccién pasiva y el
tratamiento de los casos disminuiria la morbilidad y la mortalidad; y si a ello unimos la deteccién
activa de los casos, se podrian reducir también las tasas de transmision. En lo relativo a la lucha contra
los vectores, durante las epidemias se desarrollan actividades de rociamiento con insecticidas en gran
escala, tanto en las zonas afectadas como en las circundantes. En las situaciones endémicas, los
rociamientos pueden limitarse a las zonas infectadas, efectudndose inmediatamente antes de que la
poblacién de vectores alcance la mdxima densidad. La implantacion de estos métodos de lucha, aiin
no esti generalizada, y los efectos de su utilizacién en muchos casos no se han evaluado plenamente
(Killick-Kendrick, 1979).

1.E.- Aspectos anatomoclinicos.

1.E.1.- Aspectos anatomoclinicos de la Enfermedad de Chagas.

1.E.1.A.- Distribucién del tripanosoma en los tejidos del huesped.

La penetracion de T. cruzi a través de la piel y las membranas mucosas va seguida de
una inflamacion aguda que se manifiesta clinicamente por un chagoma o signo de Romafa. A
continuacion, los parasitos llegan al torrente circulatorio localizdndose en diferentes tejidos viscerales.
En los casos agudos, las formas amastigotas se multiplican por fisién binaria ocupando el citoplasma
de las células del huesped. Los tejidos mas comunmente parasitados tanto en el hombre, como en los
animales son el corazon, el misculo esquelético, el miisculo liso y la neuroglia, pero también se han
observado pardsitos en sitios poco comunes como las células epiteliales de la piel, los tejidos
subcutineo y adiposo, la submucosa gistrica, los testiculos, €l epitelio de transicion y las vellosidades
corianales. Se ha demostrado que la duracion del ciclo endégeno es de tres a seis dias en la
enfermedad aguda, aunque no se conoce bien su naturaleza en la enfermedad cronica. Los estudios
realizados sobre la distribucion o localizacion de los parisitos durante la fase crénica en animales de

experimentacion no han sido satisfactorios porque se han observado variaciones extremas con la misma
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cepa en experimentos consecutivos.

Muy rara vez se encuentran tripanosomas libres en la enfermedad de Chagas crénica,
aunque se han hallado pseudoquistes de amastigotes en el corazén (6rganc examinado con mds
intensidad que cualquier otro), en el esofago, intestino grueso, ginglios linfiticos y misculo
esquelético. No existe correlacion entre la extension y gravedad de las lesiones inflamatorias y la
localizacién y cantidad de pseudoquistes aunque en ocasiones se observan lesiones inflamatorias

granulomatosas en asociacion con pseudoquistes rotos.

Es unidnime la opini6n de que el principal 6rgano afectado en la enfermedad de Chagas
aguda es el corazén. Generalmente se hallan pardsitos en la circulacion periférica. En menor
proporcion estdn parasitados otros drganos y sistemas que, en orden descendente de frecuencia,
comprenden el sistema nervioso central, el aparato digestivo y el aparato respiratorio. No se conocen
las razones de esa predileccion por el miocardio. En la enfermedad de Chagas crénica se presenta la
misma distribucion, pero la densidad parasitaria es muy inferior y a menudo resulta imposible
encontrar parisitos.

En el centro de Brasil, las manifestaciones clinicas y anatomopatoldgicas de la
enfermedad de Chagas crénica afectan al corazon, el aparato digestivo y al aparato respiratorio. En la
parte meridional de Sudamdrica se encuentran con bastante frecuencia casos de megacolon y, con
menos frecuencia, de megaeséfago. Al parecer, esas anomalias no se presentan en proporciones tan
altas en la parte septentrional de Sudamérica ni en Centroamérica. Experimentalmente se ha
demostrado el predominio de lesiones del sistema reticuloendotelial en las infecciones producidas por

una cepa colombiana y el de lesiones del aparato digestivo en infecciones por una cepa brasilena.

Aunque estd comprobada la existencia de la enfermedad de Chagas congénita, no se
ha estudiado ampliamente la frecuencia ni la importancia de la transmisién transplacentaria. Sin
embargo, algunos casos notificados que han sido objeto de un estudio detenido indican que esa

transmision puede ser importanie.

En la fase aguda de la enfermedad de Chagas, la manifestacién de los sintomas

clinicos puede ir precedida de la aparicién de una lesién, llamada chagoma, en el punto de entrada del

parésito. El chagoma tipico es una zona de necrosis de la piel y tejido subcutineo. El signo de

Romaiia, otro tipo de lesion en el punto de entrada, consiste en un edema generaimente palpebral
unilateral, acompaiiado de conjuntivilis y de linfadenopatia, como resultado de la contaminacién del
saco conjuntival por material fecal infectado procedente del vector. Los dos tipos de lesion tienen valor
diagndstico pero ninguno de ¢llos desempeifia una parte importante en la evolucién subsiguiente de la

enfermedad. Las lesiones a veces persisten hasta dos meses, periodo durante el cual pueden
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indentificarse los pardsitos en las células de la piel y en los tejidos adyacentes.

No se conoce bien la frecuencia con que aparece el chagoma "tipico”. El signo de
Romaiia se observa a menudo, tal vez porque el saco conjuntival es la puerta de entrada méds comin
del pardsito, o quiz4 porque una infeccién ocular es una razén més imperiosa para consultar al médico.

1.E.1.B.- Lesiones cardiacas.

La cardiomiopatia es la manifestacién més importante y frecuente de la enfermedad
de Chagas, tanto aguda como crénica, y da origen a arritmias, insuficiencia cardiaca y fenémenos
troboembdlicos. La cardiomiopatia de la forma aguda de la enfermedad de Chagas se caracteriza por
una inflamacién intersticial intensa y ampliamente difundida, y por la presencia de formas amastigotes
del pardsito dentro de las fibras miocdrdicas. Los infiltrados celulares pueden estar compuestos por
neutréfilos polimorfonucleares, monocitos y linfocitos, asociados a un edema considerable. El proceso
inflamatorio puede extenderse al endocardio y pericardio, y el miocardio adyacente a los infiltrados
puede sufrir lesiones degenerativas.

Las fibras parasitadas del miocardio no dan lugar a inflamacion hasca después de la
ruptura. Se ha demostrado que las lesiones cardiacas de la enfermedad en su forma aguda, en animales,
algunas veces llegan a cicatrizar casi por completo. No se conocen bien las alteraciones patclogicas
que se producen en el corazén durante el periodo latente que precede a la enfermedad de Chagas
crénica en el hombre.

Las principales manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas aguda son la
cardiomegalia, con insuficiencia cardiaca o sin ella, y modificaciones variables y transitorias del
electrocardiograma, a saber, alteraciones de la repolarizacion y, menos frecuentemente, defectos de

conduccién. La mayoria de los casos evolucionan a la curacion.
En la enfermedad crénica las principales manifestaciones clinicas son la cardiomegalia
y la insuficiencia, arritmias y defectos de conduccion, y fenémenos tromboembdélicos. Cualquiera de

ellas puede ser causa de muerte repentina.

Clinicamente se ha observado que a veces puede registrarse la muerte repentina por

cardiomiopatia de Chagas sin que pueda demostrarse parasitacion del miocardio y sin manifestaciones

clinicas previas de la enfermedad aguda o crénica. Los signos macroscépicos caracteristicos son la
hipertrofia del miocardio; dilatacién y adelgazamiento de la punta de los ventriculos con formacién
de aneurismas apicales y con trombosis o sin ella, y protrusién del cono pulmonar.
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En la cardiomiopatia de Chagas crénica las lesiones histopatologicas comprenden la
miocarditis focal, fibrosis y miocitolisis extensa, que suelen producirse sin parasitacién demostrable
de las fibras miocdrdicas. La reaccién inflamatoria intersticial puede ser densa y polimorfa, con
presencia de monocitos, histiocitos, linfocitos y unos cuantos plasmocitos y eosindfilos. La reaccién
fibrobldstica, que varia con extensién de intensidad, por lo general se localiza en los dos tercios
interiores de los ventriculos; es frecuente que se presente cerca de la punta del corazén, donde puede
acompaiarse de aneurisma.

El aneurisma apical, que se considera caracteristico de la enfermedad, se observa con
frecuencia en dispensarios y laboratorios de anatomia patol6gica regionales. Aunque se han propuesto

muchas hipétesis, no se conoce la paiogenia de esa lesion.

Tanto en las formas agudas como en las crénicas hay lesiones en los ginglios del

corazén, con inflamacién o sin ella, y con reduccién del nimero de células ganglionares.

A pesar que se ha esiudiado extensamente la patogenia de !a enfermedad de Chagas,
dista mucho de conocerse por completo. Es dificil identificar los mecanismos que provocan los
diferentes efectos locales del pardsito. Se ha supuesto que, ademas del factor mecénico relacionado con
la multiplicacién intracelular del parésito, hay factores téxicos y enzimdticos que provocan la ruptura
de la fibra miocdrdica, con la reaccion inflamatoria consiguiente. Sin embargo, no se han identificado
toxinas especificas.

1.E.1.C.- Lesiones neurolégicas.

En la enfermedad de Chagas, tanto aguda como crénica, se observan lesiones de las
células ganglionares de! sistema nervioso auténomo, cuya causa se desconoce, aunque se ha supuesto

que son el resultado de la accién de los productos de degeneracién de los parésitos.

En diferentes zonas de Sudamérica se han observado variaciones del grado de invasion
de los génglios con participacion de esas lesiones en la patogenia de la fase crénica de la enfermedad,
necesitindose comparaciones cuantitativas. También deben emprenderse estudios para aclarar las
perturbaciones de orden nervioso, en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

En la forma aguda pueden presentarse en el sistema nervioso central lesiones graves
de caricter inflamatorio y degenerativo, que llegan a producir la muerte. Carlos Chagas, entre 1909

y 1912, encontr6 frecuentemente casos agudos mortales con lesiones neuroldgicas, pero hoy en dia

€S0S casos parecen ser muy raros, lo que puede ser una razén que explique la disminucion de la
mortalidad.
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1.E.1.D.- Importancia de las reacciones antigeno-anticuerpo ¢a la
patogenia,

Se ha supuesto que las reacciones antigeno-anticuerpo son responsables de algunas de

las alteraciones anatomopatolégicas que se registran en la cardiomiopatia de Chagas crénica, hipotesis

que se funda en los datos siguientes:

a) Se ha observado artritis de tipo alérgico, aunque es extremadamente rara tanto en

los seres humanos como en los animales de experimentacion.

b) Algunos datos experimentales indican que interviene un mecanisme alérgico en la
produccién de la miocardiopatia de Chagas. Por otra parte, se considera que los experimentos de este
tipo no reproducen sino algunas de las caracteristicas de la enfermedad pero no su forma crénica.

Se ha pensado también en que se trate de una reaccién de autoinmunidad. Lo mismo
en las formas agudas de la enfermedad que en las crénicas se han puesto de manifiesto autoanticuerpos

en los enfermos afectados por el mal de Chagas (Ruiz-Pérez, 1985).

1.E.2.- Aspectos anatomoclinicos de las leishmaniasis humanas.

1.E.2.A.- Formas clinicas de las leishmaniasis humanas.

1.LE.2.A.1.- La leishmaniasis visceral del Viejo Mundo.

La leishmaniasis visceral es causada por pardsitos del complejo L. donovani. Puede

ser endémica, esporidica o epidémica, con rasgos clinicos diferentes en cada una de esas situaciones.

En las zonas en que es endémica la enfermedad, tiende a ser cronica y afecta
especialmente a nifios. En la leishmaniasis visceral endémica de Africa del norte y Asia sudoccidental,
el grupo de edad mas afectado es el de los nifios de 1 a 4 afos. En Europa meridional y en China son
afectados todos los grupos de edad. En Africa oriental y en la India, la edad en que mds se contrae
va de los 5 a los 9 aiios, aunque la enfermedad se observa también entre los adolescentes. El nimero
de varones afectados es el doble que el de mujeres. El periodo de incubacién oscila entre 10 dias y
més de un aiio, y la enfermedad se manifiesta gradualmente. Los sintomas mds frecuentes son fiebre,

malestar, escalofrios o tiritona, pérdida de peso, anorexia y molestias en el hipocondrio izquierdo. La
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tos y la diarrea son menos frecuentes. Los signos clinicos habituales son esplenomegalia indolora a
la presion, con o sin hepatomegalia, consuncién y palidez de las membranas mucosas; puede haber
también li adenopatia. En Bengala occidental, ésta puede ser la Ginica manifestacién clinica. En la
India es frecuente el oscurecimiento de la piel de cara, manos, pies y abdomen (kala-azar significa
enfermedad negra). Con frecuencia en el Sudin y rara vez en Africa oriental, puede haber una ilcera
o nédulo cutineo o una lesién de las mucosas, que contiene pardsitos leishménicos. Van apareciendo
signos de malnutricion (edema y alteraciones de la piel y el cabello). Afecciones intercurrentes como
pneumonia, disenteria o tuberculosis pulmonar pueden complicar la enfermedad.

La leishmaniasis visceral esporddica puede presentarse en personas no nativas, de
cualquier edad, que visitan una zona endémica. Esos casos son por lo general agudos, con aparicién
brusca de fiebre, de tres semanas a dos afios después de la exposicion. La enfermedad puede avanzar
en forma aguda con escalofrios, fiebre alta ondulante, a menudo con dos méximos al dia, sudor
copioso, ripida pérdida de peso y malestar profundo. En estos pacientcs es mds probable la aparicion
de complicaciones raras, como anemia hemolitica aguda grave, lesién renal aguda y hemorragia intensa
de las mucosas.

En la leishmaniasis epidémica, son susceptibles las personas de todas las edades,
excepto las que hayan adquirido inmunidad durante una epidemia anterior. La infeccién es mis
frecuente en los hombres que en las mujeres.

Se cree que en algunos paises (Brasil, Italia y Kenya) los casos subclinicos superan
a los clinicos en una proporcién aproximada de 5:1. En las personas con inmunosupresién debida al
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o a quimioterapia, se estin presentando cada vez més
casos de leishmaniasis visceral, que son especialmerte dificiles de tratar. Alvar et al. (1987) presentan
la historia clinica de una mujer de 38 afios adicta a la heroina, a la que se le diagnostica leishmaniosis
visceral y hepatitis crénica. Tras repetidos iratamientos que resultaron ineficaces se le desarrollé un
cuadro de insuficiencia renal y posteriormente edema agudo de pulmdn y muerte. Estudios seroldgicos
retrospectivos para el virus HIV dieron positivos.

Otro caso, de los muchos que se han dado, en un enfermo de SIDA fué diagnosticado
por la deteccién de Leishmania en médula ésea y un titulo de anticuerpos antileishmania de 1:2048.
El tratamiento hubo de interrumpirse por la aparicién de disnea, cardiomegalia y derrame pericardico
que ces6 3 dias después de cesar la medicacion. Después del tratamiento la esplenomegalia disminuy6
y no se detectaron pardsitos, si bien los titulos de anticuerpos aumentaron a 1:16000 (Rizzi et al.
1988).

La leishmaniasis dérmica postkala-azar, causada por L. donovani, puede aparecer en
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cualquier zona endémica pero es frecuente sobre todo en el subcontinente indio. Se manifiesta entre
seis meses y uno o varios afios depués de que se haya curado en apariencia la leishmaniasis visceral,
aunque en escasas ocasiones puede presentarse conjuntamente con ésta. Es posible que no haya
antecedentes de leishmaniasis. Las méculas hipopigmentadas o eritematosas en cualquier parte del
cuerpo o el enrojecimiento de la cara pueden hacerse mds adelante, nodulares o papulares,
especialmente en la cara. Las lesiones crénicas son infiltraciones papulares o nodulares miltiples de
la piel, habitualmente sin ulceracién (que a menudo se confunden con las lesiones de la lepra); sin
embargo, la leishmaniasis dérmica postkala-azar pucde afectar a la lengua o a los labios y causar
iilceras. El mismo paciente puede presentar todas las formas: macular, papular y nodular.

1.E.2.A.2.- Leishmaniasis cutinea del Viejo Mundo.

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis cutintea suelen diferir segiin las
regiones e incluso en una misma regién, dependiendo de las diferentes especies de parasitos o del tipo
de ciclo zoonético y también quizd de la respuesta del paciente determinada por factores genéticos.
La lesi6n "clisica" comienza en forma de nédulo en el lugar de la inoculacién. En el centro se forma
una costra que puede desprenderse, exponiendo una tlcera que se cura gradualmente y deja una
cicatriz ligeramente hundida con pigmento alterado. Son corrientes los nédulos secundarios en el borde
de la lesién. Existen formas muy lentas o que no curan, asi como infecciones subclinicas. El clinico
debe tener en cuenta que la leishmaniasis cutinea puede presentar formas muy diversas.

La leishmaniasis cutinea del Viejo Mundo es causada normalmenie por tres especies
de Leishmania: L. tropica, L. major y L. aethiopica. En la cuenca del Mediterrdneo occidental y en
la Confederacién de Estados Independientes se han notificado lesiones cutineas debidas a L. infantum,

sin manifestaciones de leishmaniasis visceral.

La leishmaniasis cutinea antropondtica o urbana causada por L. fropica, produce
ulceracién indolora de la piel, que a menudo deja cicatrices desfigurantes. Las tlceras secas suelen

tardar un afio o a veces mds tiempo en curar espontineamente. El periodo de incubacidn es por lo

comiin de dos a ocho meses.

La ieishmaniasis recidivante, en sus formas lupoide o tuberculoide crnica, puede durar
muchos aiios y responde poco al tratamiento. La lesion, de progresion lenta, habitualmente en la cara,
se caracteriza por una cicatriz con actividad periférica. Esta enfermedad, si no se trata, es destructiva
y desfigurante. La escasez de amastigotes en la lesi6n facilita su diagnéstico equivocado como lupus
vulgaris.
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La leichmaniasis cutinea zoondtica o rural, causada por L. major, es indolora, como
otras formas de leishmaniasis cutdneas, cuando las lesiones no se complican. Las lesiones causadas
por la leishmaniasis cutdnea zoondtica a menudo se inflaman y ulceran intensamente, tardando en curar
de dos a ocho meses. Con frecuencia, son miltiples, especialmente en inmigrantes no inmunes, y
acaban confluyendo y con infecciones secundarias. Son a menudo de curacién lenta y pueden dejar
grandes cicatrices, desfigurantes o incapacitantes. El periodo de incubacién es con frecuencia inferior
a cuatro meses.

La leishmaniasis cutinea por L. aethiopica produce sobre todo lesiones cutineas
simples y, con menor frecuencia, leishmaniasis oronasal y leishmaniasis cutinea difusa. La mayor parte
de las lesiones son de evolucién lenta. La ulceraci6n es fardia o inexistente y la enfermedad tarda en
curar de uno a tres afnos o mas.

1.E.2.A.3.- Leishmaniasis cutinea difusa del Viejo Mundo.

La leishmaniasis cutdnea difusa es causada por L. aethiopica y se caracteriza por un
engrosamiento muy diseminado de la piel en placas, pipulas o nédulos miltiples, especialmente en
la cara y en las superficies exteriores de los miembros, que en ocasiones hacen que se asemeje a la
lepra lepromatosa. No hay ulceracién ni son afectadas las mucosas. La enfermedad no cura

espontdneamente y tiende a haber recaidas después del tratamieato.

1.E.2.A.4,- Laishmarissis visceral del Nvevo Meado.

En el Nuevo Mundo, la leishmaniasis visceral es endémica o esporddica. El agente

etiolégico es L. chagasi, aunque la enfermedad es clinicamente semejante a la causada por L. infantum

y los parésitos no se distinguen por los métodos tipolégicos habituales. Los principales sintomas son

anélogos a los de la leishmaniasis visceral del Viejo Mundo. La leishmaniasis dérmica postkala-azar
es extremadamente rara.

Son muy frecuentes las infecciones asintomiticas y las formas subclinicas de la
enfermedad pero puede ocurrir que, tras un largo seguimiento clinico, pacientes anteriormente
considerados asintomdticos presenten afecciones importantes que progresan hacia el kala-azar clasico
o se resuelven sin tratamiento especifico. Factores de riesgo como la malnutricién concomitante y otras
enfermedades infecciosas son, al parecer, decisivos para el pronéstico de la leishmaniasis visceral e
inversamente, la leishmaniasis visceral parece tener importantes efectos en el estado nutricional.
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1.E.2.A.5.- Leishmaniasis cutinea del Nuevo Mundo.

Hay una gran diversidad de manifestaciones clinicas asociadas con distintas especies
de Leishmania, pero, como en el Viejo Mundo, las caracteristicas clinicas no permiten separaciones
absolutas. Los residentes en las zonas endémicas ticnen nombres locales para algunas formas de la
enfermedad.

La "dlcera de chiclero® es un nombre procedente de la época en que la leishmaniasis
era una enfermedad profesional de los recolectores de caucho (chicle). En la actualidad va unida a la
agricultura y a diversas actividades relacionadas con la silvicultura. Habitualmente, esta forma se
manifiesta por un solo nddulo, pipula o ilcera cutinea, benigna y que remite espontineamente. Su
evolucion es lenta pero no supera los sc¢is meses. Por lo comiin se producen lesiones en la cara y las
orejas (60 % de los casos); las membranas mucosas pocas veces resultan afectadas. Un porcentaje
significativo de las lesiones ulcerosas de la oreja causa destruccion extensa del pabellén. El agente

causal es L. mexicana.

La "uta" es una enfermedad que aparece a gran aititud, en los valles secos de los
Andes peruanos, y se caracteriza por una o unas pocas lesiones cutdneas quc suelen remitir
espontineamente y no causan metdstasis. Las lesiones de las mucosas se producen sdlo por
contigiiidad. La mayor parte de los casos afectan a nifios (sobre todo de edad preescolar) y mds del
80 % de los adultos que la sufren presentan cicatrices. El agente causal es L. peruviana en el Peri.
En el Ecuador, donde existe el mismo biotopo, hay datos que parecen indicar que el agente etiolégico

25 una variante enzimatica de L. mexicana.

El "pian-bois" o pian bosque causa miiltiples lesiones ulcerosas en el 60 % de los

enfermos, con metdstasis frecuentes a lo largo del sistema linfatico, que producen miiltiples ulceras

que pueden confundirse con esporotricosis. Salvo en un caso recogido 1990, no parece que se

produzcan lesiones nasofaringeas. La curacién espontinea es muy rara y las recaidas son frecuentes.

El agente causal es L. guyanensis.

En Panami existe una forma denominada "llcera de Bejuco", causada por L.
panamensis. Suele haber una sola ilcera o un pequefio nimero de ellas; son lesiones superficiales, con
metdstasis frecuentes a lo largo de los vasos linfiticos, que pucden dar lugar a nédulos secundarios,
que no curan espontineamente. Segiin los informes, en una proporcion del 2 al 5 % de los casos, la
enfermedad afecta a la mucosa nasofaringea.

Las lesiones cutineas primarias producidas por L. brasiliensis pueden ser dricas o
miiltiples y suelen ser més graves y més duraderas que las formas de leishmaniasis cutdnea causadas
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por otras especies de Leishmania. Es frecuente que la enfermedad se difunda a lo largo del sistema
linfitico y que resulten afectados los ganglios linfiticos, y la curacién espontdnea es rara. La
reinfeccién no es corriente pero se produce en ccasiones: algunos pacientes preseatan una segunda
lesién cutinea con una localizacién distinta después de ia curacién de su infeccién primaria. La
complicacién mds grave es la afeccion de las mucosas.

Otras especies de Leishmania, como L. amazonensis, L. venezuelensis y L. lainsoni
producen iesiones cutineas simples.

1.E.2.A.6.- Leishmaniasis cutdnea difusa del Nuevo Mundo.

La leishmaniasis cutdnea difusa del Nuevo Mundo es clinica y
anatomopatolégicamente analoga a la del Viejo Mundo. Sélo se ha asociado con miembros del
complejo L. mexicana. En la Repiblica Dominicana existe un foco poco corriente, en el que todos los
casos clinicos de leishmaniasis cutinea se manifiestan como leishmaniasis cutinea difusa. El parasito
se ha identificado recientemente como un nuevo grupo dentro del género Leishmania. La leishmaniasis
cutdnea difusa del Nuevo Mundo comienza con la aparicion de papulas discretas que lentamente se
transforman en placas infiltradas y nédulos miltiples, por io general sin ulceracién. Los néduios son
primero suaves, firmes y azuladcs y después escamosos y dsperos. Las infiltraciones en las cejas, la
nariz y las orejas producen una facies leonina, que clinicamente no se distingue de la lepra
lepromatosa. Por o comiin, no hay lesiones de las mucosas. La enfermedad no cura espontédneamente
y es muy resistente a todas las formas de tratamiento.

1.E.2.A.7.- Leishmaniasis mucocutinea del Nuevo Mundo.
El nombre de leishmaniasis mucocutinea sélo se aplica correctamente a la enfermedad

del Nuevo Mundo denominada "espundia", causada por L. brasiliensis o L. panamensis (ambas
especies del subgénero Viannia, el cual engloba a un conjunto de especies con las caracteristicas del

género, y que se distribuyen por la América Tropical y Subtropical). La leishmaniasis mucocutinea

causada por esas especies se caracteriza por su tendencia a producir metéstasis en tejidos mucosos, por
diseminaci6n linfitica o hematdgena (también se observan ocasionalmente en el Sudin y raras veces
en otros lugares infecciones de las mucosas causadas por distintos parésitos que, al parecer, sélo se
difunden dirsctamente a través de las zonas de contacto entre el tejido cutineo y el mucoso. La forma
sudanesa se denomina ahora leishmaniasis oronasal, para distinguirla de la forma propia del Nuevo
Mundo). En pacientes con inmunosupresion se han notificado estados clinicos andlogos debidos a otras
especies de Leishmania.
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La lesién cutdnea primar.a puede presentarse en distintas formas. Factores como su
localizacién y tamaiio determinan la evolucién de la afeccion de las mucosas, que aparece en una
proporcién del 3 al 5 % de los enfermos. En los pacientes con una historia de tratamiento inadecuado
y un largo periodo de cicatrizacion, es pricticamente inevitable que resulten afectadas las mucosas.
Las lesiones de las mucosas se presentan en un plazo de dos afios en el 50 % de los enfermos pero
pueden aparecer hasta 30 afios después o, en unos pocos pacientes, mientras sigue activa la lesién
primaria cutdnea. Las lesiones nasales estin siempre presentes, con granuloma de la mucosa del
tabique cartilaginoso anterior, obstruccién de las ventanas nasales y, mis adelante, perforacién con
hundimiento y ensanchamiento de la nariz. Otras mucosas afectadas son, por orden de frecuencia, las
de la faringe, el paladar, la laringe y el labio superior. Las mucosas son infiltradas y erosionadas por
ulceraciones con una superficie granulosa; es frecuente la linfadenopatia local. En la etapa final, hay
grave mutilacion, ccn destruccién de cartilago y tejidos blandos.

La leishmaniasis de las mucosas nunca cura espontineamente. Las infecciones
bacterianas secundarias son frecuentes y pueden resultar fatales; la causa de defuncién mas frecuente
es ia neumonia intercurrente debido al paso de secreciones infectadas al tracto respiratorio.

1.E.2.B.- Patologia de la leishmaniasis.

Se han observado manifestaciones muy diversas de las infecciones leishmdnicas,
presentando todas las variedades clinicas y geogrificas una caracteristica histolégica comiin: la
acumulacién temprana de células fagociticas mononucleares (o hiperplasia) en los tejidos invadidos.
Las especies dermotrépicas producen un histiocitoma inicial en la piel, mientras que las especies
viscerotropicas provocan hiperplasia de las células reticuloendoteliales de los 6rganos afectados. Las
alteraciones anatomopatolégicas que caracterizan las diversas formas clinicas de la enfermedad reflejan
el equilibrio entre la multiplicacion de los parésitos, la respuesta inmunitaria del enfermo y las
alteraciones degenerativas resultantes.

