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RESUMEN

En los tripanosomatideos se encuentran dos géneros de protozoarios Leishmaniay
Trypanosoma causantes de severas patologias al hombre y animales domésticos,
generando las parasitosis conocidas como Leishmaniasis y Tripanosomiasis.
Numerosas investigaciones a nivel mundial estdn dedicadas a la busqueda de
drogas alternativas para estas parasitosis, partiendo del estudio profundo de
diferentes aspectos del metabolismo, ciclo celular, componentes estructurales del
citoesqueleto y aspectos bioquimicos del parésito. En nuestro laboratorio se ha
iniciado desde hace algunos afios, la busqueda de drogas alternativas para el
tratamiento de estas enfermedades, realizando ensayos con compuestos
comunmente usados en humanos para el tratamiento de ciertas afecciones del
Sistema Nervioso Central, de los cuales se haya reportado una accion sobre una
actividad en particular importante en diferentes tipos celulares. En este trabajo el
compuesto seleccionado fue el Diazepam. El objetivo fue determinar la accién del
Diazepam sobre la biologia celular de promastigotes de Leishmania mexicana (cepa
NR) y epimastigotes de Trypanosoma cruzi (cepa Biomed). Se encontr6 que el
Diazepam inhibe la proliferacién de promastigotes de L. mexicana de manera dosis
dependiente de la concentracién con un Cl 5, entre 27,98 y 36,25 ug/ml, induciendo
cambios en la morfologia del parasito a las 24 horas a partir de los 30 pg/ml. Se
evidencian cambios de forma, de alargada a elipsoidal o redondeada, bloqueo de
la division celular a nivel del cuerpo basal, bloqueandose su separacion,
degeneracion flagelar y alteraciones internas en las crestas mitocondriales. Nos
planteamos. a partir de los estudios de ultraestructura, que el posible sitio de
accion de la droga sea el cuerpo basal o el material filamentoso , posiblemente
actina o filamentos intermedios ,que conectan el cuerpo basal y la membrana
anterior del mitocondriéon que limita al Kinetoplasto. El Diazepam disminuye el
porcentaje de infeccién de los amastigotes dentro de los macréfagos J774 en un 35
% a 45 pg/ml y hasta en un 15% la capacidad de infeccién a concentraciones de 90
pg/ml. Estos hallazgos nos plantean futuras pruebas a realizar en el sistema murino.
Resultados preliminares utilizando epimastigotes de Trypanosoma cruzi, nos
indican que el Diazepam inhibe su proliferacion, de manera dosis dependiente de
la concentracion, mostrando un Cl s de 44,05 pg/ml.
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1. Introduccion

En los tripanosomatideos se encuentran dos de los géneros de protozoarios
causantes de severas patologias en el hombre y animales domésticos, como
lo son Leishmania sp. y Trypanosoma sp. Estos organismos parecen
haberse separado de la linea eucariota principal, antes de la divergencia de
plantas, animales y hongos y presentan caracteristicas no encontradas en
organismos superiores. Estas propiedades Unicas pueden ser el resultado de
la conservacion de mecanismos primitivos o de una evolucion divergente

(Bard, 1989).

Estos parasitos estan caracterizados por la presencia de un solo flagelo y un
mitocondrion, dentro del cual se encuentra un genoma ordenado en una
compleja y compacta red denominada kinetoplasto. Ambos parasitos tienen
estadios intracelulares, con ciclos de vida que involucran vertebrados e
invertebrados. Son causantes de parasitosis que afectan un porcentaje
significativo de la poblacion humana de las regiones tropicales vy

subtropicales del mundo después de la malaria (Bonfante y Barroeta ,2002).

El incremento de las poblaciones humanas y las presiones econémicas ha
conducido a la colonizacion de zonas rurales a nivel mundial, aumentando
los factores de riesgo tanto para el hombre como para los animales

domésticos, de contraer enfermedades zoonéticas propias de animales
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silvestres 0 que estan restringidas a éstos, las cuales poseen condiciones
zoogeograficas peculiares, generalmente zonas poco intervenidas vy

colonizadas por el hombre (Herrera y Urdaneta-Morales, 2001).

Algunas de estas zoonosis presentan una localizacion focal o nido; concepto
descrito en la teoria de la nidalidad natural de las parasitosis, la cual enuncia
qgue los focos enzodticos silvestres de muchas enfermedades, existen en la
naturaleza sin comprometer al hombre y a sus animales domésticos (Pifano,

1973).

Estos focos presentan condiciones ecoldgicas bien definidas donde los
agentes patdégenos y sus hospedadores naturales estan asociados
frecuentemente, a través de un hospedador intermediario y/o un vector.
Existen diversos factores bioticos y abidticos como el clima, suelo,
vegetacion, fauna, entre otros, los cuales condicionan a estas asociaciones
ecologicas, cuya presencia sirven como un potencial indicador de su

existencia (Pifano, 1973).

1.1 Leishmaniasis.

La leishmaniasis es una zooantroponosis causada por diferentes especies
del género Leishmania sp., el cual debe su nombre a W. B. Leishman, quien
fue uno de los primeros en asociar al organismo con sintomas iniciales de la
enfermedad. Estos parasitos son transmitidos principalmente por insectos

dipteros hematéfagos de la familia Psychodidae, los vectores de interés



epidemioldgico son del género Phlebotomus sp. (Viejo mundo) y Lutzomyia
sp. (Nuevo mundo). La infeccién con Leishmania ocurre cuando un insecto
hembra pica a un hospedador infectado, ingiriendo formas microflageladas
(amastigotes), los cuales se transforman rapidamente en el intestino medio
del vector en células flageladas (promastigotes), siendo inoculadas a otro
hospedador en el momento de una nueva picadura. El parasito toma 10 dias
aproximadamente para ser infectante y se requiere que los vectores piquen

repetidas veces para una transmision adecuada (Molyneux, 1987).

