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RESUMEN 

 La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios 

pertenecientes al género Leishmania, la cual representa un problema de salud pública a 

nivel mundial. Ante la falta de vacunas eficaces y de métodos efectivos de control de las 

poblaciones del insecto vector, la única herramienta de lucha frente a la leishmaniasis es la 

quimioterapia. Sin embargo, las drogas más utilizadas en Venezuela y gran parte del mundo 

para tratar la leishmaniasis, el glucantime, el penstostam y la miltefosina, son altamente 

tóxicas para los pacientes. En este sentido, el desarrollo de nuevas drogas para el 

tratamiento de la leishmaniasis constituye una prioridad a nivel mundial.  

El SQ109 es una droga que actualmente se encuentra en fase III de ensayos clínicos 

para el tratamiento de la tuberculosis resistente a múltiples drogas. Veiga-Santos y col. 

recientemente reportaron que el SQ109 tiene efectos antiproliferativos sobre 

tripomastigotes, epimastigotes y amastigotes de Trypanosoma cruzi, demostrando además 

que colapsa el potencial electroquímico mitocondrial y alcaliniza los acidocalcisomas de 

epimastigotes de T. cruzi. Por esta razón, nos hemos planteado en este trabajo, determinar 

el efecto in vitro del SQ109 sobre promastigotes de Leishmania mexicana y sobre 

macrófagos infectados con amastigotes de L. mexicana. Además estudiamos su efecto 

sobre la homeostasis intracelular del Ca2+. Los resultados obtenidos muestran que el 

SQ109 tiene un efecto dosis-dependiente sobre la viabilidad y la proliferación de 

promastigotes de L. mexicana y disminuye el porcentaje de macrófagos infectados con 

amastigotes de L. mexicana.  Además disrumpe la homeostasis del Ca2+ intracelular, 

colapsa el potencial electroquímico mitocondrial y alcaliniza los acidocalcisomas de 

promastigotes de L. mexicana.  Todo lo anterior indica que el SQ109 puede ser considerado 

como una potencial droga leishmanicida.  

Palabras claves: Leishmaniasis, homeostasis intracelular del Ca2+, SQ109 
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 ABREVIATURAS 

[SQ109]: Concentración de SQ109. 

SFBi: Suero Fetal Bovino inactivado. 

IC50: Concentración inhibitoria del 50% de la población celular.  

DMSO: Dimetil sulfóxido. 

PBS: Buffer Fosfato Salino. 

ADN: Ácido desoxirribonucleico. 

PMCA: Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática (por sus siglas en inglés “plasma 

membrane Ca2+-ATPase”).  

ATP: Adenosina trifosfato. 

TB: Tuberculosis. 

MmpL3: Proteína micobacteriana larga 3 de membrana (por sus siglas en inglés 

“mycobacterial membrane protein large 3”). 

FCCP: Carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona.  

EGTA: Ácido etilenglicol tetraacético (por sus siglas en inglés “ethylene glycol tetraacetic 

acid”). 

CDC: Centros de Control y Prevención de Enfermedades. 

WHO: Organización Mundial de la Salud (por sus siglas en inglés “World Health 

Organization”). 

CMI: Concentración mínima inhibitoria de la población celular. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1.   Leishmaniasis  

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios 

pertenecientes al género Leishmania. Es transmitida al ser humano por la picadura de 

flebótomos (De Lima y col., 2010), y menos frecuentemente mediante transmisión congénita 

y parenteral (transfusión de sangre, jeringas compartidas y accidentes de laboratorio) 

(Herwaldt, 1999). Se mantiene en la naturaleza por al menos 100 especies de mamíferos 

que actúan como potenciales reservorios del parásito (De Lima y col., 2010).  

La leishmaniasis es una enfermedad prevalente en 98 países, 3 territorios y 5 

continentes (figura 1A) y afecta principalmente a las poblaciones más pobres del mundo. 

Se estiman unos 1,3 millones de casos nuevos y 57.000 muertes al año debido a esta 

parasitosis. Unos 300.000 casos corresponden a la leishmaniasis visceral y 1 millón a la 

forma cutánea (WHO, 2013).  

La amplia variedad de especies de Leishmania responsables de la leishmaniasis 

(más de 20 especies que infectan al hombre), combinada con los mecanismos inmunes del 

hospedador, resulta en un amplio espectro de manifestaciones clínicas (Silva-Jardim y col., 

2014). La forma más común de la enfermedad es la leishmaniasis cutánea, la cual causa 

úlceras en zonas expuestas del cuerpo, produciendo cicatrices permanentes y 

desfiguraciones (WHO, 2013). Se consideran dos cuadros clínicos cutáneos: leishmaniasis 

cutánea localizada (LCL) (figura 2A), generalmente circunscrita al sitio de inoculación 

gracias a una respuesta inmunitaria protectora, y leishmaniasis cutánea difusa (LCD) (figura 

2B), caracterizada por una pobre respuesta inmunitaria, que permite la diseminación del 

parásito por el líquido tisular, la linfa o la vía sanguínea, con desarrollo de lesiones 

nodulares en toda la piel (Becerril, 2011). Por otro lado, la leishmaniasis visceral (figura 2D), 
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forma fatal de la enfermedad debido a que afecta órganos vitales del cuerpo, como son el 

hígado, el vaso y la médula ósea, se caracteriza porque el paciente presenta fiebre, pérdida 

de peso, esplenomegalia y hepatomegalia, además de anemia. La leishmaniasis 

mucocutánea (figura 2C), es la forma más destructiva de la enfermedad, causando 

mutilación parcial o total de las membranas mucosas de la nariz, boca y garganta. 

Generalmente se desencadena luego de que aparecen las lesiones cutáneas (WHO, 2013). 

 

1.1.1. Leishmaniasis en Venezuela 

En 1984 el Instituto Nacional de Dermatología de Venezuela, encargado de llevar 

los registros de leishmaniasis, obtiene su sede propia y se transforma en el Instituto de 

Biomedicina.  Con esto mejoró de forma notable el registro de casos. Sin embargo, se 

mantiene un subregistro importante por diversas razones: 1) Persistencia de áreas 

endémicas sin acceso o con dificultad de acceso a los servicios de salud; 2) Fallas en el 

sistema de registro de casos; y 3) Un número significativo de casos que son diagnosticados 

y tratados por servicios médicos o centros de investigaciones ajenos al programa de control 

que no son reportados (De Lima y col., 2010). 

El registro nacional de leishmaniasis reporta un total de 64.843 casos de 

leishmaniasis cutánea para el lapso comprendido entre 1970 y 2007. En la figura 1B se 

muestra la distribución de la leishmaniasis cutánea y mucocutánea en Venezuela para el 

período 1988-2007.  (De Lima y col., 2010). 
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Figura 1: (A) Distribución mundial de la leishmaniasis cutánea, 2013. Tomado de: 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_CL_2013.png (Consulta: 24 de 

mayo de 2015). (B) Distribución de la leishmaniasis cutánea y mucocutánea en Venezuela, 

1988-2007. Tomado de De Lima y col., 2010. LC: leishmaniasis cutánea; LCL: leishmaniasis cutánea 

localizada; LCM: leishmaniasis mucocutánea; LCD: leishmaniasis cutánea difusa; CO: Cojedes; ME: 

Mérida; SU: Sucre; TA: Táchira; TRU: Trujillo; YA: Yaracuy. 

Número de nuevos 
casos de LC 
reportados, 2013 

A 

B 

No se han reportado casos autóctonos 

No se dispone información 
No aplica 

 

 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_CL_2013.png
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Figura 2: Patrones clínicos de la leishmaniasis. (A) Leishmaniasis cutánea localizada. Tomado 

de: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/disease.html (Consulta: 24 de mayo de 2015). (B) 

Leishmaniasis cutánea difusa. Tomado de Zerpa y Convit, 2009. (C) Leishmaniasis mucocutánea. 

Tomado de Montenegro-Idrogo y col., 2014. (D) Leishmaniasis visceral. Tomado de: 

http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/disease.html (Consulta: 24 de mayo de 2015). 

 

Los vectores más frecuentes observados en Venezuela para el año 2002 fueron 

Lutzomyia (Lu.) ovallesi, Lu. gomezi y Lu. panamensis. Los agentes etiológicos de la 

leishmaniasis cutánea en el país son L. mexicana y L. braziliensis, siendo su principal 

reservorio varias especies de ratones salvajes (Serrano-Martín, 2010). 
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1.2. Tripanosomatidios   

La familia Trypanosomatidae pertenece al Reino: Protista; Subreino: Protozoa, en 

donde se agrupan organismos eucariotas unicelulares que carecen de pared celular 

(Madigan y col., 2004); Phyllum: Sarcomastigophora; Subphyllum: Mastigophora, agrupa 

organismos que se caracterizan por la presencia de uno o más flagelos en la forma 

extracelular del parásito; Clase: Zoomastigophorea; Orden: kinetoplastida, al cual 

pertenecen organismos que se caracterizan por la presencia de una única mitocondria que 

ocupa aproximadamente el 12% del volumen celular y posee gran cantidad de ADN, que 

forma una estructura denominada kinetoplasto, la cual puede ser visible utilizando un 

microscopio óptico (Gallego, 2006).  

Además de la existencia del kinetoplasto, los tripanosomatidios se caracterizan por 

la posesión de un único flagelo, que puede estar formando el borde de una membrana 

ondulante o ser libre en toda su longitud (en la fase extracelular del parásito) y que 

desaparece externamente cuando viven como parásitos intracelulares. Los géneros 

representativos de esta familia son Trypanosoma y Leishmania, ambos con un ciclo de vida 

heteroxeno, con dos hospedadores: vertebrados (hombre y mamíferos reservorio) e 

invertebrados (insectos dípteros) (Gallego, 2006). 

 

1.3. El género Leishmania 

La Leishmania sp. es un protozoario flagelado intracelular obligatorio que infecta 

macrófagos y células dendríticas de la piel y vísceras de humanos y diversos mamíferos. 

Es el agente etiológico de la leishmaniasis, la cual es transmitida por la picadura de la 

hembra hematófaga de flebótomo, pequeños dípteros del género Lutzomyia en América y 

Phlebotomus en Europa, Asia y África (Becerril, 2011). 
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Leishmania sp. posee características morfológicas y moleculares diferentes, según 

sea el hospedador (figura 3). En el intestino del vector invertebrado, el parásito se encuentra 

en forma de promastigote móvil, mide entre 12 y 20 μm y contiene un flagelo anteronuclear 

que se origina en el cuerpo basal y se sitúa por delante del kinetoplasto. En el hospedador 

vertebrado, el parásito se transforma en amastigote de localización intracelular, flagelo corto 

(no libre) y forma redonda, con diámetro de 2,5 a 3,5 μm (Becerril, 2011).  Cabe destacar 

que la forma clínicamente relevante del parásito es la de amastigote, la cual sobrevive y se 

divide dentro de la vacuola parasitófora de los macrófagos, en un pH ácido de 4,5 a 5,0, 

debido a que es el causante directo de todos los síntomas de la leishmaniasis, por lo que 

sería conveniente que cualquier quimioterapia alternativa contra la enfermedad se base en 

la eliminación de este estadío del parásito (Serrano-Martín, 2010).  

Por otro lado, este género se divide en dos subgéneros de acuerdo al sitio de 

desarrollo en el vector transmisor: Leishmania (Leishmania (L)) (al cual pertenece 

Leishmania mexicana, agente etiológico de la leishmaniasis cutánea y mucocutánea), 

desarrollo en el área suprapilórica (cerca de la proboscis) y Leishmania (Viannia (V)), 

desarrollo en el área próxima al intestino medio y posterior (Becerril, 2011).  