Las alteraciones histolGgicas que se producen en la leishmaniasis cutinea simple estin
dominadas por una hipersensibilidad retardada (con intervencién celular) a los antigenos del parasito.
La patologia de la leishmaniasis cutinea tipica del Viejo Mundo no es esencialmente distinta de la que
caracteriza a las formas del Nuevo Mundo, incluida la lesion cutinea primaria que precede a la

leishmaniasis mucocutdnea. La patologia de la leishmaniasis visceral esti dominada por la supresion

especifica de la inmunidad con intervencién celular, que permite la difusién y la multiplicacién

incontrolada del pardsito y causa las complicaciones. Existe una buena correlacién, aunque no
necesariamente una relacién causal, entre la hipersensibilidad retardada adquirida y la proteccion.
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Leishmania vive exclusivamente en células monociticas (monocitos, histiocitos y
macréfagos). Los promastigotes que no penetran en monocitos ron destruidos, probablemente por lisis
con intervencién del complemento. La vulnerabilidad a la lisis disminuye durante el crecimiento del
microorganismo en cultivo o en el flehotomo, a medida que aumenta su capacidad de infectar. Las
posibilidades de que Leishmania penetre en las céluas cuyo medio le es favorable aumentan porque
se fija a esas células en miiltiples localizaciones receptoras. Recientemente, se ha demostrado que las
gléndulas salivales de los flebotomos contienen poderosos agentes inflamatorios que aumentan la
infectividad de los promastigotes en el ratén. Por iltimo, se ha observado que los macréfagos
infectados producen factores de estimulacién de colonias que estimulan la aparicién de células
precursoras, creando asi nuevas células favorables para el parésito.

Hay también varios mecanismos por los que Leishmania supera las caracteristicas
microbiocidas de los fagolisosomas de los monocitos, entre ellos bombas de protones que equilibran
el pH y enzimas que detoxifican los metabolitos del oxigeno y otros productos leishmanicidas. Sin
embargo, el principal mecanismo de destruccién de Leishmania es el aumento de la produccién de
metabolitos del oxigeno en los macréfagos, estimulado por linfoquinas procedentes de los linfocitos
activados que se generan durante la respuesta inmunitaria.

La leishmaniasis visceral puedc manifestarse como una infeccién leve, asintomitica
u oligosintomitica que remite espontineamente, y slo una pequefia proporcién de las personas
infectadas presentan la forma progresiva de la enfermedad. La infeccién que remite espontineamente
va seguida de una inmunidad duradera. Como la inmunidad prolongada requiere por lo general la
presencia de antigenos, se cree que Leishmania (o alguno de sus antigenos) siguen presentes durante
largo tiempo después de la infeccién original. Apoya la hipétesis de que pardsitos vivos persisten en
individuos aparentemente sanos, el hecho de que un niimero cada vez mayor de enfermos con
inmunosupresion, por ejemplo, que padecen el SIDA o que estin sometidos a un tratamiento
inmunosupresor para el cincer, presentan también la leishmaniasis visceral, sin que exista una historia
previa conocida de leishmaniasis. Por lo tanto, hay aparentemente un estado de premunicion
(inmunidad e infeccién concurrente en cquilibrio) tras la infeccidn inicial, y la depresién de la
inmunidad protectora altera el equilibrio en favor del pardsito. Sobre la base de observaciones y del
hecho de que, en modelos de ratones "resistentes”, se observan pardsitos vivos mucho después de la
curacién esponténea de la lesion, se ha sugerido que, en determinados casos, la leishmaniasis visceral
puede considerarse una infeccion oportunista.

Aunque se han notificado casos ocasionales de leishmaniasis repetidz (probablemente
causados por el mismo microorganismo), se considera por lo general que el tratamiento con éxito de

la enfermedad inicial, o la recuperacion espontinea, produce una inmunidad prolongada. Esto es

principalmente cierto en lo que atafie a la leishinaniasis cutinea del Viejo Mundo er las zonas de alta
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endemicidad, donde la mayor parte de la poblacion indigena es infectada y presenta lesiones en la
infancia y nunca mas durante ¢l resto de su vida. Sobre la uase de esta observacion, la
*leishmanizacién", es decir, la infeccién deliberada con Leishmania en un lugar y en un momento
determinados, se convirtié en prictica comiin. Actualmente, la leishmanizacién séle se utiliza como
tltimo recurso, cuando han fallado o resultan impracticables todas las demis medidas de lucha. Hasta
el momento, no se conoce ninguna manera de prevenir la infeccién mediante vacunacién o
quimioprofilaxis. Los resultados de estudios realizados en ¢l Brasil con Leishmanias muertas son
alentadores pero no colcluyentes, debido a la baja incidencia de la enfermedad en los grupos
estudiados. Recientemente, se ha demostrado en Venezuela que la iamunoterapia por vacunacién con
Leishmanias muertas presenta posibilidades prometedoras para el tratamiento de la leishmaniasis
cutdnea.

1.E.2.B.1.- Patologia especifica.

1.E.2.B.1.A.- Leishmaniasis visceral.

La hiperplasia reticuloendotelial consecutiva a la infeccién por L. donovani aiecta al
bazo, el higado, la mucosa del intestino delgado, la médula 6sea, los ganglios linfaticos y los otros
tejidos linfoides. Muchas de esas células estin muy parasitadas. La infiltracidn linfocitica es escasa.
En el bazo y demas drganos linfoides, puede producirse atrofia de las zonas paracorticales (pulpa

blanca), pero abundan los plasmocitos. Se abrevia la vida de los leucocitos y eritrocitos, lo que causa

granulocitopenia y anemia. La funcién hepdtica es normal y son pocos los hepatocitos invadidos;

después, disminuye la produccién de protombina. Junto con la trombocitopenia, el descenso de la
protombina puede acarrear grave hemorragia de las mucosas. La hipoalbuminemia estd asociada con
edema y otros signos de malnutricién. Pucde haber diarrea a consecuencia de la parasitizacién
intestinal, y ulceracién o enteritis secundaria. En la fasec avanzada son frecuentes las infecciones

intercurrentes, en especial neumonia, disenteria y tuberculosis, que son causa comin de defuncién.

La hiperglobulinemia (sobre todo inmunoglobulina G policlonal) es corriente, pero no
parece tener un claro papel patoldgico en la leishmaniasis visceral. La activacion del complemento
puede contribuir a la anemia; se forman complejos inmunes, pero es rara la nefriiis. En los pocos casos
estudiados de curacién espontinea y de leishmaniasis visceral linfitica, se han observado estructuras

histologicas tuberculoides y necroticas, respectivamente.
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1.E.2.B.1.B.- Leishmaniasis postkala-azar.

Histolégicamente, las variedades macular e hipopigmentada consisten en zonas aisladas
de reaccién granulomatosa y pocos parésitos. Las forias eritematosa y nodular, més frecuentes,
presentan considerable infiltracién histiocitica, edema, proliferacién de capilares y abundantes parésitos.

1.E.2.B.1.C.- Leishmaniasis cutinea sin complicaciones.

La respuesta histoldgica es de dos clases: a) respuesta celular inmune, que refieja la
inmunidad del huésped y sirve de base a la clasificaci6n; y b) respuesta histica, que puede reflejar los
efectos del antigeno liberado, ya que la lesién de los tejidos parece ser con frecuencia mayor de lo que
cabria imputar sélo a los efectos sobre el macréfago huésped.

a) Respuesta celular inmunitaria. En las formas iniciales y en enfermos con
niveles de anticuerpos persistentemente bajcs, hay muchos macrofagos parasitados, algunos de ellos
vacuolados y con abundantes pardsitos. El infiltrado de linfocitos y plasmocitos aumenta
progresivamente a medida que evoluciona la lesién y sigue siendo abundante hasta el final. La
eliminacién de parisitos suele ser consecutiva a la destruccion de los macréfagos huésped, ya sea en
el centro de conglomerados circunscritos en la dermis, con liberacion de amastigotes, o en macréfagos
de la zona subepidérmica, con licuefaccién de la capa basal y ulceracién. Hay leucocitos
polimorfonucleares en la zona necrética y los linfocitos son abundantes en la periferia. Se produce
resolucién mediante la sustitucién de los centros necréticos por células gigantes de Langhans y algunas
células epitelioides. Los estudios citoquimicos parecen indicar que los complejos inmunes desempeiian
un papel esencial en la necrosis. Las lesiones que no se necrosan se hacen cronicas y desarrollan una

estructura histoldgica tuberculoide con muy pocos parasitos.

b) Respuesta histica. Durante el periodo de destruccion activa de parasitos,
suelen observarse uno o mds de los procesos agudos siguientes. Se produce edema en la dermis
superficial y lesion del coldgero y la elastina, con aumento de la reticulina, seguido de fibrosis. En
algunos casos, hay necrosis del coligeno o de la epidermis y a menudo es intensa la hiperplasia

seudoepiteliomatosa. En esta fase, los pequeiios capilares pueden presentar proliferacién o tumefaccién

endotelial, o puede haber vasculitis. En la fase tuberculoide posterior se obliteran a veces algunos de

los pequenios vasos.
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1.E.2.B.1.D.- Leishinaniasis recidivante.

Histolégicamente, la lesién se caracteriza por un infiltrado linfocitico abundante,
células gigantes y escasas células epitelioides e histiociticas. A veces se observa necrosis fibrinoide,
pero no caseificacién. Los pardsitos son pocos o no son visibles, pero es posible aislarlos mediante

cultivo.

1.E.2.B.1.E.- Leishmaniasis cutinea difusa.

La histiopatologia de esta afeccion refleja la ausencia de inmunidad de base celular,
siendo en ella notables la enorme abundancia de macrofagos vacuolados y parasitados ("células
espumosas"), la escasez de linfocitos y la ausencia de necrosis y ulceracion. Después del tratamiento,
las lesiones pueden presentar, en caso de recaida, rasgos de hipersensibilidad celular adquirida, lo cual

parece ser un requisito previo para la curaciéon compieta.

1.E.2.B.1.F.- Leishmaniasis mucocutinea.

En la leishmaniasis mucocutinea se producen lesiones histolégicas parcialmente
analogas a las observadas en la leisimaniasis cutdnea. Al principio, predomina una reaccién celular
exudativa, inespecifica, con infiltracién de linfocitos, macréfagos y plasmocitos, en ocasiones asociada
a reacciones necrdticas y granulomatosas menores. Posteriormente, el granuloma se desarrolla en tomo
a la zona necrética, con degeneracion fibrinoide. Segin datos recientemente obtenidos, un importante
aspecto de la patogenia es la vasculitis aguda con necrosis coagulativa de las paredes de ios pequefics
vasos sanguineos. En esta etapa, la lesién puede avanzar, hasta convertirse en un granuloma epitelioide
(tipo tuberculoide) organizado en tubérculos o revertir a una reaccion celular exudativa.

Se ha observado la presencia de inmunoglobulinas en los plasmocitos del lugar de la
lesién y se ha sugerido que la causa de la necrosis podria ser la acumulacién de complejos inmunes.
Con frecuencia hay infiltraci6n celular inespecifica acompaiada de ulceracién, que, contrariamente a
lo que ocure en la leishmaniasis cutinea, parece producirse sin necrosis de los macréfagos. Las
lesiones se presentan por lo general en la piel, pero pueden afectar ulteriormente a las mucosas. El
cquivalente histiolégico de la leishmaniasis recidivante se encuentra en enfermos con las mucosas

afectadas que son resistentes al tratamiento; en otras lesiones que aparecen en esos enfermos; hay sélo

degeneracidn del coligeno, sin inflamacién ni intento de reparacion, lo cual es dificil de explicar. La

parte mis importante de la lesion se encuentra en la mucosa nasal profunda, donde se observan
amastigotes en el endotelio vascular proliferante, juntamente con un importante infiltrado perivascular
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celular y con licuefaccién del cartilago. Esta lesion profunda tiene escasa relacién con la dlcera
superficial.

Todos los datos aportadcs en relacién con la epidemiologia y aspectos clinicos de las
leishmaniasis se han extraido del Informe de la O.M.S. del afio 1989.
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LF.- Quimioterapia.

LF.1.- Quimioterapia de la Enfermedad de Chagas.

Gran cantidad de sustancias han sido ensayadas "in vitro", en animales de
experimentacidn y en el hombre: sales de bismuto, compuestos de iodo, compuestos arsenicales y
antimoniales, derivados quinoliricos, antibiéticos, fenantridinas, semicarbazonas, nitrofuranos, 4cido
p-aminosalicilico, emetina, diamidinas, sulfamidas, derivados imidazélicos, derivados piperacinicos y
de purina, etc. (Goble, 1961; Prata, 1963; Schlemper y col., 1977; Freeman, 1975). Algunas de estas
sustancias, se han usado en escasos ensayos y otras, han sido recientemente afiadidas al arsenal del
tratamiento de otras tripanosomiasis.

Muchos de estos productos son totalmente inactivos y algunos muestran resultados
variables (quinolinas, fenantridinas, nitrofuranos, stilomicina, piperacinas e imidazoles), sin que en

ninguno de los casos, se haya conseguido un tratamiento eficaz en la fase cronica de la enfermedad.

Hasta 1960, la metodologia utilizada para el estudio de los efectos terapéuticos, se
basaba en la reduccion de la parasitemia de la fase aguda y en la disminucion del indice de mortalidad
de los animales parasitados.

La mayoria de los productos que poseen cierta actividad, en realidad no curan la
infeccion, ya que sélo tienen efectos antiparasitarios frente a las formas tripomastigotas sanguineas,

mientras que frente a las formas amastigotas intracelulares, no tienen ningiin efecto.

Una nueva fase en el tratamiento de la etiologia de la enfermedad, se produce a partir
de 1961 con dos significativas contribuciones. La primera de ellas hecha por Brener (1961) es relativa
a la administracidn de los compuestos de cierta actividad frente a las formas circulantes del pardsito.

Segiin Brener, el uso de estos productos por un largo periodo de tiempo, puede
tedricamente permitir la erradicacion de la enfermedad, por las continuas destrucciones de las formas
sanguineas del pardsito, pero no de las intracelulares. En base a ello, Brener administré nitrofurazona,
compuesto activo frente a los tripomastigotes ensayado ya por Packchanian en 1957.

La segunda contribucién, consiste en la creacién en Brasil en 1962 de un grupo de

estudios para el tratamiento de la enfermedad de Chagas (Ribeiro-dos-Santos y col., 1981). Los

participantes pretenden estandarizar métodos de trabajo para establecer criterios sobre el ensayo de los

compuestos, seleccion de enfermos para el tratamiento, tratamiento prolongado y evaluacion de
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resultados. Durante este periodo, los autores estudiaron nuevas férmulas de tratamiento,
preferentemente en el hombre, en la fase aguda y crénica de la enfermedad. Esta nueva metodologia
se aplicé con nifurtimox, benzonidazol, nitrofurazona, L-furaltadona, furazolidona, compuestos
quinolinicos, piperacinicos y metronidazol. Los resultados obtenidos identificaron dos productos que
satisfacen el binomio tolerancia y efectividad: el nifurtimox y el benzonidazol.

Un mecanismo importante de transmisién de la enfermedad, se produce a través de
las transfusiones sanguineas. Los quimioterdpicos que de alguna manera son efectivos frente a la
enfermedad, carecen de actividad a la hora de introducirlos en los bancos de sangre como método de

prevencion de la transmision del parasito.

Asi, Schlemper y col. (1977), comprueban que las sustancias mds activas "in vitro"
e "in vivo", son incapaces de inhibir la infeccién con sangre conteniendo las formas tripomastigotas
del parisito.

La resistencia que T. cruzi opone al tratamiento, puede ligarse a los resultados
obtenidos por Agosin y col. (1976). Estos autores observaron que las formas epimastigotas de T. cruzi
hidrolizan numerosas sustancias. La actividad, que es de tipo funcién mixta oxidasa, se incrementa por
el fenobarbital y es inhibida por CO, SKF 525-A y metirapona.

El sistema de desintoxicacion que frente a los compuestos enfrenta el pardsito, se
caracteriza por un complejo microsomal monoxigenasa unido al citocromo P-450. Este citocromo es
la terminal oxidasa del NADPH, confiriéndose en un sistema que convierte gran niimero de sustancias
liposolubles, en otras mds polares.

T. cruzi es capaz incluso de metabolizar moléculas como la amiropirina, anilina, p-
nitroanisol, 4-amino-5-imidazol carboxamida. Esta iltima sustancia, de potente acci6n leishmanicida,
fue ensayada por Kidder y Nolan (1981) en cultivos de T. cruzi. El parasito es capaz de sintetizar
Inositolmonofosfato (IMP) a partir del compuesto, que inhibe la guanildesaminasa pero no impide el
crecimiento de las formas de cultivo. Sabiendo que la actividad del enzima
xantinafosforibosiltransferasa es baja en T. cruzi, los autores suponen que la xantina presente en altas
concentraciones, desintoxica ¢l exceso de Guanina.

En vista de las peculiaridades de la enfermedad, el criterio clinico tiene grandes
limitaciones durante la fase aguda y crénica. Durante la fase aguda, puede haber una regresion

espontinea de las manifestaciones clinicas; durante la fase crénica, el valor del criterio clinico es aiin

mas limitado, el daio visceral es irreversible y la regresion de las alteraciones puede ocurrir

espontineamente en algunos casos o simplemenie después del tratamiento sintomatico.
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Algunos criterios parasitolégicos, exdmen directo y hemocultivo, pueden ser utilizados.
El exdmen directo de la sangre muestra la presencia del pardsito sélo durante la fase aguda, pudiendo
ser criterio de cura en ese estado. El hemocultivo incrementa la sensibilidad del diagnéstico en la fase
aguda.

Segiin Steck (1981b), las ticticas empleadas en la quimioterapia de la enfermead de
Chagas son las siguientes:

a) Replanteamiento de los quimioterdpicos ya existentes.

b) Bisqueda de inhibidores especificos en los procesos bioquimicos del
parisito.

c) Biisqueda de grupos quimicos y estructurales que aumenten la actividad de
los medicamentos utilizados.

d) Sintesis de productos completamente nuevos.

En la actualidad se vienen realizando investigaciones en torno a los siguientes grupos
quimicos (ademas de las moléculas estudiadas por nosotros):

A) Nitrofuranos.

B) Naftoquinonas.

C) Sistemas generadores de radicales libres.
D) Imidazoles.

E) Fenantridinas.

F) Carbazoles.

G) Pirazolopirimidinas.

H) Antibidticos poliénicos ciclicos.

1.F.1.A.- Nitrofuranos.

A lo largo de la historia del tratamiento de la enfermedad de Chagas, los nitrofuranos

son los derivados que presentan mayor relevancia, en especial los S-nitrofuranos.

Se considera el 3-metil-4-(5"-nitrofurfurilidenamino)-tetrahidro-4H-tiazin-1,1-dioxido

(Nifurtimox, Lampit®) como el primer preparado verdaderamente eficaz contra T. cruzi. Desde 1965,

-Pég 67-




INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

este compuesto ha side sometido a comprobaciones clinicas en més de dos mil enfermos con infeccién
aguda, en Argentina, Brasil y El Salvador. Segin Ribeiro-dos-Santos y col. (1981), la dosis
recomendada para adultos debe ser de 15 mg/Kg/dia, y para nifios, 8-10 mg/Kg/dia, durante 60, 80
6 110 dias. Numerosos autores consideran que la acci6n del nifurtimox se lleva a cabo por interaccién
con el ADN del parisito, produciéndole alteraciones estructurales irreversibles. La actividad se
relaciona actualmente con la formacién de intermediarios téxicos, consecuencia de la reduccion
metabdlica del grupo niiro.

Docampo y Stoppani (1979), demuestran que la adicién de nifurtimox a cultivos de
formas epimastigotas de T. cruzi, provoca un incremento de H,O, en el medio. La reduccién
intracelular de los nitroderivados ocurre a nivel microsomal, mitocondrial y también por la acci6n de
enzimas solubles, tales como la diaforasa y xantina deshidrogenasa.

Bajo condiciones aercébicas el radical del nitroderivado, es rdpidamente oxidado por
el oxigeno molecular, con regeneracién del grupo nitro, produciéndose el anién superdxido (O,) que
a su vez origina H,0,, ya sea espontineamente o por accién de la superéxido dismutasa (Docampo
y Sioppani,1980).

Boveris y Stoppani (1977), preconizan que el principal mecanismo de defensa de T.
cruzi contra la acumulacién de los intermediarios de la reduccién parcial del oxigeno, incluye los
enzimas superéxido dismutasa y peroxidasa. Al carecer este organismo de catalasa, los nitrofuranos
incrementan las concentraciones endoplasmaticas de H,0,, produciendo daiios en el ADN, formacién
de peréxidos lipidicos y consecuentemente la lisis celular.

Pese a que el nifurtimox es efectivo, dependiendo de la cepa de T. cruzi, los resultados
presentan gran variabilidad.

Brener y col. (1976), ensayaron nifurtimox, nitrofurazona y benzonidazol en diferentes
cepas del parisito. La cepa Y mostré la mayor resistencia al tratamiento.

Haberkorn y Goennert (1977), obtienen resuitados ain mds dispares. Los animales
inoculados con diversas cepas, presentan distintos porcentajes de curacién, dando unos valores del 0%
para la cepa Tulahuen y del 100% de curacién para la WBH.

Haberkorn (1979), incidi6 en que la eficacia del nifurtimox dependia de la duracién

del tratamiento, siendo este parimetro mds importante que de la dosis empleada.

Apt y col. (1972), demostraron que el nifurtimox presentaba un efecto marcado sobre
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infecciones experimentales, y aunque la parasitemia desaparecia, persistia la infeccion. En infecciones

humanas agudas, sc comprobé que en un 25 % de los enfermos tratados, permanecia la infeccién desde

el segundo mes hasta los 18 meses del tratamiento.

Por otra parte, parece ser que el nifurtimox posee cierta accién quimioprofilactica
frente a la enfermedad. Asi, Cardoni y col. (1977), realizaron experiencias con ratones protegidos con
nifurtimox, obteniendo un decrecimiento de la mortalidad en los animales pretratados. Ahora bien,
cuando la sangre de ratones infectados se tratd con el producto, no se redujo la infectividad en
animales sanos, sugiriendo estos autores que la proteccién no depende exclusivamente de la accién

tripanocida directa del nifurtimox.

Morrow y col. (1977), reinfectaron animales tratados con nifurtimox, obteniendo altos
porcentajes de cura. Segiin estos resultados, los autores propusieron que la resistencia a la reinfeccién,
no dependia exclusivamente de la presencia del parésito en ¢l organismo.

A pesar del potencial terapéutico de estas sustancias, en infecciones cronicas carecen
de efectividad, a lo que hay que unir la toxicidad del compuesto. Cangao y col. (1975), aplicaron el
producto en enfermos crénicos. El 68% de estos enfermos tuvieron que dejar el tratamiento pues

presentaron reacciones adversas.

Los efectos colaterales que pueden producirse en el transcurso del tratamiento,
principalmente son: pérdida de peso, nauseas y/o vémitos, neuropatias periféricas; reacciones que cesan

al suprimir el tratamiento.

Otro de los derivados nitrofuranos de importancia es el trans-5-amino-3-(2-(5-nitro-2-
furil)-vinil)-1,2,4-oxadiazol (SQ 18.506).

Sims y Gutteridge (1976), mostraron que €l SQ 18506 no es mis efectivo que el
nifurtimox en infecciones experimentales. Estos autores estudiaron las transformaciones metabdlicas
del producto en el pardsito. El grupo nitro, sufre una reduccién y desnitrificacién, produciéndose en
el transcurso de este proceso los efectos deseados frente a T. cruzi. Los autores consideraron que el
derivado intermediario hidroxilamino era el componente activo y propusieron tres posibles niveles de

actuacion:

1) Unién a los grupos sulfhidrilos de los enzimas.

2) Bloqueo del sistema de transporte electrénico.
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3) Interaccion con el ADN.

Para estos investigadores, la sustancia actda inhibiendo el consumo de oxigeno y
sugicren que posee propiedades alquilantes sobre el ADN, asi como capacidad de inhibir Ia sintesis
de ARN a nivel de la ARN polimerasa.

Sims y Gutteridge (1979), investigaron el mode de accién del SQ 18.506 en formas
tripomastigotas, epimastigotas y amastigotas del pardsito, especialmente a nivel del metabolismo
energético, membranas y sintesis macromolecular, y en particular en lz incorporacién de precursores
de la sintesis de ADN y ARN. Consideraron que el producto debe su efecto tripanocida a la inhibicién
de la sintesis de dcidos nucléicos.

Gugliota y col. (1980), afirmaron que el primer efecto del compuesto era la inhibicién
de la sintesis de proteinas y no exclusivamente la sintesis de ARN.

En un estudio comparativo, Gutteridge y col. (1978), subrayaron que el SQ 18.506,
presentaba mayor actividad "in vitro" que el nifurtimox, benzonidazol y metronidazol.

Actualmente, el desarrollo clinico estudia las posibles acciones muiagénicas y
carcinogenéticas de este producto.

1.F.1.B.- Naftoquinonas.

A finales del siglo XIX, se sintetizé un derivado naftoquindnico con propiedades

antitumorales y antimicrobianas, el lapachol: 2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona.

Numerosos derivados pertenecientes a esta serie, han sido ensayados frente a T. cruzi,
entre ellos los mis activos son el 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto (1,2-b)pirano-5,6-diona (Beta-
lapachona) y el derivado 3-alil-Beta-lapachona.

Lopes y col. (1978), estudiaron la accion de estos derivados en formas epimastigotas
y tripomastigotas del parésito; logrando una inhibicién total del crecimiento y la motilidad de las
formas epimastigotas, pero cuando eran incubados en presencia de suero o solucién de hemoglobina,
la Beta-lapachona no inhibia la motilidad.

Los derivados empleados, a excepcién de la 3-alil-Beta-lapachona, no presentan

actividad frente a las formas sanguineas del pardsito, causan cambios de color en la sangre y producen
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precipitaciones.

Los autores sugieren que los derivados naftoquinnicos pueden ser inactivados por
reduccién o por interaccién con las proteinas del suero. Reaccioman con la oxihemoglobina
produciendo metahemoglobina.

En cambio, la 3-alil-Beta-lapachona no produce metahemoglobina, no se inactiva en

presencia de sangre, pudiendo evitar la transmisién de la enfermedad por transfusién sanguinea.

Gongalves y col. (1980), demostraron la efectividad del 3-alil-Beta-lapachona frente
a formas epimastigotas de T. cruzi. La molécula induce la desorganizacion de la membrana celular,
alteraciones mitocondriales y de la cromatina, al aumentar la concentracién de H,0, intracelular y los
porcentajes de peroxidacion lipidica.

El compuesto no es activo para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, pero si
puede prevenir la transmisién durante las transfusiones sanguineas.

Docampo y col. (1978b) y Docampo (1979), estudiaron el mecanismo de accién de
la Beta-lapachona sobre el parasito. La adicién del producto, produce una inhibicién de la respiracién
y de la oxidacién de la glucosa, aumenta la concentracién de H;0, y O, en el medio de cultivo,

incrementandose la concentracion de estos téxicos, con la adicion de NADH.

El derivado alfa-lapachona: 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto(2,3-b) pirano-5,10-diona,
no produce H,0, en las formas epimastigotas del parasito (Boveris y ccl., 1977).

Segiin Docampo y col. (1977), la Beta-lapachona provoca alteraciones nucleares con
cambios en la distribucién de la cromatina, hinchazén de la mitocondria y alteraciones en el reticulo

endoplasmitico.
1.F.1.C.- Sistemas generadores de radicales libres.
En un intento de abrir un nuevo campo de posibilidades en el tratamiento de las
enfermedades producidas por parésitos intracelulares, algunos autores han ensayado una serie de

sistemas generadores de radicales libres.

Avila y col. (1976; 1978), estudiaron la susceptibilidad de infeccién de Leishmania
brasiliensis, Trypanosoma cruzi y Mycobacterium lepraemurium, tratados con el sistema PIGO

(peroxidasa, iodo, gluccsa oxidasa tipo II, oxigeno).
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Estos autores indican que los resultados podrian ser de aprovechamiento para la
quimioterapia de los parisitos intracelulares, con un procedimiento galénico adecuado para poder llevar
estas sustancias mediante sistemas lisosomatrépicos dirigidos a las células parasitadas.

loFcloDo' Imid‘mlﬁ.

El tinico representante de este grupo que actualmente tiene aplicacién en clinica, es
el benzonidazol: N-bencil-2-nitro-inidazol-acetamida.

Boainain y Rassi (1979), indican que el benzonidazol (Radanil® , Rochagin®) posee
apreciable actividad antiparasitaria, como demuestra el largo niimero de enfermos con xenodiagndsticos
negativos después del tratamiento.

Segiin Ribeiro-dos-Santos y col. (1981), la pauta de administracién utilizada para el
benzonidazol, debe ser de 10 mg/kg/dia para adultos y 5 mg/kg/dia para niiios, durante 60 dias.