En el humano estos parasitos generan un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, las cuales se han asociado tanto a la especie de
Leishmania que causa la infeccidon, como a la respuesta inmunoldgica del
hospedador vertebrado, reconociéndose dos formas clinicas principales de la
enfermedad, la leishmaniasis cutanea (LC)y la leishmaniasis visceral (LV) la
cual si no es tratada a tiempo conlleva a la muerte del individuo. Ataca
primordialmente a infantes menores de 10 afios de edad generando
hepatopleganomegalia, fiebre alta, anemia, vomito y pérdida de peso, pero
también puede ocurrir en adolescentes y adultos. Esta infeccién tiene una
alta tasa de mortalidad y muestra complicaciones con infecciones
secundarias (Rondon, 1993). La LC se presenta a su vez en varias formas
clinicas. La leishmaniasis cutdnea localizada (LCL) caracterizada por
lesiones localizadas, la leishmaniasis cutanea difusa (LCD) presenta lesiones

dispersas por la piel y en la leishmaniasis mucocutanea (LCM) las lesiones



estan presentes en la zona nasomucofaringea. (Rondon, 1993; Convit y

Pinardi, 1972; Convit y Pinardi, 1974)

En Venezuela, esta eparasitosis esta ampliamente distribuida en todos los
estados, siendo el estado Nueva Esparta una zona endémica para la forma
visceral de la enfermedad, no se reportan casos de LC (Zerpa y col., 2002)
La LC es endémica en todos los estados del pais, con excepcion de Delta
Amacuro, donde aun no ha sido reportada (Fig. 1). Entre 1955 y 1991 fue
registrado por el Ministerio de Sanidad y Asistencia Social un total de 30.645
casos, con un promedio de 2,065 por afio. Esta enfermedad tiene una
prevalencia aproximada de 12,3 por 100.000 habitantes, siendo la mas alta
en los estados Lara, Trujillo, Mérida, Tachira, Sucre, Anzoategui, Cojedes,
Miranda y Yaracuy (Bonfante y Barroeta, 2002). En nuestro pais la LC est4
asociada a dos especies del parasito, siendo predominante L. brazilensis
con respecto a L. mexicana (Rodriguez y col.,, 2001). Entre  sus
hospedadores vertebrados primarios estan animales como ratas, zorros,
mapaches, perezas, 0sos hormigueros, marsupiales y como secundarios se
encuentran el hombre, el perro y el burro; todos forman parte de su ciclo de
vida primario o accidental como es el caso de los hospederos secundarios,

al penetrar en los focos naturales de transmision (Belford y Botto, 2000) .
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Figura 1. Distribucibn geografica de la Leishmaniasis tegumentaria
americana en Venezuela, basada en los casos reportados al M.S.D.S. entre
1955 y 1987 (area punteada), y de sus agentes causales (Bonfante y

Barroeta, 2002).

La LV es esencialmente focal y se presenta de forma esporadica como
pequefios brotes epidémicos distribuida en gran parte del pais. El Ministerio
de Salud y Desarrollo Social (MSDS) ha registrado un poco méas de 800
casos, la mayoria procedente de los estados Guarico, Bolivar, Carabobo,
Lara, Falcon, Zulia, Barinas, Portuguesa, Aragua, Distrito Capital, Yaracuy,

Monagas y Nueva Esparta (Fig. 2), (Bonfante y Barroeta, 2002).La



enfermedad se observa preferentemente en paises tropicales, en pequefos
focos que se asientan en los piedemontes o faldas de serranias con densa
vegetacion, asi como también en valles cubiertos de formacion herbacea,

generalmente en las inmediaciones de rios y quebradas (Pifano,1973).

it '

BOLIVAR

Figura 2. Distribucién geografica de los focos de leishmaniasis visceral

americana en Venezuela. (Bonfante y Barroeta, 2002).



1.1.1 Taxonomia

Leishmania pertenece al Subreino Protozoa, Filo Sarcomastigophora,
Orden Kinetoplastida y Familia Tripanosomatidae (Fig. 3). El género
Leishmania ha sido clasificado en dos subgéneros Leishmania
(Leishmania) y Leishmania (Vianna), basandose en el desarrollo del
parasito en el tracto digestivo del insecto vector. El sitio donde se
desarrolla el parasito varia entre los diferentes grupos de Leishmania,
y esta relacionada con la micromorfologia y bioquimica del intestino el
flebétomo. Esta relacién ha permitido emplear la localizacion de los
parasitos en el intestino (piloro) para clasificar Leishmania en los tres
grupos siguientes: suprapilaria, en el cual todo el desarrollo del
pardsito ocurre en el intestino medio antes de migrar hacia las piezas
bucales y su consiguiente transmision por la picadura del insecto |,
caracteristico del subgénero Leishmania; peripilaria, en el cual el
desarrollo inicial del parasito ocurre en el intestino posterior, con
subsiguiente transmisién por la accién de la picadura del vector. Se
incluyen en este grupo el subgénero Vianna; hipopilaria, en el cual el
desarrollo ocurre Unicamente en el intestino posterior del vector y la
transmision ocurre por la ingesta del vector infectado, en este grupo

se incluyen el género Saureoleishmania (Lainson y Shaw, 1987).