 

1.3.1. Ciclo de vida de Leishmania sp. 

Ciclo de vida (figura 3): Etapas en el humano: 1) El flebótomo ingiere sangre de una 

persona sana e inyecta los promastigotes metacíclicos a través de la piel; 2) Estos 

promastigotes son fagocitados por macrófagos; 3) Allí se transforman en amastigotes, los 

cuales se multiplican dentro de las células (macrófagos y de varios tejidos), lo que causa la 

lisis de las mismas (4). Esto provoca la liberación de amastigotes que pueden infectar 

células adyacentes. Etapas en el vector: 5) y 6) El flebótomo ingiere sangre junto con 
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macrófagos infectados con amastigotes de una persona infectada; 7) Los amastigotes se 

transforman en promastigotes procíclicos en el intestino medio del vector (CDC, 2013); 8) 

Los promastigotes procíclicos se dividen y sufren una transición de la forma procíclica no 

infecciosa de rápida división a la forma infecciosa de promastigote metacíclico (proceso 

denominado metaciclogénesis, (Davis y col., 2005)), los cuales migran a la proboscis, 

donde estarán disponibles para ser inoculados al nuevo hospedador mamífero, en la 

siguiente ingesta de sangre (CDC, 2013). 

 

Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania sp. Infective Stage: estadío infectivo; Diagnostic Stage: 

estadío de diagnóstico. Tomado de: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html 

(Consulta: 24 de mayo de 2015). 
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1.4. El Ca2+ en células eucariotas   

El Ca2+ ha sido ampliamente reconocido como un mensajero esencial en todos los 

eucariotas, desde protozoarios hasta mamíferos. Este ion controla una gran variedad de 

procesos, como son: división y diferenciación celular, secreción, contracción muscular, 

metabolismo energético, entre otros (Carafoli y Penniston, 1985). Específicamente, en 

tripanosomatidios, el Ca2+ interviene en el movimiento flagelar, el ensamblaje de 

microtúbulos, la diferenciación celular, la invasión celular de promastigotes de L. donovani 

y tripomastigotes de T. cruzi, entre otros procesos (Benaim y García, 2011; Docampo y 

Moreno, 1996). Para que el Ca2+ actúe de mensajero intracelular debe unirse con gran 

afinidad y especificidad a una proteína efectora (diana), la cual regula su concentración 

intracelular y controla sus efectos; y para ello la concentración de este mensajero debe 

sufrir oscilaciones, alterando así el número de moléculas diana afectadas (Carafoli y 

Penniston, 1985).  

Se distinguen dos clases de proteínas capaces de formar complejos con el Ca2+: 1) 

Proteínas incorporadas en las membranas de las células, que se localizan tanto en la 

membrana plasmática como en las membranas de organelos intracelulares: retículo 

endoplasmático, mitocondria y acidocalcisoma. Ellas gobiernan el paso del Ca2+ al 

citoplasma e interior de organelos intracelulares (y en sentido inverso) y controlan la 

concentración de Ca2+ intracelular, manteniéndola en niveles bajos, lo cual permite disponer 

de un mensajero intracelular de bajo costo energético, debido a que deben transportarse a 

través de las membranas (con el uso de energía) sólo unos pocos iones Ca2+ para que su 

concentración intracelular incremente significativamente; y 2) Proteínas solubles en el 

citoplasma e interior de organelos (Carafoli y Penniston, 1985).  

Las células eucariotas en general mantienen una concentración citosólica de Ca2+ 

libre muy reducida (alrededor de 100 nM) en presencia de una concentración extracelular 
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de Ca2+ mucho mayor (1-2 mM) (Alberts y col., 2010). Por ejemplo, los tripanosomatidios 

son capaces de mantener una concentración citosólica de Ca2+ de aproximadamente 50 

nM, mucho menor que la concentración de Ca2+ extracelular (que está en el orden mM) 

(Benaim y Romero, 1990). Este hecho implica la presencia de diferentes mecanismos que 

permiten mantener dicho gradiente de concentración (Benaim y col., 1993a). 

 

1.4.1. Regulación del Ca2+ en tripanosomatidios 

En tripanosomatidios, así como en todas las células eucariotas, el Ca2+ intracelular 

está finamente regulado, lo cual está garantizado por la presencia de diferentes 

mecanismos de transporte, algunos de ellos localizados en organelos intracelulares y otros 

en la membrana plasmática (Benaim y col., 1993a). La disrupción de la homeostasis del 

Ca2+ en cualquier célula, usualmente tiene efectos letales que conducen a la muerte celular 

mediante apoptosis o necrosis (Zhivotovsky y Orrenius, 2011). Por ejemplo, la elevación 

sostenida de la concentración de Ca2+ citosólica causada por sustancias tóxicas resulta en 

alteraciones de la función de la mitocondria y la activación de varias enzimas catabólicas 

dependientes de Ca2+, como las fosfolipasas, proteasas, endonucleasas, entre otras, que 

contribuyen con la muerte celular (Docampo y Vercesi, 1989). De forma que esto sugiere 

que la alteración de la homeostasis del Ca2+ intracelular en estos parásitos es una estrategia 

prometedora como blanco de nuevas drogas (Benaim y García, 2011). 

Como se observa en la figura 4, tres organelos contribuyen con la regulación del 

Ca2+ intracelular en tripanosomatidios: 1) Un único mitocondrión, compartimiento con baja 

afinidad por el Ca2+, pero con gran capacidad para acumular este ion (Docampo y Vercesi, 

1989), el cual presenta un intercambiador Ca2+/H+ o Ca2+/Na+ que dirige el intercambio 

electroneutro de Ca2+ interno por H+ o Na+ externo, respectivamente (Benaim y García, 
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2011). Por otro lado, se reportó que este organelo posee en su membrana interna un 

uniportador electroforético de Ca2+, que permite la entrada de este ion a la matriz 

mitocondrial. En este sistema, la fuerza que dirige la acumulación de Ca2+ en la mitocondria 

es el gradiente electroquímico de H+ a través de la membrana mitocondrial interna (Benaim 

y col, 1990; Benaim y Cervino, 2000). Cabe destacar que el mantenimiento del potencial 

transmembrana mitocondrial es esencial para la supervivencia de las células, ya que dirige 

la síntesis de ATP y mantiene la fosforilación oxidativa (Mukherjee y col., 2002); 2) Un 

retículo endoplasmático, compartimiento intracelular con alta afinidad por el Ca2+, pero con 

baja capacidad para acumular este ion, que presenta una Ca2+-ATPasa en su membrana, 

la cual permite la acumulación del catión en este organelo (Benaim y García, 2011). A su 

vez presenta un canal de Ca2+ que dirige la salida de este ion del retículo endoplasmático 

al citoplasma (Benaim y col., 1993a); 3) Un compartimiento acídico (denominado 

acidocalcisoma) en donde se acumula una gran cantidad de Ca2+ (Vercesi y col., 1994). 

Este organelo presenta en su membrana una bomba de tipo vacuolar que transloca H+ (V-

H+-ATPasa), permitiendo la acidificación de este compartimiento; un intercambiador Ca2+/H+ 

que permite el co-transporte de ambos iones al interior del acidocalcisoma; un canal de Ca2+ 

involucrado en la salida de este ion del acidocalcisoma al citoplasma y una Ca2+-ATPasa 

(tipo PMCA) que dirige la entrada de Ca2+ a este organelo. La mayoría del Ca2+ en los 

acidocalcisomas está unido a polifosfatos y puede ser liberado por la alcalinización de este 

compartimiento o por la hidrólisis de polifosfatos (Moreno y Docampo, 2003). La función de 

los acidocalcisomas se ha asociado a la osmorregulación y regulación del pH, debido a que 

la fusión de estos compartimientos al complejo de la vacuola contráctil, lo cual conduce a 

la traslocación de la acuaporina presente en la membrana de los acidocalcisomas y al 

correspondiente movimiento de agua, es responsable de la recuperación del volumen 

celular y en T. brucei se demostró que al inhibir la H+-ATPasa presente en la membrana de 

los acidocalcisomas resulta en una menor capacidad de estos parásitos para adaptarse al 
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estrés de pH ambiental, respectivamente (Docampo, 2008). Adicionalmente este organelo 

está asociado a la bioenergética del parásito, ya que constituye un depósito de polifosfato 

y pirofosfato, que son una fuente alternativa de energía en estos parásitos e incluso más 

abundantes que el ATP (Benaim y García, 2011). Los acidocalcisomas son un blanco 

potencial para la quimioterapia de enfermedades causadas por parásitos protozoarios, no 

sólo porque poseen enzimas involucradas en la síntesis y degradación de polifosfatos que 

están ausentes o que son distintas a su contraparte en mamíferos, sino debido a sus 

características acídicas, lo cual permite que se acumulen drogas básicas en este 

compartimiento, incrementando potencialmente su toxicidad (Docampo y Moreno, 2008).  

Todos los sistemas de transporte mencionados están presentes en organelos 

intracelulares y están limitados por su capacidad como compartimientos. Por lo que ellos 

son capaces de regular la concentración de Ca2+ intracelular a corto plazo (Benaim y col., 

1993a). Es por esto que vías de flujo de entrada y salida de Ca2+ en la membrana plasmática 

son determinantes para el mantenimiento de la concentración de este ion a largo plazo 

(Benaim y col., 1993b).  Los tripanosomatidios poseen una Ca2+-ATPasa (PMCA) en su 

membrana plasmática, distinta a aquellas presentes en organelos intracelulares, que es 

capaz de bombear este catión fuera de la célula (Benaim y García, 2011). Esta bomba, 

dependiente de Mg2+, transporta Ca2+ acoplado a la hidrólisis de ATP y es estimulada por 

la Calmodulina (Benaim y col., 1993a). Hasta la fecha no se ha reportado la presencia de 

una bomba Na+/Ca2+ en la membrana plasmática de tripanosomatidios, lo que indica que la 

PMCA es el único mecanismo para el eflujo de Ca2+ (Benaim y col., 1993b). Por otro lado, 

en la membrana plasmática de Leishmania mexicana, se reportó un canal de Ca2+ similar al 

canal de Ca2+ dependiente de voltaje tipo L, presente en muchos tipos de células excitables 

como células musculares, endocrinas y neuronas, que permite la entrada de este ion al 

citoplasma a favor de su gradiente de concentración, generando cambios en la 
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concentración citosólica de Ca2+. Su singularidad es que es estimulada por el esfingolípido 

esfingosina (Benaim y col., 2013). 

    

Figura 4: Modelo esquemático de la regulación del Ca2+ en tripanosomatidios. El Ca2+ entra a 

la célula a través de un canal de Ca2+ (1), y es transportado fuera de la célula por una bomba de 

Ca2+ en la membrana plasmática (PMCA) (2) que es estimulada por la calmodulina (CaM) luego de 

la unión al Ca2+ (3). Dentro de la célula, el Ca2+ puede ser secuestrado con alta afinidad por el retículo 

endoplasmático a través de una bomba de Ca2+ diferente a la anterior (4). Un gran mitocondrión (5) 

puede transportar Ca2+ con baja afinidad, mediante un uniporte electroforético mitocondrial de Ca2+. 

Finalmente, los acidocalcisomas (6) pueden acumular grandes cantidades de Ca2+ mediante una 

Ca2+-ATPasa (tipo PMCA), facilitado por la gran cantidad de polifosfatos presentes dentro de este 

organelo. Tomado de Benaim y García, 2011. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Desarrollo de vacunas contra la leishmaniasis  

El primer acercamiento para la obtención de un tipo activo de inmunización frente a 

la leishmaniasis consistía en la inoculación de parásitos vivos o extractos de tejidos 

procedentes de lesiones cutáneas, dando origen al término “leishmanización”. Sin embargo, 

la observación de efectos secundarios, incluyendo el desarrollo de lesiones persistentes 

por tiempo prolongado, psoriasis e inmunosupresión, llevó a la descontinuación de la 

“leishmanización” en varios países (Dunning, 2009).  

