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ABREVIATURAS

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DHFR: Dehidrofolatorreductasa

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.
FNTa: Factor de necrosis tumoral alfa.

IL: Interleucina.

INFy: Interferon gamma.

IM: Intramuscular.

KAP1: Factor de transcripcion temprana.
KAP4: Factor de transcripcion intermedia.
Kb: kilobites.

NK: Linfocitos asesinos.

NNN: Novy, McNeal y Nicolle.

NO: Oxido nitroso.

PCR : Reaccion en cadena de la polimerasa.
RNA: Acido ribonucleico.

Th1l: Linfocito T tipo 1

Th2: Linfocito T tipo 2

VIH: Virus de inmunodeficiencia adquirida.



GLOSARIO

Amastigote: Familia del género de Leishmania spp. Tiene el flagelo reducido o
ausente.

Flagelo: Filamento largo y delgado que sale del protoplasma de los protozoarios
flagelados, como 6rgano locomotor.

Flebotomo: Nombre comun que se da a los miembros de la familia Psychodidae.
Son insectos pequefios de tamafio que, a diferencia de las demas especies de
mosquitos, no emiten zumbido. El color varia desde pajizo claro a marron oscuro.
Leishmaniasis: Se le llama asi a la enfermedad causada por un protozoario del
género Leishmania, de las especies L. mexicana, L. brasiliensis y L. chagasi.
Lutzomya: Género de la familia Psychodidae.

Proboscide: Boca de los insectos.

Promastigote: En el ciclo vital de los Trypanosomatida (familia del género de
Leishmania spp.) se presentan diversas formas que se distinguen principalmente
por la posicion del flagelo. El promastigote tiene el flagelo anterior al nucleo, libre

del cuerpo de la célula.
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RESUMEN

La Leishmaniasis es una parasitosis endémica que afecta aproximadamente a un
millon de personas cada afio. Es una de las mas graves y se identifica como una
enfermedad cutanea crénica, ocasionada por un parasito protozoo intracelular del
género Leishmania.

Los viajeros que han sido contagiados en lugares endémicos, al regresar a su
lugar de origen la enfermedad no se detecta oportunamente y su tratamiento es
inapropiado. Si se agrega que las terapias con farmacos son téxicas, los parasitos
presentan resistencia a los tratamientos actuales o algunos pacientes de manera
natural no responden a estos medicamentos, la afectacion de las lesiones y el
ataque al estado general la convierte en una enfermedad mutilante y
discapacitante, por lo que es necesario buscar un nuevo medicamento que
erradique la enfermedad.

Se probd un nuevo medicamento derivado de la triaminoquinazolina con ferroceno
(HA2) y los ya existentes en el mercado: N-metil glucantime e hidroxiurea, en
ratones BALB/c, comparando las lesiones y su efecto terapéutico. Observando
que hay una remisién del 90 al 100 % en la curacion de las lesiones cutaneas.

Palabras clave: leishmaniosis cutdnea diseminada.
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ABSTRACT

The Leishmaniasis is an endemic parasitosis that affects about one million people
each year. It is a disabling disease and is identified as a chronic skin disease,
caused by an intracellular protozoan parasite of the genus Leishmania. Travelers
who have been infected in endemic areas, returning to their place of origin the
disease is not detected early and treatment is inappropriate. Adding that drug
therapies are toxic, the parasites are resistant to current treatments or naturally
some patients do not respond to these drugs, the involvement of injury and general
malaise turns into a crippling and debilitating disease. It is necessary to seek a new
drug that eradicated the disease. We tested a new drug derived from the
triaminoquinazolina with ferrocene (HA2) and already on the market: N-methyl
glucantime and hydroxyurea in BALB/c mice, comparing the injury and its
therapeutic effect. Noting that there is a remission of 90 to 100% in healing of skin
lesions.

Keywords: disseminated cutaneous leishmaniasis.
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| MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que afecta a habitantes en
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo. La Organizacion Mundial de
la Salud estima que hay alrededor de 350 millones de personas infectadas, con
una incidencia anual de 2 millones (Pereira, 2010). En México en el afio 2006, los
casos reportados disponibles en el Boletin Epidemiolégico de la Secretaria de
Salud fueron 820. Se distribuyen al menos en 20 estados: Coahuila, Nuevo Leon y
Tamaulipas por el Norte; Veracruz, Tabasco, Campeche, Sur de Yucatan y
Quintana Roo por el Golfo; Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Jalisco,
Nayarit y Sinaloa por el Pacifico y los estados de San Luis Potosi, Morelos,
Puebla, Hidalgo y Durango, en el Centro de la Republica, considerandose un
problema de Salud Publica (Davis, 2003; Epidemiologia, 2007).

Se transmite por la picadura de alrededor de 30 especies de moscas areneras del
género Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomya (Nuevo Mundo). Estos insectos
pueden adquirir la infeccibn de humanos y reservorios tales como roedores,
canidos y primates (Andrade, 2005). La transmisién entre humanos también puede
ocurrir por contacto con material de una lesién, transplante de 6rganos, transfusion
y a través de la placenta (Buffet, 2007). Se han identificado en México tres
especies: L. mexicana mexicana, L. braziliensis braziliensis y L. donovani chagasi
(Martinez, 2009).

La infeccidbn comienza cuando el parasito, en su fase promastigote metaciclico,

penetra en la piel por la picadura de la hembra de la mosca vector y es fagocitado
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por macrofagos dérmicos, células de Langerhans y monocitos. Algunos
promastigotes son destruidos por leucocitos polimorfonucleares y otros se
transforman en amastigotes en las células del sistema reticuloendotelial; en los
fagolisosomas (vacuola parasitéfora) pierden el flagelo y se transforman en
amastigotes, multiplicandose por division binaria hasta que la célula infectada
estalla y los amastigotes se diseminan hacia diferentes tejidos (Del Rosal, 2010).
Cuando moscas libres de infeccidn se alimentan de individuos infectados, ingieren
las células con amastigotes que sufren cambios bioquimicos y morfolégicos en el
intestino medio del insecto, se multiplican y finalmente migran a la probdscide
como promastigote metaciclico, altamente infectante y promastigotes, lo que
completa el ciclo de transformacion (Garcia, 2004).

Los sintomas dependen de la especie o de la subespecie del parasito infectante,
la distribucién de los macréfagos infectados y en especial de la respuesta
inmunitaria del huésped (Ramos, 2000). Es posible, una fase silenciosa de la
parasitosis, en la que no hay lesiones visibles, pero el huésped se encuentra
infectado (Desjeux, 2001). En orden ascendente de afeccion sistémica y gravedad
clinica, hay 4 tipos principales de leishmaniosis en seres humanos clasificados
como: cutanea localizada; cutdnea diseminada o difusa; mucocutanea o
“espundia” y visceral o “kala-azar” (Gémez, 2008).

La leishmaniosis cutdnea localizada es conocida en México como “Ulcera de los
chicleros” debido a que fue encontrada en trabajadores que extraian la goma del
arbol del chicle, afecta con frecuencia el pabellon auricular, produciendo una
Ulcera cronica, de curso progresivo, de fondo exudativo, generalmente indolora y

mutilante (Jheman, 2008). Al principio los pacientes no son conscientes de los
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sintomas, tienen la afeccion cutanea y si no se extiende piensan que cicatrizara y
remitira sola. En ocasiones se aplican medicamentos en forma local (Blum, 2004),
se cura la lesién, pero posteriormente se presenta cansancio generalizado con el
brote subsecuente, en otra parte del cuerpo (Missoni, 1993).

En el tipo mucocutanea hay afeccion del tracto respiratorio que involucra a la
mucosa oral, nasal, faringea y/o laringea (Jheman 2008). Las manifestaciones
clinicas se presentan muchos meses después de haberse resuelto la enfermedad
cutanea: inicia con una rinitis, se aprecia inflamacion de la mucosa e hipertrofia
vascular, con ulceracién posterior que llega a comprometer el tabique nasal
cartilaginoso. El progreso de la enfermedad es cronico. Puede involucrar el labio
superior, paladar, pilares, Gvula, epiglotis, cuerdas vocales, laringe y traguea. Los
cuadros severos se asocian a dificultad para respirar o deglutir; también se
presenta disfonia, afonia e incluso asfixia, aunque estos estudios han sido
descritos para Leishmania braziliensis (Llanos, 2007).

En la forma visceral, la infeccibn puede ser asintomatica, aguda o cronica. El
tiempo de incubacion es de meses, a veces afos; la aparicion de signos y
sintomas es habitualmente insidioso y en ocasiones el Gnico signo inicial es un
nodulo, fiebre, palidez, anorexia, pérdida de peso, deficiencia en el crecimiento,
tos, vOmito, diarrea y epistaxis, esplenomegalia masiva acompafada de
hepatomegalia, linfadenopatia, a veces generalizadas, sangrado gingival,
equimosis y petequias en extremidades (Hashim, 1995). En etapas posteriores se
ha descrito taquicardia, ictericia, distensiéon abdominal, ascitis y edema, sangrados
y equimosis mas importantes, alteraciones en piel y anexos, hiperpigmentacion,

lesiones verrucosas no ulceradas y alopecia. Los hallazgos de laboratorio indican
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trombocitopenia (120.000/mm®), anemia normocitica normocrémica (10g/dl),
leucopenia de 3.500/mm?® o hipoalbuminemia (Buffet, 2007).