KiNGDOM Promnista Haeckel, 1866
SusKiNnGDOM Prorozoa Goldfuss, 1817
PryLum Sarcomasticornora Honigberg & Balamuth, 1963
SuBPHYLUM MasticorHora Deising, 1866
Cuass Zoomasticornorea Calkins, 1909
ORDER Kinetoriastioa Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976
SusORrDER Tryranosomatina Kent, 1880
FAamiLy Tryranosomatinae Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905
Genus
Crithidia Herpetomonas Saureoleishmania Irypanosoma Endotrypanum
Leptomonas Blastocrithidia [Leishmanial Phytaomonas
SusGenus
Leishmania (L.) Viannia (V.)
CompLex™
donovani' tropica’ mexicana? hertigi** braziliensis,
SPECIES

L.(V.) braziliensis
L.(V.) peruviana?

(L.) hertigi
(L.) deanei

L.(L.) mexicana
L.(L.) amazonensis

L.(L.) donovani
L.(L.) infantum

L.(L.) tropica
L.(L.) aethiopica

L.(L.) chagasi?
L.(L.) archibaldi

L.(L.) major
L.(L.) gerbilli**

L.(L.) pifanoi

L.(L.) garhami

L.(L.) venezuelensis
L.(L.) aristidesi**
L.(L.) enriettii**

L.(V.) panamensis
L.(V.) guyanensis
L.(V.) lainsoni

L.(V.) naiffi

L.(V.) shawi?

L.(V.) equatorensis™**
L. (V.) colombiensis*

Figura 3. Sistematica del género Leishmania. 1. Leishmania del viejo Mundo.
2. Leishmania del Nuevo Mundo. 3. Es indistinguible de L. (V) braziliensis por
analisis RLFP. 4. Reconocidas como nuevas especies en el subgénero
Vianna. ~ Término sin estatus taxonémico. = No reportadas en el hombre.

[Tomado de Mendoza-Ledn y col., 1996]



1.1.2 Ciclo de Vida

Leishmania presenta un ciclo de vida heteroxénico, donde participa un
hospedador invertebrado que hace las veces de vector y un hospedador
vertebrado que puede ser natural o circunstancial como en el caso de los
hospedadores secundarios (Fig. 4). Los parasitos de las especies de
Leishmania existen en la forma de promastigotes en el insecto vector y

amastigotes en los macrofagos del hospedador vertebrado (Molyneux, 1987).

ESTADIOS EM EL INSECTD Estanios BN EL HUMANG

o EL INSECTD [HEMERA] TOMA SANGRE
[INYECTA PROMASTIGOTES EN LA FIEL) e Los PROMASTIGOTES SOM FAGOCITADGS

DiiviSiciN EN INTESTING MEBIG ¥
o MIGRAGICIN A mmﬁs-:uw

W

LOS AMASTIGOTES SE TRANSFORMAN EN
PROMASTIGOTES EN INTESTING MEDIO

g
Las PROMASTIGOTES SE
TRANSFORMAN EN AMASTIGOTES

EN anasA

o Lo AMASTIGOTES SE MULTIPLICAN EN
CELULAS (INCLUYENDD MACROFASOS) DS
VARICIE TEADOS

Co T Ve
INGESTHIN DE CELULAS
e PARASITADAS

EL INSECTO TOMA SANGRE

[INGIERE FAGOCITOS INFECTADOS
.ﬂ = FasEe INFECTANTE COM AMASTIGOTES)

,d[= FAsE DiasnAsTICA coc

Figura 4. Representacion esquematica del ciclo de vida de Leishmania sp,
en el Hospedador humano. (Tomado en http/www.dpd.cdc.gov/dpdx. El

4/04/2010]



Los promastigotes tienen un flagelo, se caracterizan por ser motiles y de
forma alargada con un kinetoplasto en posicién posterior, mientras que los
amastigotes carecen de flagelo y se caracterizan por su forma esférica,
siendo intracelulares obligatorios ya que se desarrollan en los macréfagos
del hospedador vertebrado, especificamente dentro de una vacuola
parasitéfora o fagolisosoma (Molyneux, 1987). Los amastigotes son ingeridos
por el insecto vector, en la toma de sangre a un hospedador vertebrado
infectado. Una vez dentro del insecto migran hasta el estdmago (seccién
Suprapylaria), donde se transforman y se multiplican en promastigotes. Los
promastigotes durante su transito por el tracto digestivo del insecto sufren un
proceso de “metaciclogénesis” transformandose en promastigotes
metaciclicos, forma altamente infecciosa para los mamiferos. Estos
promastigotes, son inoculados en la dermis del mamifero, donde se
transforman a amastigotes luego de ser fagocitados por los macréfagos
donde se multiplican. La diseminacion ocurre cuando los macréfagos se lisan
liberando amastigotes que infectan macréfagos adyacentes no infectados

(Bonfante y Barroeta, 2002).
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1.2 Tripanosomiasis Americana.

La tripanosomiasis americana en una de las enfermedades con modelo de
Zoonosis, que constituye una biogeocenosis localizada dentro de un paisaje
geograficamente definido (Pifano, 1973), es propia de animales silvestres,
varios de ellos tan antiguos como el continente americano (marsupiales,
edentados y caviomorfos); esta enfermedad ha sido transmitida al hombre y
sus animales domésticos, en forma secundaria, debido a la colonizacién de
areas endémicas silvestres. Esta parasitosis es transmitida por mas de cien
especies de insectos hematdfagos estrictos, los cuales actian como
vectores biolégicos del orden Hemiptera, Familia Reduviidae, Subfamilia
Triatominae, siendo Rhodnius prolixus, Pastrongylus geniculatus y Triatoma
maculata en orden de importancia, los mas relevantes para Venezuela
(Pifano, 1973) y como reservorio natural lo constituyen los armadillos, los
marsupiales (Didelphis sp.), roedores, murciélagos, primates, ademas de
animales domésticos como perros, gatos, incluso ratas y cobayos (Barreto,

1979).