Otras aproximaciones para la inmunización frente a la leishmaniasis son (Dunning, 

2009): 1) La inoculación de parásitos Leishmania sp. atenuados o fracciones de ellos, lo 

cual confiere escasa protección debido a que durante el proceso de atenuación se 

destruyen varias proteínas del parásito; 2) La inoculación de subfracciones derivadas de 

promastigotes de Leishmania sp., que no son viables en términos de estandarización, 

purificación y producción en masa; y 3) Las vacunas basadas en ADN, que están limitadas 

a proteínas basadas en antígenos. Estas presentan baja inmunogenicidad y hay un 

procesamiento atípico de las proteínas del parásito (Khan, 2013). 

El Dr. Jacinto Convit creó una vacuna contra la leishmaniasis cutánea localizada, 

basada en una mezcla de promastigotes de Leishmania braziliensis muertos y Bacilos de 

Calmette-Guerin (BCG) atenuados (Convit y col., 1986). Sin embargo, al autoclavar el 

parásito disminuye la inmunogenicidad del mismo debido a que se destruyen la mayoría de 

sus proteínas. Por lo que a pesar de ofrecer una alternativa más segura y estable que la 

vacunación con parásitos vivos, la vacunación con Leishmania sp. muerta no es igual a la 

infección natural y a la vez es menos inmunogénica (Dunning, 2009). 
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Ante la falta de vacunas eficaces y de métodos efectivos de control de las 

poblaciones del insecto vector, la única herramienta de lucha frente a la leishmaniasis es la 

quimioterapia. 

 

2.2. Quimioterapia contra la leishmaniasis 

La droga de primera línea utilizada en Venezuela y en gran parte del mundo para 

tratar la leishmaniasis sigue siendo la misma desde hace más de 60 años: un fármaco 

altamente tóxico para los pacientes, llamado glucantime (antimoniato de meglumina) (figura 

5A), el cual pertenece al grupo de los antimoniales pentavalentes, junto con el 

estibogluconato de sodio (pentostam) (figura 5B) (Pandey y col., 2005). Estas drogas se 

comenzaron a emplear en la década de 1940 para el tratamiento de las diversas formas 

clínicas de leishmaniasis (Soto y Soto, 2006). Sin embargo, ambos medicamentos generan 

diversos efectos secundarios a nivel renal, cardíaco y hepático, entre los cuales destacan 

mialgia, pancreatitis, arritmia cardíaca y hepatitis (Pandey y col., 2005). Por otro lado, 

algunos pacientes no responden al tratamiento y las distintas especies de Leishmania 

presentan diversos grados de susceptibilidad a la droga (Alvar, 1997; Davis y Kedzierski, 

2005). Por lo que surgió una segunda línea de tratamiento que incluye drogas como la 

anfotericina B y la pentamidina (figura 5A). Estas se caracterizan por su alta eficacia, pero 

son costosas y causan graves efectos secundarios (Davis y Kedzierski, 2005). La 

pentamidina (diamidina), una droga introducida en 1952 para el tratamiento de la 

leishmaniasis visceral y de la leishmaniasis cutánea (Croft y Coombs, 2003), es un 

compuesto que se acumula en la mitocondria del parásito inhibiendo la topoisomerasa 

mitocondrial I y afectando el potencial de membrana mitocondrial (Basselin y col., 2002; 

Croft y col., 2006). En nuestro laboratorio se demostró que la pentamidina es capaz de 

inhibir selectivamente la Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática de Trypanosoma brucei, 
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sin afectar la enzima homologa humana, disrumpiendo la homeostasis del Ca2+ intracelular 

(Benaim y col., 1993b). Esta droga es menos tóxica que los antimoniales pentavalentes 

pero causa hipoglicemia, diabetes, nefrotoxicidad y dolor en el sitio de inyección (Pandey y 

col., 2005). Por otro lado, la anfotericina B (antibiótico poliénico), un antifúngico que desde 

1959 se emplea como terapia intravenosa contra infecciones fúngicas y que en 1960 se 

comenzó a utilizar en la India para el tratamiento de la leishmaniasis visceral resistente a 

antimoniales (Sbaraglini y col., 2016), interactúa con los esteroles de la membrana 

produciendo una estructura que da lugar a un poro, lo que origina una permeabilidad 

alterada, causando la fuga de componentes citoplasmáticos vitales y la muerte celular 

(Ghannoum y Rice, 1999). Esta muestra mejor respuesta en casos de resistencia a 

antimoniales y diamidinas, pero es tóxica, causa nefrotoxicidad, anemia y fiebre (Pandey y 

col., 2005). En las últimas décadas, se han desarrollado varias formulaciones lipídicas de 

la anfotericina B que reducen su toxicidad e incrementan su hidrofobicidad. Una de estas 

formulaciones es la incorporación de la droga en liposomas artificiales, bajo el nombre 

comercial de Ambisone®, obteniéndose un éxito sorprendente. No obstante, el costo de 

esta combinación es muy elevado, lo cual ha conllevado a un uso muy restringido en los 

países más pobres, que son justamente los más afectados por esta dolencia (Croft y 

Coombs, 2003). 

Por otro lado, la paromomicina (figura 5A), antibiótico aminoglucósido que en 1960 

se identificó como agente leishmanicida y se ha usado en ensayos clínicos para el 

tratamiento de la leishmaniasis visceral (vía parenteral) y de la leishmaniasis cutánea (vía 

tópica y parenteral) (Croft y col., 2006), se une al ribosoma, lo que inhibe el proceso de 

transducción proteica e induce errores de lectura (Fernandez y col., 2011). Sin embargo, 

presenta baja biodisponibilidad oral, por lo que debe ser inyectada intramuscularmente los 

21 días que dura el tratamiento (16-20 mg/kg/día) (Croft y col., 2006), y además produce 
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diversos efectos secundarios como son nauseas, diarrea, vómito y dolor abdominal 

(Sbaraglini y col., 2016). 

  

 

Figura 5: Estructura molecular de drogas empleadas para el tratamiento de diferentes formas 

clínicas de leishmaniasis. (A) Antimoniato de meglumina (Glucantime); b) Anfotericina B 

(antibiótico poliénico); c) Pentamidina (diamidina); d) Paromomicina (antibiótico aminoglucósido) 

(también conocido como aminosidina o monomicina); e) Miltefosina (hexadecilfosfocolina). Tomado 

de Croft y Coombs, 2003; f) Edelfosina. Tomado de Croft y col. 2003. (B) Estibogluconato de sodio 

(pentostam). Tomado de Silva-Jardim y col., 2014. (C) Posaconazol. Tomado de Benaim y col., 2006. 

(f) Edelfosine 

(a) Meglumine antimoniate 
(Glucantime) 

(b) Amphotericin B (polyene antibiotic) (c) Pentamidine (diamidine) 

(d) Paromomycin (aminoglycoside antibiotic) 
(also known as aminosidine and monomycin) 

(e) Miltefosine (hexadecylphosphocholine) 

B Estibogluconato de sodio (Pentostam) Posaconazol C 

A 
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Actualmente ha surgido una alternativa para el tratamiento de la leishmaniasis: la 

miltefosina (figura 5A). Dicho compuesto fue creado en 1978 por Hansjoerg Eibl, del 

Instituto Max Planck de Biofísica Química en Catinga, Alemania, para el tratamiento del 

cáncer de mama (Eibl y Unger, 1990), quien sugirió reemplazar el esqueleto central del 

glicerol de la edelfosina (figura 5A) por una cadena alquil simple, dando lugar a la 

miltefosina. La actividad leishmanicida de esta droga se descubrió a mediados de 1980 

(Croft y Coombs, 2003). Aunque originalmente se definió su mecanismo de acción como un 

inhibidor de la síntesis de la fosfatidilcolina (fosfolípido esencial de la membrana de muchos 

tipos celulares y fuente de muchas moléculas de señalización intracelular) (Urbina, 2006; 

Lux y col., 2000), se ha demostrado que este compuesto (2,5 µM) también disrumpe la 

homeostasis del Ca2+ intracelular de Leishmania mexicana al inducir un incremento de la 

concentración de este ion mediante la activación de un canal de Ca2+ presente en la 

membrana plasmática. Esto último se sugiere debido a que el efecto de la miltefosina sólo 

se observa en presencia de Ca2+ externo (Serrano-Martín y col., 2009b). La miltefosina es 

activa por vía oral y es el mayor avance en la batalla contra la leishmaniasis; sin embargo, 

su alta teratogenicidad y desarrollo de resistencia han limitado bastante su uso (Serrano-

Martín, 2010). 

Los azoles como el ketaconazol, itraconazol, posaconazol y fluconazol, son 

antifúngicos que bloquean la síntesis de ergosteroles en Leishmania sp., mediante la 

inhibición de la enzima C14 α-demetilasa (Davis y Kedziersk, 2005). Estos parásitos, al 

igual que los hongos, presentan en sus membranas ergosterol en lugar de colesterol. Los 

esteroles son componentes esenciales de la membrana plasmática, reguladores de las 

propiedades físicas de la membrana, como la permeabilidad y la fluidez y juegan un rol 

esencial en el metabolismo aeróbico y la regulación del ciclo celular. Es por esto, que el 

bloqueo de la biosíntesis de estas moléculas causa la muerte de estos organismos. El 
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ketaconazol, fluconazol e itraconazol tienen potente actividad in vitro pero no tienen 

actividad in vivo en modelos animales infectados con Leishmania sp. Por esta razón, se 

desarrollaron nuevos azoles y el posaconazol (figura 5C) demostró ser el más potente y 

eficaz contra T. cruzi (Urbina y col., 1998) y Leishmania sp. (Buckner y Urbina, 2012); esta 

droga es mejor que la anfotericina B reduciendo las lesiones cutáneas, pero es menos 

eficaz para el tratamiento de la leishmaniasis visceral en el modelo murino (Davis y 

Kedziersk, 2005).  

En nuestro laboratorio (2006) se reportó que la amiodarona (figura 6), un 

antiarrítmico ampliamente utilizado para el tratamiento de pacientes con mal de Chagas que 

presentan cardiomiopatía chagásica, tiene efecto tripanocida a través de la disrupción de la 

homeostasis del Ca2+ intracelular en epimastigotes y amastigotes intracelulares de T. cruzi 

(Benaim y col., 2006) y promastigotes y amastigotes intracelulares de L. mexicana, como 

consecuencia de la liberación de este catión de organelos intracelulares (mitocondria y 

acidocalcisoma) y adicionalmente inhibe la biosíntesis de esteroles en T. cruzi y L. mexicana 

a través de la inhibición de la oxidoescualeno ciclasa y de la escualeno epoxidasa, 

respectivamente. Por otro lado, se demostró que la amiodarona colapsa parcialmente el 

potencial electroquímico mitocondrial y alcaliniza parcialmente los acidocalcisomas de 

promastigotes L. mexicana, observándose un efecto posterior del FCCP (2 µM) (protonóforo 

que disipa el potencial de membrana mediante la permeabilización de la membrana 

mitocondrial interna a H+ (Serrano-Martín y col., 2009a)), y de la nigericina (2 µM) (ionóforo 

que cataliza el cambio electroneutro global de K+ por H+ (Nicholls, 1987), provocando la 

alcalinización de los acidocalcisomas), respectivamente (Benaim y col., 2012; Benaim y 

col., 2014). A pesar de que esta droga ha sido ampliamente utilizada en humanos, la 

presencia de un 2,5-diiodofenil en su estructura, la cual ha estado asociada con efectos 

secundarios no deseados relacionados a una toxicidad tiroidea, hace que su uso 
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prolongado como antiarrítmico sea una dificultad terapéutica. Por este motivo se sintetizó 

la dronedarona (figura 6), un derivado de la amiodarona, en la cual se reemplaza la 

estructura 2,5-diiodofenil con un grupo fenil sustituto y se incorpora un grupo metil sulfonil, 

lo cual permitió la reducción de la toxicidad tiroidea, así como la alta lipofilicidad de la droga 

parental. La dronedarona también afecta la viabilidad de epimastigotes y amastigotes 

intracelulares de T. cruzi (Benaim y col., 2012) y de promastigotes y amastigotes 

intracelulares de L. mexicana, al afectar la homeostasis del Ca2+ intracelular del parásito 

como consecuencia de la liberación de este ion de organelos intracelulares (mitocondria y 

acidocalcisoma). A su vez, colapsa parcialmente el potencial electroquímico mitocondrial y 

alcaliniza parcialmente los acidocalcisomas de promastigotes de L. mexicana, de una forma 

mucho más rápida que la amiodarona. Igualmente inhibe la oxidoescualeno ciclasa de L. 

mexicana (Benaim y col., 2014). 