La confirmacién de laboratorio se basa en la demostracion del parasito en
improntas de lesiones cutaneas con tincion de Giemsa, intradermorreaccion de
Montenegro positiva y la biopsia cutanea (Banoo, 2007). En leishmaniasis visceral,
la presencia de anticuerpos anti Leishmania sp en muestras de suero, el test de
aglutinacion directa y la ELISA positiva; la biopsia de higado y el aspirado de
médula 0sea. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se he convertido en
la principal herramienta de diagndstico y control, ya que muestra el ADN del
parasito (Weigle, 2002), aunque su uso es limitado por su alto costo (Boggild,
2008).

Para las formas locales de la enfermedad hay erradicaciéon con medicamento
sistémico y aplicacion topica de cremas antimicéticas (Gonzalez, 2002); pero,
para la forma mucocutanea y diseminada, actualmente no hay una droga eficaz
para su tratamiento, ya que no se cura por completo, aunque el paciente
permanezca sin sintomas, el parasito subsiste en el organismo en estado latente
y se convierte en una fuente de contagio que presenta remisiones Yy
exacerbaciones (Croft, 2006; Santos, 2008; Singh, 2004).

Los pocos tratamientos disponibles son téxicos para el higado y rifiones, poco
efectivos y de pobre capacidad para erradicar la parasitosis. Ademas que deben
ser solicitados a la Secretaria de Salud, porque no se venden en establecimientos
comerciales (Bryceson, 2001; Norma Oficial mexicana; Mahajan, 2007). Tampoco

ha habido suficiente interés para invertir en un nuevo medicamento, ya sea por la
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poca rentabilidad en la comercializacion de farmacos o por la insuficiente fuerza
econdémica de los grupos poblacionales que la padecen.

Los medicamentos mas empleados son la anfotericina B, la pentamidina y el
antomoniato de N- metil- glucantime. Este altimo, con frecuencia, no se administra
adecuadamente porgue no se dispone en suficientes cantidades por su alto costo,
lo que ha favorecido que se administre en forma intralesional y no intramuscular,
en esquemas de menores dosis, situaciéon que provoca ineficacia en el tratamiento
(Alavi, 2002; Soto, 2002).

Con frecuencia, tampoco se realiza un seguimiento del paciente, se considera
curado cuando no hay lesién visible, pero no se realiza un estudio genético de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para saber si realmente el parasito
desaparece del organismo ( Allahverdiyev, 2004; Bensoussan, 2006).

Por lo tanto, el fracaso en el tratamiento se debe a causas diversas: la
farmacocinética, el uso de dosis sub-6ptimas, los altos costos del medicamento, la
toxicidad de los compuestos y el incremento de la resistencia generada por estos
parasitos (Bessselin, 2002; Bryceson, 2001). Por lo que es necesario encontrar un

nuevo medicamento que erradique por completo al parasito.

1.2  Historia
La leishmaniosis se describié en el afio 1500 a.C., por El Razi en el Viejo Mundo.
En el Nuevo Mundo, hay datos de la existencia de formas mucocutaneas en la
época precolombina, que se deducen del estudio de los “huacos”, figurillas de
arcilla de los incas peruanos (Garcia, 2004). En 1885 Cunningham descubrié un

protozoario en un botén de Dehli. En 1903 Leishman y Donovan identificaron el
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parasito en la fiebre Dum-Dum (kala-azar o fiebre negra). Ese mismo afio Ronald
Ross denomino al agente Leishmania donovani en honor a los investigadores
anteriores. También en ese afio Wright descubrié el agente del botén de oriente
llamandole Leishmania tropica.

En 1908 Nicolle y Sicre realizaron cultivos a partir de lesiones del botén de oriente,
por lo que se desarrolld6 el medio de Nicolle, Navy y Macneal (NNN) en agar
sangre.

En 1911 Wenyon sugirié que flebotomos era el vector. Gaspar Vianna descubrio L.
braziliensis como agente etioldgico de la leishmaniasis americana. En 1912
Aragao logré la transmisién experimental por inoculacion, y Vianna administré con
éxito el tartaro emético (antimonial) en Brasil.

En 1912 Farfan realiz6 una tesis relacionada con las “Glceras de los chicleros” en
Campeche. En el mismo afio, Seidelin describié la enfermedad en los trabajadores
del chicle de la peninsula de Yucatan, por lo que acuii¢ el término de “Glcera de
los chicleros”.

En 1926, Montenegro desarroll6 la intradermorreaccion, que lleva su nombre, para
el diagndstico de leishmaniasis.

En 1942, Vilanova introduce el tratamiento intralesional con antimonio
pentavalente.

En 1944 Millan y Chavez informaron el primer caso en el mundo de leishmaniasis
cutanea diseminada, pero le denominaron leishmaniasis cutanea infantil y lo
publicaron en una revista de escasa circulacion internacional, por lo que Prado y

colaboradores fueron reconocidos por su descubrimiento en 1948.
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En 1952 Baez y colaboradores publicaron el primer caso de leishmaniasis visceral
en México, en Huizuco, Guerrero.

En 1953, Biagi, en Escarcega, Campeche, design0 como Leishmania tropica
mexicana al agente infeccioso que producia la “Glcera de los chicleros”. En 1965
Marquez publicé un caso de leishmaniasis cutanea diseminada en México.

En 1985, De la Loma y colaboradores describen por primera vez la coinfeccién de
leishmania y sida (VIH).

En 1987, Velasco y su grupo descubrieron L. braziliensis en el istmo de
Tehuantepec. En 1997, Velasco Castrejon, aplicé la radiofrecuencia (termoterapia)

como alternativa de tratamiento en Tabasco.

1.3 Epidemiologia
La leishmaniasis se encuentra distribuida en 88 paises, en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo. Se considera que 350 millones de personas en el
mundo estan en riesgo de infeccion. La prevalencia estimada es de 12 millones de
casos. La forma mas frecuente es la cutdnea. En México la zona endémica con el
mayor niumero de casos es en el sureste del Pais (Velasco, 1987). Las zonas
geograficas situadas por debajo de los 1750 metros sobre el nivel del mar, con
clima calido, humedad relativa alta, entre 60 y 100% y temperatura media entre 15
y 30°C, lo que centra su actividad en los periodos nocturnos donde la temperatura
baja y la humedad ambiente sube (Berman, 2005). Normalmente coincide con el
momento de ponerse el sol hasta el amanecer, presentdndose las condiciones
adecuadas para la transmision de la enfermedad cutdnea y la proliferacion de

focos en bosques tropicales, donde aun es frecuente la presencia de reservorios y
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vectores (Vera, 2005), en tanto que los bosques secos tropicales son el habitat
preferido de la leishmaniasis visceral (Hotez, 2004).

La leishmaniasis afecta a ambos sexos, aunque se reporta con mayor frecuencia
en sujetos masculinos. Por lo que respecta a la edad, en el 2006 se reporta un
incremento en la poblacion infantil (Sanchez, 2004).

Los factores de riesgo, en zonas endémicas son la exposicion debida a
actividades laborales (campesinos, militares, chicleros, madereros, arqueologos),
0 a la instalacién de sus viviendas cerca de los focos de transmision y de ciudades
cercanas a los bosques y/o a las selvas tropicales. La coinfeccién con VIH se ha
asociado a un incremento muy importante de la leishmaniosis visceral en zonas
endémicas, ya que los pacientes se encuentran inmunodeprimidos y es mas facil

gue adquieran la infeccion (Calza, 2004; Cruz, 2006; Molina, 2003).

1.4 Clasificacion
Los parasitos se subdividen en dos subgéneros; subgénero: Viannia y el
subgénero Leishmania. En el primero, los promastigotes se desarrollan en el
intestino medio-anterior (regiébn Suprapylaria) y en el segundo, los parasitos se
desarrollan en el intestino posterior (region Peripylaria). La clasificacion
taxonOmica aceptada actualmente incluye el complejo L. mexicana que
comprende tres especies (L. mexicana, L. enriettii y L. amazonensis), aunque
también se han identificado, Leismanias braziliensis y chagasi; un complejo L.
donovani con dos especies (L. donovani, L. archibaldi), la L. infantum dos también
(L. infantum y L. chagasi), las especies L. tropica y L. mayor, L. aethiopica, y un

grupo del subgénero Viannia con otras cuatro especies L. brazilliensis, L.
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guayanensis, L. panamensis y L. peruviana. Las diferentes especies son muy
similares morfolégicamente, aunque se diferencian por la movilidad electroforética
de diferentes isoenzimas, por diferencias del DNA nuclear y del cinetoplasto, por
las caracteristicas de su multiplicacion en el tubo digestivo del vector, en el
hamster, asi como su tamafio en el microscopio electronico, y por anticuerpos
monoclonales, patologia y sensibilidad a farmacos, asi como diferencias en las
secuencias de DNA, encontradas por PCR (Schonian, 2003). Aunque existe una
alta similitud morfoldgica entre las distintas especies de Leishmania, estas causan
diferentes tipos de patologias en humanos, pudiendo provocar lesiones cutaneas,
mucocutaneas o viscerales. Cada patologia tiende a estar asociada a una especie
0 grupos de especies de Leishmania (Mendoza, 2002). Asi la L. tropica, la L.
mexicana y la L. major son algunas de las especies responsables de la
leishmaniasis cutanea; L. braziliensis, produce la variante localizada, difusa y
mucocutanea y L. donovani y L. infantun son algunas de las productoras de

leishmanisis visceral (Akilov, 2007).