La enfermedad de Chagas-Mazza (debe su nombre a los médicos Carlos
Chagas y Salvador Mazza), Mal de Chagas o tripanosomiasis americana,
es una enfermedad parasitaria neotropical, generalmente crénica causada
por un protozoario flagelado, el Trypanosoma cruzi. El T. cruzi es miembro
del mismo género que el agente infeccioso causante de la enfermedad del

suefio en Africa, y de la misma familiaque el agente que causa
11
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la leishmaniasis, pero sus manifestaciones clinicas, distribucion geografica, el

ciclo de viday vector son muy diferentes.

Se considera que la enfermedad de Chagas es un padecimiento endémico
en América, distribuyéndose desde México hasta Argentina, aunque existen
vectores y reservorios incluso en el sur de los Estados Unidos, y con casos
identificados, aunque esporadicos en Canaday EE.UU (Fig. 5) (Scholfield y

Dias, 1995).
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Figura 5. Distribucion geografica de la Tripanosomiasis americana en

América. http://medicina.ufm.edu/cms/es/Enfermedad-de-Chagas [Consulta:

04 de marzo del 2010].
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (http:/www.who.int/infectious.
Disease-report., 2000) estima que la enfermedad de Chagas afecta entre 16
y 18 millones de personas, con unos 100 millones (25% de la poblacion de
Latinoamérica) de personas que estarian en riesgo de contraer la
enfermedad, afectando anualmente cerca de 50 mil personas.La
enfermedad cronica de Chagas sigue siendo un gran problema de salud en
muchos paises de América Latina, a pesar de la eficacia de medidas
preventivas e higiénicas, tales como el eliminar los insectos transmisores, lo
cual ha reducido a cero la apariciéon de nuevas infecciones en al menos dos
paises en la region (Uruguay y Chile). Con el incremento en la migracion de
poblaciones, la posibilidad de transmision por transfusion sanguinea ha
llegado a ser sustancial en los Estados Unidos y Europa. La parasitosis esta
establecida casi exclusivamente en areas rurales, donde el insecto
transmisor, correspondiente a la subfamilia Hemiptera, Familia Reduviidae,
en Venezuela Triatominae (Chipo), se alimentan en su reservorio natural (los

mas comunes son el armadillo y marsupiales).

La diseminacion del T. cruzi se da al entrar los parasitos por la herida
causada por la picadura de chipos al entrar en contacto con las heces y a
través del torrente sanguineo (forma tripomastigote metaciclicos)
alcanzando los diferentes érganos y tejidos, replicAndose principalmente en
tejidos musculares y nerviosos (forma amastigote). También pueden

producirse infecciones agudas por contaminacion de alimentos con heces de
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insectos infectados. Es frecuente la aparicion de cardiopatias chagasica, y
dafios irreparables en los plexos mesentéricos del tracto gastrointestinal,
haciendo que la persona presente megaeséfago, megacolon y que
eventualmente muera; ademas de todo esto la persona puede no presentar
sintomas, lo que beneficia al parasito ya que a través del tiempo se hace
mas patdgeno. Aunque los Triatominae se alimentan de aves, éstas parecen
tener mecanismos de inmunidad frente a la infecciébn y por ello no son
consideradas reservorios del T. cruzi, aunque puede haber un eslabén entre
las aves como fuente alimentaria del insecto y la proximidad a las

habitaciones humanas (Scholfield y Dias, 1995).
1.2.1 Paninfectividad de T. cruzi

La infeccion de érganos aislados y del sistema reproductivo por T. cruzi ha
sido descrito en la enfermedad de Chagas desde sus primeros estudios.
Gran numero de tejidos y Organos son parasitados con diferentes
intensidades, incluyendo distintos tipos de células epiteliales, vasos
sanguineos, musculo cardiaco, musculo estriado, sistema respiratorio, tracto
gastrointestinal, mesenterios, sistema nervioso, glandulas endocrinas,
glandulas exocrinas, 6rganos linfohematopoietico, sistema reproductivo
masculino y femenino, rifidn, tracto urinario, tejido adiposo, ojo, higado y piel.
Un detallado analisis histopatologico de ratones infectados con T. cruzi en la
fase aguda de la infeccion, mostré diferentes érganos afectados de acuerdo
al sexo, mayoritariamente las estructuras genitales. En los ratones machos
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se encontr0 en la glandula prepucial, piel, pene, albuginea testicular,
epididimo, vasos deferentes, vesiculas seminales, préstata, glandulas uretral
y bulbo uretral y en los ratones hembra se encontraron en la vagina, uretra,
oviducto, ovario, mesovario, clitoris y glandulas mamarias. En ambos
sistemas reproductivos, los parasitos forman focos aislados, algunos causan
una infiltracion local de macrofagos y detritos, lo cual puede ser debido a la
presencia de células apoptoticas. Estos resultados sugieren que los machos
presentan una mayor susceptibilidad a la infeccidbn por el parasito. En
algunos casos se han encontrado parasitos en las glandulas de Cowper y
glandulas prepucial, reforzando la hipotesis de transmision sexual y
aumentando la posibilidad de transmisiones congénitas y de transparturacion
Ademas la cepa CL de T. cruzi es altamente invasiva, sugiriendo que la
panefectividad puede influr en el desencadenamiento de eventos

inmunologicos y patologicos (Lenzi y col., 1996 y Lenzi y col., 1998).
1.2.2 Taxonomia.

El Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, pertenece al Reino Protista,
Subreino Protozoa; Sub-phylum Mastigophora; orden Kinetoplastida,
familia  Tripanosomatidae, Género Trypanosoma, Sub-género

Schizotrypanum, Especie cruzi (Hoare, 1972).
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1.2.3 Ciclo de Vida

El ciclo de vida que desarrolla el parasito en el vector (conocido en
Venezuela como chipo), toma de 5 a 6 dias de evolucion de acuerdo a varios
parametros determinados por el insecto como a la cepa o aislado del
parasito, el estadio de desarrollo, condiciones fisiologicas y ambientales. El
chipo ingiere las formas tripomastigotes pleomoérficos y amastigotes (10% de
la poblacion del parasito), circulantes en la sangre de mamiferos infectados.
Los flagelados pasan al intestino medio del vector donde los tripomastigotes
sufren diferenciacion a amastigotes y estos se diferencian a su vez hacia
epimastigotes proliferativos, (Fig. 6) coexistiendo en la luz intestinal del
Triatomino las formas amastigotes, epimastigotes (cortos y largos) y
estadios intermedios entre ambos, ya que este proceso es continuo (Hoare,

1972).
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Los epimastigotes largos, colonizan la zona posterior del intestino (recto) y
los tubulos de Malpighi (parte del sistema excretor del chipo) se unen a
través de su flagelo, mediante enlaces hidrofébicos, a la cuticula de las
células intestinales, proceso que dispara la metaciclogénesis (mediada por
AMPc). Una vez formados, los metaciclicos se separan de las células
intestinales o del sistema excretor, para ser expulsados con las heces u orina
contaminadas; en esta Ultima se encuentra un mayor nimero de estadios

infectantes (Hoare, 1972).

Los tripomastigotes (formas metaciclicos) penetran a través de la piel
lesionada por la picadura del triatomino infectado, mediante la deyeccion de
orina 0 heces contaminadas antes o después de la ingesta, o bien al hacer
contacto directo con las mucosas oral, nasal y ocular; proceso conocido
como infeccion por contaminacion fecal. En el mamifero, los metaciclicos
localizan e invaden numerosos tipos de células; la invasion ocurre a través
de un mecanismo del parasito, en el cual los microtubulos del citoesqueleto
de la célula blanco son dirigidos al reclutamiento de lisosomas, los cuales se
fusionan con la membrana plasmatica formando la vacuola parasitofora, la
cual permite la entrada del parasito. Los tripomastigotes liberados en el
citoplasma celular, se diferencian en amastigotes proliferativos, éstos en
epimastigotes  intermedios y posteriormente en tripomastigotes,
constituyendo nidos o pseudoquistes, para luego ser liberados de las células,

como estadios delgados con una alta capacidad de reinvadir células para
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mantener el parasitismo celular; también pueden diferenciarse y adquirir
formas mas anchas, haciéndolos competentes para infectar al vector,
pudiendo coexistir en sangre como tripomastigotes delgados, anchos y
rechonchos, que son definidos asi como los estadios pleomorficos del
parasito (Tyler y Engman, 2001). Las células que se lisan prematuramente,
pueden liberar directamente amastigotes al torrente sanguineo o linfatico, los
cuales pueden ser fagocitados por macrofagos y mantener de igual forma el
parasitismo celular. Los estadios amastigotes y tripomastigotes pueden
infectar al vector durante su ingesta sanguinea, completandose asi el ciclo

de vida del T. cruzi (Tyler y Engman, 2001).

2. Antecedentes

Las medidas profilacticas de estas enfermedades estan orientadas a
combatir a los vectores, reservorios y proteger a la poblacién susceptible, sin
embargo el control de reservorios selvéticos en zonas tropicales es dificil. La
lucha contra los insectos no son muy efectivas ya que los vectores han
desarrollado una resistencia natural contra los insecticidas y estos solo

disminuyen la transmision doméstica y peridoméstica (Belfort y Botto, 2000).

En Venezuela, existen programas para el control de las enfermedades por
tripanosomatideos, ya que hoy en dia estas no se restringen a zonas rurales,
sino que ya se encuentran en las zonas urbanas, pueblos y ciudades
constituyen un problema de salud publica; aunado a ello, los tratamientos

para la leishmaniasis y la tripanosomiasis americana son costosos y
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complicados y presentan una morbilidad sustancial por lo que a menudo se

requiere la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

En el tratamiento de la LTA se han usado numerosos medicamentos y
medidas terapéuticas de diversa indole. Inicialmente Vianna introdujo las
sales de antimonio y posteriormente Nicolle demostré que tenian un efecto
beneficioso en la Tripanosomiasis Americana (Bonfante y Barroeta, 2002).
La terapia con antimoniales fue tradicionalmente utilizada de manera
empirica en el tratamiento de la leishmaniasis, pero estas quimioterapias son
ineficientes en muchos casos, ademas de presentar severos efectos
secundarios. Los antimoniales pentavalentes mas utilizados son el
Pentostam® (Estibogluconato de Sodio) y Glucantime® (Antimoniato de
Meglumina), las cuales son suministradas tanto para la leishmaniasis
cutdnea como visceral, Es sabido que para ser activos contra el amastigote
deben ser capaces de penetrar la célula hospedadora (macrofago),
atravesando para ello la membrana fagolisosomal, y deben ser reducidos a la
forma de antimonial trivalente, los detalles acerca de los mecanismo de
oxidacion y el lugar exacto de esta conversion no son precisos (Oullette y
col., 2004), pero se han reportado casos de resistencia clinica a estas drogas
desde muchas partes del mundo, por esta razon la resistencia a antimoniales
pentavalentes es una de las principales prioridades de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (http:/www.who.int/infectious. Disease-report,

2000). La resistencia a drogas es el mayor impedimento en el tratamiento de

21



la leishmaniasis; ello ha conducido a la utilizaciéon de

tratamientos

alternativos, tales como Anfotericina B, Pentamidina, Paramicina y mas

reciente Miltefosina, el cual es un inhibidor de la biosintesis de esteroles (Ver

la Figura 7), sin embargo ya se ha encontrado que

Leishmania ha

presentado resistencia a esta droga (http:/www.who.int/infectious. Disease-

report, 2000; Ponte-Sucre, 2003; Faraut-Gambarelli y col., 1997).