 

Figura 6: Estructura molecular de la amiodarona (Amiodarone) y la dronedarona 

(Dronedarone). Tomado de Benaim y Paniz-Mondolfi, 2012.       

 

2.3. SQ109 

Basado en el núcleo 1,2-etilendiamina del etambutol (figura 7) (antibiótico sintético 

de moderada eficacia contra Mycobacterium tuberculosis, que inhibe la biosíntesis del 

Átomos de iodo 

Grupo metil sulfonil 
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arabinogalactano (componente de la pared celular de la bacteria), empleado para el 

tratamiento oral de la Tuberculosis (TB) susceptible (Stehr y col., 2014)), se sintetizaron 

más de 60.000 análogos los cuales se ensayaron contra M. tuberculosis in vitro (Lee y col., 

2003). De todos estos, el más potente resultó ser el SQ109 (N-geranil-N'-(2-

adamantil)etano-1,2-diamina) (figura 7) (Protopopova y col., 2005), el cual tiene como 

blanco la proteína micobacteriana larga 3 de membrana (MmpL3, por sus siglas en inglés 

“mycobacterial membrane protein large 3”), un transportador de trehalosa monomicolato 

que se emplea en la biosíntesis de la pared celular de M. tuberculosis (Tahlan y col., 2012).  

En estudios in vitro se demostró que el SQ109 es activo contra M. tuberculosis 

resistente al etambutol. Por lo que a pesar de ser análoga de esta droga, el SQ109 tiene un 

mecanismo de acción diferente y se puede considerar como una nueva droga (Sacksteder 

y col., 2012). 

 

Figura 7: Estructura molecular del etambutol y del SQ109. Tomado de Jia y col., 2005. 

Estudios preclínicos demostraron que la administración oral de SQ109 en ratones 

infectados con M. tuberculosis resultó en reducciones dosis-dependientes de la carga 

bacteriana en la vesícula y los pulmones sin la aparición de efectos secundarios (Jia y col., 

2005). Los ensayos clínicos en fase I, realizados en voluntarios sanos, demostraron que el 

SQ109 no solo es seguro, sino que también es tolerable en dosis orales de hasta 300 

mg/kg/día por 14 días (Engohang-Ndong, 2012). Por otro lado, los niveles de SQ109 en el 

plasma de estos pacientes fueron bajos, indicando que esta droga se distribuye rápida y 

ETAMBUTOL 
SQ109 
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ampliamente a los tejidos (como son los pulmones y la vesícula) luego de la administración 

oral (Sacksteder y col., 2012). Los ensayos clínicos en fase II demostraron que el SQ109 

actúa sinérgicamente con la rifampicina y la isoniacida (drogas de primera línea, empleadas 

para el tratamiento de la TB), y presenta un efecto aditivo cuando se combina con la 

estreptomicina. En esta fase se concluyó además que el SQ109, a una dosis de 300 

mg/kg/día por 14 días, es segura cuando se administra con o sin rifampicina en pacientes 

con TB susceptible (Heinrich y col., 2015). El SQ109 se encuentra actualmente en ensayos 

clínicos en fase III, con pacientes que padecen TB (cepas resistentes a múltiples drogas) 

(Sacksteder y col., 2012). 

Debido a que el SQ109 posee actividad contra otros organismos como la bacteria 

Helicobacter pylori y la levadura Candida albicans, los cuales no poseen el gen MmpL3, se 

sugirió que esta droga debía poseer otros blancos de acción en estos organismos y 

posiblemente en M. tuberculosis. Recientemente se reportó que el SQ109 tiene como 

blanco enzimas involucradas en el transporte de electrones, inhibiendo la respiración y la 

biosíntesis de ATP, y a su vez colapsa el gradiente de pH y el potencial electroquímico de 

membrana usado por la ATPasa para la síntesis de ATP (Li y col., 2014). 

 

2.3.1. SQ109 y la enfermedad de Chagas 

Recientemente se reportó (Veiga-Santos y col., 2015) que el SQ109 tiene actividad 

anti-T. cruzi (agente etiológico de la enfermedad de Chagas), actuando sobre todas las 

formas del parásito: tripomastigotes, epimastigotes e incluso la forma clínicamente 

relevante que son los amastigotes intracelulares, causando cambios ultraestructurales en 

todas ellas. El SQ109 inhibe la escualeno sintasa de T. cruzi, una enzima clave involucrada 

en la síntesis de ergosteroles del parásito y tiene un efecto dosis-dependiente sobre la 
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supervivencia de tripomastigotes, epimastigotes y amastigotes de T. cruzi, con un IC50 de 

50 nM, 4,6 µM y 1,2 µM, respectivamente (Veiga-Santos y col., 2015). 

Por otro lado, se reportó que el SQ109 (10 µM) colapsa parcialmente el potencial de 

membrana mitocondrial de epimastigotes de T. cruzi, observándose un efecto posterior del 

FCCP (8 µM). Adicionalmente, en nuestro laboratorio reportamos que el SQ109 (10 µM) 

causa una liberación rápida del indicador naranja de acridina de compartimientos 

intracelulares, un efecto que se refuerza por la adición posterior de nigericina (2 µM), lo cual 

indica que el SQ109 alcaliniza parcialmente los acidocalcisomas de epimastigotes de T. 

cruzi. Sin embargo, se observó que el SQ109 (10 µM) causa la liberación de naranja de 

acridina luego de añadir nigericina (2 µM), por lo que se sugiere que esta droga puede estar 

actuando sobre otros compartimientos acídicos en los cuales se acumula este fluoróforo 

(Veiga-Santos y col., 2015).     
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3. OBETIVOS 

Se planteó como objetivo general de este trabajo determinar el efecto del N-geranil-

N'-(2-adamantil)etano-1,2-diamina (SQ109) sobre promastigotes de Leishmania mexicana 

y sobre macrófagos infectados con amastigotes de Leishmania mexicana, así como su 

efecto sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular, el potencial electroquímico mitocondrial y 

los acidocalcisomas de promastigotes de Leishmania mexicana.    

3.1. Objetivos específicos 

 Determinar el efecto del SQ109 sobre la viabilidad de promastigotes de 

Leishmania mexicana. 

 Determinar el efecto del SQ109 sobre la proliferación de promastigotes de 

Leishmania mexicana. 

 Estudiar el efecto del SQ109 sobre la viabilidad de macrófagos de la línea 

celular J774. 

 Estudiar el efecto del SQ109 sobre macrófagos de la línea celular J774 

infectados con amastigotes de Leishmania mexicana. 

 Evaluar el efecto del SQ109 sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular de 

promastigotes de Leishmania mexicana. 

 Evaluar el efecto del SQ109 sobre el potencial electroquímico mitocondrial 

de promastigotes de Leishmania mexicana. 

 Evaluar el efecto del SQ109 sobre los acidocalcisomas de promastigotes de 

Leishmania mexicana. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Materiales   

4.1.1. Reactivos  

Las soluciones y medios de cultivo de parásitos y macrófagos (medio Liver Infusion 

Tryptose (LIT) y Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM), respectivamente) fueron 

preparados con reactivos adquiridos de SIGMA (Misuri, EE. UU.), BIO-RAD y GibcoBRL 

(Maryland, EE. UU.). Los fluoróforos fura 2-AM, rodamina 123 y naranja de acridina fueron 

obtenidos de Molecular Probes (Oregón, EE. UU.). La digitonina, el EGTA, el FCCP, la 

nigericina y el DMSO fueron obtenidos de SIGMA (Misuri, EE. UU.). El N-geranil-N'-(2-

adamantil)etano-1,2-diamina (SQ109) fue suministrado por el Dr. Eric Oldfield del 

Departamento de Química, Universidad de Illinois, EE. UU. Esta droga se disolvió en 

DMSO. La concentración máxima de este vehículo nunca fue mayor a 0,1 %. 

 

4.2. Métodos 

4.2.1. Cultivo de promastigotes de Leishmania mexicana y curva de 

crecimiento 

Los parásitos utilizados para todos los experimentos fueron Leishmania mexicana, 

cepa Bel 21.  

Los promastigotes de Leishmania mexicana fueron cultivados a temperatura 

ambiente en medio LIT (triptosa, extracto de levadura, extracto de hígado, glucosa, NaCl, 

KCl, Na2HPO4) suplementado con 5% de suero fetal bovino inactivado (SFBi) y 1% de 

penicilina/streptomicina, en frascos tipo “T25”. 
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La curva de crecimiento de promastigotes de Leishmania mexicana (Modificado de 

Benaim y col., 2014), se elaboró a través del crecimiento de los parásitos en presencia de 

concentraciones crecientes de SQ109 (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5 y 10 μM), cada una de las cuales 

se realizó por triplicado. Se tomó un inóculo inicial de 1.000.000 parásitos/mL, el cual se 

sembró en tubos de ensayo con 2 mL de medio LIT suplementado con 5% de SFBi y 1% 

de penicilina/streptomicina y se procedió a agregar a cada tubo 10 µL de las diferentes 

concentraciones de SQ109, incluyendo un control al cual no se le agregó la droga. La 

proliferación celular se determinó diariamente mediante el contaje directo en cámara de 

Neubauer, hasta que se alcanzó la fase estacionaria del cultivo. Se procedió luego a 

construir una curva de crecimiento dosis-respuesta y a determinar el IC50 empleando el 

programa Prisma GraphPad 5.0, el cual establece dicho valor mediante una regresión no 

lineal y el análisis de la curva sigmoidea del porcentaje de inhibición de la proliferación en 

función del logaritmo de la concentración de SQ109. 

 

4.2.2. Infección de macrófagos de la línea celular J774 por promastigotes de 

Leishmania mexicana (Curva de infección) 

Se utilizó la línea celular de macrófagos J774 (procedentes de linfoma de ratón 

BALB/c (Ralph y Col., 1975)), los cuales se cultivaron en medio DMEM suplementado con 

10% de SFBi y mantenido a 37°C y 7% CO2. 
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La infección de los macrófagos de la línea celular J774 por promastigotes de 

Leishmania mexicana se llevó a cabo de la siguiente manera (Modificado de Benaim y col., 

2014): 

 En placas de 12 pozos se colocó un vidrio cubreobjeto/pozo y se agregó 15.000 

macrófagos/cubreobjeto en medio DMEM suplementado con 10% de SFBi. Las placas 

se incubaron durante 24 horas a 37°C y 7% CO2.  

 Se agregó en cada pozo 10 parásitos/célula y se incubó las placas durante 2 horas.  

 Se procedió a agregar medio DMEM fresco en cada pozo con las concentraciones de 

SQ109 (2, 5, 10, 20, 50, 200, 500 y 1000 nM), cada una de las cuales se realizó por 

triplicado. Se incubaron las placas a 37°C y 7% CO2 durante 48 horas.  