Tabla |
Clasificacion de las leishmanias
Subgénero
LEISHMANIA (Ross, 1903)
ESPECIE GEOGRAFIA TROPISMO RESERVORIO
Leishmania donovani Viejo Mundo Visceral Antropondtico
L. donovani India, China, Bangladesh Y
L. archibaldi Sudan, Etiopia cutanea
Leishmania infantum Viejo Mundo Visceral Zoon6tico y
L.infantum Asia, Africa Y antroponético
L. chagasi América central y Sur cutanea
Leishmania tropica Viejo Mundo Antropondtica
L. tropica Oriente, India Cutanea
L. killicki Tlnez
L. major Africa, Medio Oriente Zoonbtica
L.arabica Arabia Saudi
L.gerbhilli China, Mongolia
L. aethiopica Etiopia y Kenya 3 3
Cuténea y mucocutanea
Leishmania mexicana Nuevo Mundo
L. mexicana México, Belice, Cutanea
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Guatemala Cutanea Zoonotica
L. amazonensis Brasil
L. enriettii Venezuela
Subgénero
VIANNIA (Lainson and Shaw, 1977)
Leishmania braziliensis Nuevo Mundo Zoonotica
L. braziliensis Brasil Cutanea
L. peruviana QOeste de los Andes
Leishmania guayanensis Nuevo Mundo Zoonética
L. guayanensis Guayana Francesa, Cuténea y mucocutanea
Guyana y Surinam
L. panamensis Panama y Costa Rica

1.5 Ciclo de vida
Este protozoo presenta un ciclo de vida dimoérfico, realizando parte de su ciclo en
el tubo digestivo del huésped invertebrado, bajo una forma flagelar denominada
promastigote. Cuando el flebétomo parasitado ingiere sangre del huésped
mamifero, inocula con su saliva los promastigotes metaciclicos presentes en la
probéscide; muchos de estos parasitos son eliminados por el hospedero y otros
alcanzan las células fagociticas donde son englobados por una vacuola
parasitofora (fagolisosoma) con la finalidad de eliminarlo. Dentro del macrofago, el
parasito sufre un proceso de transformacion bioquimica que conlleva a la pérdida
del flagelo y otros cambios bioquimicos y moleculares que le permiten
transformarse en amastigote intracelular que sobrevive dentro de esta célula del
mamifero (Rusell, 2003).
Posteriormente, los macrofagos parasitados circulantes son ingeridos por otro
fleb6tomo en cuyo destino se liberan los amastigotes, estas formas del parasito se
transforman en la zona posterior del tubo digestivo en promastigotes prociclicos
provistos de un flagelo corto, a los que se denominan nectomonadas. Estas

formas promastigotas dentro del tracto digestivo del vector sufren una serie de
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modificaciones morfolégicas que conllevan a las formas infectivas denominadas
formas metaciclicas que seran descargadas a un hospedero posteriormente
permitiendo al parasito cerrar el ciclo biol6gico (Alexander, 2003; Killick, 1999).
Una vez transmitido al hospedero mamifero, la Leishmania pasa al torrente
sanguineo, donde debe evitar ser destruido por el sistema inmune del huésped,
antes de infectar a los macréfagos. Los promastigotes metaciclicos poseen un
glicocalix que le permite resistir la lisis del complemento. La resistencia a la lisis es
debida, en parte, a las moléculas de lipofosfoglicano y a la metaloproteasa
depediente de zinc GP63 (guanidin fosfato 63) que se expresa en grandes
cantidades en las membranas de los promastigotes metaciclicos. El
lipofosfoglicano es también importante para la supervivencia de la Leishmania en
el insecto vector, al ayudarlo a fijarse en el intestino del insecto (Alvar, 2006).

Un factor fundamental asociado a la virulencia es el tropismo de la especie, que
hace que las especies viscerotropas: Leishmania donovani, Leishmania infantum,
Leishmania chagasi, alcancen rapidamente cualquier éarea del sistema
reticuloendotelial, mientras que las especies dermotropas como Leishmania
tropica, Leishmania major, Leishmania aethiopica se queden en la piel, aunque
se ha visto que estas especies, en sujetos inmunodeprimidos, dan lugar a formas

difusas o viscerales (Bassano, 2004).

1.6 Reservorio
Las leishmanias parasitan mamiferos salvajes o domésticos, y se le denomina

zoonosis. En zonas endémicas, la transmision puede ser también antropondtica,
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de humano a humano (L. tropica), a través del vector o a través de jeringas
infectadas, por transfusién de sangre, sexual y congénita (Buffet, 2007).

Pueden distinguirse tres clases de huéspedes animales: primarios, secundarios e
incidentales. Los huéspedes primarios de Leishmania son el refugio habitual del
parasito y mantienen la enfermedad en su entorno, como reservorio estable, su
adaptacion al parasito hace que en el animal, la infeccién curse con benignidad o
sin enfermedad aparente. El huésped secundario es el portador de los parasitos
al entorno humano, facilitando la transmision de este modo y los huéspedes
incidentales tienen escasa relevancia en el mantenimiento o transmision de la
enfermedad (Céaceres, 1993).

Es una enfermedad compleja, ya que una especie determinada de Leishmania
puede parasitar a huéspedes de diferentes grupos filogenéticos, por ejemplo, L.
major puede infectar a primates, perros y roedores, e inversamente, un huésped
concreto puede parasitar distintas especies de leishmania, como es el caso de la
infeccion humana por L. donovani, L. infantum, L. tropica.

Los mamiferos que constituyen reservorios primarios de Leishmania pertenecen
taxondmicamente a diferentes érdenes: Primates, los humanos; carnivora, el perro
domeéstico (Canis familiaris); la rata y otros roedores.

El perro infectado puede permanecer asintomético, aunque altamente infectivo, o
bien desarrollar la enfermedad, aumentando su capacidad de infectar a los
fleb6tomos que se alimentan de él. El zorro también puede estar parasitado, la
rata negra, gallinas, équidos y gatos, pero sélo como huéspedes accidentales, y

por tanto, sin valor epidemioldgico (Desjeux, 2004).
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1.7 Biologia celular, molecular y bioquimica de la Leishmania
Este parasito, tiene un organelo denominado cinetoplasto en el que se concentra
todo el DNA de su Unica mitocondria y que se localiza cerca del cuerpo basal del
flagelo. Estudios de microscopia electronica han revelado una red altamente
ordenada quese reparte en agrupaciones circulares y concatenadas, denominadas
maxicirculos (35 kb-50 kb) y minicirculos (0.8 kb-1.6 kb). El cinetoplasto
representa un 10-15% del ADN del parésito (Feagin, 2000). En el mantenimiento
de esta estructura participan cuatro histonas (KAP1 — KAP4). En el maxicirculo se
codifican las subunidades de los complejos respiratorios de la mitocondria y en los
minicirculos se codifican los pequefios RNAs indispensables para la correcciéon del
RNA (Murray, 2005).
La replicacion del cinetoplasto se inicia por los minicirculos de una manera muy
organizada produciendo dos cinetoplastos hijos. Durante la fase S, los minicirculos
individuales son liberados de una manera vectorial desde la red por la accion de
una topoisomerasa Il (Oliveira, 2000).
Presentan transcripcion policistronica generandose RNAs inmaduros que
contienen mas de un gen, al igual que ocurre en organismos procariotas (Murray,
2000).
La maduracion del mRNA se realiza a través de un proceso de transcripcion,
caracterizado por la adicion de secuencias definidas en ambos extremos de cada
uno de los transcritos (Shao, 2006).
El genoma de Leishmania tiene una elevada plasticidad, con abundancia de los
procesos de amplificacibn génica que utilizan en caso de estrés como la

exposicion a farmacos. Los genes no suelen tener promotores individuales, por lo
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gue no pueden ser regulados a través de la iniciacién de la transcripcion. Cuando
se necesitan niveles altos de ciertos transcritos, los genes aparecen con multiples
copias formando un tandem que se transcribe simultdneamente (Feagin, 2000).

La via a través de la cual Leishmania entra en el macréfago se denomino
fagocitosis mediada por receptor, y se ha demostrado que tanto glicoproteinas
asociadas a membranas como lipidos de la superficie del parasito estan
implicados en la adhesién de éste a la membrana plasmatica del macréfago
(Abbas, 2004). Las proteinas de superficie pueden ser recicladas desde y hacia la
superficie del parasito mediante una via endocitica y exocitica en un organelo
llamado bolsillo flagelar, que emerge del citoplasma celular en la region posterior
de la célula. Este organelo también tiene la importante funcion de remover
anticuerpos del huésped que se hayan unido al parasito. Para el reconocimiento
interno del parasito también participan otros factores como: los receptores del
macrofago, los de fibronectina, de la manosa-fucosa o receptores de complemento
CR1y CRS3 (Silveira, 2004).