En el transcurso del tratamiento pueden presentarse sintomas de alergia cutdnea,
neuropatias periféricas, todo ello reversible al cesar el tratamiento.

Los estudios clinicos realizados por Cangao (1981), destacan la induccién de
leucopenia en los enfermos debido al tratamiento con benzonidazol, pudiendo llegar a agranulocitosis.
Los enfermos pueden presentar graves septiccmias, teniendo que dejar el tratamiento y contrarrestar
los efectos adversos con antibidticos y corticoides.

El principal mecanismo de acci6n del benzonidazol es a nivel de la sintesis proteica

y ARN. El nifurtimox es capaz de incrementar la produccién de O, y H;0, en T. cruzi, mientras que

el benzonidazol no los produce, ni siquiera tras la estimulacién con NADH (Moreno y col., 1981).

Segiin Brener y col. (1976), al igual que ocurre con el nifurtimox, la cepa Y de T.
cruzi muestra mayor resisiencia al tratamiento con benzonidazol, teniendo éste menor capacidad

curativa que el nifurtimox para esta cepa.

Andrade y Figueira (1977), trataron con benzonidazol ratones infectados con las cepas
peruana y colombiana de T. cruzi y observaron diferencias nitidas en la respuesta al tratamiento, siendo

el indice de cura para la cepa peruana muy superior al de la colombiana.

En un plazo breve, se elimina la parasitemia eliminindose las formas amastigotas.
Ahora bien, "in vitro" los tripomastigotes aislados son resistentes al producto pues la sangre tratada
es infecliva para ratones sanos.
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Otros derivados imidazélicos con posible aplicacién en la enfermedad de Chagas, son
el miconazo!: 1(2,4-dicloro-Beta-((2,4-diclorobenzil)-oxil)-fenetil)-imidazol, nitrato de; y el econazol:
1-(2,4-dicloro-beta-((p-clorobenzil)-oxi)-fenetil)-imidazol, nitrato de, los dos con actividad antifiingica.

Segiin Van den Bossche y col.(1978), el miconazol inhibs en Candida albicans la
biosintesis de ergosterol. En este organismo, la conversién de lanosterol a ergosterol envuelve la
eliminacién de grupos metilos en C-4 y C-14. El miconazol inhibe la sintesis por interferencia en una
de las reacciones involucradas en la eliminacién del metilo en C-14 y la formacién de la estructura
5,7-dieno.

Docampo y Stoppani (1979), muestran como las células animales, que contienen mayor
proporcién de colesierol que de ergosterol en la membrana, son diferentes en este sentido a los
protozoos pertencuicntes a la familia Trypanosomatidae, en la que existe mayor proporcién de

ergosterol.

Docampo y col. (1981), observan que estos antifiingicos inhiben completamente el
crecimiento de T. cruzi a bajas concentraciones, y que producen un decrecimiento de 5,7-diona
esteroles (ej.: ergosterol), desaparece la cromatina nuclear, los parésitos se vacuolizan y disminuye la
densidad a los electrones en el citoplasma. A diferencia de lo que sucede con Candida sp., no se

incrementan la produccién de H,0, en T. cruzi.

1.F.1.E.- Fenantridinas.

Los derivados de la fenantridina han sido utilizados con resultados variables en la

tripanosomiasis africana en el ganado.

La actividad de esta serie, viene dada por la cuaternizacién del nitrogeno, un grupo
amino en 7 y un fenilo en posicién 9; la actividad se ve incrementada por la presencia de un segundo
grupo amino, asi, el bromuro de 2,7-diamino-9-fenil-10-metil-fenantridina (bromuro de dimidio) y el
3,8-diamino-6-fenil-5-etil-fenantridina (bromuro de ctidio) son particularmente efectivos (Newton,
1963). Riou (1967), observa que en cultivos de formas epimastigotas de 7. cruzi y en presencia de
bajas concentraciones de bromuro de etidio, se obtienen porcentajes muy elevados de formas sin
kinetoplasto (diskinetoplastos). El bromuro de etidio se intercala entre los pares de bases de la doble

hélice de ADN de forma reversible, afectando a bajas concentraciones solo al ADN del kinetoplasto

(KADN). Inhibe ¢l crecimiento de las formas de cultivo de T. cruzi, apareciendo el kinetoplasto en
forma globosa y de tamaiio reducido.
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Riou (1968), estudi6 la cinética de fijacién del producto y las variaciones cuantitativas
del KADN. En cinco dias desaparece el KADN y disminuye su contenido en ADN en un 70-80 %. Se
sugiere que la selectividad que el bromuro de etidio posee a bajas dosis sobre el KADN, podria deberse
a una penetracién mayor de esta substancia a través de la membrana del kinetoplasto y a la ausencia
de histonas unidas al kADN. El bromuro de etidio inhibe la replicacién del KADN, actuando asi como
tripanocida.

En un estudio comparativo en dos cepas de T. cruzi, Ucros y col. (1977), concluyen
que la diskinetoplasiia y la inhibicion del crecimiento no estin relacionadas directamente con la

disminucién de la respiracion en el parésito.

Delain y col. (1972), de igual modo, creen que la conformacién del KADN, la ausencia
de histonas unidas al KADN y la selectiva permeabilidad de la membrana mitocondrial, podrian
explicar la sensibilidad del KADN a algunas sustancias. Estos autores ensayaron dos agenies
intercalantes del ADN, bromuro de etidio y daunorumicina, observando una torsién de la doble hilera
del kADN, apareciendo estructuras arqueadas y un aumento de la densidad a los electrones del
kinetoplasto.

Riou (1976), obtiene cepas resistentes al bromuro de etidio tras subcultivos
prolongados con la substancia, el KADN aparece reducido en ellos en un 30-35 % perdiendo su
estructura tipica. Los autores llegan a considerar que el bromuro de etidio induce la ampliacion de
secuencias cortas del KADN y la delecci6n de otras. De este modo, se puede seleccionar una poblacién

preexistente de tripanosomas.

Da Costa y Poitman (1977), esiudian en Crithidia fasciculata el efecto selectivo que

ejerce el bromuro de etidio en la inhibicion de la replicacién del kADN. Decrece ei contenido en los

citocromos a+a; y b, el producto induce un bloqueo de la sintesis mitocondrial y produce una

fragmentacién del ADN. Al disminuir el ATP por la consecuente pérdida de actividad mitocondrial,

aumenta la actividad de los enzimas glucoliticos para restablecc~ las concentraciones de ATP.

Docampo y col. (1978a), ensayaron el Bromuro de Etidioa frente a T. cruzi,
apareciendo un decrecimiento en el contenido en citocromos a+a, y b en los epimastigotes, y una
disminucién de los porcentajes de respiracion endégena debida a la D-glucosa. También se ve afectada
la produccién de CO, a partir de acetato y de glucosa y la incorporacion de acetilo en los
intermediarios del ciclo de Krebs.

Cox y col. (1981), prueban en T. bruce: la actividad tripanocida de los andlogos azido

fotorreactivos de bromuro de etidio. Dos andlogos : 6meros monoaminomonoazido presentan "in vivo"
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una actividad cien veces superior cuando son activados fotoliticamente.

Estos compuestos poseen alta actividad a bajas concentraciones, de modo que las
interacciones no especificas estarfan muy disminuidas y por consiguiente su toxicidad también.

Dado que el bromuro de etiuio no ha tenido éxito en el tratamiento de la enfermedad
de Chagas, los autores indican que estos estudios podriar abrir un campo de esperanza en la clinica
de la enfermedad.

1.F.1.F.- Carbazoles.

Entre las sustancias pertenecientes a este grupo, destacan los derivados de la ellipticina
con propiedades intercalantes en el ADN y que proceden de alcaloides aislados de la familia
Solanacea.

Bérnard y col. (1975), estudiaron en T. cruzi una serie de derivados de la ellipticina:
5,11-dimetil-6H-pirido (4,3-b) carbazol de propiedades antitumorales. El derivado 9-metoxi-6-metil-
ellipticina, ¢s el que presenté mayor actividad y su accion letal es comparable a la de! bromuro de
etidio. Segiin estos autores, parece ser que la accién intercalante con el ADN no es el dnico
mecanismo de accién, puesto que la 9-hidroxi-ellipticina posee veinte veces mas afinidad por el ADN
que la 9-metoxi-ellipticina y sin embargo, esta iltima es més activa frenie a T. cruzi.

Los estudios ultraestructurales revelan que los derivados de la ellipticina provocan
alteraciones en el niicleo y en el kinetoplasto del pardsito. La accién tripanocida resulta de la
inhibicién parcial o total de la replicacién y transcripcion de los genomas nucieares y mitocondriales.

La incorporacién de Timidina es inhibida con mayor intensidad en el kinetoplasto que en el niicleo.

Bérnard y Riou (1976), prueban estos derivados en T. cruzi y observan que la N-metil
sustitucién incrementa la actividad tripanocida, mientras que los compuestos ionizados presentan menor
actividad. A nivel estructural, el KADN de los tripanosomas tratados, pierde paulatinamente su
estructura tipica de doble hilera, resultando estructuras arqueadas y la mitocondria hinchada.
Progresivamente ¢l KADN desaparece y la cromatina aparece irregularmente condensada en el nicleo.
Segiin estos autores, la aparicion de estructuras arqueadas en el kADN, puede ser debido a una
variacion de la estructura terciaria del ADN. Estos derivades se incorporan primeramente al KADN
y posteriormente al ADN nuclear. Los autores explican este fenémeno indicando como posibies causas,
la diferencia de permeabilidad de la membrana entre el kinetoplasto y el niicleo, con obligatoriedad

del producto a acomplejarse con el ADN circular o linear, y por otra parte, la posibilidad de una

mayor o menor sensibilidad a los enzimas mitocondriales o nucleares.
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Bérnard y Riou (1977), estudian los efectos de la 9-hidroxi-ellipticina sobre la
transcripcién del ADN en T.cruzi. El producto inhibe la transcripcién del KADN. Bénard y Riou,
piensan que el derivado actia a nivel de sustrato,pues la inhibici6n es reversible al afiadir ADN. Por
otra parte, la elongacién de la cadena se ve menos afectada que la iniciacién.

Bérnard y col. (1979), observan el efecto citotéxico sobre T. cruzi y la induccién de
la diskinetoplastia la comprueban a nivel molecular por medio de centrifugacién en gradiente de
densida de CICs. Obtienen una cepa resistente por continuos subcultivos en presencia de la sustancia,
no teniendo progreso los estudios en citologia y a niveles moleculares al respecto.

Leon y col. (1978), realizan un estudio con el producto 1,5-dimetil-6H-pirido(4,3-
b)carbazol; denominado olivacina. Este derivado produce vacuolizacién y engrosamiento de la
mitocondria de las formas epimastigotas de T. cruzi, disminuye la respiracion y oxidacion del piruvato;
produce una marcada inhibici6n de la sintesis proteica y una lenta aunque significativa inhibicion de
la sintesis de ADN, ARN vy lipidos.

La olivacina no es activa "in vivo", no produce diskinetoplastia tipica y no es efectiva

frente a formas tripomastigotas sanguineas.

LF.1.G.- Pirazolopirimidinas.

Trypanosoma cruzi, al igual que las leishmanias patbgenas, tienen la capacidad de
incorporar en su ARN el allopurinol: 4-hidroxi-pirazolo(3,4-d)pirimidina, mientras que los organismos
superiores lo metabolizan y eliminan posteriormente.

Marr y col. (1978), muestran que 7. cruzi metaboliza el allopurinol (HPP)
convirtiéndolo en allopurinol ribonucledtido monofosfato (HPPR-MP) mediante el enzima
fosforibosiltransferasa. EI HPPR-MKP se transforma por la actividad adenilsuccinato sintetasa, en
aminopurinol ribonucleétido monofosfato (APPR-MP) que se incorpora en €l ARN como derivado
trifosfato. En el hombre el allopurinol se metaboliza en un 90 % a oxipurinol y en un 10 % a
allopurinol-1"-ribdsido, siendo ambos excretados por orina. La adenina, inosina e hipoxantina, inhiben
compelitivamente la actividad tripanocida del HPP, mientras que s6lo la adenina es capaz de inhibir
la del APP, derivado mis efectivo. Avila y col. (1981a), realizan un estudio comparativo ertre T.
rangeli y T. cruzi tratados con HPP. T. rangeli cultivado en medio LIT convencional, es resistente a
altas concentraciones de HPP y de APP, mientras que cultivado en medio LIT sin adenina, es

resistente al HPP pero sensible al APP. Por otra parte, T. cruzi es sensible a ambos derivados

independientemente del medio de cultivo. Estos autores piensan que este hecho podria deberse a que
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la succinato-AMP-sintetasa, implicada en la transformacién de HPPR-MP a APPR-MP, posee una

actividad cien veces superior en T. cruzi que en T. rangeli.

Cruz y col. (1981), observan que el allopurinol a parte de interferir en la sintesis
normal del ARN, produce acumulacién de lipidos en los tripanosomas y sugieren que el aminopurinol
podria interferir el "pool" energético intracelular.

Avila y col. (1981b), tratan con allopurinol ratones infectados con 6 cepas de T. cruzi.
Aprecian estos autores una marcada diferencia de sensibilidad al allopurinc! entre las distintas cepas

estudiadas, debido quizis a los distintos caracteres bioldgicos de las cepas. "In vitro", las seis cepas

tienen similar sensibilidad al tratamiento. Las formas tripomastigotas aisladas de la sangre de los
ratones parasitados, muestran resistencia al allopurinol y se multiplican normalmente en el medio de

cultivo, tras su transformacion en formas epimastigotas.

Los autores suponen que sdlo las formas intracelulares son susceptibles a la sustancia,
pero entre las tres formas del parisito no existen diferencias significativas en e! meiabolismo de las

bases piricas y pirimidinicas, lo cual no explica la diferencia de acci6n.

Las cepas mis virulentas y consecuentementc mds cilopiticas, presentan mayor
sensibilidad al allopurinol, por tanto, segiin estos autores, la diferencia de accion estd ligada a la mayor
o menor capacidad de metabolizar el producto.

1.F.1.H.- Antibiéticos poliénicos ciclicos.

Este grupo estd formado por moléculas de alta complejidad, con propiedades
antifingicas y debido a su alta toxicidad, su uso estd restringido al ambiente hospitalario. La posible
aplicacion de estos antibidticos frente a T. cruzi estd vinculada a la prevencion de la transmision de

la enfermedad en las transfusiones sanguineas.

Abitol y col. (1972), describen la accion de la anfotericina B frente a infecciones
experimentales con T. cruzi. El producto produce la lisis de los tripanosomas y la cura de los animales,
comprobandose por xenodiagnéstico después de seis meses de tratamiento.

La anfotericina B pertenece al grupo de los macrdlidos antifiingicos y es un antibiético
poliénico toxico para células eucariotas. Cruz y col. (1980), decmuestran que este antifiingico puede
eliminar las formas tripomastigotas sanguineas de sangre mantenida en similares condiciones a la de

los bancos de sangre. A la concentracién empleada, no se produce hemolisis en periodos de tres
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semanas. En cambio, la anfotericina B metil ester y la nistatina, no son efectivas frente a las formas
tripomastigotas.

Estos autores subrayan que hay que tener en cuenta la alta toxicidad de la anfotericina
B, pudiendo ser paliado este incoveniente al diluir la sangre diez veces durante la transfusion. De este
modo, consideran que la anfotericina B puede ser un sustituto del violeta cristal en las trasfusiones en
zonas endémicas, ya que este colorante da a la sangre una coloracién violeta, produce

microaglutinaciones y potencialmente es carcinogénico.

La anfotericina B metil ester parece que estimula la respuesta inmune en los animales
supervivientes a la infecci6n, por el hecho de que cn estos no se desarrolla la fase aguda de la

enfermedad.

Segiin D"Arcy y Scott (1977), el mecanismo de accién de estos antiflingicos se debe

a la selectiva uni6n a los esteroles de membrana, produciendo una desorganizacién y la consecuente

pérdida del K* intracelular. Estos derivados presentan mayor afinidad por el ergosterol que por el

colesterol.

1.F.2.- 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 aplicacion 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 o kala-azar en el hombre son los siguientes:

-Compuestos antimoniales.

-Diamidinas.

-Amfotericina B.




INTRODUCCION YANTECEDENTES

1.F.2.A.- Compuestos antimoniales.

Los antimoniales fueron los primeros compuestos usados en el tratamiento de la
leishmaniasis desde principios de siglo. Los antimoniales trivalentes, tanto orgdnicos como inorgénicos,
se mosiraron 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®). Estos firmacos fueron introducidos en el campo de la
quimioterapia de la enfermedad, en la década de los cuarenta, siendo los elegidos para el tratamiento
de la leishmaniosis debido a su gran eficacia y baja toxicidad. Estos dos medicamentos no se absorben
por via oral, por lo que deben administrarse parenteralmente, por inyeccion intravenosa lenta o por

inyeccion intramuscular durante un periodo de 10 dias.

La primera preparacién de estibogluconato sédico probada, contenia solamente 20 mg
Sb/ml (Sati 1942; Maegraith et al. 1947). La solucién de Pentostam contiene 100 mg de Sb/ml y la
de Glucantime 85 mg de Sb/mi. Chulay et al. (1988), estudiaron la farmacocinética de ambos
medicamentos y comprobaron que era muy similar para ambos, con picos de concentracion maximos
de aproximadamente 10 mg/ml 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/ml a las 24 horas desde la
primera dosis, y de 0.19-0.33 mg/ml 24 horas después de 30 dosis. El modelo farmacocinético
propuesto por estos autores para los dos compuestos esté representado por una fase de absorcion inicial
con una vida media de 0.85 b, una fase de climinacion rdpida con una vida media de 2.02 b, y una
fase de eliminacion lenta con una vida media de 76 h. La fase de eliminacion lenta se puede relacionar
"in vivo" con la conversion 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 Gellhom y col. (1946), comprobaron que cl
estibogluconato sddico se concentra preferentemente en el bazo y no hay acumulacion apreciable en
higado, rindén u otros drganos. Otto y col. (1947) aseguran que este medicamento no se acurnuia en
los glébulos rojos humanos.

Berman y col. (1988) tratan hamster, sin infectar o 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 después de la administracién son mds altos que los de higado o bazo.
Sin embargo, ocho horas después de haber dado el medicamento los niveles son comparables en los

3 organos. Esto sugiere que en clinica se debe administrar la misma dosis para la leishmaniosis

visceral y la cutdnea.
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Chulay y col. (1985a) cstudiaron la ultraestructura de amastigotes de L. donovani antes
y durante ¢l tratamiento de 6 pacientes con estibogluconato sédico, observando una reduccién ¢n el
tamaiio medio, gran irregularidad de los contornos celulares y un moderado incremento en la densidad
electrénica del citoplasma asociado 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. Segiin Berman y col. (1985), inhiben los nucledtidos trifosfato de las purinas y la sintesis

macromolecular.

Gambarelli y col. (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 habian respondido al tratamiento con el - -edicamento)
presentaron muy buena sensibilidad "in vitro" con una DLy, < 15 ug/ml. Mientras que las otras 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 DLy, > 45
ug/ml.

A pesar de que los compuestos derivados del Sb son muy usados en el tratamiento del
Kala-azar, no estin exentos de toxicidad, mostrdndose esta fundamentalmente a nivel del rifién y
corazén. Como efectos secundarios es frecuente que aparezca dolor abdominal, hipertension y
disfuncién hepdtica.

Veiga y col. (1985) hacen un estudio sobre 10 pacientes tratados con glucantime v
pentostam, observando un mal funcionamiento del riién durante el tratamiento, que se manifesté en

una alta osmolaridad en la orina.

Kennedy y Anderson (1983) hicieron un estudio con 35 cricetos infectados con L.
donovani y tratados con estibogluconato sédico. Comprobaron que cuando aparecian cuerpos amiloides

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

En india, a 4 pacientes que no respondian al tratamiento con estibogluconato sédico,
se les administré 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 cardiaco. Se considera que las muertes fueron
debidas a la cardiotoxicidad inducida por el medicai aento a esta dosis tan alta (Thakur 1986).
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1.F.2.B.- Diamidinas.

Las diamidinas arométicas se emplean en clinica en el caso de que se produzca
resistencia al tratamiento con antimoniales. Son muy efectivas en e! tratamiento del kala-azar, pero se
consideran medicamentos de segunda eleccién debido a sus muchos y frecuentes efectos secundarios.

La pentamidina surgi6 a principios de los afios 40 como la diamidina més segura
(Steck 1974). Fue menos efectiva que la estilbamidina (Sen Gupta 1953), pero carecia de
neurotoxicidad por lo que es el Gnicc compuesto utilizado.

La pentamidina no se absorve por via oral. El medicamento se une fundamentalmente
al higado y rifidn (Launoy y col. 1960) y se excreta lentamente, el 50 % de la dosis inyectada
comienza a eliminarse a los S dias, una parte por la orina y otra parte por las heces. Se pueden detectar
trazas en orina hasta 217 dias después de la administracion y en el rifién hasta 240 dias después.

Pradinaud y col. (1985) destacan los excelentes resultados terapéuticos obtenidos en
el tratamiento de la leishmaniosis cutdnea en la Guayana Francesa, utilizando bajas dosis y periodos

cortos de tiempo.

Berman y Aikawa (1984), en experimentos "in vitro", trataron macréfagos de ratén
infectados por Leishmania donovani con pentamidina encapsulada en membranas de glébulos rojos
ligadas a IgG (una media de 1.4 ug de pentamidina), dando lugar a una inhibicién de la multiplicacién
de los parisitos dentro de los macréfagos del 73 %. Sin embargo se necesitaron 27 ug/ml de
pentamidina sin encapsular para conseguir resuitados similares. Un ex4men al microscopio electrénico
5 horas después de la fagocitosis de las membranas-igG revelé que el 95 % de los pardsitos estaban
pegados a las membranas de los glébulos rojos en los fagolisosomas.

En 1986 Berman y col. repitieron la experiencia anterior, aunque en esia ocasién "in
vivo" con hamsters, 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, aunque sélo eliminaba al 65 % de
los parésitos a 3.5 mg /Kg, esta fue la mayor dosis ensayada. Cuando se administr6 la pentamidina
contenida en membranas de giGbulos rojos pero sin ligar a IgG la actividad mostrada fue 200 veces
superior a la que muestra el estibogluconato sédico libre, eliminando casi todos los pardsitos del

higado y un 80% de los parisitos esplénicos. La diferencia entre la eliminacién de los parisitos dcl

higado y del bazo probablemente se debe a la mayor captacién del medicamento por el higado (11 a

14 ug/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.

-Pég81-
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En cuanto a la toxicidad de la Pentamidina podemos considerar 4 grupos de efectos
toxicos: inmediatos, acumulativos, los debidos a una dosis excesiva, v los locales. Los efectos que
siguen a la administracién intravenosa son sensaciones de hormigueo o quemazén, dolor de cabeza,
presion en el pecho, ansiedad, disnea, nauseas, vomitos, hipotension, taquicardia y sincope (Hazarika
1949; Gasq y Lapeysonnie 1949; Sen Gupta 1953; Bryceson 1970).

Los efectos acumulativos que a menudo hacen preciso reducir la dosis o la frecuencia
de la administracién son debilidad, nauseas, vomitos y dolor abdominal que puede indicar daio
pancreitico (Sen Gupta 1953; Bryceson 1970; Jha 1983). Son muy marcados los efectos sobre el
metabolismo de los carbohidratos. Se han descrito casos de hipoglucemia posiblemente como resultado
de un dafio hepético hasta en un 6 % de los pacientes (Waltzer y col., 1974) y esta puede llegar a ser
irreversible y fatal (Manson-Bahr y Heisch 1956). También puede ocurrir hiperglucemia la cual pucde
conducir a diabetes (Bryceson 1968; Lichey y col. 1979; Jha y Sharma 1984; Neafs 1985). Los casos
de pancreatitis aguda cn tratamientos con pentamidina han sido descritos por Murphey y Josephs
(1981).

Las dosis elevadas de Pentamidina en animales causan dafio hepético, renal y depresién
cerebral (Wein 1943). En el lugar donde se pone la inyeccién intramuscular es comiin que aparezca
una inflamacién dolorosa que puede sangrar o supurar (Bryceson y col. 1985).

1.F.2.C.- Anfotericina B.

La anfotericina B es un antibiético macrélido poliénico que actiia sobre los esteroles
y fosfolipidos de las membranas celulares, efectivo contra cierios hongos y Leishmania (Steck 1974).

Al igual que la Pentamidina es un medicamento de segunda eleccion debido a su
toxicidad y requerimientos para la administracién intravenosa, usandose en casos de rosistencia a los
compuestos antimoniales. Es inestable a pH distinto al neutro y sensible al aire y a la luz. E1 90% del
medicamento inyectado se une a las proteinas plasmaticas. La vida media es de 24 horas y el
medicamento se excreta lentamente por la orina.

La administracion repetida de la anfotericina B por infusién intravenosa tiende a
producir esclerosis, lo cual obstaculiza cl tratamiento. La mayoria de los pacientes experimentan
rigidez durante la infusién. Ademds un 25 % de los pacientes desarrollan anormalidades renales. El
medicamento causa un defecto de permeabilidad en los tibulos distales que permiten la salida de

potasio y se vuelven permeables a los iones hidrégeno, produciendo azotemia, acidosis y poliuria. Este

defecto normalmente es reversible si la dosis administrada ha sido menos de 5 gramos (Burgess y

-Pig82-




INTRODUCCION YANTECEDENTES

Birchall 1972). La misma proporcion de pacientes desarrollan anemia debido a una depresion de la

médula 6sea y hemolisis. Algunos pacientes presentan anorexia y profundo malestar.

Los efectos inmediatos asociados con la infusién de! medicamento son nauseas,

vOmitos, escalofrios y fiebre.

La anfotericina B no se emplea en la leishmaniosis cutinea producida por L. tropica,
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.F.2.D.- Agentes terapéuticos expcrimentales.

La lista de compuestos que han sido probados "in vitro" o "in vivo" como agentes
terapeuticos de la leishmaniosis es muy larga. En general, su efectividad ha sido limitada, o su
toxicidad excesiva, o sus requerimientos para la administracién molestos. Podemos establecer tres
grandes grupos:

-Pirazolopirimidinas.

-8-aminoquinolinas.

-Compuestos con otras actividades bioldgicas.

1.F.2.D.1.- Pirazolopirimidinas.

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

metabolizacién. En este grupo de compuestos incluimos:

-Alopurinol.
-Tiopurinol,
-Formicin B.
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Birchall 1972). La misma proporcién de pacientes desarrollan anemia debido a una depresién de la

médula ésea y hemolisis. Algunos pacientes presentan anorexia y profundo malestar.

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

vomitos, escalofrios y fiebre.

La anfotericina B no se emplea en la leishmaniosis cutinea producida por L. tropica,
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.F.2.D.- Agentes terapéuticos experimentaies.

La lista de compuestos que han sido probados "in vitro” o "in vivo" como agentes
terapeuticos de la leishmaniosis es muy larga. En general, su efectividad ha sido limitada, o su
toxicidad excesiva, o sus requerimientos para la administracion molestos. Podemos establecer tres
grandes grupos:

-Pirazolopirimidinas.

-8-aminoquinolinas.

-Compuestos con otras actividades bioldgicas.

1.F.2.D.1.- Pirazolopirimidinas.

Estos compuestos son anilogos 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 posicion 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.
-Formicin B.
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1.F.2.D.1.A.- Alopurinol.

Es el 4-hidroxipirazolo(3,4-d)pirimidina, un andlogo estructural de la hipoxantina y
fue introducido como un candidato dentro de los agentes antineopldsicos baséndose en su parecido
estructural con las purinas (Elion y col., 1963).

El alopurinol no tiene actividad antimetabdlica pero actua como sustrato de la xantina
oxidasa siendo un inhibidor competitivo de la misma. Esta enzima convierte al alopurinol en
oxipurinol (4,6-dihidroxipirazolo(3,4-d)pirimidina) el cual es un inhibidor més efectivo de la enzima
que el sustrato (Spector 1977). A pesar de su parecido estructural, el alopurinol y su producto
metabélico no se incorporan dentro de los dcidos rucleicos de los tejidos de mamiferos.

Frank y col. (1970) investigando actividades antitumorales de diversos compuestos,
encontraron que el alopurinol inhibia el crecimiento de Crithidia fasciculata. Postularon que inhibia
la conversién de 4cido félico a biopterina por inhibicién de la xantina oxidasa o interferia en la
biosintesis de pirimidinas en este organismo. Una investigacién posierior llevada a cabo por Pfaller
y Marr (1974) demuestra que el alopurinol era un efectivo agente antileishmanico contra L.
braziliensis. La misma investigacién 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 y col. (1970).