 Se realizó dos lavados con PBS 1X, se fijó las células a los vidrios cubreobjetos con 

metanol 100% y se dejó secar por unos minutos. El metanol es un fijador que deshidrata 

el tejido al alterar los enlaces hidrofílicos/hidrofóbicos de las proteínas (y otras 

macromoléculas), modificando su estructura terciaria y cuaternaria y precipitándolas 

(Montuenga y col., 2009). Luego las células fijadas se tiñeron con Giemsa, diluido 2/3 

en agua destilada, por 6 segundos y se utilizó ácido acético al 0,1% para aclarar y 

ajustar el color. El colorante Giemsa es una mezcla de colorantes compuesta de azul 

de metileno (básico) y eosina (ácido) (Cruz-Reyes y Camargo-Camargo, 2001). 

 Una vez teñidas las células, se procedió a realizar el contaje del número de células 

infectadas bajo un microscopio de luz, empleando el objetivo de inmersión (100X). Se 

contó un total de 100 macrófagos/cubreobjeto. 

 Para este ensayo se utilizó un control de macrófagos con promastigotes de Leishmania 

mexicana sin droga  
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 Con el contaje obtenido a las 48 horas luego de agregada la droga, se procedió a 

elaborar una curva que expresa el porcentaje de macrófagos infectados en relación a 

cada concentración de SQ109 empleada.  

 

4.2.3. Ensayo de citotoxicidad (MTT) 

Este ensayo se basa en la reducción metabólica del MTT de color amarillo a cristales 

de Formazán (púrpura) impermeables a la célula, realizado por la enzima mitocondrial 

succinato deshidrogenasa de células metabólicamente activas (Figura 8). Se usa luego una 

solución para disolver el producto insoluble morado (formazán), obteniéndose una solución 

coloreada. La cantidad de células metabólicamente activas es proporcional a la cantidad de 

formazán producido (Ferrari y col., 1990).   

 

Figura 8: Esquema de la reducción del MTT a Formazán. Reductasa mitocondrial (Mitochondrial 

reductase); MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio; Formazán: (2E,4Z)-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenil formazán. Tomado de Ebada y col., 2008. 
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El ensayo de citotoxicidad (MTT) con promastigotes de Leishmania mexicana se 

llevó a cabo de la siguiente manera (Modificado de Muelas-Serrano y col., 2000): 

 En placas de 96 pozos se colocó 500.000 parásitos/pozo. Luego se agregó distintas 

concentraciones de SQ109 (0.2, 0.5, 1, 2, 5 y 10 µM), cada una de las cuales se realizó 

por cuadruplicado. La placa se incubó por 72 horas. 

 Se utilizaron dos controles: control de parásitos sin droga y como control positivo 

miltefosina (15 µM).  

 La placa se centrifugó a 1.600xg por 20 min a 4°C y se colocó MTT (0,5 mg/mL diluido 

en PBS 1X) en cada pozo. Luego se incubó en oscuridad a 37°C por 3 horas. 

 Posteriormente, la placa se centrifugó a 1.600xg por 10 min a 20°C y se agregó DMSO 

a cada pozo. Se midió la absorbancia con un espectrofotómetro ELISA a 570 nm y se 

determinó el IC50 con el programa Prisma GraphPad 5.0. 

El ensayo de citotoxicidad (MTT) con macrófagos de la línea celular J774 se llevó a 

cabo de la siguiente manera (Modificado de Twentyman y Luscombe, 1987): 

 En placas de 96 pozos se colocó 5.000 macrófagos/pozo y distintas concentraciones de 

SQ109 (0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 y 50 µM), cada una de las cuales se realizó por 

cuadruplicado. La placa se incubó a 37°C y 7% CO2 durante 72 horas. 

 Se agregó MTT a cada pozo (0,5 mg/mL diluido en PBS 1X). Luego la placa se incubó 

en oscuridad a 37°C y 7% CO2 por 3 horas. 

 Se utilizaron dos controles: un control de macrófagos sin droga y un control con Tritón-

X-100 (0,1%). 

 Posteriormente, se retiró el MTT y se agregó DMSO a cada pozo. Se midió la 

absorbancia con un espectrofotómetro ELISA a 570 nm y se determinó el IC50 con el 

programa Prisma GraphPad 5.0. 
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4.2.4. Ensayos fluorimétricos 

4.2.4.1. Determinación de la concentración de Ca2+ intracelular de 

promastigotes de Leishmania mexicana 

Para la determinación de la concentración de Ca2+ intracelular de promastigotes de 

Leishmania mexicana se realizaron mediciones fluorimétricas, utilizando un fluoróforo 

específico para este catión, fura 2. Este fluoróforo se utilizó en su forma acetoximetil éster 

(AM), el cual es permeable y puede ser cargado pasivamente en la célula, donde es clivado 

a un producto impermeable por esterasas intracelulares (Figura 9), cuyos grupos carboxilos 

libres tornan la molécula no lipofílica, la cual no puede cruzar las membranas celulares y 

además es sensible al Ca2+ (Hangland, 2002). 
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Figura 9: Representación esquemática de la incorporación del fura 2 a la célula. Tomado de 

Hangland, 2002. 

Luego de la unión al Ca2+, el fura 2 exhibe un cambio de absorción que puede ser 

observado escaneando el espectro de excitación entre 300 y 400 nm, a la vez que se 

monitorea la emisión a 510 nm (figura 10) (Hangland, 2002). Para poder llevar a cabo esto 

se empleó un espectrofluorímetro (figura 11) que posee un “chopper”, el cual permite dividir 

el haz de luz incidente en dos longitudes de onda de excitación del fura 2, 340 y 380 nm, 

que corresponde con la longitud de excitación del fura 2 unido al Ca2+ y del fura 2 no unido 

al Ca2+, respectivamente, las cuales posteriormente se combinan e inciden sobre la 

muestra. 
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Figura 10: Espectro de la fluorescencia de excitación del fura 2 en soluciones que contienen 

0-39,8 μM de Ca2+ libre. Se representa la fluorescencia de excitación (Fluorescence excitation) en 

función de la longitud de onda (wavelength). Free Ca2+: Ca2+ libre; Em: longitud de onda de emisión. 

Tomado de Hangland, 2002.  

 

Figura 11: Determinación del Ca2+ intracelular mediante dos longitudes de onda de excitación. 

P.M.T.: fotomultiplicador. 
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Para la carga de promastigotes de Leishmania mexicana con fura 2-AM se procedió de 

la siguiente manera (Modificado de Benaim y col., 2014): 

 Se colocó parásitos Leishmania mexicana en tubos de centrífuga "eppendorf" de y se 

centrifugó a 600xg por 2,5 min. Luego se resuspendió el sedimento en Buffer Tyrode 

Ca2+ (NaCl 145 mM, KCl 4 mM, MgCl2 2 mM, CaCl2 1,8 mM, HEPES 10 mM, Glucosa 

11 mM, pH 7,4). Este procedimiento se repitió dos veces. En el último lavado se agregó 

fura 2-AM 1 µM, probenecid 2,4 mM y ácido plurónico 0,025%. El probenecid es un 

inhibidor del transportador aniónico de la membrana plasmática de los parásitos y su 

uso reduce la pérdida de la sonda fluorescente, mientras que el ácido plurónico es un 

detergente de baja toxicidad que se utiliza para impedir la formación de micelas y 

facilitar así la carga de las células con el fura 2-AM. 

 Los tubos "eppendorf" se incubaron a 29°C por 3 horas, en agitación continua.  

 Luego se realizaron dos lavados con Buffer Tyrode Ca2+ y se agregó en cada lavado 

probenecid 2,4 mM. 

 Se colocó la solución de uno de los tubos "eppendorf" en una cubeta rectangular de 

cuarzo y luego en el espectrofluorímetro Perkin Elmer LS 55, con agitación constante y 

temperatura controlada a 29°C. 

 Se agregó distintos efectores (SQ109 10 µM, Digitonina 40 µM y EGTA 8 mM), con el 

uso de una jeringa "Hamilton", y se observó la variación de la concentración de Ca2+ 

intracelular. La digitonina induce un incremento en la fluorescencia ligado a la 

permeabilización de la membrana plasmática al Ca2+ y al fura 2 (Docampo y Vercesi, 

1989) y el EGTA es un quelante del Ca2+ (sustancia que forma complejos con el Ca2+) 

remanente en el medio.  



 
 

33 

 El experimento anterior también se realizó empleando buffer Tyrode sin Ca2+ (NaCl 145 

mM, KCl 4 mM, MgCl2 2 mM, HEPES 10 mM, Glucosa 11 mM) y en presencia de 8 mM 

de EGTA.  

La ecuación propuesta por Grynkiewicz y col. (1985) muestra que la relación 340/380 

nm es directamente proporcional a la concentración de Ca2+ intracelular: 

 

Donde R es la relación de fluorescencia de excitación del fura 2 a 340/380 nm, Kd la 

constante de afinidad del Fura 2 por el Ca2+  (224 nm), Rmin el valor más bajo de la relación 

de fluorescencia de excitación del fura 2 a 340/380 nm en ausencia de Ca2+ (luego de añadir 

8 mM de EGTA), Rmax  el mayor valor de la relación de fluorescencia de excitación del fura 

2 a 340/380 nm en presencia de exceso de Ca2+ (luego de añadir digitonina (40 µM)), Fmin 

el mayor valor de fluorescencia del fura 2 cuando es excitado a 380 nm luego de añadir 

EGTA, Fmax  el menor valor de fluorescencia del fura 2 cuando es excitado a 380 nm luego 

de añadir digitonina. 

 

4.2.4.2. Determinación del potencial electroquímico mitocondrial promastigotes 

de Leishmania mexicana 

Con el objeto de determinar el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes 

de Leishmania mexicana se realizaron mediciones fluorimétricas utilizando el fluoróforo 

rodamina 123 (figura 12). La rodamina 123 es un fluoróforo catiónico, verde fluorescente, 

permeable a la célula. Se acumula en la mitocondria estrictamente de acuerdo al potencial 

de membrana mitocondrial (Benaim y col., 2006) y tiene picos de excitación y emisión a 488 

y 530 nm, respectivamente (figura 13) (Serrano-Martín y col., 2009a). 
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Figura 12: Estructura molecular de la rodamina 123. Tomado de 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/r8004?lang=es&region=AR (Consulta: 14 de 

marzo de 2016).  

    

 

Figura 13: Espectro de excitación y de emisión de la rodamina 123. La curva izquierda, 

con un pico a 488 nm, representa el espectro de excitación y la curva derecha, con un pico 

a 530 nm, representa el espectro de emisión de la rodamina 123. Tomado de: 

https://www.thermofisher.com/ve/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?ICID=svtool&UID=302moh (Consulta: 5 de 

abril 2016). 

Rodamina 123 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/r8004?lang=es&region=AR
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Para la carga de promastigotes de Leishmania mexicana con rodamina 123 se procedió 

de la siguiente manera (Modificado de Benaim y col., 2014): 

 Se colocó parásitos Leishmania mexicana en tubos de centrífuga "eppendorf" y se 

centrifugó a 600xg por 2,5 min. Luego se resuspendió el sedimento en Buffer de carga 

de naranja de acridina y rodamina 123 (KCl 130 mM, MgCl2 1 mM, KH2PO4 2 mM, Tris-

HCl 20 mM). Este procedimiento se repitió dos veces y en el último lavado se agregó 

rodamina 123 (20 µM). 

 Los tubos "eppendorf" se incubaron a 29°C por 45 minutos en agitación continua. Se 

realizaron dos lavados con Buffer de carga de naranja de acridina y rodamina 123. 