Recientemente se ha demostrado que los promastigotes metaciclicos cultivados in
vitro y que alcanzan la fase estacionaria de crecimiento exponen mas
fosfatidilserina (PS) en la cara externa de la membrana y que la infectividad de
estos parasitos podria estar determinada por este hecho (Terabe, 2004). La
fosfatidilserina es un fosfolipido normalmente localizado en la cara interna de la
membrana plasmatica y es expuesta en exceso hacia la cara externa sélo cuando
las células entran en apoptosis (Wu, 2006). El reconocimiento de la fosfatidilserina

en la cara externa de la membrana conduciria a su internalizacion por los fagocitos
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(Olivier, 2005) y se ha especulado que podria contribuir a la patologia del

desarrollo de la lesién.

1.8 Cuadro clinico

La mayoria de las infecciones son asintomaticas, en la leishmaniasis cutanea, la
mosca inocula promastigotes que entran en las células del sistema mononuclear
fagocitico y se convierten en amastigotes. Se produce un pequefio eritema en el
lugar de la picadura, que evoluciona a papula y aumenta de tamafio. No hay dolor
local ni sintomatologia sistémica. Algunas curan en forma espontanea dejando una
cicatriz visible. Otras se ulceran y presentan un borde definido e hiperpigmentado,
gue en ocasiones se infecta y debe aplicarse tratamiento bacteriolégico. Las
Ulceras pueden ser secas 0 exudativas, en ocasiones la lesion no se ulcera, pero
puede desarrollar hiperqueratosis o evolucionar a una forma nodular, o ser
recurrente. La leishmaniasis cutanea difusa o diseminada, se considera una
enfermedad crénica en la que aparecen papulas o nddulos, principalmente en la
cara y las extremidades, y pueden persistir por afios. La cronicidad de la infeccién
contribuye al desarrollo y mantenimiento de niveles altos de anticuerpos y niveles
bajos de IFN-y y TNF-a (Rivas, 2004).

En la leishmaniasis mucocutanea o espundia, las lesiones aparecen meses 0 afios
después de que las lesiones cutdneas se hayan curado, por diseminacién
hematdgena o linfatica. Inicialmente se ve afectada la mucosa nasal y se produce
la ulceracion y la destruccién progresiva del tabique nasal, el paladar, los labios, la

faringe y la laringe. En ausencia de tratamiento no existe cura espontanea.
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En la leishmaniasis visceral el parasito afecta principalmente higado y bazo. En los
vasos sanguineos se produce hipertrofia y su posterior taponamiento que va a
producir necrosis en los tejidos, alterdndose asi su funcionamiento normal. El
periodo de incubacién aproximado es de 2 a 4 meses y los principales sintomas
son fiebre alta, irregular de mas de dos semanas, acompafada de astenia, pérdida

de peso, anemia, dolor abdominal, hemorragia gingival y nasal.

1.9 Diagnéstico

Después de la sospecha clinica de leishmaniasis cutdnenea, es necesario
comprobar la presencia del parésito y para ello, se realizan una serie de pruebas
(Faber, 2003), como son:

1. El examen directo, en el cual se toma una muestra del borde infiltrado de la
lesion para comprobar la presencia o no de amastigotes. El hallazgo del
paradsito dependera de la especie infectante y de la duracion de la
enfermedad.

2. La intradermorreaccion de Montenegro (leishmanina) se trata de una
respuesta de hipersensibilidad retardada. Una papula > de 5 mm a las 48 a
72 horas es reactiva. Reporta de 80 a 100% de sensibilidad. Puede ser
negativa en lesiones recientes (menos de 6 semanas) (Sadeghian, 2006).

3. La serologia ELISA es positiva para Ig G en un 87 a 95 % de los casos y es
empleada para el control y cura de esta patologia.

4. La histologia es una mejor opcioén, y para ello, se debe obtener una biopsia
de piel, raspado o aspirado de la lesién, de 3 a 5 muestras de lugares

distintos:
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a) Tincion de Giemsa para identificar amastigotes

b) PCR identificacibn de la especie aislada, extrayendo el acido
desoxirribonucleico por reaccién en cadena de la polimerasa. Es muy util en
el diagndstico de casos con baja carga parasitaria (Schonian, 2003).

c) Cultivo en medio NNN Se debe mantener al menos 4 semanas, pues el
crecimiento puede ser lento, principalmente en casos con baja carga
parasitaria. La especie se determina por anticuerpos monoclonales o
sondas de DNA.

d) Método de cultivo microcapilar (MCM). Tubos microcapilares con agar,
en donde se siembra la sangre infectada. Se incuban por 15 a 30 dias y se

considera positiva cuando se observan los amastigotes moviéndose.

1.10 Tratamiento

La utilizacion de medicamentos para combatir la leishmaniasis se remonta a la
antigledad. En Egipto se usaba el tartaro emético para combatir la enfermedad.
Vianna en 1912, utiliz6 por primera vez el antimonio en pacientes con
leishmaniasis mucocutanea. Escomel en 1917, utiliz6é el éxido de antimonio para
la forma visceral. En la actualidad hay una gran cantidad de medicamentos, en el
qgue su efecto terapéutico depende de la especie del parasito de que se trate: la
leishmaniasis visceral es sensible a los antimoniales existiendo una resistencia a
la leishmaniasis cutanea diseminada y mucocutanea (Frezard, 2009).

La leishmaniasis cutanea tiende a curar espontaneamente en varios meses

dejando una cicatriz. El tratamiento mejora la cicatrizacion y previene la
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diseminacién parasitaria y las recaidas. No hay un tratamiento estandar, cada
caso debe ser valorado individualmente ya que la respuesta a los diferentes
medicamentos depende de la forma clinica de la especie infectante. Los
antimoniales pentavalentes, parenterales o intralesionales, han sido durante
décadas el Unico tratamiento disponible, en el Medical Letter se recomienda el
estibogluconato sédico (Pentostam) o antimoniato de meglumina (Glucantime) por
via parenteral en dosis de 20 mg/Kg/dia durante 20 dias. Puede tener efectos
adversos graves, aunque habitualmente éstos son reversibles (dolor
musculoesquelético, falla renal, toxicidad hepatica y cardiaca) cuando se
administran por via parenteral (Alvar, 2006). Para intentar disminuirlos se han
propuesto pautas de tratamiento mas cortas (10 dias) en casos sin riesgo de
diseminacién mucosa. En los ultimos afios han aumentado los casos de fracaso
terapéutico por resistencia parasitaria a los farmacos (Ouellette, 2004) o por
inmunosupresion del paciente (Ritter, 2002).

La administracion intralesional, de antimoniales pentavalentes en leishmaniasis
mexicana, puede ser muy efectiva y tiene muchas ventajas: alcanza una alta
concentracion del farmaco en el lugar de la infeccién y se reducen la toxicidad
sistémica y los costes derivados del tratamiento. Se administran 0.2 ml en la lesion
y se repite la administracién cada 1-3 semanas, con un nimero de dosis variable
segun la evolucién (Ashutosh, 2007; Baiocco, 2009).

La pentamidina, se asocia frecuentemente con efectos secundarios (naudseas,
anorexia, mareo, prurito, hipotension, necrosis en el lugar de puncién y
alteraciones hematoldgicas y electroliticas, principalmente cuando se administran

dosis elevadas (Andersen, 2005; De Paula, 2003).
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La miltefosina oral en dosis de 2.5 mg/Kg/dia durante 28 dias, en pacientes
mayores de 12 afios. Muestra una efectividad variable segin la especies de
Leishmania. Sus efectos secundarios mas frecuentes son nauseas, mareo, dolor
de cabeza y aumento de creatinina (Calvopina, 2006). Su principal ventaja es la
administracion oral.

La anfotericina B deoxicolato, es un antibiético poliénico insoluble en agua y muy
inestable, derivado del cultivo del streptomyces nodosum. También se emplea
contra una gran variedad de micosis profundas. Es probable que la droga se una
a las membranas que contengan colesterol en los diferentes tejidos. La droga se
une en un 95% a lipoproteinas, ella cruza la placenta facilmente, pero muy poco
penetra al liquido cefalorraquideo y humor vitreo. Es excretada por la orina
lentamente, incluso 7-8 semanas después de terminar el tratamiento, se
encuentran trazas en la orina. Los pacientes deben ser hospitalizados, y no es
recomendable el empleo concomitante de esteroides, agentes nefrotoxicos y
antineoplasicos. La dosis total es de 1-1.5 gr. Se presenta en polvo liofilizado, que
contiene 50 mg de la droga. Se diluye en 10 c.c. de solucion glucosada al 5%.
Cada c.c. contiene 5 mg. la cantidad que se debe administrar, se diluye en 500
c.c. de solucién glucosada al 5% y se administra en forma lenta, por via
intravenosa (4-6 horas). La primera dosis es de 10 mg para observar la tolerancia.
Se aplican 3 6 4 dosis semanales y se aumenta la concentracién promedio de
0.2/ kg de peso cada vez, no excediendo la dosis maxima de 1 mg. Deben
realizarse examenes semanales de: orina, urea, creatinina, electrolitos, glébulos
blancos, sedimentacion, bilirrubina, fosfatasas alcalinas, transaminasas. Es

bastante efectiva, pero los efectos adversos son frecuentes: hiperpirexia, malestar
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general, hipotension, tromboflebitis, dafio renal, hipopotasemia, anemia y hepatitis.
También se ha empleado la anfotericina en combinacion con el glucantime, y se
debe tener presente, que si bien se aumenta la accion terapéutica de ambas
drogas, igualmente se incrementan los efectos toxicos. Las formulaciones lipidicas
de anfotericina B son mucho menos toxicas y han demostrado eficacia en el
tratamiento de leishmaniasis visceral. Su coste ha limitado el uso en leishmaniasis
cutanea.