El alopurinol se mosiré muy efectivo contra promastigotes de L. donovani y L.

mexicana. Asi mismo el oxipurinol fue menos activo contra L. donovani e inactivo contra L. mexicana

y L. braziliensis (Marr y Berens 1977). Ademds la actividad del alopurinol era reversible por adenina,

inosina e hipoxantina. Estos tres compuestos representan el "pool” metabélico disponible de muchos
organismos, lo que llevé a estos investigadores a la hipétesis de que el alopurinol actuaba

interrumpiendo el metabolismo de las purinas.

Este hallazgo inusual implica que el alopurinol y, quizés otras pirazolopirimidinas eran
nietabolizadas por estos bemoflagelados de una manera totalmente distinta a como lo hacen la mayoria
de los organismos. En la misma investigacion se demostré que el alopurinol podia inhibir la
transformaci6n de amastigotes hasta promastigotes, lo que sugiere que el compuesto puede ser efectivo

también contra las formas intracelulares de L. donovani.

Otro metabolito del alopurinol es el alopurinol ribonucleésido, que fue més activo que
el compuesto de partida sobre los promastigotes (Nelson y col., 1979) y amastigotes intracelulares
(Berens y col., 1980). Su actividad contra las formas promastigotes fue leishmanistitica mis que
leishmanicida.
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El alopurinol ribonucleésido es convertido seclectivamente hasta alopurinol
ribonucleétido y 4-aminopyrazolopirimidina ribonuclestido (Nelson y col., 1980; Krenitsky y col.,
1980). Esta conversién metabélica no se ha visto en el hospedador. Al parecer estos metabolitos actiian
como inhibidores de las enzimas que metabolizan las purinas afectando la funcién del ARN y
reduciendo la sintesis de proteinas (Looker y col., 1983).

1.F.2.D.1.B.- Tiopurinol.

Recientemente se ha visto que los andlogos tio del alopurinol y sus ribonucledsidos
también son efectivos. La actividad del tiopurinol (4-tiopirazolo(3,4-d)pirimidina) y del tiopurinol
ribonucledsido contra los promastigotes y los amastigotes intracelulares es similar a la seric de

compuestos del alopurinol.

El metabolismo de este compuesto en el hombre, aunque estd poco estudiado, parece
ser andlogo al del alopurinol, excepto que no se ha detectado el tiopurinol ribonucleésido (Grahame
y col., 1974; 1977).

El tiopurinol puede ser activado por la hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa
hasta el ribonucleésido monofosfato y el ribonucledsido del tiopurinol también puede ser activado por
una nucledsido fosfotransferasa hasta el mismo producto. No hay conversion posterior de esle a
ribonucledtidos 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
Leishmania (Marr y col., 1981).

El tratamiento de macréfagos de la linea celular P388D, infectados con L. donovani,
reduce el nimero de amastigotes/célula, y los amastigotes que quedan no son viables (Marr y col.,
1981).

1.F.2.D.1.C.- Formicin B.

Es una pirazolopirimidina en la que hay una inversion de los dtomos de carbono y

nitrégeno de las posiciones 8 y 9 del anillo imidazélico (7-hidroxi-3-B-D-ribofuranosilpirazolo(4,3-

d)pirimidina).

Este compuesto es un anilogo estructural de los nucledsidos C de la inosina que no

es fosforilado ni desdoblado por las células de mamiferos (Umezawa y col., 1967, Sheen y col., 1968).
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Parece ser que la toxicidad del formicin B es baja; en ratén la DLy, fue
aproximadamente de 1000 mg/Kg administrados cada dia durante 10 dias (Muller y col., 1975).

Carson y Chang (1981) demuestran la actividad leishmaniostitica del formicin B sobre
promastigotes de L. donovani y L. mexicana, y sobre amastigotes de L. mexicana en macréfagos de
la linea celular J774 G8, a una concentracién de 1 uM. Cuando se aumentaba la concentraci6n del
compuesto 10 veces, la inhibicion del crecimiento de los amastigotes intracelulares aumentaba de un
50 % a un 90 %, pero los macréfagos inhibian su crecimiento un 30 % lo cual es indicativo de cierta
toxicidad. El formicin B reducia el niimero de parésitos en el higado de hamsters infectados con L.

donovani, cuando se daba 10 mg del medicamento 4 veces al dia durante 5 dias.

Berman y col. (1983) consiguen una reduccion de la parasitacién en higado de
hamsters infectados con L. donovani, del 85 al 90 % después de haber administrado el formicin B por
via oral. La eficacia del compuesto por via oral es de 4 a 8 veces mayor que por via intramuscular,
y 4 veces superior al medicamento que se empleé como control positivo, el glucantime, también
administrado 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 Winica toxicidad
estadisticamente significativa en higado fue un aumento en los niveles séricos de bilirrubina. Como
consecuencia de la eficacia demostrada "in vivo" asi como 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 estin implicadas las mismas

enzimas especificas que metabolizan 2l alopurinol ribonucleésido. Carson y Chang (1981) incubaron

formas promastigotas de Leishmania con formicin B, y este era fosforilado hasta formicin B
monofosfato; sin embargo no detectaron formicin A monofosfato. El formicin B monofosfaio inhibia
a la succino-AMP sintetasa del organismo, pero no servia como sustrato.

Nelson y col. (1982), en estudios posteriores confirman que el formicin B es un agente
antileishmania, pero también demuestran que L. donmovani convierte este compuesto en el
ribonucleétido del formicin A. El ARN del parisito contenia una parte del formicin A. E1 ARN del
pardsito contenia una parte del formicin A en un cnlace 3°,5"-polinucletido. Ademds estos
investigadores encontraron que la succino-AMP-sintasa usaba el formicin B monofosfato como un
sustrato alternativo. Esto indica que la ruta metabdlica en ¢l parisito es exactamente la misma que para
el alopurinol ribonucleésido.

Hay una diferencia significativa entre el formicin B monofosfato y el alopurinol
monofosfato, el primero es también un susirato de la succino-AMP-sintetasa de mamiferos y el
segundo no. Por lo tanto puede haber formacién de ribonucletidos del formicin en células de
mamiferos, y clio puede justificar la inhibicién del crecimiento en macréfagos descrito por Carson y
Chang (1981).
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1.F.2.D.2.- 8-Aminoquinoleinas.

Mucha de la informacién sobre la actividad quimica y farmacoldgica de las 8-
aminoquinoleinas se ha conseguido en estudios sobre malaria. Estos compuestos surgen a partir de la
demostracién de Ehrlich en 1891 sobre la cierta actividad plasmodicida que tenia el 2zu! de metilenc.

Steck (1976) investigd 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 y col. (1978). El compuesto WR6026 resulto ser entre
470 y 700 veces mds activo que el antimoniato de meglumina, al tratar un hamster infectado con
Leishmania al tercer dia de la infeccién. Si el hamster se trataba al decimoséptimo dia desde el inicio
de la infeccién, el compuesto WR6026 era sélo 160 veces miés efectivo que el antimoniato de

meglumina.

Chapman y col. (1979) trataron con WR6026 perros infectados con L. donovani y
consiguieron una reduccién en el niimero de amastigotes hepiticos del 94 %, cuando el compuesto se

administré por via intramuscular a una dosis de 3.25 mg/kg por dia durante 5 dias.

La primaquina tienc muy poca actividad en infecciones experimentales con L.
donovani. Las leishmaniosis cutineas experimentales son menos sensibles a las 8-aminoquinoleinas
que las leishmaniosis viscerales. Aunque la 2-metilprimaquina parece ser mds activa contra L. major

que la primaquina.

También se ha observado actividad con las 6- y 7-aminoquinoleinas, aunque menor

que con las 8-aminoquinoleinas (Hanson y col., 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 dnicamente en el

andlogo 2-hidroxipropilo se observé un incremento de la actividad.

Cuando las 8-aminoquinoleinas se adminisiran orzlmente se absorben enseguida. Son
metabolizadas muy répidamente, sin embargo, sélo una pequefia proporcion de la dosis administrada
se excreta como tal. Las concentraciones plasmdticas maximas se dan alrededor de las 6 horas, y
ripidamente disminuyen no detectindose nada a las 24 horas.
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A las dosis terapeuticas ordinarias (la mayoria de las veces administradas a pacientes

con malaria) la primaquina se ha mostrado relativamente incua. Cuando el tratamiento es muy
prolongado puede ocuirir doior abdominal, anemia, cianosis y leucocitosis. En individuos deficier.tes
en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa el medicamento puede inducir una reaccién hemolitica grave.
Las 8-aminoquinoleinas aceleran la eliminacién de hidrégeno del NADPH, glutation
reducido, la hemoglobina y los grupos sulfhidrilo de las proteinas. En eritrocitos normales, el indice
de regeneracién del NADPH puede acelerarse aumentando la cantidad de glucosa metabolizada a través
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 metahemoglobina. 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.F.2.D.3.- Compuestos con actividades biolégicas.
Debido al alto interés que existe en la quimioterapia de Leishmania, se ha examinado

la actividad frente a este parisito de muchos compuestos que se han usado .a el hombre para el
tratamiento de otra” enfermedades. Entre estos tenemos:

-Compuestos antibacterianos.

-Paromomicina, monomicina y compuestos relacionados.

-Compuestos antir:aldricos.

-Emetina y compuestos relacionados.

-Compuestos antitripanosémicos.

-Compuestos de diamidinas.

-Compuestos antihelminticos.

-Compuestos antifiingicos.

-Otros agentes.
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1.F.2.D.3.A.- Compuestos antibacteriancs.

Los compuestos antibacterianos presentaron poca o ninguna actividad "in vitro" a altas
concentraciones. La actividad fue muy poca "in vive". Cuando se administré trimetoprin junto con
sulfadiazina a ratones infectados con L. major, la actividad no aumenié con respecto a los
medicamentos por separado (Neal 1972).

Sin embargo el efecto J. la rifampicina en ratones infectados con L. mexicana

amazonensis, se potencid con la isoniazida y la amfotericina (Peters y col., 1981).

Raether y col. (1989) inocularon intravenosamente a cricetos (LAK:LVGKI) con L.
dorovani y después, estos fueron tratados cralmente con potentes fluoroquinolonas que una vez
ensayadas indujeron una reduccién significativa en el niimero de amastigotes hepdticos respecto a los
lotes control.

1.F.2.D.3.B.- Paromicina, 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.

En 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 kanamicina

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

Yusupov y col. (1981) ensayaron el efecto de la monomicina sola y de un complejo
de monomicina mds coligeno, sobre promastigotes de una cepa virulenta de L. fropica en medio NNN.
En ambos casos la actividad fue elevada. El coligeno solo inhibia el crecimiento de los parasitos
probablemente debido al cambio de pH que inducia en el medio.

1.F.2.D.3.C.- Compuestos antimaliricos.

Ciertos compuestos usados como antimaldricos han presentado actividad. Asi Mattock
y Peters (1975a) en ensayos "in vitro" con amastigotes de d:stintas especi:s de Leishmania, observaron

que compuestos como el cicloguanil, primetamina, mefloquina, mepacrina, cloroquina, quinina,

clociguanil, etc. presentaban una activadad moderada o alta.
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1.F.2.D3.D.- Emetina y compuestos relacionados.

Se comprobd que la dehidroemetina tenia propiedades anti-L. donovani, por reducir
el peso del bazo y del higado de hamsters infectados. Sin embargo, no se correlaciné la reduccion del
peso de los 6rganos con el niimero de amastigotes. También el cloruro de berberine inhibia "in vitro"
el crecimiento de promastigotes de L. donovani alrededor del 50 % (Yusupov y col., 1981). Asi mismo
cuando se incubé médula ésea de pacientes con kala-azar con el medicamento, no se vieron
promastigotes en el medio, y el compuesto inhibia la respiracién enddgena y la oxidacién de glucosa.
Los estudios de incorporacién demostraron que el cloruro de berberine inhibia la sintesis de dcidos

nucleicos y proteinas.

1.F.2.D.3.E.- Compuestos antitripanosémicos.

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

efectos toxicos del nifurtimox.

1.F.2.D.3.F.- Compuestos de diamidinas.

A pesar de la moderada actividad antileishmania demostrada por algunos de estos
compuestos (Hanson y col., 1977, Raether y col. 1978; Trotter y col. 1980) su aplicacién se ve
disminuida por su toxicidad.

1.F.2.D.3.G.- Compuestos antifingices.

Mattock y Peters (1975) en ensayos "in vitro" con amasligotes de L. mexicana
encontraron que el Atrican presentaba actividad moderada, mientras que la 5-fluorocitosina era

inactiva.

En ensayos "in vilro" con amastigotes de L. mexicana en macréfagos derivados de
monocitos humanos, el ketoconazol inhibia el crecimiento de los parasitos asi como la biosintesis de
esteroles. El mecanismo de accidn para el ketoconazol contra los promastigotes puede ser el postulado

para Candida albicans: interferencia con la permeabilidad de la membrana secundaria con una pérdida

de dimetil esteroles y acumulacién de 14 alfa-metil esteroles (Berman y col. 1934).
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Goad y col. (1985) encuentran que los esteroles del ketoconazol inhiben el crecimiento
de los promastigotes de L. mexicana mexicana. Sus estudios demuestran que la bioguimica de los
esteroles es muy parecida a la de los hongos, lo que hace aumentar el interés en los medicamentos
antimicdticos como agentes quimioterapeuticos para las infecciones de Leishmania.

En Arabia Saudi y Venezuela se han empleado compuestos antifiingicos para el
tratamiento de leishmaniosis cutdneas obteniéndose resultados positivos (El-Saalee y col. 1986; Kubba

y col. 1986; Viallet y col. 1986; Borelli 1987).

Medina (1986), comprobé ¢l potente efecto inhibidor "in vitro" del ketoconazol frente

a L. donovani.
Beach y col. (1988) cultivaron distintas cepas de Leishmania en presencia de

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

las distintas especics y subespecies tratadas.

1.F.2.D.3.H.- Otros agentes.

El metronidazol, trimetoprim mas sulfametoxazol, e isoniazida asociada a ritampicina
se han usado para el tratamiento de leishmaniosis cutdneas con resultados opuestos.

El metronidazol no mostrd una actividad experimental significativa. Fue bastante activo

"in vitro" sobre amaétigotes de L. mexicanz, pero a una concentracién muy elevada, de 10* ug/ml
(Mattock y Peters 1975).

Berman y Lee (1983) recogen la actividad "in vitro" de diversos agentes
antileishmania, administrados por via oral sobre L. tropica en macréfagos humanos. El trimetoprin mas
sulfametoxazol y la isoniazida mas rifampicina fueron inefectivos "in vitro". El metronidazol sélo

eiimind el 30 % de los parésitos.

Weinrauch y E1-On (1984) inocularon ratones con promastigotes de L. major o L.
mexicana amazonensis. Después de 40 dias (L. major) o 60 dias (L. mexicana) se les administrd
rifampicina por via oral y rifampicina asociada con anfotericina B inyectada intraperitonealmente. En

ambos casos el tratamiento fue ineficaz.

Los tranquilizantes del tipo de las fenotiazinas también han presentado propiedades

antileishmania "in vitro". La clorpromazina fue activa contra promastigotes y amastigotes
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intraceluiares, mientras que la trifluoperazina y la butaperazina fueron activas "in vitro" contra

promastigotes (Pearson y col., 1981).

Pearson y col. (1984) enconiraron que la clorpromazina a una concentracion 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 !os hamsters infectados con L. donovani fue de 13.2
ug/ml, esta reducia el nGmero de parisitos hepaticos un 64.2 % y los pardsitos esplénicos un 67.9 %.
Sin embargo esta dosis es unas 10 veces superior a la tolerada por los pacientes con tratamiento
psiquiatrico lo que hace descartar su uso en el tratamiento de la leishmaniosis visceral.

En ensayos "in vitro" realizados por EI-On y col. (1986) la clorpromazina fue efectiva
contra promastigoles y amastigotes de L. mexicana, L. aethiopica y L. major. Cuando se administr6
la clorpromazina junto con el antimoniato de meglumina, se observé un efecto sinérgico para
promastigotes de L. donovani y amastigotes "in vitro" de L. major. Mientras que no hubo efecto

significativo sobre amastigotes "in vivo" de L. major y L. mexicana.

1.G.- Quimioterapia Lisosomstotropica.

Con la de quimioterapia lisosomatotrdpica, se pretende encauzar a los fairmacos de
manera que tengan cierta selectividad frente a determinados blancos celulares o subcelulares. De este
modo, se evita la difusién indiscriminada de los farmacos por todos los tejidos. No sélo habria menos
células afectadas, sino también, se reducirian las dosis debido a que las concentraciones intracelulares
alcanzadas por este sistema, son mayores (Steck, 1981).

Las propiedades terapéuticas y toxicas de los fdrmacos antiprctozoarios, pueden ser

ampliamente modificadas por medio de transportadores macromoleculares.

Unida a una macromolécula, la sustancia medicamentosa pierde su difusibilidad a

través de la membrana plasmatica y sélo serd posible su introduccién en las células por endocitosis.

Durante el proceso, el complejo macromolecular queda invaginado en un fragmento

de membrana plasmitica, formando el fagosoma, el cual se unird con los lisosomas que verterdn sus

enzimas hidroliticas. Estos enzimas interaccionar con el compleje farmaco-transportador dejando el

firmaco libre, con tal que el transportador macromolecular o l2 unidén con el firmace sean sensibles
a las hidrolasas lisosémicas, y que la substancia medicamentosa por si misma sea resistente a la accion

de esas hidrolasas.
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El firmaco libre puede alcanzar el interior de la forma intracelular del parésito o
difundir fuera del fagolisosoma, y alcanzar otros compartimentos celulares en los cuales probablemente

se encuentren los pardsitos.

Después de la administracién parenteral, un medicamento libre alcanza ripidamente
el torrente circulatorio y penetra en el interior de la mayoria de las células del organismo. Un complejo
lisosomatotrépico atraviesa con mayor lentitud las barreras capilares y se mantiene mds tiempo con
altos niveles de concentracién en sangre, penetrando sélo en aquellas células que muestran una alta
actividad endocitica. Comc consecuencia, las células normales, sensibles al firmaco libre aunque
poseedoras de baja actividad de endocitosis, serdn protegidas contra las propiedades toxicas de los

firmacos antiprotozoarios.

Aunque menos téxicos, los derivados macromoleculares deberdn tener mayor accion
quimioterdpica sobre protozoos intra y extracelulares. Realmente, si los protozoos extracelulares
endocitan activamente el complejo, la concentracién intraprotozoaria del firmaco sera muy zlta debido
al alto poder de concentracién de este proceso activo de captacién. La actividad quimioterdpica de los
farmacos lisosomatotrépicos sobre los protozoos intracelulares, serd por otro lado, mucho mayor si las
células parasitadas se caracterizan por una alta actividad de endocitosis. Esto es cierto en la mayoria
de las enfermedades protozoarias donde las céluas del sistema reticulo endotelial son los mayores

lugares de infeccion.

Gregoriadis (1977) en una extensa revision, recopila gran cantidad de sistemas de
transporte para la aplicacién de este nuevo concepto. Como transportadores de sustancias
medicamentosas, se han utilizado macromoléculas (inmunoglobulinas, alblmina, fibrinégeno,

glicoproteinas, dextrano, ADN), células (eritrocitos, leucocitos, hepatocitos), sistemas sintéticos

biodegradables (nylon, gel de poliacrilamida), polimeros de dcido lictico y liposomas.

Los transporiadores deben ser atéxicos, biodegradabies y apropiados para poder llevar
variedad de substancias.

El concepto de lisosomatotropismo ha sido aplicado en el campo de la quimioterapia
del cancer y se han comenzado estudios en el tratamiento de la leishmaniosis viscerai, utilizando como

transportador liposomas, obteniéndose resultados esperanzadores.

Después de la infeccion, las formas tripomastigotas de T. cruzi estdn presentes en el
torrente circulatorio, postericrmente invaden el sistema vacuolar de las células, donde se transforman
en formas amastigotas. Mientras 7. cruzi permanece en sangre, es sensible a varios productos, pero

es muy resistente en su fase intracelular.
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Segin Trouet y col. (1972), una sustancia que interfiera la replicacién del ADN, puede
ser peculiarmente ventajosa para interaccionar con células con alta capacidad mitdtica.

Los intercalantes del ADN son sustancias muy téxicas, pero al combinarlas con un
transportador disminuye significativamente la toxicidad especialmente en misculo cardiaco,
probablemente por su baja capacidad de picnocitosis.

Estos autores ensayan el complejo ADN-daunorubicina frente a diferentes células
cancerosas, donde el complejo muestra un potencial citotéxico comparable al intercalante libre. El
complejo administrado a animales de experimentacién aumenta 2-3 veces la DLg, y muestra una

efectividad mayor en infeccicnes con células leucémicas.

Castanys y col. (1984), estudiaron la accién, en infecciones experimentales con T.
cruzi, de tres agentes intercalantes del ADN derivados de la benzo(de)isoquinolil-1,3-diona;
comprobando como la administracién de estos derivados previamente intercalados con ADN, produjo
una disminucién de la actividad antiparasitaria , presentando los productos bajo estas condiciones,
menor toxicidad para los animales tratados.

Trouet y col. (1976), tratan con el complejo ADN-bromuro de etidio a animales
infectados con T. cruzi.

El bromuro de etidio queda liberado con la ADNsa liposomal y probablemente es
resistente a los enzimas lisosomales. A bajas dosis no es efectivo, mientras que a dosis superiores
disminuye la mortalidad de los ratones, pero pasado cierto tiempo reaparece la sintomatologia

caracleristica de la enfermedad.

Jadin y col. (1977), realizan un estudio comparativo con T. cruzi y T. brucei tratados
con bromuro de etidio intercalado con ADN.

Con la sustancia libre el tratamiento de la enfermedad de Chagas resulta ineficaz,
mientras que los animales inoculados con el complejo lisosomal, sobreviven y tras ¢l estudio

histolégico, se aprecian pequefios quistes de amastigotes en las células.

La inoculacién de la sangre de los animales tratados con el ccmplejo, no produce

infeccién en animales sanos.

Para T. brucei la administracion del bromuro de etidio libre es mds efectiva que el

tratamiento con el complejo.
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Avila y col. (1979), estudian de modo similar a los autores anteriores, el efecto
terapéutico del complejo ADN-bromuro de etidio en infecciones experimentales con T. cruzi. Estos
autores obtienen resultados distintos, ya que sblo existi6 actividad cuando se comenzd la
administracién al segundo dia postinfeccion.

Intentan explicar estos resultados, suponiendo que los tripanosomas pueden inhibir la
fusién de los lisosomas con el fagosoma y asi ser inaccesible el bromuro de etidio.

Los liposomas se han presentado pues, como una promesa de sistemas de transporte
de medicamentos, después de la inyeccién intravenosa, siendo principalmente transportados desde la
circulacién hasta el higado y bazo, por lo que seria un sistema ideal de liberacién del medicamento
para el tratamiento de parésitos en estos 6rganos, como por ejemplo el caso de la leishmaniosis

visceral.

Usando ratones infectados con L. infantum, y administrando intravenosamente
estibogluconato sédico encapsulado en liposomas, se encontré que ei medicamento en liposomas era
mas activo que el medicamento libre. Black y col. (1977) indican que la actividad aumenta mas de
200 veces; mientras que New y col. (1978) encuentran un aumento de la actividad menor que la
expresada por los autores anteriores.

El tratamiento de la leishmaniosis visceral también lo ha estudiado Alving y sus
colaboradores. Usando hamsters infectados con L. donovani, y liposomas conteniendo antimoniato de
meglumina inyectados intracardiacamente, encontraron que el compuesto encapsulado era 300 veces

mds activo que el medicamento libre (Alving y col. 1978a).

Los liposomas solos no parecian mostrar toxicidad, pero las muertes debidas a la
leishmaniosis eran mas frecuentes que en los controles (Alving y col. 1978b). Se domosti6 que este
efecto se debia a una infeccién bacteriana que acompaiiaba a la leishmaniosis visceral y se podia

controlar mediante la administracion de tetraciclina en el agua de bebida (Alving y col. 1980).

Es importante la via de administracién de los liposomas y la mayoria de los autores
han empleado la via intravenosa. Alving y col. (1980) hicieron un estudio comparativo y mostraron
que la via intraperitoneal y la intramuscular eran igualmente eficaces que la intracardiaca en hamsters
infectados, sin embargo la via subcutinea y la oral no eran efectivas.

La tecnologia de los liposomas es también vilida para medicamentos no antimoniales.

Alving y col. (1980) encuentran que el compuesto WR 6026 encapsulado en liposomas, es unas 1000

veces mas activo que el antimoniato de meglumina libre.
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La eficacia de los liposomas contra las leishmaniosis cutineas experimentales no estd
muy estudiada. Panosian y col. (1984) trataron ratones infectados con L. tropica con anfotericina B
contenida en liposomas, y no se observé un descenso significativo en el nimero de parésitos en los
tejidos.

Gonzilez, (1991) comprob6 como nanoparticulas de polimeros de cianoacrilato, libres
é asociadas a substancias como la dehidroemetina 6 la anfotericina B, presentaban actividad frente a

formas promastigotes de L. donovani.

La actividad de la anfotericina B contenida en liposomas esti afectada por cambios
en la composicién de estos (New y col. 1981).

La mayoria de los autores consideran que este tipo de experiencias necesitan
evidentemente ser completadas en orden a dilucidar exactamente hacia qué sistema lisosomal (de las

células del hospedador o del parisito) se dirige el complejo y también, para demostrar si es 0 no

efectivo en ia enfermedad de Chagas o en la leishmaniasis visceral.

1.H.- Derivados Acridinicos.

Se ha demostrado que los colorzntes acridinicos se ligan a los dcidos nucleicos
mediante dos iipos de interaccion (Peacoke y col. 1956):

-Mediante ligamiento fuerte.

-Mediante ligamiento débil.

a)Procedimiento por ligamiento fuerte:

Este es el observado por ejemplo entre el ADN y las 9-Amino-Acridinas. Se

caracteriza porque el valor del cambio energético es de aproximadamente 6-10 kilocalorias por mol,

y porque la importancia de la superficie molecular se centra en tres ciclos aromdticos planos (de 38
Amstrong de superficie), de los cuales dos ciclos solamente parecen permitir también un cierto

ligamiento (Drummond y col. 1965).
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Estos enlaces ponen en juego fuerzas de Van der Waals, existiendo también fuerzas
de tipo electrostitico, ligindose fuertemente sélo los cationes. En razén de esta interaccion, la
reactividad de los grupos aminos del heterociclo estd disminuida; los planos de los caticnes se sitiian
aproximadamente de modo paralelo (con una desviacién inferior a 30 grados) a los planos de las bases
de los nucledtidos y perpendiculares al eje de la doble hélice; y la longitud del contorno de la doble
hélice aumenta, disminuyendo por el contrario su masa per unidad de longitud (Blake y Peacocke
1968).

La representaciéon més simple del fendmeno corresponde entonces a la insercién del
catién acridinilo entre dos pares sucesivos de bases, lo que provoca un estiramiento del ADN.

Algunas precisiones sobre la situacién de la molécula al observar las bases han sido
ulteriormente aportadas para explicar las siguientes observaciones sobre el iigamiento (Pritchard y col.,
1966):

-Este se produce en el mismo dominio que la constante de ligamiento, estando

implicados menos sitios con el ARN unicatenario que con el ADN nativo.

-No est4 reducida a pesar de que la funcién amina en 9 estd sustituida por
largas cadenas.

El intercalamiento de la Acridina produce una extension local de 3,4 Amstirong de
aumento de longitud del ADN (Lerman, 1961; Lerman, 1963; Lerman, 1964).

Este modelo puede parecer coherente en la medida en que permite interpretar varias
propiedades de los complejos ADN-Acridina (Gilbert y Claverie, 1967), tales como la viscosidad,
propiedades Gpticas y también la reactividad quimica (Lerman, 1963; Weili y Calvin, 1963; Van
Duuren y col., 1969).