Droga Tasa de cura Terapia Mecanismo de Utilizada en el tratamiento
(promedio) recomendada accion de Leishmaniasis . . .
Glucantime® 60% 20mg/Kg/d Leishmaniasis cutanea,
Pentostan® | x30 mucocutanea y visceral
|
Pentamidina 90% ‘ 2.140 mg Inhibe la sintesis proteica, Leishmaniasis visceral
Fosfolipidos y fosforilacion
oxidativa
No 20mg/Kg x Interrumpe el metabolismo
Alopurinol determinado Periodos De los acidos nucleicos, | Leishmaniasis visceral/canina
Indefinidos Eliminando las purinas dispanibles para
incorporar en la sintesis de acidos nucleicos.
Aminocidina No Aminoglicosido, Leishmaniasis cutaneay
determinado bloquea la sintesis proteica mucocutanea
Anfotericina 88% 2.500 mg Afecta la sintesis de ergosterol Leishmaniasis cutanea y
B | mucocutanea
IS

Anfotericina =100% 2.500 mg

B liposomal |
| Miltefosina | 90-95% 5 mg/Kg/dia Interfiere en el metabolismo de los ALP, alfil- Leishmaniasis visceral
| X 4 semanas glicolipidos de anclaje y glicoproteinas
| Ketoconazol =39% 100 mg Inhibe la sintesis de ergosterol Leishmaniasis cutdnea

No

Anfidicolina

L

determinado

Inhibe la division celular y la ADN polimerasa de
Leishmania spp.

Leishmaniasis cutdnea y
mucocutanea

Figura 7. Drogas empleadas en el tratamiento de la Leishmaniasis
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Por otra el niumero de control quimioterapeutico contra la enfermedad de
Chagas o tripanosomiasis americana, se enfoca en eliminar el parasito
(tratamiento etiologico) y corregir el dafio producido por el parasito. El
tratamiento antiparasitario para esta enfermedad debe ser considerado en
funcién de la fase de la enfermedad, en la fase aguda de la enfermedad el
tratamiento empleado son las siguientes drogas: Nifurtimox, un nitrofurano, a
la dosis de 8-10 mg/kg/dia, via oral, por 1 a 2 meses y Benznidazol, un
derivado imidazdlico, a la dosis de 5-6 mg/kg/dia, via oral, por 1 a 2 meses,
tomando en cuenta que la aplicacion de estosl medicamentos y sus dosis
dependen de la edad y de las condiciones clinicas del paciente. Estas drogas
destruyen efectivamente los tripomastigotes sanguineos y previenen la
colonizacion de nuevos tejidos, de ahi su eficacia en esta fase. En la fase
cronica, el uso de Nifurtimox o el Benznidazol no ha demostrado que
modifique el curso natural de esta enfermedad, en esta fase los tratamientos
etiolégicos son limitados. Deben tratarse en estos casos los trastornos del
ritmo cardiaco con drogas anti-arritmicas como la Amiodarona o con el
Mexiletine, con lo cual se obtiene mas éxito. Aunque se ha encontrado que
estas drogas en ambas fases de la enfermedad, presentan
contraindicaciones de hipersensibilidad y otros efectos adversos como por

ejemplo polineuritis y neutropenia. (Carlier, 2003).

Actualmente se encuentran en estudio nuevas alternativas

quimioterapéuticas para estas enfermedades, las cuales estan aquellas
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fundamentadas en atacar al parasito en sitios vitales del metabolismo. Asi
mismo es importante resaltar que el desarrollo racional de medicamentos
(realmente efectivos y exitosos), conlleva necesariamente a disponer de un
amplio conocimiento en cuanto a la Bioquimica y Biologia Celular de los
parasitos de modo tal que puedan ser detectadas aquellas funciones
celulares u organelos diferenciales con el huésped como potenciales

blancos para el disefio y /o el descubrimiento de nuevas drogas.

Son por estas razones gque nhumerosas investigaciones a nivel mundial estan
dedicadas a la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para estas
enfermedades, partiendo del estudio profundo de diferentes aspectos del
metabolismo, ciclo celular, componentes estructurales y aspectos

bioquimicos de los parasitos.

La seleccion de una droga en particular, para ensayos experimentales in
vitro e in vivo sobre el parasito esta basado generalmente en su estructura
molecular, su conocido efecto contra otros parasitos o enfermedades, o
puede ser especificamente disefiado o seleccionado hacia un punto
susceptible del parasito, lo cual permitira el desarrollo de vias alternativas
para el tratamiento, y estas podrian ser combinadas con las ya existentes

para un potencial efecto contra los parasitos.

En nuestro laboratorio uno de los enfoques que se ha estado desarrollando,

en la busqueda de drogas alternativas para el tratamiento de la
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leishmaniasis y tripanosomiasis, es probar compuestos usados comunmente
en humanos para el tratamiento de ciertas afecciones, particularmente
aguellas del Sistema Nervioso Central, de los cuales se haya reportado una
accion sobre una actividad particular importante en  diferentes tipos
celulares, como alteraciones de algunos componentes del citoesqueleto o
blogueos a nivel de la division celular. EI compuesto que hemos
seleccionado para estudiar su accion sobre T. cruzi y L. mexicana es el

Diazepam (Valium /Roche®) y/o (Talema/BIOTECH).