La paramomicina (sulfato de aminosidina) es un antibiético aminoglucésido que
actia inhibiendo la sintesis proteica. Se usa via parenteral en casos de
leishmaniosis visceral y de forma tépica (Leishcutan) para leishmaniasis cutanea,
no esta disponible en nuestro medio y debe reservarse para los casos de
afectacion mucosa.

El compuesto HA2, es una molécula nueva, derivada de la triaminoquinazolina con
ferroceno. Se obtuvo por hibridacién molecular y disefio asistido por computadora:
Medline, Autdock 4 y VMD 1.8.3, como agente contra la leishmaniasis.

En el disefio se uso el hibrido B18 con dos dianas independientes, se eligieron las
enzimas dehidrofolatorreductasa (DHFR) y PTR de Leishmania mexicana, debido
a que se encuentran activas tanto en el estadio promastigote como amastigote del
parasito y estan reportadas como cristales para su estudio en medios
computacionales. La DHFR es una diana validada en el campo de la quimica
farmacéutica, dado que su inhibicibn provoca la muerte de los organismos
patégenos. La molécula de estudio es la 2,4,6-triaminoquinazolina co-cristalizada
con la PTR de Leishmania major, fragmento A de la molécula; y como fragmento

B, el ferroceno (molécula que muestra actividad contra Plasmodium falciparum y
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Tripanosoma brucei) unido mediante un conector. La molécula resultante es la

HA2, sintesis del fragmento A para la obtencién de la triaminoquinazolina.

1.11 Respuestainmunitaria del humano y del ratén

Una vez que el vector inocula los parasitos se produce una reaccion inflamatoria
local, generada por macréfagos, neutrofilos, eosindfilos y células NK. Esta
induccidon puede ser directa, cuando moléculas propias del parasito estimulan la
llegada de neutréfilos o eosindfilos, o indirecta, cuando el parasito estimula la
produccion de citocinas, como la interleucina 8 (IL-8) o las proteinas inflamatorias
del macrofago a y B (MIP-a y B) y proteina quimiotactica del macréfago-1 (MCP-1),
gque a su vez inducen migracién de neutrofilos, células NK y monocitos,
respectivamente (Bovis, 2003; Liese, 2008)). Al parecer las leishmanias, resultan
beneficiadas al ser fagocitadas por los neutréfilos, porque escapan de los
macréfagos y sobreviven mas tiempo, inhibiendo las caspasa-3 conocida como
inductora de apoptosis (Tacchini, 2000). Los neutrdfilos antes de llegar a la
apoptosis producen quimiocinas MIP-1a y MIP-13 y reclutan monocitos y
macréfagos al sitio de la infecciéon (Chertov, 2000).

Los macrofagos fagocitan los PMNs infectados identificando fosfatidil-serina en la
superficie de las células apoptoticas. Este lipido normalmente se encuentra sélo
en la cara interna de la membrana plasmatica, pero en las células apoptoticas se
redistribuye rapidamente hacia la superficie externa, donde puede ser reconocido
por los receptores especificos de los fagocitos macréfagos (Janeway, 2003). Los
neutrofilos activan a los linfocitos T virgenes para que expresen CD28, ésta familia

es miembro de la superfamilia de las inmunoglogulinas, cuyo ligando son
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moléculas coestimuladoras como B7-1 y B7-2 (CD80/CD86) y su funcion es la
sefalizacion a través de la cinasa P13, liberando segundas sefiales para
activacion de los linfocitos virgenes e inducir la produccién deyiNFfactores
quimiotacticos de células T.

Una vez que las células llegan al sitio de infeccion y entran en contacto con los
pardsitos, se inicia una lucha que puede derivar o no en el control de la infeccion.
La leishmania es un parasito intracelular, por lo tanto los eosinéfilos, monocitos,
neutréfilos y mastocitos son capaces de fagocitar y albergar parasitos de
leishmania, asi como las células dendriticas o de Langerhans. No sélo es
importante que estas células puedan tener parasitos en su interior, sino también
con qué facilidad logran infectarse. Para el establecimiento de una respuesta
inmune protectora se requiere que las células de la respuesta innata presenten
antigenos parasitarios a los linfocitos T, para producir T CD4 y la activacion de
macréfagos para el control eficiente de los parasitos. Células como los
macréfagos, los linfocitos B y las células dendriticas sirven como presentadoras de
antigenos (CPA) de leishmania. Sin embargo, el parasito logra interferir con el
funcionamiento de macréfago, y su capacidad presentadora se ve reducida
(Mullin, 2001). Una de las moléculas que permite la interaccion entre la célula
presentadora y el linfocito es el complejo de histocompatibilidad (MHC) que,
presenta una mayor expresion, aparicion y disponibilidad o una mayor
degradacion (De Souza, 2003). La presentacién de antigenos necesita también de
la participaciéon de moléculas coestimulantes, entre ellas, CD40, CD80 (B71), y

CD86 (B72).
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El promastigote de Leishmania se une a la superficie del macréfago por receptores
del complemento 1 y 3 (CR1, CR3 y C3b) antes de ser internalizados. El CR1 del
macrofago constituye el mayor ligando del promastigote maduro (Da Silva, 1998).
Las integrinas de los macréfagos, sobre todo Mac-1 (CD11b CD18 o receptor
carrofiero, también se une a los microorganismos para facilitar su fagocitosis. Los
receptores de opsoninas favorecen la fagocitosis de los microorganismos
recubiertos de diferentes proteinas. El proceso de recubrir un microbio para
convertirlo en objetivo de su fagocitosis se denomina opsonizacién y las
sustancias que recubren los microorganismos se llaman opsoninas. Estas
sustancias incluyen anticuerpos, proteinas del complemento y lecitinas. Ademas
de la fagocitosis, los macréfagos producen toxicos, leishmanicidas, como el
peréxido de hidrégeno (CH; O,), el anidén superoxido (O) y el éxido nitrico (NO)
(Serarslan, 2005), que son directamente toxicos para el microorganismo. Los
macrofagos al ser activados producen citocinas como: TNF-a, IL-6, IL-18, IL-12 e
IN-y (Kim, 2000). ElI CD40 presente en la superficie de los magfagos activa dos
interactian con el ligando del CD40L presente en los linfocitos T activados y
provoca produccion de IL-12 por los macrofagos que a su vez actiuan sobre las
células T para inducir la produccion de IFN-y, que es leishmanicida (Awasthi,
2003). Los parasitos sobreviven y persisten dentro de los macrofagos, evadiendo
el sistema inmunoldgico del huésped para su propio beneficio, impidiendo que los
macréfagos presenten a través del MHC clase Il (Antoine, 1999), llevando a las
células a disminuir la produccién de IFN-y y células Thl, lo que a su vez conduce

a la progresion de la enfermedad.
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En ratones infectados, se ha encontrado, una mayor cantidad de parasitos cerca
de los granulos de eosindfilos y una relaciéon directa entre la presencia de
eosindfilos y la ausencia de amastigotes en la lesion. Oliveira en el 2004, encontrd
gue ratones cuyos eosindfilos eran el 50% de las células circulantes, al ser
infectados, no desarrollaron sintomatologia y albergaron menos parasitos, lo que
apoya el papel benéfico de los eosindfilos durante la infeccion. Apoyando otra
hipotesis, se encontré que habia relacion entre la presencia de eosindfilos y los
cambios necroticos encontrados en hamsteres infectados con L. mexicana

(Pereira, 2002).

I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria endémica, mutilante vy
discapacitante, que afecta a gran parte de la poblaciéon disminuyendo la calidad
de vida de quien la padece. Hay pocos farmacos para ser utilizados en su
tratamiento, de costo elevado, bastante toxicos, poco efectivos y de baja
capacidad para erradicar la parasitosis, por eso la necesidad de probar un
medicamento que cure la enfermedad evitando secuelas posteriores y mejorando
la calidad de vida, contribuyendo a la recuperacion de su salud, de la economia
familiar y social y disminuyendo los gastos que en materia de salud se distribuyen
para este fin.

Asi mismo, la accion toxica directa de un compuesto sobre el parasito leishmania,
puede no tener significado en un organismo infectado, en donde el huésped

participa absorbiendo el compuesto, metabolizandolo y proporcionando rutas de
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escape farmacolégico o mecanismos de resistencia, por ello es importante
determinar las caracteristicas de administracion, asi como probar su efecto en un
modelo animal infectado, en este caso el ratdén, ya que semeja la infeccion en el

humano, es de facil manejo y de bajo costo.

i HIPOTESIS
El compuesto HA2 no reduce las lesiones de leishmaniasis cutanea

diseminada experimental en el ratbn BALB/c

v OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Evaluar el efecto terapéutico del compuesto HAZ2 (triaminoquinazolina con
ferroceno) en las lesiones de leishmaniasis cutanea diseminada en el raton
BALB/c.