Por otra parte, parece que las caracteristicas espectrofotométricas del colorante ligado,

pueden ser explicadas de manera satisfactoria mediante otros modelos. Ademas, varios puntos quedan

sin comprender, como son: a) la fuerte dependencia vis-a-vis de la fuerza ionica del medio, y b) la

existencia de un estado de saturacién maximo para valores de r muy inferiores a 0.5. Se llama r a la
constante de asociacion entre el compuesio y los iones fosfato del ADN (Gilbert y Claverie, 1967).
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n= niimero de molécuias de compuesto

2N= niimero de iones fosfato.

Gilbert y Claverie, (1967) interpretaron la constante de asociacién méxima para la
repulsién de las acridinas intercaladas e indicaron los lugares de intercalamiento preferentes (Adenina
y Timina).

Todo esto ha conducido a ciertos autores (Pritchard y col., 1966) a imaginar una
estructura un poco diferente al modelo de Lerman. Esta estructura estd caracterizada por una insercién
de la molécula de Acridina entre las bases de una misma cadena de ADN, correspondiendo a un
intercalamiento extra-axial en el cual las interacciones electrostiticas entre bases y acridinas son
maximas. Es necesario sin embargo, precisar que una interaccion de este tipo sélo tiene lugar para
valores de r inferiores a 0.2. Mientras que cuando r es superior a 0.2, se produce generalmente
entonces el que una fraccién substancial de acridina estd ligada segiin un modo de ligamiento débil
diferente del proceso I que acaba de ser descrito.

b)Procedimiento por ligamiento débil.

Este proceso aparece en los casos en que r es superior a 0.2 ¢ inferior al limite de la
electroneutralidad (r=1), es decir cuando una molécula de colorante estd ligada por nucleétido.

Comparativamente al proceso I, se pueden describir las caracteristicas de este nuevo

tipo de ligamiento aminoacridina-ADN:

-Es energéticamente muy débil.

-Es puramente electrostatico.

-Es externo vis-a-vis a la doble hélice, lo que entraiia interacciones entre las
moléculas de colorante, viéndose implicado por los planos de los ciclos de la Acridina en una
orientacién que ro es tan regular como la del procedimiento por ligamiento débil. Los cationes de
Acridina estdn orientados de tal modo que los siomos de nitrégeno positivos estén situados cerca de

los dtomos de oxigeno negativos de los grupos fosfato (Blake y Peacocke, 1968).

En otros casos, cuando r aumenta, se puede observar ¢l fenémeno denominado

"Stacking" o "apilamiento", en el cual lus heterociclos sc asocian unos a otros (Bradley y col., 1959).
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1.H.1.- Mutagenicidad de los derivados acridinicos.

El mecanismo de accién mutdgena es todavia dificil de establecer en el dia de hoy,
habiendo sido propuestos varios modelos.

-Para Brenner (Brenner y col., 1961), la mutacién proviene de la insercién de la
molécula de acridina en una de las cadenas de ADN. Ello tendria lugar durante la replicacion.

-Por el contrario, Lerman (1963) supone que la mutacién se produce después del

intercalamiento, en el momento de la recombinacién.

-Sin embargo, Nasim y Brychly (1979) piensan que no es seguro que la recombinacién
esté realmente implicada en la produccién de mutacién, la cual dependeria mucho més de otros
procesos tales como la replicacién o la reparacion.

-Streisinger (Streissinger y col., 1966), suponc que la mutacién se produce por
estabilizacion de regiones cortas de ADN desapareado.

Estas explicaciones no parecen, sin embargo, suficientes para aclarar de una parte, la
correlacion constatada entre mutagenicidad y basicidad de ias acridinas (Orgel y Brenner, 1961); y de
otra parte, la no mutagenicidad de aquellas acridinas del tipo de la sal del Methyl-10-Acridinium
(Lerman, 1964), conocido por ligarse fuertemente al ADN.

La insercién a €l no es suficiente para la mutagenicidad. Sin embargo su papel esti
lejos de ser negativo como indica un estudio de Lerman y Altman (1967). Este ha consistido en la
medida de la cantidad de fagos mutantes producidos, en funcién de la cantidad de acridina introducida
en el medio. Estos autores comprueban que la cantidad de fugos disminuye cuando la concentracion
de acridina alcanza valores de 10° a 1C* M. Peacocke ha demostrado que a la concentracién de 2 x

10 M de acridina, se correspondia el dptimo para el moao de ligamiente fuerte ADN-Acridina (Blake

y Peacocke, 1968). La aproximacién de estos resultados pone de relieve la influencia del

intercalamieato.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente indicado, Georghiou (1975) ha propuesto
la interpretacion siguiente: ia estructura electrénica de las bases dei ADN podria estar alterada
fuertemente por fuerzas especificas implicadas en la formacién del complejo ADN-Acridina. Sin
embargo, esta hip6tesis requeriria para poder ser verificada conocer mejor la naturaleza exacta de las

fuerzas de atraccién indicadas, asi como la estructura quimica del complejo.
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Un ejemplo de estudio de la actividad mutdgena de las acridinas viene dado por un
trabajo comparativo consagrado a los nematodos Mycophage gonochorique y Aphelenchoides
composticola (Person y Brun, 1974).

Fl parésito es cultivado en el laboratorio a 20 °C sobre medio nutritivo. Los nematodos
son a continuacién sumergidos en una solucién acuosa del agente mutigeno. Las variaciones inducidas
en la longitud del nematodo se aprecian en generaciones sucesivas. De un modo general, la mutacién
induce un fenémeno de gigantismo.

Numcrosas son las compuestos acridinicos (Acriflavina, Proflavina, Naranja de

Acridina, Quinacrina) para las que se han descrito efectos mutigenos. La mutagenicidad sc ha

manifestado en:
1.- Virus.

Frente al bacteriéfago T2, la Proflavina, por ejemplo, produce mutantes diferentes
segfin la placa con la condicién de que se encuentre presente durante la replicacion del virus (De Mars,
1953). La accién mutdgena de esta misma molécula sobre el bacteriéfago T4, ha demnstrado que era
més activa en presencia de la ligasa T4 defectuosa mds que en presencia de la ligasa normal (Sarabhaia
y Lamfrom, 1969).

Se ha estudiado también la accién de la Proflavina sobre el virus de la Poliomelitis,
y la eventual mutacién d-—d+ (Dulbecco y Bogt, 1958). De hecho, no se observa ninguna
modificacién si las células hospedaderas son expuestas al mutigeno antes de la infeccion por el virus
d. Si por el contrario, el crecimiento viral se efectia en presencia de la acridina, la proporcion de

mutantes d+ aumenta de 15 a 25 veces en relacion con los virus normales.

2.- Bacterias.

Actuando sobre las condiciones experimentales, con el fin de resolver los problemas
ligados a la permeabilidad, se ha podido describir la accin mutigena de las acridinas sobre E. coli
(Demerec y col., 1951, Kohno y Roth, 1974; Newton y col., 1974; Sesnowitz-Hom y Aldelberg, 1968;
Zampieri y Greenberg 1964,1965). Salmonella typhimurium (Ames y Whitfield, 1966; Eisenstark y
Rosner, 1964; Kohno y Roth, 1974) y Bacillus subtilis (Stewart, 1968).
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3.- Levaduras y hongos.

Se ha estudiado en particular la accién de la Amino-9-Acridina sobre Saccharomyces
cerevisiae (Ephrussi y col., 1949; Nagai y col., 1961; Adachi, 1968). Se han estudiado también las
mutaciones producidas sobre Saccharomyces fragilis (McClary y Bowers, 1968) y sobre Candida
albicans (Rolemic y col., 1973).

4.- Drosophila y gusanos de seda.
La Acriflavina y ¢l Naranja de Acridina inducen mutaciones solamente sobre el macho
de Drosophila melanogaster, mieniras que la Amino-9-Acridina aumenta la frecuencia de las

mutaciones en los dos sexos (Demerec, 1949; Clark, 1953; Alderson y Khan, 1968).

En lo concerniente al gusano de seda, el Naranja de Acridina (Murakami, 1973) y la
Quinacrina (Murakami, 1974) son mutigenos.

Podemos seiialar al respecto que, tanto para Drosophila como para el gusano de seda,
la recombinacién no es una etapa necesaria en el hecho mutagénico y ocurre a la inversa de lo que
pasa con los virus y las levaduras.

5.- Piantas.

Una de las planias estudiadas ha sido el bulbo de cebolla: Allium cepa. Es notorio que

el naranja de Acridina, el amarillo de Acridina, la Proflavina o la Trypaflavina inducen rupturas

cromosGmicas, aberraciones cromosémicas o mutaciones morfologicas sobre la cebolla (D° Amato,
1950; 1952; 1954; Nuti-Ronchi y D*Amato, 1961), la haba (Michaelis y Rieger, 1963) o el tomate
(Buiatti y Ragazzini, 1966). Por el contrario ninguna mutacion ha sido sefialada sobre la cebada.

6.- Mamiferos.
Las Acridinas inducen cambios de crométidas hermanas, aberraciones cromosomicas,

rupturas y/o translocaciones en los cultivos celulares principalmente de células HeLa y humanas
(Allison y Paton, 1965; Ostertag y Kersten, 1965; Buchinger, 1969, 1970; Kato, 1974).
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1.H.2.- Antimutagenicidad.

Al contrario de lo que se ha descrito, puede ocurrir que un compuesto reduzca la
produccién de mutantes. Se dice entonces que se trata de un antimutigeno. Entre estos compuestos
las acridinas presentan esta particularidad, pudiendo citar la Amin~-9-Acridina, la Quinacrina y el
Naranja de Acridina. Este caracter ha sido revelado con Saccharomyces cerevisiae tratada con Amino-
9-Acridina a la concentracién de 10 ug/ml (Magni y col., 1964). Del mismo modo la Quinacrina, a
concentraciones de 20 ug/ml disminuye notablemente la mutacién espontinea de ciertos nitruro-
sensibles de E. coli 12 veces lo que los nitruros resistenies (Zamenhof, 1969).

De hecho, esta actividad antimutigena, como a veces la actividad mutigena, depende
de la fase del ciclo de vida donde situemos la accién. De este modo la Amino-9-Acridina es mutigena
en el momento dc la meiosis, y antimutigena en el momento de la mitosis (Magni y col., 1964). La
explicacion del fenémeno queda por tanto en el aire, no pudiéndose méds que insistir en el papel
aparentemente esencial de sistemas de reparacién celular en los que la actividad estaria aumentada

frente a la antimutagenicidad.

1.H.3.- Relacion estructura-actividad.

Ho Chuen Huei y col., (1961) han realizado un estudio comparado sobre el poder
muidgeno de algunos compuestos arométicos. Se puede deducir de los mismos, que la mutagenicidad
depende en gran medida del nimero y de la posicion de los ciclos arométicos, y de la presencia de
sustituyentes amino. Sin embargo un estudio més completo queda por realizar para disponer de

relaciones significativas.

1.H.4.- Poder carcinogénico.

Las sustancias capaces de inducir un cancer en ¢l hombre o animales de laboratorio
son muy diversas: hidrocarburos arométicos policiclicos y heterociclicos homélogos, aminas aromaticas
y compuestos aminados, nitrosaminas, nitrosamidas, hydrazinas, triazinas, agentes alquilantes, etc
(Clayson, 1973). Diversos trabajos sugieren que muchos de estos agentes tendrian un mecanismo de

accién comiin. Serfan convertidos en el organismo en iones positivos muy reactivos que reaccionarian

con la mayor parte de macromoléculas celulares (4cidos nucleicos, proteinas, etc.) para inducir un

estado canceroso.
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1.H.2.- Antimutagenicidad.

Al contrario de lo que se ha descrito, puede ocurrir que un compuesto reduzca la
produccién de mutantes. Se dice entonces que se trata de un antimutdgeno. Entre estos compuestos
las acridinas presentan esta particularidad, pudiendo citar la Amino-9-Acridina, la Quinacrina y el
Naranja de Acridina. Este caracter ha sido revelado con Saccharomyces cerevisiae tratada con Amino-
9-Acridina a la conceniracién de 10 ug/ml (Magni y col., 1964). Del mismo modo la Quinacrina, a
concentraciones de 20 ug/ml disminuye notablemente la mutacién espontdnea de ciertos nitruro-
sensibles de E. coli 12 veces lo que los nitruros resistentes (Zamenhof, 1969).

De hecho, esta actividad antimutdgena, como a veces la actividad mutigena, depende
de la fase del ciclo de vida donde situemos la accién. De este modo la Amino-9-Acridina es mutigena
en el momento de la meiosis, y antimutigena en el momento de la mitosis (Magni y col., 1964). La
explicacién del fenémeno queda por tanto en el aire, no pudiéndose mas que insistir en el papel
aparcntemente esencial de sistemas de reparacin celular en los que la actividad estaria aumentada
frenie a la antimutagenicidad.

1.H.3.- Relacion estructura-actividad.

Ho Chuen Huei y col., (1961) han realizado un estudio comparado sobre el poder
mutdgeno de algunos compuestos aromdticos. Se puede deducir de los mismos, que la mutagenicidad
depende en gran medida del niimero y de la posicién de los ciclos aromiticos, y de la presencia de
sustituyentes amino. Sin embargo un estudio méds completo queda por realizar para disponer de
relaciones significativas.

1.H.4.- Poder carcinogénico.

Las sustancias capaces de inducir un cancer en el hombre o animales de laboratorio
son muy diversas: hidrocarburos aromiticos policiclicos y heterociclicos homélogos, aminas aromdticas
y compuestos aminados, nitrosaminas, nitrosamidas, hydrazinas, triazinas, agentes alquilantes, eic
(Clayson, 1973). Diversos trabajos sugieren que muchos de esios agentes tendrian un mecanismo de
accion comin. Serian convertidos en el organisriao en iones positivos muy reactivos que reaccionarian
con la mayor parte de macromoléculas celulares (4cidos nucleicos, proteinas, etc.) para inducir un
estado canceroso.
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Sin embargo, para que una sustancia carcinégena pueda ser absorbida, transportada a
su lugar de activacién y metabolizada, ei metabolito activo debe tener una vida media suficiente para
alcanzar su lugar de accién. Ademds, las dificultades para superar las relaciones estructura actividad,
estdn todavia aumentadas en la prictica por el hecho de que una sustancia carcindgena potencial puede
interactuar con otros sistemas en los que el tumor aparece finalmente, ejerciendo el sistema inmune
una funci6n esencial de control. En lo conceriente a las acridinas, su poder oncogénico pedria deberse
a su cationizacién (que permitiria una combinacién con grupos nucledfilos) o a su interaccién directa
con el ADN.

Hasta 1979, ninguna acridina simple se habia revelado de forma indiscutible como
capaz de inducir neoplasias (Nasim y Brichly, 1979). Asi Browning (1937) no habia observado
ninguna malignidad después de la aplicacién prolongada de Acridina y de Proflavina en ratones.
Ensayos ulteriores para generar tumores en el animal (por aplicacién cutinea mejor que por inyeccién
subcutdnea o intraperitoneal), utilizando Naranja de Acridina y/o amarillo de acridina, se han
demostrado poco convincentes para establecer la carcinogenicidad de estos compuestos; habiendo
inducido papilomas hepdticos (3 de 40) en ratones tratados por la tricaprilina, asociada al naranja de
acridina, siendo su tasa de induccién proxima a la obtenida con el promotor s6lo. Negativos han sido
también los ensayos efectuados con la nitro-9-oxido-10-Acridina (Trainin y col., 1964; Grisooid, 1968)
¢ la Diamino-3,6-Dimethyl-2,7-Acridina (Trainin y col., 1964; Grisoold y col., 1968).

Por el contrario, no se ha obtenido lo mismo con hidrocarburos policiclicos al incluirle
un niicleo acridinico (Benzacridinas y Dibenzacridinas). En relacién con el proceso de caucerizacion,
existe una hipGtesis segiin la cual existiria en la célula una informacién oncogenética llamada "ADN-
cancerigena”, la cual estaria en una parte del ADN nativo de la célula normal. Esta, en células
diferenciadas de organismos superiores, estaria sélidamente bloqueada, pudiendo jugar un papel en

ciertas etapas de la evolucion o durante etapas iniciales del crecimiento embrionario.

La causa principal de la cancerizacion, seria el desbloqueo del ADN cancerigeno. Este
desbloqueamiento se podria suponer independiente de la naturaleza del agente iniciador (radiaciones,
productos quimicos, virus,...). El Gnico punto en comiin aparente con estos agentes, se expresa
entonces en términos de cantidad de energia vehiculizada o liberada (Veljkovic y Lalovic, 1978).

Conocemos que las radiaciones ultravioleta mis eficaces en la induccion de un cancer,
se sitian entre 233 y 278 nm, no presentando los compuestos con actividad carcinogénica picos de
absorcién entre 200 y 250 nm. Se ha establecido en funcién de esto, que si una substancia posee un
nimero de carga inferior a 3,20 y su espectro muestra uno o varios picos de absorcién en la region
de longitud de onda comprendida eatre 200 y 250 nm, debe ser considerada con fuerte probabilidad

como carcinogénica.
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En funcidén de todo esto, las relaciones estructura actividad se pueden establecer sobre
las Acridinas carcinogenéticas més conocidas; en particular las Benzacridinas. Se comprueba, que en
estas el punto mds importante es la substitucién del 4tomo meso-12 en las Benz(a) Acridinas y 7 en
las Benz(c)Acridinas. Se comprueba por ejempio, que la metilacién de las Benz(c) acridinas induce
una carcinogenicidad. Existe sin embargo una excepcién: la dimetil-5,7-Benz(c) acridina.

Una substitucién por largas cadenas o grupos voluminosos, conduce a compuestos de
menos carcinogenicidad, que una sustitucién por grupos menos voluminosos. Asf la Dimethil-7,11-
Benz(a)Acridina es més carcinégena que la Etil-7-Metil-11-Benz(c)Acridina.

Por el contrario una sustitucién sobre el 4tomo de carbono 10 de las Benz(a) acridinas
0 9 en las Benz(c) acridinas (posicion para en razén al dtomo de Nitr6geno), no es suficiente para
obtener la molécula carcinGgena. Sin embargo una substitucion metilo o fluoruro, aumenta la
actividdad de derivados ya activos. Del mismo modo, la Dimetil-7,9-Benz(c) acridina es ligeramente
mds activa que la Methyl-7-Benz(c)Acridina.

Por otro lado, una substitucién en posicién orto con respecto al dtomo de Nitrégeno
(8 para las Benz(a) acridinas y 11 para las Benz(c) acridinas) disminuiria la actividad carcinégena.

Se ha estudiado también lo concerniente a la hidrogenacion de ciertos dobles
ligamientos en las Benzacridinas. Asi la Tetrahydro-1,2,3,4-Metil-7-Dibenz(a,h)Acridina y la
Tetrahydro-1,2,3,4-Metil-7-Dibenz(c,j)Acridina son mucho menos activas enia induccién de sarcomas
que sus homélogos completamente insaturados.

Es necesario indicar también, que las sustituciones en el esqueleto por dos dtomos de

Nitrégeno, son también importantes; dependiendo entonces ia actividad carcinogénica de dos factores:
-El niimero de 4tomos de Nitrégeno presentes en la molécula.

-La posicién de estos dtomos de nitrégeno.

1.H.5.- Actividad Antitumoral.

Como se sefialé anteriormente, los hidrocarburos policiclicos arométicos provocaban,
a la vez que también podian inhibir, el desarrollo de tumores (Haddow y Robinson, 1937). Esta misma
observacion se¢ ha verificado con numerosos derivados de la acridina, los cuales son por si mismos
carcindgenos o no (Bun-Hoi y col., 1945; Lewis y Goland, 1948).
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Miés concretamente, se ha encontrado desde 1954 que la mayor parte de los derivados
acridinicos que portan un sustituyente en una cadena lateral en 9 tienen propiedades antitumorales
(Ledochowski, 1962).

Mas de cien derivados dela Amino-9-Acridina substituidos poi grupos metilo,metoxi,
dimethylamino o nitro en 1,2,3 0 4; y una cadena dimetilaminoalquilamina en C9 han sido ensayados
"in vitro" (cultivos celulares) y/o "in vivo" (sarcoma 180 en el raton) (Ledochowski, 1971).

Se ha comprobado que los derivados sustituidos por grupos dimetilamino son inactivos,
mientras que los derivados nitro y algunos derivados metilo y metoxi son activos en ciertas pruebas.

El mds interesante de estos compuestos es seguramente la Nitro-1-(dimethyl-amino-3-
propylamino)-9-Acridina, también llamada Ledakrina. Siendo también su homdloga, la Nitro-1-
{Dimethylamino-3-Propyl)-10-Acridanone-9, de actividad comparable. Por este motivo, parece que el
poder oncostitico estd ligado a la obstruccién voluminica y al caracter electron-atractor del
substituyente nitro, segiin la cadena lateral, facilitante de la protonacion, y que interviene enla
distribucion del producto.

Se ha investigado cual podria ser el mecanismo de accién de las Nitro-1-Acridinas.
Se pensé en primer lugar que el ligamiento fisicoquimico con el ADN era responsable de la inhibicién
del crecimiento celular, de la abolicién de todas las biosintesis moleculares dirigidas por el ADN y
por consiguiente de la accion antitumoral (Filipski, 1975; Szimigiero, 1977).

En realidad los efectos citotdxicos de estos derivados no estin ligados directamente
a su interaccién con el ADN, a pesar de que ella se produce. Es més bien una transformacién por la
activacion metabdlica de formas electrofilas fuertemente reactivas, capaces de atacar grupos nucleéfilos
de macromoléculas intracelulares que estarian en el origen de la actividad biolGgica. Esta activacidn
de las Nitroacridinas implica probablemente, las conversiones multidireccionales de la cadena aliftica
lateral y del niicleo acridinico, que podemos resumir en un similar mecanismo de accién de estas
substancias con ¢l de agentes alquilantes disfuncionales (Koldej, 1977).

Paralelamente a las investigaciones llevadas a cabo por el equipo de Ledochowski, un
importante trabajo ha sido realizado en Nueva Zelanda por el equipo de Cain (1976). Su finalidad se
dirige a la comercializacién de la Amsacrina que es una Anilino-9-Acridina.

Esta molécula se liga al ADN por intercalamiento, y muestra una especificidad
marcada por los pares de bases Guanosina-Citosina de los nucleétidos. Ella es activa sobre ciertos
tumores tales como las leucemias y algunos linfomas. Su eficacia en el cancer de mama es baja, siendo
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inactiva 0 muy poco activa sobre un gran nimero de tumores corporales humanos (Cain, 1976). Para
ello se ha estudiado esencialmente la influencia de diferentes substituyentes en posiciones 4 y 5 sobre
la ionizacién molecular que gobierna la absorcién y la distribuci6n.

Sabiendo que existe nna dependencia entre la actividad antileucémica, y el caricter
lipofilico de una sustancia (Cain, 1974); y sabiendo, por otro lado, que aquellos compuestos que
quedan neutros en un gran dominio de pH son rdpidamente absorbidos por ¢l tracto gastrointestinal
(Denny, 1984). Se ha modificado en consecuencia las estructuras para llegar al C1-921 (NSC 343499),
que es considerablemente mds eficaz que la Amsacrina en el tratamiento de tumores pulmonares de
Lewis.

L.H.6.- Actividad Antiviral.

La actividad antiviral de las acridinas se ha puesto en evidencia de dos modos
distintos:

-Por el efecto fotodindmico.

-Por la produccidén de interferén.

1)Efecto fotodindmico:

Las acridinas en presencia de luz y Oxigeno provocan una inactivacion de los virus.
Este es el efecto fotodindmico. Ejempios tipicos son la fotoinactivacion del Poliovirus por la Proflavina
o el Naranja de Acridina y la del virus del mosaico del Tabaco por el Maranja de Acridina

a)Poliovirus: Ledinko (1958) ha demostrado que las células HelLa
infectadas por el Poliovirus, en presencia de Proflavina liberan particulas que observadas al

microscopio electrénico aparecen idénticas al virus normal con capacidad infectante (Ledinko, 1958).

Estas particulas presentan las mismas caracteristicas de sedimentacion, y poseen el mismo contenido
en dcidos nucleicos que ¢l Poliovirus normal. De su propiedad fluorescente, podemos deducir que ellas
encierran las moléculas de acridina.

Por otra parte, es necesario conocer que la incorporacion de la acridina en el Poliovirus

no se produce mis que durante el crecimiento (Mayor y Diwan, 1961). La cantidad ligada depende
del contenido de acridina en el medio hasta concentraciones toxicas para las células. La cantidad
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méxima se corresponde con alrededor de doscientas moléculas de colorante por particula, o una
molécula de colorante por treinta nucledtidos. Las particulas asi formadas son no infecciosas, perc en
realidad la inactivacion del virus tiene lugar con la accién simultdnea de la luz y de la acridina.
Estudios complementarios han sefialado que esta fotoinactivacién dependia del oxigeno presente, de
la temperatura, de la concentracién salina, asi como de la fase del ciclo vital del virus: la accién de
los fotones no era eficaz méds que en periodos de crecimiento (Growther y Melrrick, 1961).

b)Virus del Mosdico del Tabaco.

Se ha estudiado la fotosensibilizacién activada por el Naranja de Acridina, por una
parte del virus del Mosaico del tabaco y por otra parte del ARN aisiado de este mismo virus (ARN-P-
VMT).

La relativa inaccesibilidad del ARN al interior del virus intacto no permite mis que
una inactivacién incompleta, y siempre que se disponga de concentraciones muy elevadas de colorante
(Sivarama-Sastry y Gordon, 1966). Ninguna modificacién experimental mejora realmente esta
inactivacion, incluida la irradiacion de la membrana proteica por la luz artificial.

Por el contrario, ¢l ARN aislado del virus puede ser inactivado de modo considerable.
En el curso de esta operacion, se forman diferentes complejos entre el Naranja de Acridina y el acido
nucleico (hasta tres complejos distintos). Todos estos complejos difieren en sus propiedades. Asi una
concentracién de 6 x 10* de Naranja de Acridina inhibia el poder infeccioso del ARN,incluso en la
oscuridad (Sivarama-Sastry y Gordon, 1966).

Actualmente, es dificil de establecer con certeza el mecanismo molecular de ia accidn
fotodindmica. Todo lo mds, sabemos que la inactivacién implica la destruccién preferencial de la
Guanina. En efecto podemos seiialar que se tiene una destruccion selectiva de la Guanosina del ARN-
P-VMT por fuertes concentraciones de Naranja de Acridina acompaiiada de una irradiacion fuerte.

2)Producci6n de Interferdn.

Varios compuestos de acridinas tales como la Trypaflavina, el Naranja de Acridina
(Diederich y col., 1973), la Quinacrina y el Acranil (Glaz y col., 1973) inducen una produccién de
interfer6n en ¢l ratén. Sin embargo, las concentraciones de Interferén producidas son muy débiles con
respecto a las obtenidas con los inductores viricos o polisacaridicos.

Este no es el caso de la Carboxymethyl-10-Acridanone-9 que, por otra parte, es por
este motivo un agente antiviral eficaz en los animales (Krammer y col., 1976). Adem4s presenta otras
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ventajas: debil toxicidad aguda, estabilidad, solubilidad, capacidad para provocar un interferén cuyas
caracteristicas son idénticas a las del Interferén producido por los virus y capacidad de deteccién por
fluorescencia a muy débiles concentraciones en el cuerpo; pudiéndose pues determinar las cinéticas
de distribucién del inductor en relacién con la produccién de interferén. Ello induce concentraciones
de interferén comparables a las obtenidas con los inductores virales mds intensos. No obstante ningiin
resultado concreto en la terapéutica antiviral o anticancerosa se ha obtenido hasta el momento.

1.H.7.- Accién Antibacterians.

El descubrimicnto de la actividad antibacteriana de las Acridinas data desde comienzos
de siglo. Shiga observa er 1913, que la Proflavina y ¢l Naranja de Acridina inhiben el crecimiento de
Bacterium typhosum, Staphylococus aureus, Escherichia coli y Bacillus anthracis.

El posible mecanismo de accién antibacteriano, viene dado por el hecho de que la
molécula de acridina bajo forma catidnica funciona como aceptora de electrones. Estd pues en
competicion directa con los protones sobre un lugar aniénico de la membrana bact:riana. El elemento
neutro resultante puede entonces franquear la fase lipidica de esta membrana biolégica. Una vez en
el interior de la bacteria, es de seiialar la accion de las acridinas sobre la ARN polimerasa. Existiendo
en general una buena correlacién entre la inhibicién de la sintesis de ARN y el indice bacteriostitico
de las substancias acridinicas (Demerec, 1951).