 Se procedió a colocar la solución de uno de los tubos "eppendorf" en una cubeta 

rectangular de cuarzo y luego en el espectrofluorímetro Hitachi F7000, con agitación 

constante y temperatura controlada a 29°C. 

 Se agregó distintos efectores (SQ109 (1, 2 y 5 µM) y FCCP 2 µM (como control 

positivo)), con el uso de una jeringa "Hamilton", y se observó cambios en la 

fluorescencia.  

 

4.2.4.3. Determinación de la alcalinización de los acidocalcisomas de 

promastigotes de Leishmania mexicana 

Con el objeto de determinar la alcalinización de los acidocalcisomas de 

promastigotes de Leishmania mexicana se realizaron mediciones fluorimétricas utilizando 

el fluoróforo naranja de acridina (figura 14). La naranja de acridina es un fluoróforo catiónico 

que interactúa con el ADN y el ARN por intercalación dentro de la molécula. En los 

tripanosomatidios, la naranja de acridina se acumula en compartimientos acídicos, como 

por ejemplo los acidocalcisomas. Tiene picos de excitación y emisión a 488 y 530 nm, 

respectivamente (figura 15) (Serrano-Martín y col., 2009a). 
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Figura 14: Estructura molecular de la naranja de acridina. Tomado de http://www.bio-

protocol.org/e1162 (Consulta: 14 de marzo de 2016). 

 

 

Figura 15: Espectro de excitación y de emisión de la naranja de acridina. La curva 

izquierda, con un pico a 488 nm, representa el espectro de excitación y la curva derecha, 

con un pico a 530 nm, representa el espectro de emisión de la naranja de acridina. Tomado 

de: https://www.thermofisher.com/ve/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?ICID=svtool&UID=302moh (Consulta: 5 de 

abril 2016). 

 

Naranja de acridina 

http://www.bio-protocol.org/e1162
http://www.bio-protocol.org/e1162
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Para la carga de promastigotes de Leishmania mexicana con naranja de acridina se 

procedió de la misma forma descrita para la carga con rodamina 123 (Modificado de Benaim 

y col., 2014), pero en este caso el fluoróforo empleado fue naranja de acridina a una 

concentración final de 5 µM y el tiempo de incubación fue 10 minutos. Se procedió luego a 

colocar la solución de uno de los tubos "eppendorf" en una cubeta rectangular de cuarzo y 

luego en el espectrofluorímetro Hitachi F7000, con agitación constante y temperatura 

controlada a 29°C. Se agregó distintos efectores (SQ109 (1, 2, 5 y 10 µM) y Nigericina 2 

µM (como control positivo)), con el uso de una jeringa "Hamilton", y se observó cambios en 

la fluorescencia. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Efecto del SQ109 sobre la proliferación de promastigotes de Leishmania 

mexicana 

Con el objeto de determinar el posible efecto antiproliferativo del SQ109 sobre 

promastigotes de L. mexicana, poblaciones de estos organismos fueron expuestos a 

diferentes concentraciones de SQ109, manteniendo un control al cual no se le agregó la 

droga. Los resultados obtenidos (figura 16) muestran que el SQ109 inhibe la proliferación 

de promastigotes de L. mexicana de una forma dosis-dependiente, observándose una 

inhibición del 100% de la proliferación celular a una concentración de 5 µM (concentración 

mínima inhibitoria de la proliferación celular (CMI)). Cabe destacar que a una concentración 

de 1 µM de SQ109, luego de 96 horas de tratamiento, se observa un incremento en el 

número de promastigotes, el cual posteriormente disminuye a las 120 horas, 

manteniéndose luego constante en el tiempo. 
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Figura 16: Efecto del SQ109 sobre la proliferación de promastigotes de Leishmania mexicana. 

Se representa el número de promastigotes/mL en función del tiempo para cada concentración de 

SQ109 (línea con símbolo). Cada punto representa el promedio ± desviación estándar (barras) de al 

menos tres experimentos independientes.  

  

A partir del gráfico anterior (figura 16) se elaboró una curva dosis-respuesta, en la 

cual se representa el número de promastigotes/mL en función de la concentración de 

SQ109 luego de 48 horas de tratamiento (figura 17). El IC50 obtenido es 0,35 ± 0,08 µM. 
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Figura 17: Curva dosis-respuesta luego de 48 horas del tratamiento de promastigotes de 

Leishmania mexicana con SQ109. Se representa el número de promastigotes/mL en función de la 

concentración de SQ109. Cada punto representa el promedio ± desviación estándar (barras) de al 

menos tres experimentos independientes. IC50: 0,35 ± 0,08 µM. 

 

5.2 Efecto del SQ109 sobre la viabilidad de promastigotes de Leishmania 

mexicana 

El efecto del SQ109 sobre la viabilidad de promastigotes de L. mexicana se evaluó 

mediante el ensayo de citotoxicidad (MTT). Siendo la densidad óptica (570 nm) 

directamente proporcional al número de células viables (Ferrari y col., 1990). En la figura 
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que el SQ109 (10 µM) inhibe el 100% de la viabilidad de estos parásitos, un efecto igual al 

de la miltefosina (15 µM).  

 

Figura 18: Efecto del SQ109 sobre la viabilidad de promastigotes de Leishmania mexicana. Se 

representa la absorbancia a 570 nm en función de la concentración de SQ109 y de la miltefosina (15 

µM). Los parásitos fueron sometidos a concentraciones crecientes de SQ109 por 72 horas. Cada 

columna representa el promedio de al menos tres experimentos independientes. Las barras en la 

parte superior de las columnas representan la desviación estándar. IC50: 0,45 ± 0,06 µM.   
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5.3 Efecto del SQ109 sobre la viabilidad de macrófagos de la línea celular J774 

Con el objeto de determinar el efecto del SQ109 sobre la viabilidad de macrófagos de 

la línea celular J774 se realizó también un ensayo de citotoxicidad (MTT). El IC50 obtenido 

es 5,76 ± 0,12 µM (figura 19), el cual es aproximadamente 13 veces superior al IC50 obtenido 

con promastigotes de L. mexicana (0,45 ± 0,06 µM).  

 

Figura 19: Efecto del SQ109 sobre la viabilidad de macrófagos de la línea celular J774. Se 

representa la absorbancia a 570 nm en función de la concentración de SQ109 y del Tritón-X-100 

(0,1%). Los macrófagos fueron sometidos a concentraciones crecientes de SQ109 por 72 horas. 

Cada columna representa el promedio de al menos tres experimentos independientes. Las barras 

en la parte superior de las columnas representan la desviación estándar. IC50: 5,76 ± 0,12 µM.   
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5.4 Efecto del SQ109 sobre macrófagos de la línea celular J774 infectados con 

amastigotes de Leishmania mexicana 

Con el objeto de evaluar el efecto del SQ109 sobre el porcentaje de macrófagos murinos 

infectados con amastigotes de L. mexicana, se procedió a infectar los macrófagos con 

promastigotes de L. mexicana, los cuales luego se sometieron a concentraciones crecientes 

de SQ109. En la figura 20 se observa que el SQ109 disminuye el porcentaje de macrófagos 

infectados con respecto al control sin droga de una forma dosis-dependiente. El IC50 

obtenido es 11,2 ± 0,03 nM. 
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Figura 20: Efecto del SQ109 sobre macrófagos de la línea celular J774 infectados con 

amastigotes de Leishmania mexicana. Se representa el porcentaje de macrófagos infectados en 

función de la concentración de SQ109. El porcentaje de macrófagos infectados se determinó a las 

48 horas de tratamiento y se contó 100 células en cada experimento utilizando el objetivo de 

inmersión (100X) en un microscopio óptico. Cada punto representa el promedio ± desviación 

estándar (barras) de al menos tres experimentos independientes. IC50: 11,2 ± 0,03 nM.   
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5.5 Efecto del SQ109 sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular de promastigotes 

de Leishmania mexicana 

El efecto del SQ109 sobre la concentración de Ca2+ intracelular de promastigotes de L. 

mexicana se determinó empleando el fluoróforo fura 2. Posteriormente, se midió la 

fluorescencia con dos longitudes de onda de excitación (340 y 380 nm) y una de emisión a 

510 nm. Como se mencionó anteriormente, la relación 340/380 nm es directamente 

proporcional a la concentración de Ca2+ intracelular. En la figura 21A se observa que el 

SQ109 (10 µM) induce un incremento en la concentración de Ca2+ intracelular de 

promastigotes de L. mexicana en presencia de 2mM de Ca2+ extracelular. Con el objeto de 

evaluar si el incremento en la concentración de este catión  inducido por a la adición del 

SQ109 (10 µM) es debido a la liberación de este ion de compartimientos intracelulares o 

por la entrada de Ca2+ del espacio extracelular, se procedió a realizar el mismo experimento 

en ausencia de Ca2+ extracelular (8 mM EGTA). Bajo estas condiciones, el SQ109 (10 µM) 

induce un incremento en la concentración de Ca2+ intracelular de estos parásitos (figura 

21B) muy similar al observado en presencia de Ca2+ extracelular. 
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Figura 21: Efecto del SQ109 sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular de promastigotes de 

Leishmania mexicana. Se muestra la relación de fluorescencia 340/380 nm (unidades arbitrarias 

(Un. Arb.)) en función del tiempo (segundos). Los parásitos se incubaron con fura 2-AM (1 µM) por 

3 horas. Longitudes de onda de excitación 340 y 380 nm y longitud de onda de emisión 510 nm. (A) 

Efecto de 10 µM de SQ109 (flecha) sobre la concentración de Ca2+ intracelular de los parásitos en 

presencia de 2 mM de Ca2+ externo y (B) en ausencia de Ca2+ externo (8 mM EGTA).  
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 A partir de los datos obtenidos en el experimento anterior se calculó el incremento 

porcentual de la relación de fluorescencia 340/380 nm al añadir SQ109 (10 µM) a 

promastigotes de L. mexicana cargados con fura 2, tanto en presencia como en ausencia 

de Ca2+ extracelular. Se tomó como 100% del incremento de la relación de fluorescencia 

340/380 nm la adición de los efectos del SQ109 (10 µM) y de la digitonina (40 µM) (resultado 

no mostrado) sobre estos parásitos. El SQ109, tanto en presencia como en ausencia de 

Ca2+ extracelular, induce un incremento de más del 50% de la relación de fluorescencia 

340/380 nm con respecto al nivel basal (antes de añadir los efectores) (figura 22).  