4.2 ESPECIFICOS

Comparar el efecto que el compuesto HA2 produce en las lesiones de
leishmaniasis cutanea, con el efecto producido con metilglucantime e

hidroxiurea.

Determinar la via de administracion del farmaco HA2

\Y; DISENO METODOLOGICO

5.1 TIPO DE ESTUDIO
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Experimental

5.2 TIPO DE DISENO

Fase | - Preclinico

5.3 CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Prospectivo

5.4 POBLACION
Ratones  singénicos BALB/c  con leishmaniasis cutanea diseminada tipo

experimental.

5.5 TAMANO DE MUESTRA
Método de muestreo y tamafio de la muestra no aplica, ya que se trata de un

estudio experimental.

5.6 CRITERIOS DE INCLUSION, NO INCLUSION, EXCLUSION Y
DE ELIMINACION

No aplica, en virtud de que no se muestrea a una poblacion.

5.7. DEFINICION DE VARIABLES
5.71 VARIABLE INDEPENDIENTE:
Efecto del compuesto HA2 (Triaminoquinazolina con ferroceno en las lesiones de

leishmaniasis cutanea diseminada experimental, en el raton BALB/c.
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5.7.2 VARIABLE DEPENDIENTE:

Ratones con leishmaniasis cutanea diseminada experimental.

5.8 MATERIAL

Material de Laboratorio: reactivos, disolvente, material de vidrio, placas de 24
pozos, unidades de filtracibn para medios de cultivo, camaras para lectura del
contador de células, reactivos para tincién vital fluorescente de parasitos, medios
de cultivo, pipetas, cajas de cultivo.

Ratones BALB/c, alimento para ratones, jaulas con cubierta de aislamiento,
bebederos. Medicamentos: hidroxiurea, glucantime y el medicamento de prueba,
HAZ2.

Personal capacitado para realizar los estudios.

5.9 METODOLOGIA
El estudio se realizé de el laboratorio de Infectologia, cuarto piso, y en el Bioterio,
del INPer, en un periodo comprendido entre mayo de 2009 a abril del 2011.
Cultivo e inoculacién de leishmania mexicana.
Se cultivaron los paréasitos en cajas de 25 cm? con un millén de parésitos por
mililitro de Leishmania mexicana MNY/BZ/62/M379, se siguid su crecimiento
durante una semana con observacion diaria. Comprobando la viabilidad celular por
el movimiento de los microorganismos.
Se contd la carga parasitaria en el microscopio 6ptico, y se inoculé 1 x 10°
parasitos de Leishmania mexicana, en ratones BALB/c, de aproximadamente 4 a 8

semanas de viday con un peso de 20 a 25 gramos.
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Comprobacién de le infeccion. A los 15 dias presentaban edema en el cojinete
plantar, donde se habian inoculado las leishmanias. A los 4 meses presentaban
lesiones en piel, acompafiada de pérdida del pelo y costras mielicéricas. Se
separaron por grupos. Se llevé a cabo el experimento administrandoseles el
compuesto HA2 y los medicamentos ya existentes en el mercado, como
Hidroxiurea y Glucantime para comparar el efecto del medicamento sobre las
lesiones en piel.

Experimento 1

Primero. Se realizé un estudio para evaluar el efecto del medicamento HA2 por
via oral, en dosis de 0.5 mg/mL por tres dias (72 horas). Se les dio a beber el
compuesto a seis ratones (6) con multiples lesiones en piel y cola. El primer dia

ingirieron 26 mL, el segundo 50 mL, y el tercer dia 30 mL (106 mL en total).

Tabla Il
Afeccion de los ratones infectados y posteriormente tratados con el compuesto HA2
Medicamento | Diseminacién | Lesion Edema Lesién Alopecia Pelo Costras
HA2 1 # de lesiones en del en cola hirsuto mielicéricas
mg/mL cojinete cojinete
plantar plantar
Ratén 1 5 ++ + +++ +++ - +
Ratén 2 4 ++ + ++ ++ - T+
Ratén 3 3 - - +++ +++ R T+
Ratén 4 4 - - +++ ++ N .
Ratén 5 4 - - ++ +++ R T+
Ratén 6 5 - - +++ + - +++
+ Leve +++ Severa
++  Moderada - No hay

Segundo. Se realizé un estudio para ver el efecto que el compuesto de prueba
tenia en un raton con multiples lesiones en piel, tratado previamente con 20 mg

de hidroxiurea (y en quién las lesiones no habian curado). Se le administr6 HA2
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por tres dias ingiriendo un total de 35 mililitros del farmaco. Un mes después se

administr6 nuevamente el medicamento, a la misma dosis y el mismo tiempo de

aplicacion.

Tabla Il

Lesiones de ratén previamente tratado con 20 mg de Hidroxiurea

Medicamento HA2 Numero de lesiones Lesion en cola Pérdida de pelo Costras mielicéricas
1 mg/mL en el cuerpo
Raton 1 5 _ +++ +++
+ Leve +++ Severa
++ Moderada - No hay

Experimento 2

Se realiz6 otro estudio para conocer el efecto del medicamento de prueba

comparado con Hidroxiurea y Glucantime, que son los medicamentos de primera

eleccién en leishmaniasis cutdnea diseminada en humanos. Se evalué el nUmero

de lesiones en el cuerpo, si tenian edema y/o lesion en el cojinete plantar donde

habia sido inoculada la leishmania, lesién en la cola, pérdida de pelo (alopecia) o

pelo escaso y pequefio y costras mielicéricas.

1. El grupo A, fue el grupo control, seis (6) ratones a quienes no se les

administr6 medicamento.

2. El grupo B, seis (6) ratones a quiénes se le administr6 HA2 (disuelto en

etanol) en dosis de 1 mg/mL por 3 dias.

3. El grupo C, seis ratones (6) a quienes se le administré 1 mg/mL por 15 dias

de Hidroxiurea.

4. El grupo D,

seis ratones (6) a quienes se le administr6 100y g/mL de

Glucantime por via intramuscular (IM) dosis Unica.



Tabla IV

Grupo A Control (Sin medicamento)

Grupo A Diseminacion | Lesién Edema Lesion Alopecia Pelo Costras
Control # de lesiones en del en cola hirsuto mielicéricas
Sin cojinete cojinete
medicamento plantar plantar
Ratén Al 5 + - ++ ++ ++ ++
Ratén A2 4 Tumor ++ ++ ++ +++ ++
en pata
derecha
Ratén A3 3 + - ++ ++ +++ ++
Ratén A4 3 ++ - ++ ++ - T+
Ratén A5 4 + - ++ ++ - ++
Raton A6 2 + - ++ ++ - ++
+ Leve +++ Severa
++  Moderada - No hay
Tabla Vv
Grupo B Lesiones de los ratones que posteriormente fueron tratados con el compuesto HA2
Grupo B Diseminacion | Lesién | Edema del Lesion Alopecia Pelo Costras
HA2 # de lesiones en cojinete en cola hirsuto mielicéricas
1mg/mL VO cojinete plantar
plantar
Ratéon B1 3 + + +++ +++ - -+
Ratén B2 3 +++ ++ ++ +++ +++ +++
Ratén B3 2 + + ++ +++ +++ +++
Ratén B4 4 + + ++ +++ +++ +++
Ratén B5S 4 ++ - ++ +++ + +++
Ratén B6 5 ++ + ++ ++ - +++
+ Leve +++ Severa
++  Moderada - No hay
Tabla VI
Grupo C Lesiones de los ratones que posteriormente fueron tratado con Hidroxiurea
Grupo C Diseminacion Lesion Edema Lesion en Alopecia Pelo Costras
HU # de lesiones en del cola hirsuto mielicéricas
1 mg/mL VO cojinete cojinete
plantar plantar
Ratén C1 3 ++ +++ ++ +++ - +H++
Raton C2 3 + ++ ++ ++ - ++
Ratén C3 4 ++ + ++ +++ - +++
Ratén C4 5 ++ + ++ ++ - ++
Ratén C5 3 ++ + ++ +++ - ++
Ratén C6 2 ++ + +++ ++ - +++
+ Leve +++ Severa

++  Moderada - No hay
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Tabla VII
Grupo D Lesiones de los ratones que posteriormente fueron tratados con Glucantime
Grupo D Diseminacion Lesion Edema Lesion en Alopecia Pelo Costras
Glucantime # de lesiones en del cola hirsuto mielicéricas
100 mg/mL cojinete cojinete
IM plantar plantar
Ratén D1 5 + + + ++ + +++
Ratén D2 4 + + ++ 4+ ++ T
Ratén D3 3 + + ++ +++ ++ +++
Ratén D4 3 + + ++ ++ ++ +
Rat6n D5 3 + + ++ + ++ +
Ratén D6 3 + + +++ + ++ R
+ Leve +++ Severo
++ Moderado - Sinlesion

Experimento 3

Grupo E Se realizé otro estudio en cuatro ratones hembras (n=4) con lesiones
diseminadas en piel, a dos se le administré el compuesto de prueba HA2 IM como
dosis Unica de 1 mg/mL.

Y a otros dos, se les administré el compuesto por tres dias.

Se tenian tres ratones como grupo control.