1.H.8.- Accién Antiparasitaria,

La bibliografia existente, no muestra resultados hasta el momento concluyentes en
cuanto a la acci6n antiparasitaria de los derivados acridinicos. L.os mayores estudios se han realizado
sobre la Malaria.

Las primeras investigaciones sobre las Acridinas como agentes antimaldricos, se sitian
a finales de los afios 20. Derivan de trabajos efectuados con el Azul de Methyleno respecto al cual,
Ehrlich habia demostrado con anterioridad la actividad contra el Plasmodium (Ehrlich y Guttman,
1891). Continuaron con la preparacién de la Quinacrina (Atebrin ®) en 1930.

Sin embargo, en razdn a la toxicidad y los efectos secundarios de esta molécuia, las
investigaciones continuaron hacia la sintesis de la Chloroquina, emparentada con la Quinacrina. Este
compuesto se ha utilizado como terapia frente al paludismo desde los afos cuarenta. El descubrimiento
al comienzo de los aios 60 de cepas de Plasmodium resistentes a la Chloroquina, ha hecho que se
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estén realizando nuevas investigaciones después de un periodo de olvido a los derivados de la
Acridina, como posibles compuestos antimaléricos.

Miiltiples investigaciones publicadas indican que la llave de la actividad antimaldrica
es la existencia de una cadena lateral situada en posicion central 9 del heterociclo (Sterling, 1977). No
obstante, se han realizado modificaciones estructurales que se han encaminado por la modificacién de
la cadena lateral, de la funcién Amina terminal, modificacién del nicleo heterociclo, etc. En muchos
de estos casos se han conseguido estructuras que disminuyen los efectos secundarios indeseables; y
en otros casos se han obtenido compuestos con propiedades antiamebianas.

En relacion con la tripanosomiasis americana y la leishmaniosis visceral, apenas
existen trabajos bibliograficos concluyentes hasta el momento, siendo discutidos en la presente tésis
los resultados que se presentan. A este respecto hay que decir, que los derivados acridinicos ensayados
en la presente tesis han sido sintetizados por el Dr. Jacques Barbe, el cual siguid un proceso de
modificacién estructural de fos compuestos iniciales, en funcién de los resultados aportados por
nosotros.

En varias disciplinas -bacteriologia, virologia, parasitologia, oncologia- las acridinas
han proporcionado medicamentos de primer orden; los cuales pueden justamente ser considerados
como de referencia. Sin embargo, muchas preguntas quedan todavia sin respuesta, puesto que quedan

mecanismos por elucidar, actividades por mejorar y veremos si aln por descubrir.

1L.1.- Complejos Metilicos.

Todos los complejos metilicos en base a los cuales se ha elaborado el presente trabajo
han sido sintetizados por el Dr. D. G. Craciunescu con el propdsito de encontrar un agente efectivo
antitumoral.

Un paso fundamental en el desarrollo de los complejos de platino como agentes
antitumorales, estd representado por la sintesis de complejos de Py(II) con 1,2-diamino-ciclohexano,
enire 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 com» agentes antitumorales.

El metabolismo de ciertos protozoos parisitos (Trypanosoma, Leishmania) presenta

cierto parecido con el de las células tumorales (Brener 1961; Riou 1967; Filardi y col. 1978), lo que

ha llevado a numerosos investigadores a ensayar la accion de agentes antitumorales sobre determinadas
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especies de Trypanosoma y/o Leishmania (Osuna y col. 1983; Ruiz-Pérez y col. 1986; Mesa-Valle y
col. 1989).

Segiin Farrell y col. (1983) algunos complejos del Pt(IT) de simetria molecular "cis"
desplegaban un intenso efecto antitripanosdmico frente a las ratas infectadas con Trypanosoma
rhodesiense.

Parece que la idea de buscar nuevos agentes antitripanosémicos entre los complejos

metilicos de comprobada acci6n antitumoral, puede llevar a interesantes observaciones no sélo de las
interacciones ADNk sino también hacia el diseiio de medicamentos de baja toxicidad renal y/o
hepética, y de elevada accién frente a las infecciones producidas por distintos pretozoos tales como
T. cruzi o L. donovani.

Craciunescu y col. (1986) estudiaron la actividad antitumoral y/o antitripanos6mica
de 2 series de complejos del Pt(II): cis-Pt(L),Br, donde L es un derivado de Tiazol y/o sulfonamida;
cis-PY(L)X), donde n=1 6 2, L=1,2-diaminociclohexano y X=Anién mono o bidentado de icidos
orgdnicos. Estos tltimos fueron mis activos que los de la serie cis-Pt(L)Br,, y estos fueron més activos
cuando L=derivado de tiazol que en el caso de ser un derivadc de sulfonamida (tanto frente a la
infeccion producida por T. brucei brucei como por T. congolense).

Estudios sobre los complejos con estructura: Rh"™(L)’ demostraron que habfa una
relacién bien definida entre la actividad antitumoral y la actividad antitripanos6mica. Cuanto mds
potente actiia un complejo de este tipo sobre los tumores, mds fuerte actuaria como agente
antitripanosomico. Ademds la linea de infeccion parasitaria T. brucei bri.cei es mis sensible a la
actuacion de estos complejos, respecto a la linea de infeccion parasitaria T. congolense (Craciunescu
y col. 1987).

Otros complejos de Os(III) y Ru (III) con estructura similar 2 los anteriores se
sintetizaron y estudiaron sus actividades antitumorales y antitripanosomicas, asi como su
nefrotoxicidad, por Craciunescu y col (1988). Los complejos de Os son mucho mas activos que los
complejos de Ru en las tres lineas de infecciones parasitarias ensayadas (7. brucei brucei, T.
congolense y T. cruzi). T. brucei brucei es el mis sensible frente a los dos tipos de complejos mientras
que T. congolense es el més resistente. Por Gliimo, los complejos con ligandos ditiocarbamatos son

mis activos frente a los 3 parisitos que los complejos donde los ligandos son derivados de xantatos.
Otros complejos presentan sales complejas que contienen aniones estables tales como

[PtVCI ], [P"CLJ, [0s™Cls]*, [Au™'CL,], [Pd"CL,]*. Presentando todos ellos un mecanismo de accién
distinto al de otros derivados, como los cis-Pt(I) por ejemplo, debido a su distinta configuracién. Sin
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embargo la solubilidad en el H;O es mayor que la de los complejos neutros (Craciunescu, 1977),
siendo més eficazmente absorbidos y por tanto poseen menor nefrotoxicidad en animales tratados.

Todas las sales complejas suelen ser menos eficaces como antitumorales que los
complejos neutros de P(II), con una actividad antibacteriana muy escasa, o incluso nula frente a
bacterias Gram +, y una actividad sobre los tumores distinta dependiendo del tipo de sal metilica,
siendo en general la relacién entre la actividad antitumoral de los distintos grupos la siguiente:

[Pt CL]' > [Pd CL]* > [Os ClJ' > [Au ClJ*

Craciunescu y col. (1989) realizan un estudio de las actividades antiparasitarias "in
vivo"/"in vitro" frente a las cepas de Tripanosomas americanos y Tripanosomas africanos (7. cruzi,
T. gambiense, T. venezueliense), desplegadas por complejos catiénicos del Rh (IIl), de estructura
[Rh(L), CL,]* CI', donde L=derivado de tiazol y/o derivado de benzotiazol. Llegan a la conclusién que
los tripanosomas africanos son mds resistentes al tratamiento con este tipo de complejos que T. cruzi.

Los derivados de Rh(III) son antitumorales suaves o débiles presentando una excelente
actividad como antibacterianos en ensayos "in vitro" sobre Gram + (Craciunescu, 1983). Su mecanismo
de accién en eucariotas, dada su estructura, no es como intercalante del ADN sino que actiian sobre
determinadas enzimas mitocondriales como la GOT, GPT Y GDH (Cascales y col., 1982). Presentan
valores de DL, de aproximadamente 200 mg/Kg de peso, es decir, muy superiores al del cis-DDP,
y a los de otros antitumorales clisicos.

-Pég.111-




MATERIAL Y METODOS

2.- MATERIAL Y METODOS.

-Pég.112-




MATERIAL Y METODOS

2. MATERIAL Y METODOS.

2.A. Material blolégico.
2.A.1. Historia y procedencia de los parisitos utilizados.

La cepa de Leishmania donovani empleada en nuestras experiencias ha sido la LCR-
L133 (Leishmania Reference Center, Jerusalem). Procede de un caso humano de Krla-azar, aislado
en 1967 en la localidad de Begemder (Etiopia), siendo mantenida en nuestro laboratorio desde 1985
mediante pases quincenales en medio NNN a 28° C.

La cepa de Trypanosoma cruzi utilizada para los trabajos experimentales en la presente
Tesis es la cepa Maracay. Esta es de gran virulencia, aislada de un caso clinico en la Division de
Malariologia y Sanidad Ambiental de Maracay (Venezuela) y donada por el Dr. Zozaya en 1992,
siendo mantenida desde entonces mediante pases sucesivos en raton albino de la cepa BALB/C.

2.A.2. Cultive "in vitro" de los parisitos.

Para la realizacién de los ensayos descritos en la presente memoria se emplearon
formas promastigotas y amastigotas de L. donovani, y formas epimastigotas, lrypomastigotas

metaciclicas y amastigotas de T. cruzi.

La obiencidn de las formas amastigotas de L. donovani se describird posteriormente
(2.A.2.C.) al igual que la obtencién de las forrnas metaciclicas y amastigotes de T. cruzi (2.A.2.B.;
2.A2D.).

2.A.2.A. Cultivo de las formas epimastigotas de T. cruzi y
promastigotas de L. donovani.

El cultivo de las formas epimastigotas de T. cruzi y de las formas promastigoias de
L. donovani se realiza en medio de cultivo bifdsico y posteriormente se resiembran en un medio de
cultivo monofédsico como a continuacion se detalla.

El medio de cultivo bifdsico empleado, posee como fase sélida el medio de Nicolle,
Novi y MacNeal (NNN) (1908), y como fase liquida el medio MEM [20% V/V SBFI (Suero Bovino

Fetal Inactivado a 56° C durante 30 minutos)]. En este medio solidificado y estéril, se inoculan en su

superficie formas flageladas de T. cruzi y L. donovani.
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Una vez obtenidas las formas epimastigotas de T.cruzi y las promastigotas de L.

donovani, en el NNN; se ajusta el nimero de parisitos a 5x10° pardsitos/ml en un volimen

determinado; cultivindolos en medio de caltivo monofisico, que para L. donovani es el medio TC-199
(GIBCO) suplementado con un 30% de suero bovino fetal inactivado (SBFI), y para T.cruz es el
medio MTL (medio de tripanosoma liquido) (Ruiz-Pérez y col. 1986) suplementado con un 10% de
SBFIL

2.A.2.B. Cultivo de formas metaciclicas de T.cruzi.

Para la obtencion de estas formas utilizamos la metodologia descrita por Osuna y col.
(1979, 1990) y Adroher y col. (1985). El medio de cultivo empleado es el medio Grace (GIBCO)
suplementado con un 10% V/V de SBFI y 100 mEq/l de CINa.

Los cultivos se manticnen a 28° C y aproximadamente a los 9 dias el porcentaje de
formas metaciclicas obtenidas oscila entre un 70% y un 90%. La diferenciacién se comprueba por
visualizacién de los parasitos al microscopio de contraste de fase, recuento en cimara hemocitométrica
de Neubauer y tincién con solucién acuosa de Giemsa al 10% V/V previa fijacién de los parasitos con
metanol durante 30 segundos.

2.A.2.C. Obtencién "in vitro" y cultivo de formas amastigotes de L.

donovani.

Una vez que las formas promastigotas de L. donovani se encuentran en fase final de
crecimiento exponencial, y comprobado que existe un nimero elevado de formas promastigotas
metaciclicas, se centrifuga una alicuota del cultivo a 2000 rpm durante 10 minutos resuspendiendose
el botén en medio fresco TC-199 (GIECO)(30% SBFI). El cultivo se pasa a continuacion a estufa con
atmdsfera enriquecida al 5% de CO,, a 37 °C.

2.A.2.D. Obtencion "in vitro" y cultive de formas amastigotas de T. cruzi.

Una vez obtenidas las formas meiaciclicas del paréasito, segiin se indico anteriormente
(2.A.2.B.), el cultivo es centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos en centrifuga ALC (modelo
4226). Se retira el sobrenadante, resuspendiéndose en medio TC-199 fresco, y se colocan a 37° C, en
atmdésfera hiimeda enriquecida un 5% con CO,. A los 5 dias de cultivo a esta temperatura se
discriminan las formas méviles de las aflageladas, transvasando ¢l cuitivo a un frasco "Steriline" y

manteniéndolo a 37° C durante 24 h. Al cabo de este tiempo se retira el sobrenadante, y se afade
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medio TC-199 fresco al "pellet" que se obtiene, resuspendiéndolo y transvasindolo a un recipiente de
cultivo Fzlcon de 25 ml, manteniéndose estas formas aflageladas mientras sigamos cultivindolas a 37°
C

2.A.2.E. Obtencién de formas epimastigotas de T. cruzi a partir de
formas amastigotas del parisito obtenidas "in vitro".

Estas formas amastigotas cultivadas a 37° C, son purificadas en gradiente discontinuo
de Percoll siguiendo la técnica descrita por Castanys y col. en 1984. Las formas purificadas, son
transferidas a medio TC-199 sin suero e incubadas en ¢stufa a 28° C.

2.A.2.F. Obtencién de formas promastigotas de L. donovani a partir de
formas amastigotas del parisito obtenidas "in vitro",

Se siguié la metodologia indicada en el apartado anterior (2.A.2.E.).

2.A3. Purificaciin de formas metaciciclicas y amastigotas por
centrifugacién en gradiente discontinuo de densidad de Percoll.

Esta metodologia ha sido puesta a punto a través de ensayos experimentales realizados
por Castanys y col., 1984.

Mediante este procedimiento se han purificado de una parte fcrmas metaciclicas de
T. cruzi (obtenidas a partir de cultivos de formas epimastigotas) en medio Grace enriquecido un 10%
con SBFI; y de otra parte se han purificado formas amastigotas de T. cruzi y de L. donovani obtenidas
"in vitro", al objeto de discriminar éstas formas aflageladas de las formas méviles de las que proceden.

Esta purificacion se realizé en gradiente discontinuo de densidad de Percoll (Pharmacia
Fine Chemicals) isotonizado con sacarosa y ajustado a pH:7.4 con CIH 0.1 N.

La preparacién de estos gradientes se realizé usando una solucién "stock" de Percoll
isotonizado con sacarosa y ajustada a pH:7.4 por la adicion de CIH 0.1 N. Esto es, la solucién de

Percoll se preparé diluyendo 9 voliimenes de Percoll (densidad inicial 1.130 g/ml) con un volumen
de sacarosa 10x (2.5 M).
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Se prepararon 14 gradientes discontinuos, cada unc de 1.2 ml de voliimen:

1.150; 1.145; 1.140; 1.135; 1.130; 1.125; 1.120; 1.115; 1.110; 1.105; 1.100;
1.095; 1.090 y 1.060 g/ml.

Los paridsitos, resuspendidos en la solucién de Percoll de mayor densidad, son
colocados en el botdn de tubos de vidrio de 15 ml. Después de adicionar los gradientes, los tubos son
centrifugados a 250 g durante 30 minutos a 4° C en una centrifuga Beckman (Mod. J2-21M), siendo
el tiempo de aceleracion de 4 minutos y el tiempo de deceleracién 6 minutos.

Bandas de 0.75 ml son recogidas, transferidas a 10 ml de solucién de Hanks a 4° C
y centrifugadas a 200 g durante 10 minutos. Este iltimo tratamiento es repetido una vez mis a fin de
eliminar la solucién de Percoll.

2.A.4. Determinacién de la viabilidad de las formas amastigotas obtenidas "in

vitro",

La viabilidad de las formas amastigotas obtenidas se determiné mediante dos
procedimientos: tincién con naranja de acridina, y determinacion de la tasa de incorporacién de
Timidina [*H].

2.A4.A. Tincién con naranja de acridina.

Se utilizé naranja de acridina (EGA-CHEMIE, Steinheim/Albuch. Germany) a una
concentracion de 15 ug/ml disuelta en medio TC-199 (30% SBFI), la cual se incubé con las formas
amastigotas durante 15 minutos a 37° C, transcurrido este tiempo se centrifugé a 1500 g durante 15
minutos en una centrifuga ALC-4226. Posteriormente se tomd una muestra y se someti6 a recuento
en cimara hemocitométrica de Neubauer, utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus BH-2.
El colorante naranja de acridina tiiie de verde las formas viables, y de amarillo las no viables.

2.A.4.B. Determinacién de la incorporacién de Timidina [*H).

Se utilizé Timidina [3H] de actividad especifica 26 Ci/mM , incubindola con las
formas amastigotas durante 1 h a 37° C. Después de la incubacién las células fueron lavadas tres veces

con medio frio con una concentracién de Timidina 100 veces superior a la de Timidina [*H]. El
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"pellet" conteniendo los pardsitos fue tratado con Acido Tricloro Acético (TCA) (Merck) al 20%, y
después de filtrarse con membranas GFC (Wathman), el TCA fue lavado con metanol (y calentado a
70° C). El material radiactivo precipitable fue solubilizado en 0.1% de Lauril Sulfato Sédico (SDS)
y 0.1% de NaOH. La radiactividad fue medida en un contador de particulas f (BECKMAN, Palo Alto,
CA, USA). Se utiliz6 el liquido de centelleo descrito por Byefeld y col. (1966).

2.A.5. Estudio antigénico de las formas amastigotas de L. donovani
obtenidas "in vitro".

Las formas amastigotas de L. donovani, obtenidas "in vitro", fueron fijadas en acetona
a -20° C, probindose su antigenicidad frente a un suero obtenido de un caso humano de kala-azar en
la regién mediterrdnea espaiiola. El titulo para inmunofluorescencia indirecta fue de 1/200 frente a
formas promastigotas de Leishmania de la region. Para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta
se siguid la técnica descrita por Fritzler (1986). Tras realizar dicho ensayo los soportes celulares fueron
estudiados en un microscopio Zeiss bajo campo oscuro con limpara de mercurio HBO 200 como
fuente de luz. Como filtro excitador fue utilizado el B6-12 y el K-530 de barrera.

2.A.5. Mantenimiento de los tripanosomas en animales de experimentacion.

El mantenimiento de esta cepa de T. cruzi, se consigue mediante inoculaciones
intraperitoneales a ratones sanos, de sangre procedente de ratones infectados. Aproximadamente, a los
siete dias post-infeccion se toma una muestra de sangre de la cola de los ratones mezclindola en un
porta-objetos con solucién Alsever (Ruiz-Pérez, 1985) en proporcion 1:1 para impedir la coagulacion,
comprobidndose microscopicamente el estado de parasitacion del animal. Esta observacion resuita
imprescindible, pues debido al ciclo de vida de este protozoo parisito en su hospedador vertebrado,
el que el animal esté parasitado no presupone, necesariamente, la presencia de las formas
tripomastigotas en la sangre del hospedador.

De esta manera, se seleccionan los ratones infectados que presentan un nimero elevado
de formas tripomastigotas en sangre. Los ratones se anestesian con eter extrayéndoles el maximo de
sangre posible por puncion cardiaca con jeringa estéril. La sangre obtenida se diluye al 1:1 en solucién
Alsever y se inoculan de 0.5 a 0.8 ml de esta solucitn a cada uno de los ratones que se desee infectar,

procurando que el contenido sea de 5 x 10° tripanosomas/ratén, con el fin de que adquieran niveles

altos de parasitemia. La infeccion se practica sélo en ratones jovenes por poseer éstos mayor
predisposicion para ser parasitados que los ratones adultos. Asimismo se han utilizado ratones hembra
de la cepa Albino swiss, por haberse mostrado mis sensibles a la infeccién.
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Transcurridos siete dias post-inoculacidn, estos ratones son tratados de igual forma con
el fin de infectar otros nuevos aniraales, manteniéndose de este modo la cepa de T. cruzi.

Al objeto de evitar posibles infectaciones accidentales, al final de cada manipulacion
se esteriliza todo el material usado. El término medio de vida observado en los ratones, desde el
momento de la infeccion hasta el fallecimiento a causa de la tripanosomiasis, es de 22.4 dias,
observindose en el transcurso de la parasitacion pérdida paulatina de la movilidad, edema facial,
pérdida de pelo en la zona craneal, parilisis de los miembros posteriores y finaimente la muerte (Ruiz-
Pérez, 1985).

Los animales infectados s¢ mantienen apartados del resto de los animales sancs, asi
como de los posibles insectos hematofagos, con objeto de prevenir posibles infecciones del personal
del laboratorio y de los animales sanos.

2.A.7. Historia y procedencia de las distintas lineas celulares utilizadas en
el presente trabajo.

2.A.7.A. Células HelLa.

La linea celuiar HeLa (HELEN LANE), se establecié a partir de tumor de cervix uterino
de una mujer de raza negra, en Febrero de 1951, por Gey y col. Posteriormente, se diagnosticé este
tumnor como un adenocarcinoma (Jones y col., 1971). La linea que se empled en el presente trabajo
(HeLa 229), proviere de la anterior, pero con relativamente menos sensibilidad a polivirus (Hay y col.,
1988).

El medio de cultivo que recomicnda la ATCC® es el medio MEM (Eagle), con
solucion de aminodcidos no esenciales y Hank's BSS al 70%, 20% de suero humano, 10% de extracto
de levadura, y libre de antibioticos. En nuestro laboratorio se viene cultivando en el medio de cultivo
MEM.

Las células utilizadas en nuestras experiencias provienen de una cepa mantenida en

los laboratorios FLOW, y donadas a nuestro Centro por el Instituto de Investigaciones Citoldgicas de

Valencia en el aiio 1976, a partir de la cual sc mantienen en nuestro laboratorio.
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2.A.7.B. Células VERO.

La linea celular Vero se establecié a partir de fibroblastcs de rifién de mono verde
africano (Cercopithecus aetiops), por Yasumura y Kawakita (1963) (Hay y col. 1988).

En cuanto al medio de cultivo recomendado por la ATCC®, es el TC-199
suplementado con 5% de SBFI, medio empleado por nosotros junto al medio MEM anterior, que
también da excelentes resultados.

Como medio de congelacién seguimos las recomendaciones de la ATCC®, usando ¢l
medio MEM mds un 5% de Dimetilsulféxido (DMSO).

2.A.7.C. Macrifagos J-774A.1.

La linea de macréfagos J-774A.1, fue establecida por Ralph (Hay y col., 1988) del
SALK INSTITUTE de San Diego (USA), en 1968 y adaptada a cultivo a partir de un tumor de hembra
de raton BALB/c. Esta linea celular exhibe anticuerpos dependientes de fagocitosis y muestra
receptores para ganmaglobulinas y complemento.

El medio recomendado por la ATCC®, para su cultivo es el medio de Dulbecco
modificado con medio de Eagle 90% mas un 10% de SBFI, pero en nuestro laboratorio se viene
empleando RPMI 1640 (GIBCO®) con L-glutamina, enriquecido con un 10% (V/V) de Suero Bovino
Fetal Inactivado (SBF. SIGMA CHEMICAL). El pH del medio se ajusta a 7,2 y se estabiliza con
Hepes 1M.

2.A.7.D. Macrifagos RAW 264.7.

En cuanto a este tipo de macrifagos, la linea fue estabiecida por Raschke, en LA
JoLLA CANCER RESEARCH FOUNDATION, de La Jolla (USA) y obtenida del liquido ascitico de un tumor

provocado en una hembra de ratén tras la inyeccién intraperitoneal del virus Abelson de la leucemia

(A-MuLV). Al igual que en la linea de macréfagos anterior ésta tambien presenta en su superficie

receptores para ganmaglobulinas y complemento.
Como medio de cultivo y a pesar de las recomendaciones de la ATCC®, que aconseja

¢l mismo de Dulbecco modificado que en el caso de los macréfagos J-774A.1, se viene empleando
RPMI 1640 (GIBCO®) con L-glutamina, suplementado con un 10% de Suero Bovino Fetal Inactivado.
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2.A.1.E. Otras células utilizadas.

Se emplearon, macréfagos peritoneales de ratén albino (Swiss OF-1), obtenidos de
acuerdo con Diaz-Rivadeneyra (1993), colocindose en los frascos de cultivo y lavdndose pasadas 2
h, con lo que seleccionamos la poblacién de células adherentes (macréfagos mayoritariamente).

Como medio de cultivo se ha utilizado RPMI 1640 (GIBCO®) con L-glutamina (pH
~7,2).

2.A.8 Mantenimiento de las lineas celulares er: el laboratorio.

El mantenimiento de las lineas celulares empleadas en este trabajo se ha realizado de
acuerdo con lo indicado por Freshney (1989).

2,A9, Cultivo de los parisitos sobre células.

Los cultivos de las diferentes lineas celulares han sido realizados en frascos Roux
(NUNC) de 25 cm?® de 4rea o bien en placas de microtitulacién (NUNC), de fondo plano estériles,
especiales para el cultivo de tejidos. En éste (ltimo caso tras cortar a la medida de un recepticulo unos
cubre-objetos de vidrio borosilicado (Menzel-Glasser), una vez desengradasados se esterilizaron en
autoclave a 120° C durante 20 minutos. Los cubre objetos se colocaron en los pocillos de la placa de
microtitulacion con ayuda de unas pinzas estériles de punta fina. Una vez las células adheridas al
sustrato, fueron empleadas como fuente de estudio de infectividad o multiplicacién de los parasitos

tratados con los diferentes compuestos ensayados.

Para los estudios de infectividad de las formas metaciclicas obtenidas "in vitro" de T.

cruzi, se utilizaron células Vero.

Los estudios de infectividad de las formas promastigotas de L. donovani y de las
formas amastigotas obtenidas "in vitro", se han realizado utilizando macréfagos J-774A.1..

La relacién parasito-célula fue en todos los casos 1:1, salvo cuando se trabajé con
formas amastigotas obtenidas "in vitro" en cuyo caso la relacién fue 3:1.

Tanto los frascos Roux como las placas de microtitulacién son mantenidos cn el

incubador automitico de CO, (ASSAB), regulado a 37° C con una atmdsfera hiimeda enriquecida con
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el 5% de CO,, durante un periodo de interaccion de 6 horas. Transcurrido este tiempo se realizan 3
lavados con solucién de Hank a 37° C, al objeto de retirar los pardsitos que ro habian penetrado
comprobandose al microscopio de contraste de fase la ausencia de pardsitos extracelulares.

Tras el dltimo lavado, se afiade medio de cultivo (MEM suplementado con un 20%
de SBFI en el caso de las células HeLa o Vero; y RPMI suplementado con un 10% de SBFI en el caso
de las lineas celulares de origen linfoide).

Para interrumpir los cultivos, se retira el medio y con ayuda de unas pinzas se cogen
los cubre-objetos en los que estin adheridas las células, se lavan con solucién de Hank, se fijan con
metanol durante 30 segundos y finalmente se someten a tincién con Giemsa modificado (10%), durante
30 minutos.

Los cubre-objetos, una vez teiiidos y pegados a los porta-objetos, son preparados para
la observacién al microscopio dptico mediante el medio de montaje Depex.

2.B. Evaluacion "in vitro" de los compuestos de nueva sintesis frente a T. cruzi y L.

donovani,

Con el fin de evitar la dificultad de la utilizacién de un medio bifdsico a la hora de
proceder al estudio de la posible accién antiparasitaria de estos compuestos, se cultivaron los parésitos
en medio MTL en ¢l caso de T. cruzi, y en medio TC-199 en el caso de L. donovani (2.A.2.A.).

Después de tres pases en estos dos medios, utilizando siempre formas de los parasitos
procedentes de los cultivos en fase exponencial de crecimiento, se recogieron de los frascos de cultivo
y tras agitacion se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos. Una vez centrifugados, se incubaron
durante 12 horas a 28° C en un frasco de cultivo Steriling, sin retirarles tras esto el sobrenadante al
objeto de que los flagelados mds activos pasaran al mismo. Transcurrido este tiempo, ¢l sobrenadante
se centrifugd nuevamente a 3000 g durante 10 minutos; eliminando el sobrenadante de este iltimo

centrifugado, y adicionindole medio de cultivo nuevo. Se ajusté mediante recuento en cimara

hemocitométrica de Neubauer, el némero de parésitos a 10° por mililitro.
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2.B.1. Compuestos ensayados.

2.B.1.A. Complejos de Rh(III).
Todos los complejos de Rh(III) ensayados, son complejos octaédricos y catiénicos.