 

Figura 22: Incremento porcentual de la relación de fluorescencia 340/380 nm al añadir 10 µM 

de SQ109 a promastigotes de Leishmania mexicana. Cada columna representa el resultado de 

al menos tres experimentos independientes en presencia (izquierda) y ausencia (derecha) de Ca2+ 

extracelular. Las barras en la parte superior de las columnas representan la desviación estándar. 
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5.6 Efecto del SQ109 sobre el potencial electroquímico mitocondrial de 

promastigotes de Leishmania mexicana 

Con el objeto de determinar el efecto del SQ109 sobre el potencial electroquímico 

mitocondrial de promastigotes de L. mexicana, poblaciones de estos parásitos se cargaron 

con el fluoróforo rodamina 123. El colapso del potencial electroquímico mitocondrial induce 

la salida del fluoróforo de la mitocondria, lo cual se puede observar como un incremento en 

la fluorescencia. En este experimento, se determinó cambios en la fluorescencia en 

respuesta a la adición de SQ109 (5 µM) y de FCCP (2 µM). En la figura 23A se observa que 

el SQ109 (5 µM) induce un incremento en la fluorescencia y la adición posterior de FCCP 

(2 µM) no produce ningún efecto. Sin embargo, al invertir el orden de adición de estos 

compuestos, se observa que el SQ109 (5 µM) induce un incremento en la fluorescencia 

(figura 23B), luego de la adición de FCCP (2 µM).  
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Figura 23: Efecto del SQ109 sobre el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes 

de Leishmania mexicana. Se representa la fluorescencia en función del tiempo (segundos). Los 

parásitos se incubaron con rodamina 123 (20 µM) por 45 min. Longitud de onda de excitación 488 

nm y longitud de onda de emisión 530 nm. (A)  Efecto del SQ109 (5 µM), seguido de la adición de 

FCCP (2 µM), sobre el potencial electroquímico mitocondrial de los parásitos.  (B) Efecto del SQ109 

(5 µM), luego de la adición de FCCP (2 µM), sobre el potencial electroquímico mitocondrial de los 

parásitos. 
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Con el objeto de determinar el efecto de concentraciones crecientes de SQ109 sobre el 

potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes de L. mexicana, se ensayaron tres 

concentraciones de SQ109 (1, 2 y 5 µM), seguido de la adición de FCCP (2 µM). Para el 

cálculo del porcentaje de fluorescencia se tomó en cuenta que la adición de los efectos del 

SQ109 y del FCCP representa el 100% de la respuesta del sistema, es decir el colapso del 

potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes de L. mexicana. En la figura 24 se 

observa que el SQ109 a una concentración de 1 y 2 µM produce aproximadamente el 56 y 

60% de la respuesta, respectivamente, y a una concentración de 5 µM se alcanza la 

repuesta máxima.  
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Figura 24: Efecto de concentraciones crecientes de SQ109 sobre el potencial electroquímico 

mitocondrial de promastigotes de Leishmania mexicana. Se representan los cambios en la 

fluorescencia en función de la concentración de SQ109. Los parásitos se incubaron con rodamina 

123 (20 µM) por 45 min. Longitud de onda de excitación 488 nm y longitud de onda de emisión 530 

nm. Cada columna representa el promedio de al menos tres experimentos independientes. Las 

barras en la parte superior de las columnas representan la desviación estándar. El asterisco (*) 

representa diferencias estadísticamente significativas (determinadas utilizando la prueba t de 

student, P ≤ 0,05). Los asteriscos (**) representan diferencias estadísticamente significativas 

(determinadas utilizando la prueba t de student, P ≤ 0,01). 
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5.7 Efecto del SQ109 sobre los acidocalcisomas de promastigotes de Leishmania 

mexicana 

Con el objeto de determinar el efecto del SQ109 sobre los acidocalcisomas de 

promastigotes de L. mexicana, poblaciones de estos parásitos se cargaron con naranja de 

acridina, la cual se acumula en compartimientos acídicos. Al alcalinizarse estos 

compartimientos se produce la liberación del fluoróforo, lo cual se traduce en un incremento 

en la fluorescencia. En este experimento se determinaron cambios en la fluorescencia en 

respuesta a la adición de SQ109 (10 µM) y de nigericina (2 µM), el cual alcaliniza a los 

acidocalcisomas. Los resultados obtenidos muestran que el SQ109 (10 µM) induce un 

incremento en la fluorescencia y no se observa un efecto posterior de la nigericina (2 µM) 

(figura 25A). Sin embargo, al invertir el orden de adición de estos compuestos, se observa 

que el SQ109 (10 µM) induce un incremento en la fluorescencia luego de la adición de 

nigericina (2 µM) (figura 25B). 

Con el objeto de determinar el efecto de concentraciones crecientes de SQ109 sobre 

los acidocalcisomas de promastigotes de L. mexicana, se ensayaron cuatro 

concentraciones de SQ109 (1, 2, 5 y 10 µM), seguido de la adición de nigericina (2 µM). 

Para el cálculo del porcentaje de fluorescencia se tomó en cuenta que la adición de los 

efectos del SQ109 y de la nigericina representa el 100% de la respuesta del sistema, es 

decir la alcalinización de los acidocalcisomas de promastigotes de L. mexicana. En la figura 

26 se observa que el SQ109 a una concentración de 1, 2 y 5 µM produce aproximadamente 

el 42, 61 y 82% de la respuesta, respectivamente, y a una concentración de 10 µM se 

alcanza la repuesta máxima, pues la nigericina no tiene ya ningún efecto. 
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Figura 25: Efecto del SQ109 sobre los acidocalcisomas de promastigotes de Leishmania 

mexicana. Se representa la fluorescencia en función del tiempo (segundos). Los parásitos se 

incubaron con naranja de acridina (5 µM) por 10 min. Longitud de onda de excitación 488 nm y 

longitud de onda de emisión 530 nm. (A) Efecto del SQ109 (10 µM), seguido de la adición de 

nigericina (2 µM).  (B) Efecto del SQ109 (10 µM), luego de la adición del nigericina (2µM). 

0 200 400 600 800 1000 1200
40

42

44

46

48

50

52

54

56

58

60

Nigericina

SQ109

A

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
ia

 (
U

n
id

a
d

e
s
 a

rb
it

ra
ri

a
s
)

Tiempo (S)

0 200 400 600 800 1000 1200
40

42

44

46

48

50

52

54

56

58

60 SQ109

Nigericina

B

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
ia

 (
U

n
id

a
d

e
s
 a

rb
it

ra
ri

a
s
)

Tiempo (S)



 
 

54 

 

Figura 26: Efecto de concentraciones crecientes de SQ109 sobre los acidocalcisomas de 

promastigotes de Leishmania mexicana. Se representa el cambio en la fluorescencia en función 

de la concentración de SQ109. Los parásitos se incubaron con naranja de acridina (5 µM) por 10 

min. Longitud de onda de excitación 488 nm y longitud de onda de emisión 530 nm. Cada columna 

representa el promedio de al menos tres experimentos independientes. Las barras en la parte 

superior de las columnas representan la desviación estándar. El asterisco (*) representa diferencias 

estadísticamente significativas (determinadas utilizando la prueba t de student, P ≤ 0,05).  
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6. DISCUSIÓN 

  Las enfermedades parasitarias tienen un enorme impacto sanitario, social y 

económico y afectan principalmente a las poblaciones más pobres del mundo. La carga 

mundial de estas enfermedades se ve agravada por la falta de vacunas autorizadas, por lo 

que drogas seguras y eficaces son vitales para su prevención y tratamiento. Por desgracia, 

cuando se dispone de estas, su utilidad está siendo cada vez más amenazada por parásitos 

resistentes a drogas. Aún más, las drogas de primera línea utilizadas en gran parte del 

mundo para el tratamiento de la leishmaniasis, una enfermedad parasitaria, el glucantime, 

el pentostam y la miltefosina, son tóxicas para los pacientes y la última es además 

teratogénica. Todo esto impulsa la investigación para el descubrimiento de nuevas drogas 

antiparasitarias a nivel mundial (Andrews y col., 2014; Sbaraglini y col., 2016). Sin embargo, 

teniendo en cuenta que el desarrollo de nuevas drogas consume tiempo y es costoso, existe 

un creciente interés en encontrar nuevos usos para drogas existentes (un proceso conocido 

como reutilización de drogas o reposicionamiento), lo cual tiene muchas ventajas. 

Típicamente, la seguridad, la eficacia y la toxicidad de una droga existente han sido 

ampliamente estudiadas. Dado que estos datos ya han sido adquiridos, la reutilización de 

una droga ahorra tiempo y dinero en comparación con el proceso de síntesis de una droga 

de novo (Beachy y col., 2014). Debido a esto, la reutilización de drogas autorizadas 

originalmente para otras indicaciones, surge como una aproximación atractiva para el 

desarrollo de nuevas terapias para enfermedades tropicales desatendidas, como lo es la 

leishmaniasis (Sbaraglini y col., 2016). Especialmente en el caso de la leishmaniasis 

cutánea localizada, el tratamiento es importante para acelerar la cura, reducir las cicatrices 

y prevenir la diseminación del parásito al sitio de las mucosas. Tal es el caso del SQ109, 

una droga que se encuentra actualmente en ensayos clínicos en fase III para el tratamiento 

de la tuberculosis resistente a múltiples drogas y que ha demostrado tener actividad in vitro 
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contra otros organismos como T. cruzi, siendo parte de su mecanismo de acción el colapso 

del potencial electroquímico mitocondrial y la alcalinización de los acidocalcisomas de 

epimastigotes de T. cruzi (Veiga-Santos y col., 2015). Por todo lo anterior, en el presente 

trabajo nos propusimos estudiar el efecto del SQ109 sobre promastigotes de L. mexicana 

y macrófagos infectados con amastigotes de L. mexicana, así como su efecto sobre el 

potencial electroquímico mitocondrial, los acidocalcisomas y la concentración de Ca2+ 

intracelular de promastigotes de L. mexicana. Los resultados obtenidos muestran que el 

SQ109 inhibe la proliferación de promastigotes de L. mexicana de una forma dosis-

dependiente, con un IC50 de 0,35 ± 0,08 µM y una CMI de 5 µM. Adicionalmente, luego de 

24 horas de tratamiento con SQ109 (5 y 10 µM), los parásitos pierden la movilidad y adoptan 

una forma redondeada, un efecto morfológico similar al que produce el SQ109 (4,6 µM) 

sobre epimastigotes de T. cruzi luego de 24 y 48 horas de tratamiento (Veiga-Santos y col., 

2015). Por otro lado, se observó un incremento en el número de promastigotes de L. 

mexicana luego de 96 horas de tratamiento con 1 µM de SQ109. Esto sugiere un intento de 

recuperación de los promastigotes a los efectos producidos por el SQ109. Sin embargo, 

luego de una exposición prolongada a esta droga (120 horas), se produjo la muerte celular 

de los parásitos, manteniéndose luego constante el número de promastigotes en el tiempo. 

Al comparar estos resultados con los obtenidos por Veiga-Santos y col. (2015) sobre 

epimastigotes de T. cruzi, se observa que el SQ109 tiene un mayor efecto sobre 

promastigotes de L. mexicana, ya que el IC50 obtenido por estos investigadores (4,6 µM) es 

13 veces superior al IC50 obtenido con promastigotes de L. mexicana en el presente trabajo.   

 Además de afectar la proliferación de promastigotes de L. mexicana, el SQ109 tiene 

un efecto dosis-dependiente sobre la viabilidad de promastigotes de L. mexicana, con un 

IC50 de 0,45 ± 0,06 µM. Siendo este último valor similar al IC50 obtenido sobre la proliferación 

de promastigotes de L. mexicana (0,35 µM). Pudimos observar que el SQ109 a 10 µM, 
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conlleva a una disminución del 100 % de la viabilidad de promastigotes de L. mexicana, al 

igual que la miltefosina (15 µM), una droga con potente actividad leishmanicida y con una 

CMI de 15 µM sobre promastigotes de L. mexicana (Serrano-Martín y col., 2009b). Por otro 

lado, se determinó el efecto del SQ109 sobre macrófagos de la línea celular J774. La 

viabilidad de estas células de mamífero con respecto al control (sin droga) no se vio 

afectada a una concentración de 0,2 µM de SQ109, la cual inhibe el 40% de la viabilidad 

de promastigotes de L. mexicana. Aún más, el IC50 obtenido (5,76 ± 0,12 µM), es 

aproximadamente 13 veces superior al IC50 obtenido con promastigotes de L. mexicana 

(0,45 µM). Todo lo anterior indica que el SQ109, a concentraciones que afectan la viabilidad 

del parásito, no tiene un efecto significativo sobre la viabilidad de macrófagos murinos. 

Adicionalmente se observó que el Tritón-X-100 (0,1%) (detergente que disuelve las 

membranas celulares (Gaspar, 2016) y utilizado como control de lisis celular) inhibe el 100% 

de la viabilidad de macrófagos murinos, lo cual no se alcanza incluso a una concentración 

de 50 µM de SQ109.  