Tabla VI
Tipo de lesion en ratones hembras antes de la administracion del compuesto HA2
Grupo E Diseminacion Lesién Edema Lesion en Alopecia Pelo Costras
HA2 # de lesiones en del cola hirsuto mielicéricas
1 mg/mL IM cojinete cojinete
plantar plantar
Ratén E1 3 + - + ++ + +++
Raton E2 4 + - + + + +
Raton E3 3 - - ++ ++ - +
Raton E4 4 - - ++ + - +
+ Leve +++ Severa

++ Moderada - No hay
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Grupo F Se realiz6 otro estudio en ratones machos (n=5) infectados con lesiones

diseminadas en piel (inoculados 10 meses antes) a quienes se les administro el

medicamento de prueba HA2 en el agua de beber, por tres dias: ingirieron 50 mL

el primer dia, 26 el segundo dia y 20 mL el tercer dia, sumando un total de 96 mL,

a dosis de 2 mg/mL y también se aplicd el compuesto intralesional, untado con gel

(5 mL de gel para ultrasonido).

Catorce dias después se le administra nuevamente el medicamento por via oral y

topica.

Tabla IX

Grupo F Lesiones de ratones machos infectados

Grupo F
HA2
1 mg/mL VO
+ Topico

Diseminacion
# de lesiones

Lesion en
cojinete
plantar

Edema
del
cojinete
plantar

Lesion en
cola

Alopecia

Pelo
hirsuto

Costras
mielicéricas

Raton F1

++

+

++

++

+++

Raton F2

++

+

+++

+++

+++

Raton F3

++

+

+++

+++

Raton F4

+

++

++

Ratén F5

+

++

+ Leve

++ Moderada

Experimento 5

+++ Severa
No hay

Se realizd otro estudio para comparar el efecto del compuesto HA2 con diferentes

vehiculos y mezclas. HA2 (compuesto hidrosoluble), H2C (compuesto disuelto en

ciclodextrina), HA2+ H2C (mezcla de ambos) y el grupo control.




Vi RESULTADOS

Plan de analisis. El andlisis se realiz6 con un programa estadistico Microsoft
Office Excel 2007 para Windows 2007. En todos los analisis se utilizd un
intervalo de confianza al 95% y una probabilidad de p < 0.05.

En el primer experimento, se realizdé una X2 (chi cuadrada). Variable cualitativa
nominal.

En el segundo, una T de Wilcoxon (Variable cualitativa nominal, dos grupos
relacionados, antes y después).

En el tercero, cuarto y quinto una X? (chi cuadrada). Variable cualitativa

nominal.

Experimento 1
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La accion sobre la piel del raton es evidente, las lesiones desaparecieron al 4to

dia. A los 15 dias continuaron sin lesiones, ganaron un poco de peso. Estan

reactivos, sin alteraciones en el comportamiento y sin sangrado en

evacuaciones. Siete meses después continldan sin lesiones.

Tabla X
Efecto de las lesiones cutdneas con el compuesto HA2
Medicamento | Diseminacién | Lesion Edema del | Lesiénen Alopecia Pelo Costras
HA2 1 # de lesiones en cojinete cola hirsuto mielicéricas
mg/mL cojinete plantar
plantar
Raton 1 - + - - -
Ratén 2 - + - + -
Ratén 3 - - - - -
Raton 4 - - - + -
Ratén 5 - - - + +++
Raton 6 - - - - -
+ Leve +++ Severa

++  Moderada - No hay

las
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El raton tratado previamente con hidroxiurea (20 mg) que no habia curado y que
presentaba multiples lesiones en piel, se le administro el farmaco HA2, tomo6 35
mL en 72 horas, mostrando en 7 dias disminucion de 70% de su volumen total, y
algunas lesiones en espalda, por lo que se le administré el farmaco nuevamente
por tres dias en dosis de 20 mL, 22mL, y 47.5 mL (en total 89.5 mL) mostrando
remision de las lesiones en un 100%. Se mantuvo asi y fallecié un afio después
del tratamiento, en total vivid tres afos, lo que no hubiera sobrevivido sin
tratamiento. Tenia una pata un poco inflamada. Su estado de salud era bueno y

presentaba algunas costras mielicéricas en la espalda, no investigamos el origen.

Experimento 2
Fallecieron dos ratones del grupo control, al mes de haber iniciado el experimento

y alos 3y 4 meses después de haber sido inoculados.

Tabla XI
Grupo A. Ratones controles.

Medicamento | Diseminacién | Lesion Edema Lesién Alopecia Pelo Costras
HA2 1 # de lesiones en del en cola hirsuto mielicéricas
mg/mL cojinete cojinete

plantar plantar
Raton 1 3 + - +++ +++ - +++
Raton 2 - Tumor ++ ++ +++ +++ +++

en pata

derecha
Ratén 3 5 + - +++ +++ +++ +++

Oreja
derecha
prurito
Raton 4 5 +++ - +++ ++ +++ +++
+ leve +++++  Muy severa

++ Moderada - No hay

+++ Severa
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Tabla XII
Grupo B. Se les administr6 HA2 en dosis de 1 mg/mL por 3 dias
GRUPO B Diseminacion Lesion en Edema Lesion | Alopecia Pelo Costras
HA2 # de lesiones cojinete del en cola hirsuto mielicéricas
1mg/mL plantar cojinete
plantar
Ratén B1 - + - - Base de - -
cola
Ratén B2 - [+++ ++ ++ Base de +++ +++
Pérdida de cola
un ortejo
Ratén B3 +++++ Izquierdo - ++ + +++ +++
Oreja derecha
prurito
Ratén B4 +++ Izquierdo - + - +++ -
tronco Pérdida de
2 ortejos

Ratén B5 +++++ izquierdo - + - + +++
Rat6n B6 - - + - + - +
+ Leve +++++ Muy severa

++ Moderada - No hay

+++ Severa

Los ratones del grupo B, a quienes se les administr6 el compuesto HAZ2,

presentaron al principio pérdida de la movilidad de las extremidades en donde se
les habia aplicado el medicamento. Pero se observo remision de las lesiones en

un 33% al mes y medio, y a los dos meses presentaban remision del 90% e

incluso pelo en esa parte de piel.

Tabla XIliI
Grupo C Hidroxiurea a dosis de 1 mg/mL via oral por 3 dias
GRUPO C Diseminaciéon Lesion en Edema Lesién Alopecia Pelo Costras
Hidroxiure # de lesiones cojinete del de cola hirsuto mielicéricas
a 1l mg/mL plantar cojinete
plantar
Ratén C1 - Izquierdo +++ + Base de + -
Ortejos cola
encorvados
Ratén C2 - Izquierdo ++ - Inicio de + -
pérdida de cola
un ortejo
Ratén C3 Dorso Izquierdo - +++ +++ +++ -
Hipogonadismo dorso
Ratén C4 - Izquierdo - - - - +++
Ratén C5 +++ Izquierdo - ++ +++ ++ +++
+ Leve +++ Severa

++ Moderada - No hay
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Fallecié un ratén, de los tratados con hidroxiurea, las lesiones disminuyeron en un
50%, pero posteriormente volvieron a reactivarse, a los 7 meses estaban

nuevamente con multiples lesiones.

Tabla XIV
Grupo D  Glucantime 0.4 mg/mL via IM dosis Unica

GRUPO D Diseminacion Lesion en Edema Lesion Alopecia Pelo Costras
Glucantime # de lesiones cojinete del de cola hirsuto mielicéricas
plantar cojinete
plantar
Ratén D1 - Izquierdo +++ + - +++ +++
Ratén D2 - Izquierdo ++ + +++ +++ ++
Raton D3 Ojo derecho Izquierdo - - - +++
Oreja derecha
Ratén D4 - Izquierdo - - - +4++
Ratén D5 - Izquierdo - - - +
pérdida de
4 ortejos
+ Leve +++ Severa
++ Moderada - No hay

Uno de los ratones del grupo D, tratados con Glucantime, murid; los otros

presentaron remision en un 70% de las lesiones.

Experimento 3

Tabla XV
Grupo E Los ratones hembras tratadas con el compuesto HA2 a dosis de 1 mg/ mL
GRUPO E Diseminacion Lesion en Edema Lesion Alopecia Pelo Costras
Compuesto # de lesiones cojinete del en cola hirsuto mielicéricas
HA2 plantar cojinete
plantar
Raton E1 - + - - B T T+
Raton E2 - + - - - +
Raton E3 - - - - - -
Raton E4 - - - - - -
+ Leve +++ Severa

++ Moderada - No hay
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Las lesiones disminuyeron casi por completo, pelo hirsuto en cabeza, aumento de
peso y movilidad.

Uno de los ratones del grupo control fallecid, nueve dias después de iniciarse el
experimento.

Otro perdié la extremidad completa del lado de la aplicacién del vehiculo.

Los ratones que recibieron 1 mg/mL de medicamento como dosis Unica, tuvieron
pérdida de la movilidad de la extremidad en donde se aplicé el medicamento.

Uno de ellos, present6 disminucién de la lesion casi por completo.

Los ratones que recibieron tres dias de aplicacion del medicamento, empeoraron
sus lesiones y se necros6 la extremidad en donde se aplicd el medicamento. Pero
continuaron vivos.