.~ Serie A:
Su estructura responde a la férmula [Rh™ (L), (Cl),]' CI', en donde los ligandos (L)
son medicamentos cldsicos antiparasitarios, los cuales se enlazan al Rh" a través de un dtomo de N:=»
mediante enlace coordinativo. A esta serie corresponden los siguientes complejos ensayados:

-Rh(III)-Benznidazole.
-Rh(1lI)-2-Cl-Benzothiazol.
-Rh(III)-Amodiaquine.
-Rh(1II)-Ketodipyridile.
-Rh(III)-Niridazole.
-Rh(III)-2-2"-Diquinoleina.
-Rh(III)-Mepacrine.
-Rh(1II)-Primaquine.
-Rh(III)-1,4-DAP.

~Serie B:
Su estructura responde a la f6rmula [Rh™ (L), (Br),]* Br, siendo (L) los ligandos. A
esta serie pertenecen los siguientes complejos ensayados:

-Rh(IIT)-Oxamniquine-Br.
-Rh(IIT)-Mepacrine-Br.
-Rh(III)-Praziquantel-Br.
-Rh(III)-Amodiaquine-Br.

~Serie C:

Su estructura corresponde a la férmula [Rh" (L),]°, siendo (L) un ligando ani6nico

bidentado derivado de alquil o acil ditiocarbamato o bien de acil o alquil xantato. A esta serie

pertenecen los dos compuestos siguientes:

-Rh(IIN)-Etilxantato.
-Rh(III)-Hexilxantato.
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2.B.1.B. Complejos de Rh(I).
Son compuesios de formula general [Rh' Br,)".

~Serie Ik
A csta serie pertenecen los des compuestos sigaientes ensayados:

-Ra(I)-COD-5,7-Dibromoxine.
-Rh(I)-COD-Mepacrine.

Siendo COD las siglas del 1,5 Ciclooctadieno.

2.B.1.C. Complejos de Ir(l).
Son compuestos de férmula general [Ir';]* 2 X; siendo X el monoani6n
correspondiente en cada caso. Son complejos organometélicos dinucleares y dicatiénicos. Algunos de
ellos llevan el ligando diolefinico 1,5 ciclooctadieno (C; H;,) , que se ha indicado con las siglas COD.

.~Serie E:
A esta serie pertenecen los siguientes compuestos:

-I(I)-COD-Pyrolidinditiocarbamato.
-Ir(I)-COD-5,7-Dibromoxine.
-Ir(I)-Pentamidine-Benzylorange.
-Ir(I)-COD-Primaquine-Ethylfumarato.
-Ir(I)-COD-5,7-Dibromoxine.
-Ir(1)-COD-n-heptylthiocarboxylato.
-Ir(I)-COD-Pentamidine-Methylorange.

2.B.1.D. Complejos de Ir(IlI).
Su estructura general es [If" (L), (X),]' X;; siendo X=CI' o Br, y L diferentes
medicamentos cldsicos, organicos, antimaldricos, antilepra eic. Se treata de complejos octaédricos y
catiénicos, en donde los ligandos enlazan con el In(III} a través de un dtomo N:= que da enlace

coordinativo.
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.~ Serie F:
A esta serie pertenecen los siguientes compuestos ensayados:

-Ir(Ii)-Isobutilxantato.
-Ir(111)-4-Carboxypirolidinditiocarbamato.
-Ir(11I)-2 Amino 4,5 Dimetiltiazoldtc.
-Ir(1IT)-Mepacrine.

-Ir(1lI)-Benznidazole.

-Ir(IIT)-Primaquine.
-Ir(1lI)-2-Amino-4-ClBenznidazolditiocarbamnato.
-Ir(III)-Pyrolidincarboxylate.
-Ir(III)-Ethylxantato.

-Ir(IlI)-Mefloquine.

-Ir(1lI)-Amodiaquine.

-Ir(1II)-Lepidine.

2.B.1.E.- Complejos de Ir(1V).
Se trata de sales complejas del anién [Ir" Clg]* de estructura general {Ir"" Cl¢] (LH,),
en donde LH” es la estilbamidina diprotonada 6 LH el Benznidazole monoprotonado (RO).

.~ Serie G:

A esta serie pertenecen los dos siguientes complejos ensayados:

-Ir(IV)-Cl-Stilbamidina.
-If(IV)-RO.

2.B.1.F.- Complejos de Pt(II).

Son complejos de estructura general Cis-Pt" (L) (Cl),, siendo (L) el ligando. Se trata

de complejos cuadrado-planos de simetria molecular "cis", en donde un dtomo de N del ligando (L)
estd enlazado por un enlace coordinativo con el Py(II). Se trata de un complejo neutro del Pi(II).
.~ Serie H:

A esta serie pertenecen los siguientes complejos ensayados:

-Pt(II)-Berenile.
-Py(1I)-Br-RO.
-Pt(II)-Phemolrot.
-Pt(I1)-Oxamniquina.
-Pt(Ii)-DAP-SSHS.
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2.B.1.G. Complejos del Pt(IV).
Son sales complejas de férmula general [Pt" Brg)* (LH*),, en donde LH" es el ligando

monoprotonado.

- Serie [:
A esta serie pertenecen los tres complejos siguientes ensayados:

-PYIV)-Br-Berenile.

-PY(IV)-Br-RO.
-PY(1V)-Br-Metamidium.

2.B.1.H. Complejos de Ru(lIII).

Son complejos de estructura general [Ru™

Cl, (L),] (LH)"; es decir que contienen un
complejo aniénico y octaédrico del Rh (III) y un ligando monoprotonado que hace el balance de carga.

Todos los ligandos (L) se unen al Ru(III) a través de un enlace dador N:= (enlace coordinativo).

. Serie J:
A csta serie pertenecen los siguientes complejos ensayados:

-Ru(1lI)-Benzimidazol.
-Ru(lII)-4-Nitrotiazol.
-Ru(lII)-Ketoconazole.
-Ru(III)-Berenile.
-Ru(I1T)-Benzotiazol.
-Ru(III)-Ciclohexyl-Thiocarboxilate.
-Ru(1Il)-2-Amino-Benzothiazol.
-Ru(I1I)-Primaquine.
-Ru(III)-Thiazol.
-Ru(lI)-2,4-Dinitrotiazol.
-Ru(III)-4-Nitroimidazol.
-Ru(1I)-Imidazol.
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2.B.1.1. Complejos del Os (III).
Son complejos neutros y octaédricos del Os(III) de estructura general [Os™ (L),]°,
siendo (L) el ligando anidnico bidentado derivado del aiquil o acil ditiocarbamato o bien del acil o

alquil xantato.

+~ Serie K:
A esta serie pertenecen los siguientes complejos del Os(IIT) ensayados:

-Os(11I)-2,4-Dinitroimidazolditiocarbamato.
-Os(III)-2-Nitroimidazolditiocarbamato.
-Os(1II)-Piperazin.
-Os(1il)-Morfolinditiocarbamato.
-Os(III)-2-Ridroxiethilpirolidinditiocarbamato.
-Os(III)-Anilinditiocarbamato.
-Os(III)-2-Amino-6-BrBenzotiazolditiocarbamato.
-Os(1II)-5-Carboxypyrolidinditiocarbamato.
-Os(1II)-2,5-Dimetil-Anilinditiocarbamato.
-Os(I1I)-4-Nitroimidazol.
-Os(11I)-Benzimidazolditiocarbamato.
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2.B.1.J. Derivados Acridinicos.
Se ensayo la accion de 15 derivados acridinicos tanto frente a las formas epimastigotes
de T. cruzi como frente a formas promastigotes de L. donovani. La estructura y nombre dado a estos
ompuestos los siguiente: : '
comp son los siguiente. § —C,H;

BG-203

ND_S—(CHz)zN (c;Hs)zHCI Mi

=2 BG444

O-s—emms—O |

n=8 BG451
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2,B.2, Ensayo de los compuestos,
Disolucién de los compuestos.

Como disolvente de los diferentes compuestos utilizados, se utilizé Dimetilsulféxido
(DMSO), a la concentracién final en el medio de cultivo de 0.1% (v/v).
La solucién madre para las posteriores diluciones de los compuestos, fue de 2 mg/ml.

2.B.2.A. Tratamiento "in vitro" con los compuestos de las diferentes
formas de T. cruzi y L. donovani.

Para la realizacion de estas experiencias se utilizaron concentraciones de 1, 10 y 100
pg/ml. Aquellos compuestos que mostraron actividad elevada a 1 ug/ml fueron ensayados a las
concentraciones de 0.1, 0.01 y 0.001 ug/ml. Para cada concentracion se efectuaron tres réplicas, con
un control con la maxima concentracién de disolvente para cada réplica, con objeto de comprobar que

la concentracion de DMSO empleada no alteraba el crecimiento y movilidad de los parisitos.

Los ensayos se realizaron en cultivos de epimastigotes, amastigotes y
trypomastigotes metacicliclicos de 7. cruzi y en cultivos de amastigotes y promastigotes de L.

donovani, utilizando como soporte placas de microtitulacion de fondo plano (NUNC), mantenidas

durante 24, 48 y 72 h a 28° C, en atmdsfera hiimeda enriquecida un 5% con CO,.

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 procedio al calculo de los porcentajes de inhibicion del crecimiento en relacién al nimero
de flagelados existentes en los controles, para lo cual se aplicé la siguiente formula:

Tc-Tp
%l.C= — 100, siendo:
Te

-%I.C = Porcentaje de inhibicion del crecimiento para cada periodo de tiempo
y para cada dosis del producto ensayado.

-Tc= Niimero de parésitos por ml existentes en los pocillos control.

-Tp= Niimero medio de parisitos por ml correspondiente a los diferentes
productos ensayados y sus respectivas dosis.
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2,B.2.B. Ensayos de citotoxicidad.

Los ensayos de citotoxicidad se han realizado frente a células HelLa y Vero, y
macréfagos RAW 264.7 y J-774A.1. Para determinar la viabilidad celular se utiliz6 ia tincién con el
colorante vital Azul Tripdn.

2,B.2.B.1, Siembra de células en placas de microtitulacién.

Partiendo de cultivos celulares en monocapa, se procedi6 a la separacion de estas
células de su soporte mediante solucién EDTA-Trypsina (Diaz, 1993), pasindose a frascos de fondo
conico de 25 ml de capacidad (STERILING). Seguidamente, se¢ centrifugaron a 1500 rpm durante S
minutos, retirindose el medio de cuitivo y adicionindose solucién de Hank hasta tener una
concentraci6n final de 10° células /ml.

Utilizando una micropipeta, se distribuy6 esta suspension celular a raz6n de 100 ul por
cada pocillo, pasindose a un incubador automidtico con atmdsfera hiimeda y enriquecida con el 5%
de CO, durante 2 horas. Posteriormente, se retiré el medio de mantenimiento y se adiciond el medio
fresco correspondiente (2.A.7.) con el producto cuyo efecto pretendiamos conocer a la concentracién

determinada previamente en funcién de su efectividad sobre las formas del pardsito.

2.B.2.B.2. Tincién de células con Azul Trypan.

Transcurrido el tiempo previsto para el desarrollo de la experiencia en cuestion, se

procedié a teiiir las células con una solucién de azul-trypan (SIGMA) al 0.1% (P/V) en PBS,

previamente filtrado por membranas de filtracion (Sartorius) de un tamaiio de poro de 0.45 um.
Se cuantificd el nimero de células teiiidas y se calculd la relacidn de éstas con arreglo
a un control de células cuyo medio no contenia los compuestos seleccionados.

2.B.2.B3. Tincién de las céluias infectadas.

Las células fueron teiiidas con Giemsa al 10% en tampén fosfato (pH:7.2). Una vez
completamente seca la tincion, se recubre toda la preparacion con D.P.X. y se monta en portas
desengrasados. Antes de observar las preparaciones y con la finalidad de que estas no se estropeen,
es necesario que el medio de montaje endurezca.
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2.B.2.B.4. Tratamiento de células HeLa y macréfagos J-774A.1
parasitados con los diferentes compuestos estudiados.

Las células HeLa y los macréfagos J-774 infectados con formas metaciclicas de T.
cruzi y promastigotas de L. donovani tal y como anteriormente se detallé (2.A.9.), se pusieron en
contacto durante 24, 48 y 72 horas con los compuestos utilizando en todos los casos concentraciones
inferiores a las mostradas como citotdxicas para las lineas celulares estudiadas.

Para cada concentraci6n se dispuso de tres lotes con tres microrecepticulos para cada
lote, repitiéndose la experiencia 4 veces. Para cada réplica se emple6 un lote control conteniendo
células y macréfagos infectados y en el medio de cultivo la concentracién mixima de disolvente
empleado.

Las placas de microtitulacién conteniendo las células parasitadas se incubaron a 37°
C en una atmosfera enriquecida con un 5% de CO,.

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se retiré el medio y se procedi6 a lavar
los soportes celulares con solucién de Hank, y a fijarlos con metanol durante 30 segundos estudiindose
bajo microscopia el niimero de amastigotes intracelulares y la proporcion de células infectadas en cada
cultivo tratado.

2.B.2.B.5. Tratamiento con los compuestos estudiados de las formas
promastigotas de L. donovani y metaciclicas de T. cruz, antes de
la infeccién.

Ambas formas del ciclo de vida de ambos pardsitos, fueron pretratadas con los
compuestos seleccionados durante dos horas. Las dosis ensayadas fueron 100, 10 y 1 ug/ml; y tras el
pretratamiento se procedié a la infeccion de macréfagos J-774A.1 en el caso de L. donovani, y de

células HeLa en el caso de T. cruzi, siguiendo el procedimiento indicado con anterioridad (2.A.9.). El

efecio que ejercian los compuestos seleccionados en la capacidad de interiorizacién de los parisitos
se determiné siguiendo el procedimiento indicado en el apartado anterior (2.B.2.B.4.).
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2.B.2,B.6. Tratamiento “on los compuestos estudiados de los macréfagos
J-T74A.1 y de las células HeLa, anteriormente a la infeccién por
L. donovani y T. cruzi respectivamente.

Tanto los macréfagos J-774A.1 como las células HeLa, fueron pretratados durante dos
horas con désis de los compuestos que no mostraban citotoxicidad en este intervalo de tiempo. A
continuacién se procedié a la infeccion con formas promastigotas de L. donovani de los macréfagos
J-774A.1, y con formas metaciclicas de 7. cruzi las células HeLa (siguiendo lo indicado en el apartado
2.A.9.). La accién que estos compuestos ejercian sobre la capacidad de interiorizacion de los parisitos
se determind tal y como se indicé en el apartado 2.B.2.B.4.

2.B.2.B.7. Estudio de Ia accién de los compuestos sobre los niveles de
incorporacién de Timidina [’H], Uridina [’H] y Leucina [*H].

Para estos estudios se tomaron cultivos de formas promastigotas de L. donovani y
epimastigotas de T. cruzi en fase exponencial de crecimiento. El niimero de parasitos fué en todos los

casos de 1 x 10° por mililitro. El voldmen total de estos cultivos se dividié en tres lotes a los que se

les adiciond respectivamente 5 uCi de Timidina-6-[’H] (actividad especifica 26-30 Ci/mmol); Uridina-
5-[*H] (actividad especifica 25-30 Ci/mmol) y Leucina-4.5-[*H] (actividad especifica 35-70 Ci/mmol)

por ml de medio de cultivo. Todos estos radiotrazadores fueron suministrados por Radiochemical
Center UK.

El tiempo de incubacién con los is6topos 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 afiadid la concentracion maxima de disolvente (DMSO al 0.1% v/v) y los otros dos como lotes
problema, a les que se adicionaron respectivamente 50 y 100 ug de producto ensayado por mi de
medio de cultivo. Todos los lotes se incubaron a 28° C durante 135 minutos, al cabo de los cuales se
tomaron las alicuotas de cada cultivo en intervalos de 45 minutos, a partir de la adicién del producto.

Las muestras se tomaron con una micropipeta automatica y lavadas repetidas veces
con PBS mediante centrifugacién a 7000 g durante 3 minutos en una microfuga (Beckman),
adicionando en el dltimo lavado PBS-Albiimina (Mesa Valle, 1991), a una concentracién final de 0.3
mg/ml. Tras una agitacién leve se agrego dcido tricloroacético (TCA) al 10% V/V, a fin de precipitar
las proteinas del parasito, incubando seguidamente durante 2 horas a 4° C. Una vez transcurrido este
tiempo, las muestras tratadas se filtraron en un equipo de filtracién miltiple Millipore, a través de
filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio. A continuaci6n, los filtros se lavaron haciéndoies pasar 10
ml de TCA al 5% v/v frio.
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Una vez lavados, los filtros se secaron mediante una limpara de infrarrojos durante
15 minutos, facilitando de esta manera la evaporacién del TCA.

Una vez secados los filtros se introdujeron en viales de centelleo, con 4 ml de liquido
dz centelleo (Byefeld y col., 1966). Tras una agitacién durante 30 segundos de cada uno de los tubos,
se midieron en un contador de centelleo liquido para particulas Beta, (Beckman, Palo Alto, CA,
USA).

2.C. Ensayos bioquimicos.

Se partié de alicuotas de 3 ml de cultivos de formas promastigotas de L. donovani y
de formas epimastigotas de T. cruzi, ambas en fase de crecimiento exponencial y con una
concentracién celular de 1 x 10° flagelados/ml.

Los compuestos fueron aiiadidos a los cultivos a la désis de 0.5 ug/ml (con excepcion
de los cultivos que sirvieron de controles y a los que no se les afiadieron los compuestos a ensayar),
incubdndose durante 48 h a 28° C (en atmdsfera himeda y con un 5% de CO,).

Después de este tiempo las alicuotas de 3 ml procedentes de estos cultivos fueron
centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos (en centrifuga ALC 1224), recolectindose los
sobrenadantes para su anlisis mediante espectroscopia ['H] RMN y métodos enziméticos, estudidndose
cualitativa y cuantitativamente los metabolitos producidos por los pardsitos. También se sometié a

estudios de ['H] Resonancia Magnética Nuclear (RMN) a los medios de cultivo de formas amastigotas

de ambos parisitos obtenidas "in vitro" siguiendo el procedimiento ya descrito (2.A.2.C. y 2.A.2.D.).
A los sobrenadantes de estos cultivos se les determin6 el pH en un pHmetro (CRISON) micropH-2001.

El botén obtenido de la centrifugacién indicada anteriormente y libre de medio fue
homogeneizado en ultraturrax, en tampon sacarosa 0.25 M, pH 7.4, utilizindose para los ensayos

enzimaticos.
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2.C.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear ['H].

Los espectros de RMN ['H] fueron obtenidos mediante un aparato Bruker AM-300
operando a 300,13 MHz en protones, y manteniéndose la temperatura a 27° C. Se utilizaron pulsos
técnicos y transformada de Fourier, con 90° de pulso y un espectro de 3287.5 Hz.

Se utilizé presaturacién para eliminar el H,0, irradiando a la frecuencia del agua
durante 2,5 s y a intervalos de pulso de 7,5 s; acumulando 160 FIDs y multiplicando el total
exponencialmente con un acumulado de 0.2 después de aplicar la transformada. Los resultados se

expresan en partes por millén (ppm).

2.C.2. Identificacién de los metabolitos.

Las resonancias de los metabolitos fueron determinadas por adicion de los compuestos
puros y realizando andlisis comparativo. Las curvas fueron construidas por adicién de los compuestos
a los medios de cultivo, siendo linear en un rango de 0-20 mM. Todos los coeficientes de correlacion
fueron mayores a 0.98. La cuantificacién de los metabolitos fue ensayada bioquimicamente como
describe Bergmeyer (1988).

2.C.2.A. Determinacion de metabolitos.

Se realizaron determinaciones de Piruvato, Acetato, Succinato, Etanol y Lactato; a
partir de homogeneizados de los pardsitos obtenidos tal y como se indicd con anterioridad.
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2.C.2.A.1. Determinacién de Piruvato,

Se sigui6 la técnica descrita por Bergmeyer (1988).

Principio:

enolasa’

PEP + H,0

Piruvato Kinasa™
ADP + PEP -+ ATP + Piruvato

Lactato Deshidrogenasa’™
Piruvato + NADH + H* — Lactato + NAD*

* 2-Phospho-D-glycerfate hidro-lyase, EC 4.2.1.11.
** ATP: pyruvate 2-O-phosphotransferase, EC 2.7.1.40.
#** L-Lactatc: NAD oxidoreductase, EC 1.1.1.27.

Reactivos:

-Tampén Trietanolamina (0.5 M; pH 7.6; 5 mM EDTA):
Se disuelven 23.3 g de trietanolamina hidroclorhidrica en 200 ml de agua destilada,
y se afiaden 0.47 g de EDTA-Na,H, 2H,0, ajustando el pH a 7.6 con solucién 2 N de NaOH (20 ml)
y diluida a 250 ml con agua destilada.

-NADH 6 mM:
Se disuelven 10 mg de NADH-Na, en 2 ml de agua destilada.

-Lactato deshidrogenasa, LDH (0.5 mg proiein/ml):

Procedimiento:

Tras mezclar 400 ul de muestra, 600 4l de tampén trietanolamina y 20 ul de NADH,
se lee la absorbancia a una longitud de onda de 360 nm, a los 5, 10 y 15 minutos. (E,)
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Se afiaden 10 ul de LDH, y se lee a la misma a la misma longitud de onda(360 nm),
a los 15, 20 y 25 minutos. (E,)

Cilculo:
El . E'\) = E

i

Resultado = 0.39 x E x 1/Vol gmol/ml.

2.C.2.A.2. Determinacién de Acetato.

Principio:

Acetato Kinasa’
CH,COOH + ATP — CH,COOPO.H, + ADP

CH,COOPO,H, + H,NOH — CH,CONHOH + H,PO,

* Acetato Kinasa (ATP: acetato fosfotransferasa, EC 2.7.2.1).

Reactivos:

-Solucién "standard" de acetato (10 mM):
Se disuelven 136 mg de acetato sédico 3 H,O en agua destilada y se lleva a 100 mi.

-Tampon (0.1 M; pH 7.4):
Se disuelven 1.85 g de trietanolamina hidroclorhidrica y 0.4g de MgCl, 6H,0 en 80
ml de agua destilada, y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 4 N diluido en 100 m! de agua destilada.

-ATP (84 mM):
Se disuelve 1 g de ATP-Na,H, 3 H,0 en 20 ml de solucién al 5% de NaHCO,.

-Hydroxilamina (4 M):
Se disuelven 14 g de hydroxilamina en 50 ml de agua destilada. Justamente antes de
usar se neutraliza con igual volimen de NaOH 4 N.
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-Acido Tricloroacético (0.6 M):

Se disuelven 2 g de dcido tricloroacético en 20 ml de agua destilada.

-Cloruro Férrico (60 mM):
Se disuelven 1.66 g de cloruro férrico en 10 mililitros de HCI, y se diluye con agua
destilada hasta 100 ml.

-Acido Perclérico (5.8 N):
Se diluyen 50 ml de 4cido perclorico con 50 ml de agua destilada fria.

-Acetato kinasa (5 mg protein./ml):
Es necesario diluir la suspension stock en solucién 3.2 M de sulfato aménico.
Procedimiento:
Tras mezclar 0.50 ml de tampén, 0.20 ml de ATP, 0.20 ml de solucién de
Hydroxilamina neutralizada, 20 pl de Acetatoquinasa (AK) y 100 ul de muestra en el standard de la

solucion de acetato, se incuba durante 30 minutos.

Se agrega 1 ml de 4cido tricloroacético y 4 ml de solucion de FeCl,, centrifugindose

a continuacion a 12000 rpm (microfuga BECKMAN), y se recoge el sobrenadante. Se realiza la

medida en un espectrofotémetro, leyendo a una longitud de onda de 492 nm, frente a un blanco con
muestra pero sin AK.

Cilculos:

E, = cueficiente de extincién de la muestra.
E, = coeficiente de extincion standard.

E, x 1/vol
¢= —————umol/ml x 60 = resultado mg/ml
E,
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2.C.2.A3. Determinacién de Succinato.

Principio:

Succinato Tiokinasa’
Succinato-ATP-CoA -+ Succinil-Coa-Pi + ADP

Piruvato Kinasa"
ADP + PEP ATP + Piruvato

Lactato Deshidrogenasa”"’
Piruvato + NADH + H* L-Lactato + NAD*

* Succinato tiokinasa, STK (Succinato: CoA ligasa, ADP-forming, EC 6.2.1.5).
**Piruvato kinasa, PK (ATP: piruvato 2-O-Fosfotransferasa, EC 2.7.1.40).
***Lactato deshidrogenasa, LDH (L-Lactato: NAD oxidoreductasa, EC 1.1.1.27).

Reactives:

-Tamp6n trietanolamina MgCl, EDTA (50 mM de trietanolamina; 10 mM de MgCl,;
5 mM de EDTA; pH 7,4):

Se disuelven 9.3 g de triethanolamine hydrochloride, 2.0 g de MgCl, 6 H,Oy 1.9 g
de EDTA-Na,H, 2 H,0 en agua, ajustando el pH a 7.4 con KOH 1 N, y llevando a 1000 ml con agua
destilada.

-NADH (2.4 mM):

Sc disuelven 4 mg de NADH-Na, en 2 ml de tamp6n trietanolamina a pH 8.2 [este
se obtiene de mezclar trietanolamina 0.2 M con HK,CO, 2.3 M (1 g de trietanolamina y 8 g de K,CO,
en 25 ml de agua, y a pH 8.2)].

-Mezcla coenzimitica (SmM de CoA; 10 mM de ATP; 50 mM de PEP): Se disuelven
8 mg de Coa; 12 mg de ATP y 50 mg de PEP en 2 ml de agua, y se ajusta el pH a 6.0.

-Lactato deshidrogenasa/piruvato kinasa (1 mg/m! de cada una).

-Succinato tiokinasa (0.6 mg/ml; aproximadamente 21 U/ml).
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Procedimiento;

Se mezclan 840 ul de tampén trietanolamina, 25 ul de mezcla coenzimitica, 25 ul de
NADH y 5 ul de LDH/PK; se ley6 en un espectrofotémetro frente a agua, a una longitud de onda de
340 nm. De este modo obtenemos el valor E,.

Se agregan a continuacién 5 ul y se lee bajo las mismas condiciones anteriores,
obteniéndose el valor E,.

Calculos:

Emuestra - blanco =

E x 179.8 x 1/vol = Concentracién ug/ml.

2.C.2.A 4. Determinacién de Etanol,
Principio:

ADH’
Etanol + NAD"* ;

—* Acetaldehido + NADH + H*

*ADH, Alcohol Deshidrogenasa, Alcohol: NADP(P) oxidoreductase, EC 1.1.1.2

Reactivos:

-Tampén (75 mM tampén pirofosfato, PH 8.7, 75 mM semicarbazida; 21 mM de
glicina):

Se disuelven en 250 ml de agua destilada 10 g de Na,P,0, 10H,0 + 2.5 g de

semicarbazida-HCl + 0.5 g de glicina; ajustindose el pH a 8.7 con 5 ml de KOH 4N, y se lleva a 300
ml con agua destilada.

-NAD (24 mM):

Se disuclven 50 mg en 1 ml de agua destilada.
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-Alcohol deshidrogenasa, ADH (30 mg de proteina/ml).

Procedimiento:
Se mezclan 860 ul de tampén, 30 4l de NAD, 100 ul de muestra, y se lee frente al
blanco a 340 nm de longitud de onda en un espectrofotémetro Spectronic 3000 Array (MILTON ROY)
(E,). Para el blanco se utiliza agua hasta 1 ml.

Se agregan 8 ul de ADH, se mezclan y se incuba a 37° C durante 70 minutos. A
continuacién se lee en el espectrofotémetro bajo las mismas condiciones anteriores (Ey).

Calculos:

E = Ez = El
E x 122.9 x 1/vol = concentracién ug/ml.

2.C.2.A.6. Determinacién de L-(+)-Lactato,

Principio:

L-(+)-Lactato + NAD* = Piruvato + NADH + H*

*LDH, Lactato Deshidrogenasa, L-Lactato: NAD oxidoreductasa, EC 1.1.1.27.

Reactivos:

-Tampén hydrazina/glicina (0.4 M hydrazina; 0.5 M de glicina; pH 9.0): Se disuelven
11.4 g de glicina y 25 ml de hidrato de hydrazina en 200 ml de agua, pH 9.0, llevindose con agua
a 300 ml.