2.1 Diazepam

El Diazepam es una benzodiazepina que puede ser administrada por via
oral, intramuscular, o intravenosa para la ansidlisis (incluyendo desoérdenes
de ansiedad y de panico), actividad anticonvulsivante, sedacion
preoperatoria, desintoxicacion alcohdlica/delirium tremens, y relajacion del

musculo esquelético.

El nombre quimico es 7- cloro-1,3- dihidro-1- metil-5- fenil- 2H- 1,4-

benzodiazepina-2- ona (Fig.8). Tiene un peso molecular de 284.74 KDa.

25



H
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DIAZEPAM
(7-Chloro- 1,3 -dihydro- 1 -methyl- 5 - phenyl- 2H -
1,4 -benzodiazepin- 2 - one)

Figura 8. Estructura molecular del diazepam (7- cloro-1,3- dihidro-1- metil-5-

fenil- 2H- 1,4- benzodiazepina-2- ona) [Tomado de: Hernandez, 1996].

Las benzodiazepinas son compuestos heterociclicos conformados por un
anillo de benceno fusionado a un anillo de diazepina. Su sitio de accion es el
receptor GABA-A en el cerebro de los mamiferos. La accién inhibitoria de
GABA resulta de la activacion de un canal de cloruro que esta directamente
acoplado al receptor GABA-A. Estos agentes producen sus consecuencias
clinicas incrementando el efecto de GABA sobre el canal de cloruro que esta
acoplado directamente al receptor (Levitan y Laezmarek, 2002). Cualquier
grado de hidrogenacion, cualquier sustituyente y cualquier isémero H,

potencian el efecto inhibitorio del Acido Gamma Aminobutirico (GABA) sobre
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las neuronas del SNC por union a los receptores de las benzodiazepinas.
Estos receptores se localizan cerca de los receptores GABA en los canales
del cloruro dentro de la membrana celular neuronal (Fig.9). La combinacion
GABA ligando/receptor mantiene el canal de cloruro abierto produciendo
hiperpolarizacion de la membrana quedando la neurona resistente a la

excitacion (Levitan, y Laezmarek, 2002).
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Figura 9. El receptor GABA-A. a. El receptor GABA-A esta intimamente
acoplado a canales selectivos del ion cloro, en contraste a otros receptores.
b. ElI complejo canal- receptor GABA-A, posee sitios de unidon para

barbituratos y benzodiazepinas, que pueden incrementar marcadamente la

respuesta hiperpolarizante a GABA (Levitan y Laezmarek, L. 2002).
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Los receptores GABA (Receptores de Acido Gamma Aminobutirico) son
proteinas de la superficie celular que se unen con alta afinidad al GABA y
que desencadenan cambios que influyen en el comportamiento de las
células. Los receptores GABAA controlan los canales de cloro formados por

el propio complejo del receptor.

Se ha reportado que el Diazepam ejerce un efecto drastico sobre la division
celular de algas unicelulares impidiendo la divisién y separacion del cuerpo
basal a concentraciones de 26 pg/ml (Marano y col., 1984) causando un
efecto inhibitorio sobre la proliferacion de los cultivos sincronizados de
Dunaliella sp., cuando la droga es afiadida durante el ciclo celular. La droga
induce una acumulacién de formas mitGticas anormales después de 17 a 24
horas de tratamiento, con una distribucién de los cromosomas alrededor del
nacleo y un huso monopolar, sin afectar los microtibulos de los polos a los
cromosomas. En cultivos de varias lineas celulares hematopoyéticas
humanas tratadas con diazepam, se ha encontrado acumulacién de formas
mitéticas condensadas, mientras que en cultivos de fibroblastos humanos el
Diazepam parece bloquear la mitosis inhibiendo la separacion centriolar en
prometafase, no afectando la integridad de los microtibulos a
concentraciones hasta de 80 pg/ml (Anderson y col., 1961). Por otra parte, el
Diazepam inhibe reversiblemente el desplazamiento de fibroblastos de
embrién de pollo en forma dosis dependiente. La inhibicion estd acomparfada

de una disminucién y menor organizaciéon de los microfilamentos y una
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reduccion del contenido de miosina con respecto al control. (Nagele y col.,
1983). Relacionado con estos hallazgos se encontré que el Diazepam causa
el cese inmediato de las contracciones espontaneas de fibras musculares
esqueléticas embrionarias de pollo in vitro; luego de 24 a 48 horas de
incubacion con 100 uM Diazepam ,las fibras relajadas no acumulan miosina
y hay un bloqueo de la fusion de células mioblasticas. Esto se correlaciona
con la inhibicién progresiva de la sintesis de miosina .En células musculares
esqueléticas totalmente diferenciadas in vitro, el Diazepam causa una
relajacion completa e inmediata de las fibras musculares, reduciendo
marcadamente la acumulacién de cadenas pesadas de miosina a las 48
horas de incubacion, acompafiado de inicios de atrofia de la fibra muscular
(Walker y col., 1979). Por otra parte, la incubacion de células Friend con ocho
benzodiazepinas por cinco dias, dio como resultado que tres de ellas
indujeron diferenciacion, siendo el diazepam el mas activo a una
concentracion de 35 pg/ml, asi como también al bloquear la mitogénesis en
células 3T3 a concentraciones de 64 pg/ml, siendo su efecto citostatico mas
gue citotéxico a esa concentracion. Se plantea que estos hallazgos pueden
tener aplicacion en la quimioterapia del cancer ya que agentes benignamente
lipofilicos como el Diazepam pueden aumentar el indice terapéutico de
drogas anticancerigenas, entre ellas los alcaloides Vinca. (Clarke y Ryan,
1980). En estudios previos realizados en el Laboratorio de Biologia Celular