Experimento 4

La accion sobre la piel del ratén es evidente, las lesiones desaparecieron desde el
4to dia, a los 15 dias persisten ausentes las lesiones, y empieza a ganar peso, 0
verse “inflamado”. Le crece el pelo y se ve brillante, como si nunca se le hubiese

caido.

Tabla XVI

Grupo F Efecto del compuesto HA2 en dosis de VO y tdpica

Grupo F Diseminacion | Lesion en Edema Lesion en Alopecia Pelo Costras
HA2 # de lesiones cojinete del cola hirsuto mielicéricas

1 mg/mL VO plantar cojinete

+ Topico plantar

Raton F1 1 - + ++ + + +

Raton F2 1 - + - + + -

Ratén F3 - - + + - + -

Rat6n F4 - - + ++ - + +

Raton F5 - - + ++ - + +

+ Leve +++ Severa

++ Moderada - No hay
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Experimento 5
Las lesiones disminuyeron casi por completo con el medicamento HA2 y casi a la
mitad con la combinacién de las dos mezclas.

HA2 + H2C (diaminoquinazolina con ferroceno mas ciclodextrina).

VI DISCUSION

La leishmaniasis es una de las enfermedades parasitarias mas devastadoras que
afecta al hombre y a los animales domésticos. A pesar de su grave impacto,
todavia no se dispone de un medicamento capaz de erradicarla, ya que los
existentes, son altamente toxicos y han dejado de ser efectivos debido al
incremento de resistencia al parasito y a las variaciones farmacocinéticas en la
interaccion farmaco-respuesta inmune del paciente, aunque la respuesta local y
sistémica dependera de la infectividad del parasito, su patogenicidad y su
virulencia, para contrarrestar dichas defensas, eludiéndolas o anulandolas, al igual
que en el modelo murino (Bolaji, 2008).

Cabe destacar que tanto el sistema inmunologico de los ratones, como el sistema
humano presentan diferencias y son dificiles de comparar. En el estudio se
inocularon los parasitos y en los humanos, el mosquito vector pica provocando
reacciones de defensa o hipersensibilidad en algunas personas, lo que ocasiona
que el cuerpo desencadene una serie mecanismos para destruir al parasito, que
quizas no ocurra en forma tan drastica cuando se inocula, al igual que la piel del

ratbn y del humano son muy diferentes, en el sistema murino las células
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dendriticas se crean en la médula 6sea o el bazo, mientras que las células
dendriticas de humanos se generan casi exclusivamente en la sangre periférica.
Ademas existen muchos anticuerpos en el sistema humano que no existen en el
murino y viceversa.

De igual forma el peso de un adulto promedio dista mucho del peso del ratén, y
extrapolar la cantidad de medicamento es dificil ya que las dosis son minimas.

De los 60 ratones estudiados, 20 ratones presentaron lesion Unica y los 40
restantes multiples lesiones, similar a lo que ocurre en humanos, segun lo citado
en la literatura revisada, (Gamier 2002; Hepburn, 2003).

La hidroxiurea remiti6 las lesiones “in vivo” a la mitad, similar a lo reportado en la
literatura para los amastigotes in vitro (Martinez, 2008).

Se administré la N-metil-glucamina por via intramuscular, pero podria probarse
por via oral, diluida con beta.ciclodextrina, como los estudios reportados en la
literatura (Demicheli, 2004).

En el estudio se probé un medicamento nuevo derivado del ferroceno
encontrandose remision de las lesiones cutaneas y un 100% de sobrevida de los
animales experimentales, lo que nos ha alentado a pensar que se tiene la cura
para esta enfermedad, sin embargo aun hay que hacer varias pruebas en otras
especies animales para comprobar el efecto terapéutico del compuesto HA2 y con
otros vehiculos de aplicacién, probando su absorciéon y el nivel celular en el cual

actua el medicamento.
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CONCLUSIONES

El medicamento HA2 remite significativamente las lesiones de
leishmaniasis cutanea diseminada experimental en ratones singénicos
BALB/c, por lo que se rechaza la hipotesis nula.

La via de administracibn mas efectiva es la oral por 15 dias, a la dosis de
1mg/mL, hasta el momento, solo se han usado dos dosis, 1 mg/mL, oral e
IM

El tratamiento con el compuesto de prueba HA2 produce efectos
significativamente mejores comparados con la hidroxiurea y el glucantime.
Las lesiones tratadas con hidroxiurea remitieron significativamente, pero
posteriormente hubo rebote y las lesiones volvieron a salir.

Respecto al sexo, no hubo diferencias significativas, en el grado de
curacion de las lesiones.

El vehiculo de dilucion del compuesto HA2 que mostré6 mejor efecto sobre
las lesiones de leishmaniasis cutanea experimental fue el etanol.

La aplicacién intramuscular del compuesto HA2 ocasiona necrosis en el
sitio de aplicacion.

La administracion oral y tépica del compuesto produce remision

significativamente mayor que con los otros compuestos.
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IX RECOMENDACIONES

1. Medir las lesiones con un vernier en dos de sus diametros, sacar un
promedio y multiplicarlo por pi (171=3.1416) para conocer el diametro de las
lesiones y que los valores sean mas significativos al compararlos con los
obtenidos después del tratamiento.

2. Colocar a cada raton en diferente jaula para poder cuantificar la cantidad de
medicamento ingerido.

3. Realizar estudios para conocer a qué nivel celular, actia el medicamento
sobre el parasito.

4. Realizar estudios para conocer la biodisponibilidad del compuesto.

5. Invitar a la ciudadania y a las personas que cuentan con los recursos para
que en materia de investigacion inviertan y se logre erradicar esta
enfermedad, ya que los medicamentos actuales presentan varias
dificultades: escasez y alto costo de las drogas, elevada toxicidad,
diferencias en la respuesta individual, dependiendo de la especie de
parasito involucrada y sobre todo del estado inmunologico del hospedero,
que hay resistencia a los medicamentos y que el proceso de cicatrizacion
es lento y hay cicatrices antiestéticas.

6. Fomentar el desarrollo de investigaciones para conocer mas a fondo el

comportamiento de la enfermedad en nuestro pais.
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Xl ANEXOS

Grafica |

Experimento1l Efecto del compuesto HA2 VO en dosis de 1mg/mL VO sobre las lesiones de
leishmania mexicana en el ratédn BALB/c

Compuesto HA2
1 mg/mLVO

Lesiones (media)

B Antes del tratamiento

B Después del tratamiento

Grafica ll

Experimento2 Efecto del compuesto HA2, Hidroxiurea y Glucantime sobre las lesiones de
leishmaniasis cutanea diseminada experimental

Lesiones en el cuerpo

Control HA2 Hidroxiurea Glucantime
H Lesiones en el cuerpo
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Grafica lll

Experimento 2 Efecto de Hidroxiurea, Glucantime y el compuesto HA2
contra el grupo control

Lesion en el cojinete plantar

Control HA2 Hidroxiurea Glucantime

M Lesion en el cojinete plantar

Grafica IV

Experimento 2 Efecto de Hidroxiurea, Glucantime y el compuesto HA2 sobre la lesion en el sitio
de inoculacién de la leishmania
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Experimento 2

Grafica V
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Efecto de Hidroxiurea, Glucantime y el compuesto HA2 sobre las lesiones en
cola del ratén BALB/c comparadas contra el grupo control
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Experimento 2

Efecto de Hidroxiurea, Glucantime y el compuesto de prueba HA2 sobre el

Grafica VI
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Grafica VII

Experimento 2 Efecto de Hidroxiurea, Glucantime y el compuesto HA2
comparadas con el grupo control
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Grafica VIl
Experimento 2 Efecto de Hidroxiurea, Glucantime y el compuesto HA2
contra el grupo control
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Experimento 3

Griafica IX

Efecto en las lesiones de leishmania en ratones BALB/c hembras con la
administracién del compuesto HA2
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Efecto del compuesto HA2 oral y topico sobre las lesiones de leishmaniasis
cutanea diseminada en el ratén BALB/c
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Experimento 1

Tratamiento con el compuesto HA2

ler dia de tratamiento

| 3erdia de tratamiento | | 14 digs después del tratamiento |

Ratones tratados con el compuesto de estudio HA2 a los 0, 3, 6 y 7 meses
después.

Se observa en el ratdén control la lesion en la pata izquierda (edema del cojinete
plantar y enrojecimiento), como disminuye la lesion después de 24 horas de la
administracion del tratamiento, y como a los 14 dias después, la pata se muestra
curada.
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Compuesto HA2 en agua por tres dias:
0, 3, 6 y 7 meses después

| Inicio de tratamiento | Tres meses después

| Seis meses después | | Siete meses después |

Se muestra la disminucion de pelo y el edema de la pata izquierda, asi como las
costras mielicéricas y lo pequefio del ratdn, y la diferencia a los siete meses
después gue su pelo se ve completo y brillante como si nunca se le hubiese caido

y el ratén ha ganado peso.
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Experimento 2

Ratones tratados con el compuesto de prueba HA2, Hidroxiurea y Glucantime

Tratamiento por dos semanas

Compuesto HA2

Hidroxiurea

Se observa como los ratones del grupo control tienen escaso pelo, al igual que los
tratados con Hidroxiurea y Glucantime y como los tratados con el compuesto HA2
presentan un pelo uniforme y sano.
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