Evaluamos también el efecto del SQ109 sobre macrófagos infectados con amastigotes 

de L. mexicana, el cual representa el estadío clínicamente relevante, mostrando que esta 

droga tiene un efecto dosis-dependiente sobre el porcentaje de macrófagos infectados, 

obteniéndose un efecto máximo a una concentración de 1 µM y un IC50 de 11,2 ± 0,03 nM. 

A pesar de que el SQ109, en el rango de concentraciones utilizadas en este experimento, 

no tiene un efecto significativo sobre los macrófagos, concentraciones superiores de esta 

droga (5 y 10 µM) causan la lisis de algunas células luego de 48 de tratamiento, 

observándose sólo unos pocos macrófagos adheridos a los cubreobjetos a una 

concentración de 10 µM de SQ109, concentración que inhibe el 80% de la viabilidad de los 

macrófagos murinos. A pesar de esto, el IC50 obtenido para macrófagos infectados con 

amastigotes de L. mexicana fue 11,2 nM, un valor dos órdenes de magnitud inferior al IC50 
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del SQ109 sobre la viabilidad de macrófagos murinos (5,76 µM), lo cual sugiere que esta 

droga tendría un muy alto índice de selectividad entre ambas células. Este IC50 cuando se 

compara con el obtenido sobre amastigotes intracelulares de T. cruzi (1,2 µM) es dos 

ordenes de magnitud menor, lo cual ofrece una clara ventaja desde el punto de vista 

terapéutico contra la leishmaniasis, en comparación con el mal de Chagas.   

Como se mencionó anteriormente, el Ca2+ es un mensajero esencial en todos los 

eucariotas y la disrupción de la homeostasis del Ca2+ intracelular en cualquier célula tiene 

efectos letales, resultando en la muerte celular por apoptosis o necrosis (Benaim y García, 

2011). En nuestro laboratorio se demostró que diferentes drogas con actividad 

leishmanicida, como son la miltefosina, la amiodarona y la dronedarona, disrumpen la 

homeostasis del Ca2+ intracelular, induciendo un incremento en la concentración de este 

catión, bien sea por la entrada del mismo del espacio extracelular al citoplasma o por su 

liberación de compartimientos intracelulares (Serrano-Martín y col., 2009a; Serrano-Martín 

y col., 2009b; Benaim y col., 2014). Debido a esto, en este trabajo se determinó el efecto 

del SQ109 sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular de promastigotes de L. mexicana. 

Para ello, los parásitos se cargaron con el fluoróforo fura 2. La escogencia del fura 2 sobre 

otros indicadores de Ca2+ es que este fluoróforo presenta diferentes espectros de excitación 

cuando está libre o unido a Ca2+. De hecho, el espectro de excitación del fura 2 cambia a 

menores longitudes de onda a medida que la concentración de Ca2+ incrementa (figura 10). 

Esto permite eliminar variables ligadas a la eficacia del instrumento o a la concentración del 

fluoróforo. Adicionalmente el fura 2 tiene mayor afinidad por el Ca2+ sobre otros iones, como 

el Mg2+ (Grynkiewicz y col., 1985). La razón por la cual los resultados obtenidos no se 

mostraron en función de la concentración de Ca2+, sino en función de la relación de 

fluorescencia 340/380 nm, es debido a que además de que esta relación es directamente 

proporcional a la concentración de Ca2+ intracelular, los niveles basales de Ca2+ entre 
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réplicas son muy variados y depende del estado metabólico de las células (en este caso de 

los promastigotes) (Maravall y col., 2000). Y la escogencia de la relación 340/380 nm sobre 

su inverso, es que el valor de esta relación cambia en la misma dirección en que lo hace la 

concentración de Ca2+ intracelular (Grynkiewicz y col., 1985). Los resultados obtenidos 

muestran que el SQ109 (10 µM) induce un incremento en la concentración de Ca2+ 

intracelular de promastigotes de L. mexicana, tanto en presencia (Figura 21A) como en 

ausencia de Ca2+ extracelular (Figura 21B). En ambos casos la pendiente del incremento 

producido por la adición de SQ109 (10 µM) es la misma, lo cual indica que el SQ109 induce 

incremento en la concentración de Ca2+ intracelular de promastigotes de L. mexicana 

producto de la liberación de este catión de compartimientos intracelulares, y no por su 

entrada desde el exterior.  

Como se mencionó anteriormente, la mitocondria y los acidocalcisomas son algunos de 

los organelos involucrados en la regulación del Ca2+ intracelular en tripanosomatidios. Es 

por esto que en el presente trabajo se determinó el efecto del SQ109 sobre el potencial 

electroquímico mitocondrial y la alcalinización de los acidocalcisomas de promastigotes de 

L. mexicana. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el SQ109 (5 µM) colapsa 

rápidamente el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes de L. mexicana, lo 

cual se observa como un incremento en la fluorescencia, producto de la liberación del 

fluoróforo rodamina 123 acumulado en las mitocondrias de estos parásitos. Adicionalmente 

no se observó un efecto posterior del protonóforo FCCP (2 µM), el cual disipa el potencial 

de membrana mitocondrial al permeabilizar la membrana mitocondrial interna a protones 

(Benaim y col., 2014). Por otro lado, se observó que el SQ109 tiene un efecto dosis-

dependiente sobre el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes de L. 

mexicana, tendencia similar a la obtenida por Veiga-Santos y col. (2015) sobre 
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epimastigotes de T. cruzi, obteniéndose una respuesta máxima a una concentración de 5 

µM de SQ109. Al comparar estos resultados con aquellos obtenidos por Veiga-Santos y 

col. (2015) sobre epimastigotes de T. cruzi, se observa que el SQ109 tiene un mayor efecto 

sobre el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes de L. mexicana, esto 

debido a que en el caso de epimastigotes de T. cruzi, incluso a una concentración de 40 

µM de SQ109 se observa un efecto posterior del protonóforo FCCP. Aún más, la respuesta 

obtenida sobre promastigotes de L. mexicana es mucho más rápida que la obtenida por 

estos investigadores sobre epimastigotes de T. cruzi.  

Al invertir el orden de adición del SQ109 y del FCCP se observó que el SQ109 (5 µM) 

induce un incremento en la fluorescencia cuando los parásitos han sido previamente 

cargados con rodamina 123, luego de la adición de FCCP (2 µM). Este resultado muestra 

que bajo estas condiciones experimentales el FCCP no es capaz de disipar completamente 

el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes de L. mexicana. En nuestro 

laboratorio hemos observado previamente un efecto similar de la amiodarona (10 µM) y la 

dronedarona (2,5 µM) sobre el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes de 

L. mexicana (Benaim y col., 2014). Es posible que esto sea debido a que en estos 

experimentos no se empleó un ion de carga positiva permeable a la membrana mitocondrial 

interna que se desplace en sentido contrario a los H+, o bien un contraión que se desplace 

en el mismo sentido, el cual permita balancear las cargas de la membrana mitocondrial 

interna, con el fin de evitar un potencial de difusión y que de esta forma el FCCP provoque 

la disipación completa del potencial electroquímico mitocondrial (Nicholls y Ferguson, 

1992).  En trabajos anteriores hemos utilizado digitonina con el fin de hacer más accesible 

el FCCP a la mitocondria (Serrano y col., 2009a). Sin embargo, esto altera mucho la 

composición iónica del medio extramitocondrial, lo cual se aleja de la situación natural. Es 

por esto, que decidimos no utilizar digitonina en estos experimentos. 
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En este trabajo pudimos observar que el SQ109 (10 µM) alcaliniza completamente los 

acidocalcisomas de promastigotes de L. mexicana, lo cual se puede evidenciar del rápido 

incremento en la fluorescencia, producto de la liberación del fluoróforo naranja de acridina 

de los acidocalcisomas de promastigotes de L. mexicana, y adicionalmente del hecho de 

no haber observado ningún efecto al añadir nigericina luego del SQ109, que como 

sabemos, es un intercambiador K+/H+ que induce la alcalinización de los acidocalcisomas y 

la liberación de Ca2+ de este compartimiento (Docampo y col., 1995). Por otro lado, se 

observó que el SQ109 tiene un efecto dosis-dependiente sobre los acidocalcisomas de 

promastigotes de L. mexicana, alcanzándose la respuesta máxima a una concentración de 

10 µM. Los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio muestran que el 

SQ109 (10 µM) alcaliniza parcialmente los acidocalcisomas de epimastigotes de T. cruzi 

(Veiga-Santos y col, 2015), observándose un efecto posterior de la nigericina (2 µM). Esto 

indica que esta droga tiene un mayor efecto sobre los acidocalcisomas de promastigotes 

de L. mexicana que sobre epimastigotes de T. cruzi. En ambos casos, la velocidad del 

incremento en la fluorescencia es similar. 

Al invertir el orden de adición del SQ109 y de la nigericina, se observó que el SQ109 

(10 µM) induce un incremento en la fluorescencia cuando los parásitos han sido 

previamente cargados con naranja de acridina, luego de la adición de nigericina (2 µM), 

resultado similar al obtenido sobre epimastigotes de T. cruzi (Veiga-Santos y col, 2015). 

Esto podría explicarse tomando en cuenta la posibilidad de que el SQ109 puede estar 

actuando sobre otros compartimientos acídicos donde se acumule el fluoróforo naranja de 

acridina, como por ejemplo, vacuolas acídicas o fagolisosomas (Benaim y col., 2014).  

Estos resultados, conjuntamente con los anteriores obtenidos sobre el potencial 

electroquímico mitocondrial de promastigotes de L. mexicana, sugieren que parte del 

incremento en la concentración de Ca2+ intracelular es con alta probabilidad debido a la 
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liberación de este catión de la mitocondria y los acidocalcisomas de promastigotes de L. 

mexicana. 

Los resultados obtenidos en este trabajo tomados en conjunto demuestran que el 

SQ109 tiene un efecto notable contra el parásito L. mexicana, el cual es mucho más potente 

que el reportado para T. cruzi, lo cual apoya la idea de profundizar estos estudios orientados 

hacia la posible terapia contra la leishmaniasis, tomando en cuenta que esta droga, como 

se indicó, ya se encuentra en fase III desde el punto de vista clínico, contra la tuberculosis 

resistente a múltiples drogas. 
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7. CONCLUSIONES 

1. El SQ109 tiene un efecto dosis-dependiente sobre la proliferación de promastigotes 

de L mexicana, con un IC50 de 0,35 µM y una CMI de 5 µM. 

2. Además de afectar la proliferación de promastigotes de L. mexicana, el SQ109 

afecta la viabilidad de estos parásitos (IC50: 0,45 µM), y no tiene un efecto 

significativo, en el rango de concentraciones que afectan la viabilidad de estos 

parásitos, sobre la viabilidad de macrófagos de la línea celular J774 (IC50: 5,76 µM).  

3. El SQ109 disminuye notablemente, de una forma dosis-dependiente, el número de 

macrófagos infectados con amastigotes de L. mexicana, estadío clínicamente 

relevante del parásito, con un IC50 de 11,2 nM, sin mostrar un efecto significativo 

sobre los macrófagos murinos en el rango de concentraciones que afectan a los 

amastigotes de estos parásitos. 

4. El SQ109 induce un incremento en la concentración de Ca2+ intracelular de 

promastigotes de L. mexicana, producto de la liberación de este catión de 

compartimientos intracelulares. 

5. El SQ109 (5 µM) colapsa el potencial electroquímico mitocondrial de promastigotes 

de L. mexicana y a una concentración de 10 µM alcaliniza completamente los 

acidocalcisomas de estos parásitos. Ambos efectos indican que el Ca2+ proviene al 

menos parcialmente de estos compartimientos. 

6. Todos estos resultados sugieren que el SQ109 es una droga con alto potencial 

leishmanicida. 
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