-NAD (40 mM): Se disuelven 150 mg de NAD en 5 ml de agua.
-Acido Percidrico (1 N):
Se disuelven 12.8 ml de HCIO, EN 150 ml de agua.
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-Lactato deshidrogenasa, LDH (5 mg/ml).

Procedimiento:

Se mezclan 75 ul de tampdn, 60 ul de NAD, 100 ul de muestra y 60 ul de dcido
percldrico. Se lee frente al aire a 340 nm (E,). Se afiaden a continuacién 6 ul de LDH, y se incuba a
37° C durante 30 minutos, leyéndose bajo las mismas condiciones anteriores (E,).

Cilculos:

ES=E2'E1

Ej blanco sin muestra

E= Es L EB

E x 0.211 x 1/vol = concentracién mg/ml.

2.C.3. Determinacion de actividades enzimiticas.

2.C.3.A. Determinacién de la actividad Piruvato Kinasa.

Principio:

PK’ (Mg2*, K")
PEP + ADP ? Piruvato + ATF

Piruvato + NADH + H' — L-lactato + NAD

*Piruvato Kinasa, PK, ATP: piruvaio 2-O-Fosfotransferasa, EC 2.7.1.40
**Lactato Deshidrogenasa, LDH, L-lactato: NAD oxidoreductasa, EC 1.1.1.27

-Pég.142-




MATERIAL Y METODOS
Reactivos:
Todas las soluciones se realizan utilizando H,0 purificada (MiliQ).
-Tampdn Tris (1 mol/l; pH 8.0):
Se disuelven 12.1 g de Tris y 186 mg de EDTA-Na,H, 2H,0 en 75 ml de agua,

ajustindose a pH 8.0 con HC), llevéindose a 100 ml con agua.

-MgCl, (100 mmoi/l):
Se disuelven 2.033 g de MgCl, 6H,0 en 100 ml de agua.

-KClI (1 mol/l):
Se disuelven 7.456 g de KCl en 100 ml de agua.

-NADH (2 mmol/l):
Se disuelven 14.2 mg de NADH en 10 ml de solucién NaHCO,.

-Lactato deshidrogenasa, LDH (60 kUA).

-ADP (30 mmol/l):

Se disuelven 70.7 mg de ADP-Na, en 5 ml de agua, ajustindose a pH 7.0 con KOH,

-Fosfoenolpiruvato (PEP) (50 mmol/1):
Se disuelven 103.1 mg de PEP-K en 10 ml de agua.
Procedimiento:
Sc mezclan 100 4l de cada uno de los siguientes componentes: tampén, KCI, MgCl,,
NADH y LDH; a esto se aiiaden 50 4l de ADP, 250 ul de agua y 100 ul de muestra. En el caso del
blanco no se afiade ADP, afiadiéndose por tanto 300 ul de agua.

La mezcla anterior se incuba a 37° C durante 10 minutos.

A continuacion se afiaden 100 ul de PEP y se mide en un aparato Spectronic 3000
Array (MILTON ROY), a la longitud de onda de 540 nm.
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2.C3.B. Determinacién de la actividad Succinato Deshidrogenasa.

Se ha determinado mediante el método espectrofotométrico de reduccién que
experimenta el ferricianuro potdsico cuando el enzima realiza su cometido.

Se han ensayado cantidades variables de succinato y muestra, asi como
concentraciones diferentes de ferricianuro, a fin de encontrar la mezcla de reaccién idénea. También
se ajusta el pH 6ptimo de la enzima, dando un pH Gptimo con tris-(hidroximetil)-aminometano pH 8.5.

La mezcla final de reaccion estd formada por:

-Tris buffer pH 8.5................... 0.75 ml.
-Ferricianuro K* 0.01 M........... 0.10 ml.
-Succinato Na* 0.01 M............. 0.30 ml.
-Muestra

-Agua destilada cs.p................ 3.00 ml.

La reaccién es ripida y la lectura se llevé a cabo en un espectrofotémetro
(BECKMAN) a 410 nm frente a un blanco de agua.

La actividad especifica SDH se expresa en micromoles de sustrato consumido/mg de

proteinas en un minuto. El sustrato consumido se calcula por estrapolacion en una grifica patrén de

ferricianuro, teniendo presente que se van a reducir 2 moles de ferricianuro por cada mol de succinico
que se oxide (Kmetec, 1966; Fortis y col., 1982).

2.C3.C. Determinacién de la actividad Malato Deshidrogenasa.

Principio:

Malato + NAD* - — Oxalacetato + NADH + H*
Reactivos:

El agua utilizada estd purificada en un aparato MiliQ.

-Tampén fosfato 0.1 mol/l, a pH 7.5.

-Acido oxalacético 2 mg/ml (en tampén fosfato).
-NADH (Sal sédica) (Boehringer Manheim) (10 mg/ml) en tampén fosfato.
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-Enzima malato-deshidrogenasa, 0.2 mmol/l, en tampén fosfato.
Procedimiento:
Sobre una cubeta de espectrofotémetro, se vierten 3 ml de tampén fosfato, a los que
se afiaden 100 4 de la solucién de oxalacetato, mds 50 #l de NADH. Finalmente, se afiaden 20 4l de

enzima y se agita durante 30 segundos, midiéndose a 339 am y a 25° C. Se realizan 60 ciclos de
medida durante 15 minutcs.

2.D. Estudios a microscopia electrénica.

2.D.1. Microscopia electrénica de transmisién,

Para observar las posibles alteraciones sufridas por los parisitos y células al ser
tratados con los compuestos seleccionados, se procesaron muestras de los mismos en contacto con
aquellas moléculas que habian mostrado elevada actividad "in vitro" y ademds no inducian alta
citotoxicidad. Estos mismos compuestos fueron seleccionados para los posteriores ensayos "in vivo",

La concentracién empleada frente a los parésitos fue de 10 ug/ml y el tiempo de
interaccién vari6 entre 8 y 12 horas, dependiendo de la actividad demostrada.

Los efectos de los distintos compuestos seleccionados frente a c€lulas, se hicieron

frente a células HeLa. Estas células fueron tratadas durante 6 h con una concentracion de compuesto
de 10 ug/ml, disuelto en medio de cultivo MEM (10% SBFI). Al cabo de este tiempo, se les retird el
medio de cultivo, y se despegaron utilizando una espitula de goma (Robber Policeman). A
continuacion se continué con el procedimiento de preparacion de muestras para microscopia electrénica

de transmisidn,
Los compuestos utilizados fueron los siguientes:

-Rh™-Ethylxantato.
-Ethylxantato de K*.
-BG-203.

-BG-237.

-BG-289.
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El protocolo seguido para la microscopia electrénica de transmisién fue el siguiente:

La fijacién de la muestra se lleva a cabo con glutaraidehido al 2.5 % en tamp6n
cacodilato/CIH 0.1 M sacarosa 0.1 M, ajustdndose el pH a 7.2, tal como recomiendan Brun y col.
(1981).

Los parisitos se centrifugan y el botn resultante se resuspende en la solucién de
glutaraldehido, centrifugindose de nuevo. La muestra se mantiene en fijador a 4° C durante un minimo
de 12 horas y un méximo de 24 horas. Una vez fijados se sometieron a tres lavados con solucién
tamponada de Milloning (Mercer y Birbeck, 1979) a temperatura ambiente. Tras el lavado la muestra
fue postfijada en soluci6n de tetréxido de Osmio al 1% en PBS, a temperatura ambiente manteniéndose
durante 30 minutos y sometiéndose a nuevos lavados en solucién Milloning. Las muestras asi tratadas
fueron deshidratadas por la serie de alcoholes, desde alcohol de 70° hasta absoluto; procediéndose a
la inclusin en resina Spurr a 60° C durante 12 horas.

Una vez incluida la muestra, se procedi6 al corte del blogue en ultramicrotomo
"Ultratomo 8000" (LKB). Los cortes semifinos se tifieron en azul de toluidina al 1% en solucién de
borax al 1%.

Escogida la zona, se realizaron en ella los cortes ultrafinos y se montaron en
rejillas de cobre de 200 mesh. El corte ultrafino se contrasté, manteniéndose durante 30 minutos en

acetato de uranilo al 8% y en citrato de piomo durante 5 minutos, siguiendo la técnica descrita por
Reynollds en 1963.

Todas las observaciones se realizaron en un microscopio electrénico ZEISS.
Para la fotografia fueron empleadas placas KODAK (Electron Microscope Film 4489, Estar Thick
Base).
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2.E. Estudios "in vivo".

2.E.1, Pruebas "in vivo" frente a L. donovani.

2.E.1.A. Inoculacién de los compuestos a los animales parasitados
por L. donovani.

Los animales empleados para estos ensayos fueron ratas Wistar de unos 50 g de peso.
Para cada compuesto se utilizaron lotes de 8 ratas divididos en dos series de 4 animales cada uno. Uno

de estos lotes se sometié a administracién orai de los compuestos y a la otra serie a administracién
intraperitoneal. La pauta de administracién fue de 4 dosis de administracién diaria. Para cada uno de

los compuestos se comparé con un lote control también de 4 ratas.

De los resultados obtenidos "in vitro", tanto de la actividad de los compuestos frente
a los parisitos como frente a las diferentes lineas celulares, se obtuvieron mediante tratamiento

informitico (programa PHARM), las siguientes dosis de utilizacién "in vivo":

RhiII-Ethylxantato..............ccoueneene. 0.302 ug/g de peso.
Ethylxantato de K* 0.377 ug/g de peso.
BG-203 0.285 ug/g de peso.

0.154 ug/g de pesc.
BG-289....cciumsmammsisinmmsain o 0.261 ug/g de peso.

Los disolventes utilizados para la administracién de los distintos compuestos fueron
DMSO en ¢l caso de los complejos metdlicos, y aceitc de oliva virgen en el caso de los derivados
acridinicos. Para cada disolvente se utilizé también un lote de animales controi al objeto de comprobar

sus posibles efectos.

El método utilizado para el estudio de la actividad leishmanicida desarrollada por los
compuestos seleccionados consistié en la evaluacién comparativa del grado de afectacién de los
amastigotes esplénicos, a través de los pardmetros que se citan a continuacién.

Los animales son sacrificados a los 4 dias de terminado el tratamiento, extrayéndose

los bazos. En el momento de la extraccion, los bazos son pesados y medidos (Segovia y col. 1984a).
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2.E.1.B. Determinacién de la proporcién de amastigotes por células
nucleadas normales de bazo,

Tras pesar y medir los bazos, son seccionados transversalmente efectudndose una serie
de improntas de los cortes. Tras ¢l secado de los portas a temperatura ambiente, las preparaciones
fueron fijadas con metanol y tefiidas con solucién de Giemsa al 10%, durante 15 minutos. Las
preparaciones fueron estudiadas al microscopio 6ptico, contabilizdndose la proporcién de amastigotes
en 500 células nucleadas normales de pulpa esplénica y el nimero de pardsitos por célula
parasitada.

2.E.1.C. Aislamiento de formas intraczlulares.

Para la obtencién de las formas amastigotas de L. donovani (LCR-L133) albergadas
en ¢l interior de las células, los bazos son triturados y macerados en un potter a 4° C, en presencia de
solucién salina fisiolégica (CINa 0.9%).

El homogenado resultante fué centrifugado en tubos estériles, a 1000 rpm durante 10
minutos, en una centrifuga ALC (Modelo 4226). Después de sucesivos lavados con solucién
tamponada (PBS) pH:7.2, los sedimentos derivados de la centrifugacion, en cendiciones idénticas a
las anteriores, se trataron con tripsina (Difco 1:250) al 0.25% en PBS durante 5 minutos en agitacion
constante y a temperatura ambiente (Gamarro 1983). El tratamiento hace que las células estallen
(Gamarro, 1983).

Tras el tratamiento con tripsina, las formas intracelulares obtenidas en suspension son
rapidamente bafiadas en medio MEM conteniendo un 20% de SBFI, al objeto de que los factores
inespecificos que bloquean al enzima inactiven éste y no actiicn sobre los parésitos.

2.E.1.C.1. Purificacién de las formas intracelulares.

La purificacién de los amastigotes de L. donovani (LCR-L133) procedentes de las

células esplénicas y obtenidos por tratamiento enzimitico, se efectiia por centrifugacion en gradiente
discontinuo de densidad de Percoll (Chang, 1980).

La preparacion de estos gradientes se realiza partiendo de una solucién stock de Percoll
isotonizado con CINa 1.5 M. Dicha solucién se prepara diluyendo 9 volimenes de Percoll concentrado
(densidad inicial 1.130 g/ml y osmolaridad 16 mOs/kg H,0), con 1 volimen de CINa 1.5 M,
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presentando una densidad final de 1.123 g/ml.

Se utilizaron 5 gradientes de densidad (1.09, 1.08, 1.07, 1.06, 1.05 g/ml) de 1.5 ml de
volimen cada uno, obtenidos por adicién de CINa 0.15 M (densidad 1.0058 g/ml) a la solucién stock
de Percoll isotonizado, basdndose en la siguiente expresion:

dt - dx
Vy=Vt
dy - dx

-Vy = Volimen de la solucién de Percoll isotonizado.
-Vi= Voliimen total deseado.

-di= densidad final.

-dx= densidad de CINa 0.15 M.

-dy= densidad de la solucién de Percoll isotonizado.

Los gradientes preparados fueron tefiidos alternativamente con azul de metileno, para
una mejor diferenciacién de las bandas.

Posteriormente al aislamiento, y una vez eliminado el sobrenadante resultante de una
nueva centrifugacion a 1000 rpm durante 10 minutos, las formas amastigotas son suspendidas en 4 ml
de la solucién 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
tubos se centrifugaron en un rotor JS-13 en centrifuga refrigerada Beckman J2-21M.

2.E.1.C.2. Determinacién de la viabilidad de los amastigotes por
captacién de aminodcidos marcados,

La determinaci6n de la viabilidad de los amastigotes aislados de bazo en los animaies
tratados, con respecto a los grupos control, se efectia por evaluacién del grado de captacién e
incorporacién en material precipitable de Leucina-[*H].

En este sentido, las suspensiones de amastigotes fueron centrifugadas a 1000 pm en
una centrifuga Micro Centaur (MSE) durante 3 minutos. Los sedimentos resultantes fueron tratados
con 50 ul de solucién de Leucina-[’H] 20 uCi/ml (con una actividad especifica de 53 Ci/mmol)
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(Dupont) en medio 199, ¢ incubados a 37° C y 5% de CO,, siendo el tiempo estimado para la
incorporacién del aminodcido de 1 hora,

Una vez transcurrido el tiempo de marcaje, el aminodcido marcado, no captado por
las formas amastigotas, fué eliminado mediante sucesivos lavados de las muestras con medio TC-199.

Antes de proceder a evaluar el grado de incorporacién, las suspensiones de amastigotes
fueron tratadas con 20 4l de solucién de lauril sulfato sédico (SDS) al 0.1% y NaCH 0.1 N. Alicuotas
de 2 ul se disgregaron a 4 mi de liquido de centelleo, efectuandose el contaje en un contador de
particulas beta, Beckman (modelo LS-2800). Los resultados obtenidos, expresados en CPM y
correspondientes a Leucina-[*H] incorporada, permitirdn evaluar el efecto ejercido por el tratamiento
experimental sobre la viabilidad de los amastigotes esplénicos.

2.E.2. Pruebas "in vivo" frente a T, cruzi
2.E.2.A. Inoculacién de los compuestos a los animales parasitados

por T. cruzi.

Para estos ensayos "in vivo" se utilizaron ratones machos, cepa Albino Swiss, de
aproximadamente 20 g de peso medio. En cada experiencia se inocularon 10° tripomastigotes/ratén.

Los estudios "in vivo" realizados con animales parasitados por T. cruzi han sido el

analisis de la efectividad de los compuestos de nueva sintesis sobre las formas sanguineas de T, cruzi.

Para estos estudios "in vivo" se utilizaron lotes de 10 ratones infectados por producto
estudiado, asi como unos lotes control para el disolvente empleado y un lote de 10 ratones control
parasitados. Una vez extraida la sangre de los ratones infectados, se mezcla con solucién CPD (citrato-
fosfato-dextrosa) [Acido citrico 17mM; Citrato sédico 12 mM; Glucosa 12.8 mM; Fosfato bisédico
0.001 mM. Se mezcla una parte de C.P.D. con siete partes de sangre], realizdndose lotes de sangre tal
y como se indica a continuacién:

-Lote 1: sangre control, con CPD.

-Lote 2: sangre, CPD y compuesto (10 veces la Désis Efectiva).
-lote 3: sangre, CPD y compuesto (Méxima Désis Efectiva).
-Lote 4: sangre, CPD y compuesto (Désis Efectiva).

-Lote S: sangre, CPD y compuesto (minima Désis Efectiva).
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-Lote 6: sangre, CPD y compuesto (Désis Efectiva x 1/10).
-Lote 7: sangre, CPD y Violeta de Genciana.
(Cabe indicar que previamente se ensayaron las désis de disclventes utilizadas para
cada compuesto, no mostrando efectos sobre la sangre infectada).

Los lotes de sangre en C.P.D. se mantuvieron a 4° C. A los 4, 7, 14 y 21 dias
respectivamente. Se inyect6 un ml de cada uno de dichos lotes en los animales, estudidndoseles la
parasitemia por recuento en cimara hemocitométrica de Neubauer de Ia sangre extrafda de la cola.

Antes del in6culo de la sangre tratada y no tratada fue observada microscépicamente
al objeto de comprobar la morfologia normal de los diferentes tipos de células sanguineas.




RESULTADOS

3.- RESULTADOS
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3.- RESULTADOS

3.A.- Obtencién "in vitro" de formas amastigotas de L. donovani,

Las formas amastigotas de L. donovani fueron obtenidas segin se indica en el apartado

La fotografia n® 1 muestra las formas promastigotas de L. donovani a los 3 dias de
cultivo a 28° C, mientras que la fotografia n® 2 muestra las formas amas*‘gotas obtenidas "in vitro"
a los 3 dias de cultivo a 37° C. Las imédgenes fueron obtenidas directamente de la observacién con

microscopio invertido.

La fotografia n° 3 muestra una imagen de formas amastigotas de L. donovani
obtenidas "in vitro" y tedidas con Giemsa. En clla se observan tanto formas en proceso de
redondeamiento y pérdida del flagelo, como formas amastigotes.

La figura n® 1, muestra el crecimiento de L. donovani en el medio de cultivo TC-199
a las temperaturas de 28 y de 37° C, observindose la transformacion que se produce de promastigotes
a formas amastigotas. Asi mismo se refleja el cambio de pH que se experimenta durante el proceso
de transformacion.

La figura n® 2, muestra la curva de crecimiento de las formas amastigotas de L.

donovani, cultivadas a 37° C y habiéndose purificado previamente tal y como se indica en el apartado
2.A3.
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Fotografia n® 1: formas promastigotes de L. donovani a los tres dias de cultivo a 28° C.

(200 X).

Fotografia n® 2: formas amastigotes de L. donovani a los tres dias de cultivo a 37° C.

(200 X).
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Fotografia n® 3: cbservacién a microscopia éptica (1000 X) de formas esferomastigotes

(E) y amastigotes (2.) de L. donovani tenidas con Giemsa y obtenidas "in vitro" tras dos

dias de cultivo a 37° C.




Fotografia n® 3: observacién a microscopia ptica (1000 X) de formas esferomastigotes

(E) y amastigotes (A) de L. donovani teiiidas con Giemsa y obtenidas "in vitro" tras dos

dias de cultivo a 37° C.




N WA OO N D W

GOT X) SOLISVHVd Ad N

28°C T 3zec
012345678910 12
DIAS

Figura n® 1: variacién del pH y proceso de transformacion en formas amastigotes de L.

donovani. (—— pH; ——— formas promastigotes; - - - formas amastigotes).
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Figura n® 2: curva de crecimiento de formas amastigotes de L. donovani cultivadas a 37°

G




RESULTADOS

3.B.- Obtencién "in vitro" de formas amastigotas de T. cruzi.

Las formas amastigotas de los pardsitos fueron obtenidas segiin se indica en el apartado

La fotografia n® 4 muestra formas amastigotas de T. cruzi obtenidas "in vitro" después
de cuatro dias de cultivo a 37° C.

La fotografia n® 5 muestra una imagen al microscopic dptico de una tincién con
Giemsa de formas de T. cruzi tras dos dias de cultivo a 37° C, observindose ya formas amastigotas
aflageladas.

La figura n® 3, muestra la transformaciéa de formas metaciclicas 7. cruzi en formas
amastigotas tras el cambio de temperatura. Se representa también el cambio de pH que se produce

durante la transformacion.

La figura n? 4, muestra la curva de crecimiento de las formas amastigotas de T. cruzi,

cultivadas a 37° C vy habiéndose purificado previamente como se indicé en el apartado 2.A.3.
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Fotografia n® 4: formas amastigotes de T. cruzi observadas al microscopio dptico (400
X) tras 4 dias de cultivo a 37° C.




Fotografia n® §: observacion a microscopia optica (1000 X) de formas amastigotes (A)

de T. cruzi tenidas con Giemsa y obtenidas "in vitro" tras dos dias de cultivo a 37° C,




Fotografia n* 5: observacion a microscopia optica (1000 X) de formas amastigotes (A)

de T. cruzi teiidas con Giemsa y obtenidas "in vitro” tras dos dias de cultivo a 37° C.
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Figura n? 3: variacién del pH y proceso de transformacién en formas amastigotes de T.

cruzi al cambiar la temperatura de cultivo de 28° C a 37° C. (— pH; --- proceso

de transformacion).
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Figura n® 4: curva de crecimiento de formas amastigotes de 7. cruzi cultivadas a 37"
C.




RESULTADOS
3.C.- Determinacién de la visbilidad de las formas amastigotas obtenidas "in

vitro",

La viabilidad de las formas amastigotas de ambas especies, obtenidas "in vitro" se
determiné mediante dos procedimientos: tincién con naranja de acridina y determinacién de la tasa de

incorporacién de Timidina [*H). Las fotogratfas n® 6 y 7 muestran imagenes obtenidas al microscopio

de fluorescencia de formas amastigotas de T. cruzi y de L. donovani, respectivamente, tefiidas con
naranja de acridina, siguiendo el procedimiento indicado en el apartado 2.A.4.A. En el caso de las
formas amastigota_ de L. donovani, el porcentaje medio de células vivas fue del 83,7 %, y en el caso
de las formas amastigotas de T. cruzi de un 74,3 %.

La incorporacién de Timidina [*H] que presentan las formas amastigotas de T. cruzi
y de L. donovani queda reflejada respectivamente en las figuras n? 5 y n® 6.
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Fotografias n® 6 y 7: imdgenes al microscopio de fluorescencia (1000 X) de formas

amastigotes obtenidas "in vitro" de T. cruzi y L. donovani, respectivamente, tras ser

sometidas a una tincién con naranja de acridina.




Fotografias n® 6 y 7: imdgenes al microscopio de fluorescencia (1000 X) de formas

amastigotes obtenidas "in vitro" de T. cruzi y L. donovani. respectivamente, tras ser

sometidas a una tincion con naranja de acridina.




Figuras n® 5 y 6: incorporacién de Timidina ['H] por las formas amastigotes obtenidas

"in vitro" de T. cruzi (5) y L. donovani (6). (A: 24 horas de cultivo. B: 48 horas de

cultivo).




RESULTADOS
3.L.- Estudio antigénico de las formas amastigotas de L. donovani obtenidas "in

vitro",

Tal y como se indic6 en el apartado 2.A.5. se realizaron estudios antigénicos dc estas
formas amastigotas obtenidas "in vitro". La fotografia n® 8 muestra imagenes al microscopio de

fluorescencia, de los amastigotes de L. dnonovani tras ser sometidas a una inmunofluorescencia

indirecta. La reacci6n fue positiva para un. i ucrn de 1/356. El titulo del suero empleado [ue de
1/200.
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Fotografia n® 8: imigen al microscopio de fluorescencia (1000 X) de formas amastigotes

obtenidas "in vitro" de L. donovani, tras ser sometidas a una inmunofluorescencia

indirecta.




Fotografia n® 8: imdgen al microscopio de fluorescencia (1000 X) de formas amastigotes

obtenidas "in vitro" de L. donovani, tras ser sometidas a una inmunofluorescencia

indirecta.




RESULTADOS

3.E.- Estudio ultraestructural de las formas amastigotas de L. donovani cbtenidas

"in vitro",

La fotografia n® 9 muestra dos imagenes obtenidas al microscopio electrénico (12000x)

siguiendo el protocolo indicado en el apartado 2.D.1. La imigen 9.a corresponde a una forma

promastigota de L. donovani, la imagen 9.b a una forma amastigota de L. donovani obtenida "in vitro".




Fotografia n® 9: formas promastigotas (a) y amastigotas (b) de L. donovani, observadas

a microscopia electréonica de transmisién. (12000 X). [F=flagelo; Fp=bolsa flagelar;

Fr=raiz flagelar; LV=vacuola lipidica; N=niicleo; M=mitocondria; K=Kinetoplasto;

Ks=saco del kinetoplasto; g=glicosoma].




Fotografia n® 10: forma amastigota (A) y epimastigota (B) de T. cruzi. ,obtenidas "in
trénica de transmisién. (12000 X). [F=flagelo;

vitro" y observadas a microscopia elec

Fp=bolsa flagelar; M=mitocondria; N=nicleo; K=Kinetoplasto].




RESULTADOS

3.F.- Estucio ultraestructural de las formas amastigotas de T. cruzi obtenidas "in

vitro".

La fotografia n® 10.A corresponde a una imagen obtenida a microscopia electrénica
de transmisién de una forma amastigota de T. cruzi obtenida "in vitro", siguiendo el protocolo
indicado en ¢l apartado 2.A.2.D.

La figura n® 10.B corresponde a una forma epimastigota del mismo parasito.
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RESULTADOS
3.H.- Etudios de ['"H] Resonancia Magnética Nuclear de las formas amastigotus
de T. cruzi obtenidas "in vitro".

La figura n® 8 representa los espectros obtenidos en el caso de T. cruzi. La figura 8.a
muestra el espectro del medio fresco TC-199 sin parésitos, y la figura n® 8.b muestra el espectro

obtenido del anlisis del medio de cultivo de ias formas amastigotas obtenidas de T. cruzi "in vitro”.




Gl= GLICINA -
P = PIRUVATO
S = SUCCINATO
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Figura n°7: espectros de Resonancia Magnética Nuclear ['H]. 7.i) Especiro del medio de cultivo TC-
199 libre de parasito. 7.ii) Espectro del mecio de cultivo de formas promastigotas de L. donovani. 7.iii)
Espectro del medio de cultivo de formas amastigotas de L. donovani obtenidas "in vitro".
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Figura n": espectros de Resonancia Magnética Nuclear ['H]. 8.a) Espectro del medio de cultivo TC-
199 iibre de parisito. 8.b) Espectro del medio de cultivo de formas amastigotas de T. cruzi.
[Gl=Glicina; P=Piruvato; S=Succinato; A=Acetato; Al=Alanina; L=Lactato].




RESULTADOS

3.1.- Estudio de la infectividad de las formas amastigotas de L. donovani obtenidas

"in vitro".

La figura n® 9 muestra los porcentajes de parasitacién y los indices de infeccién,
obtenidos a las 24, 48 y 72 h, desde la infeccién de macréfagos J-774 con formas amastigotas de L.

donovani obtenidas "in vitro”. Se compara con los resultados obtenidos tras la infeccién con formas

promastigotes del pardsito.

El procedimiento para la infeccién se indico en el apartado 2.A.B.




RESULTADOS

3.1.- Estudio de la infectividad de las formas amastigotas de L. donovani obtenidas

"in vitro".

La figura n® 9 muestra los porcentajes de parasitacion y los indices de infeccién,
obtenidos a las 24, 48 y 72 h, desde la infeccién de macréfagos J-774 con formas amastigotas de L.

donovani obtenidas "in vitro". Se compara con los resultados obtenidos tras la infeccién con formas

promastigotes del pardsito.

El procedimiento para la infeccién se indicé en el apartado 2.A.B.




3P Ii %P

amastigotes 4.23+0.80 0.45+0.06 4.17x0.81 1.78+0.09 3.78+£0.57 3.15%0.32

promastigotes 18.43+1.34 1.4220.07 15.25+0.77 5.1620.33 12.1310.98 10.2720.59

Figura n® 9: infectividad de las formas amastigotes de L. donovani obtenidas "in vitro®
frente a macréfagos J-774. [% P=porcentaje de parasitacion. li=Indice de infeccién]).
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