de Parasitos se encontr6 que esta droga inhibe la proliferacion de
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promastigotes de L. mexicana en forma dosis dependiente, con un Cls
(concentracion inhibitoria en el crecimiento del 50% de la poblacién) de 20
pg/ml. Por microscopia electronica se observaron alteraciones a nivel de la
base flagelo y la mitocondria (Hernandez, 1996). Estos resultados y los
interesantes reportes previos en otros tipos celulares mencionados
anteriormente nos llevd a investigar mas profundamente sobre la accion de
esta droga sobre la biologia celular de L. mexicana y T. cruzi a través de

este proyecto.

31



3. Objetivos

3.1 Objetivo General.

Determinar la accion del Diazepam sobre la biologia celular de los
promastigotes de Leishmania mexicana (cepa NR) y epimastigotes de
Trypanosoma cruzi (Cepa BIOMED) como nueva alternativa terapéutica para

los tratamientos de estas parasitosis.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la accion antiproliferativa del Diazepam sobre los
promastigotes de Leishmania mexicana (cepa NR) y epimastigotes de

Trypanosoma cruzi (Cepa BIOMED).

2. Determinar los efectos del Diazepam sobre la morfologia vy
ultraestructura de los promastigotes de Leishmania mexicana (cepa NR)

y epimastigotes de Trypanosoma cruzi (Cepa BIOMED)

3. Determinar el efecto citotéxico del Diazepam sobre los macréfagos de la

linea J774 y células VERO.

4. Evaluar la actividad del Diazepam sobre los amastigotes de Leishmania

mexicana en macrofagos de la linea J774

5. Evaluar el efecto del Diazepam sobre el proceso de diferenciacion en

Leishmania mexicana.
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4. Materiales y Métodos

2.1 Sistemas Biologicos

4.1 Paréasitos:

Se utilizé L. mexicana cepa NR (Ramirez y Guevara, 1987). la cual se
cultivd y mantuvo en el Laboratorio de Biologia Celular de Parasitos del
Instituto de Biologia Experimental de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Central de Venezuela, con pasajes sucesivos cada cinco dias,
en medio Schneider suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)

inactivado y 100 pl de gentamicina (Img/ml) a 26°C.

Cultivo de epimastigotes de T. cruzi cepa Biomed, donado por la Dra. Leidy
Herrera, Jefa del Laboratorio de Tripanosomas de Mamiferos del Instituto
de Zoologia y Ecologia Tropical de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela, obtenida de un caso de infeccibn humana de
Chichiriviche en el 2009, Linaje 1. Cultivos de T. cruzi cepa Y, donada por
la Dra. Yelitza Campos del Laboratorio de Fisiopatologia del Instituto de
Biomedicina de la Universidad Central de Venezuela. Fueron cultivadas y
mantenidas en el laboratorio de Biologia Celular de Parasitos del Instituto de
Biologia Experimental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central
de Venezuela , en agitaciéon, en medio LIT para tripanosoma suplementado

con 10% de SFB inactivado y 100 pl de Gentamicina (1mg/ml), a 26 °C.
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4.2 Cultivos de lineas celulares.

Se utilizaron células Vero y macrofagos de la linea J774.

4.2.1 Ceélulas Vero. Donadas por el Dr. Francisco Arvelo, del Laboratorio de
Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de Biologia
Experimental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de
Venezuela. Fueron mantenidas en medio DMEM (Gibco), suplementado con
1% de Penicilina/ Streptomicina, 1% de Glutamina y 10 % SFB activado, en
frascos de plastico, de la casa Falcon, de 25 ml. Las células fueron
incubadas en camara de temperatura controlada a 37 °C, en ambiente de

CO; al 5%. Repicadas cada 4 dias.

4.2.2 La linea de Macrofagos J774, fue donada por el Dr. Francisco Arvelo
del Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores de la Facultad
de Ciencias del Instituto de Biologia Experimental de la Universidad Central
de Venezuela, y la linea de Macro6fagos J774. G8 y por la Dra. Noris
Rodriguez del laboratorio de Ingenieria Genética del Instituto de Biomedicina
del Hospital Vargas, ambas fueron cultivadas y mantenidas en medio RPMI
(Gibco 1640), suplementado con 1% de Penicilina/ Streptomicina, 1% de
Glutamina y 10 % SFB activado, en frascos de plastico, de la casa Falcon
de 25 ml, incubados en camara de crecimiento con atmoésfera de CO; al 5%,

a una temperatura de 37 °C. Se realizaron repiques cada 4 dias.
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4.3 Metodologias

4.3.1 Efecto del Diazepam sobre la proliferacion de los promastigotes

de L. mexicanay epimastigotes de T. cruzi.

En ertulas de 250 ml se colocaron cultivos de 2 x 10° cel. /ml de
promastigotes de L. mexicana en 10 ml de medio Schneider, a los cuales se
les afiadio diferentes concentraciones de Diazepam en un rango entre 20
pg/ml y 100 pg/ml. Una de las ertulas conteniendo la misma cantidad de
parasitos sin droga afladida se tom6 como control. Se estimd su crecimiento
mediante medidas espectrofotométricas a 560 nm durante cinco dias. De
igual manera se realizaron los ensayos con epimastigotes de T. cruzi,
partiendo de cultivos de 3 x 10° cel. /ml en 10 ml de medio LIT para
tripanosoma. En ambos casos se realizaron observaciones de los cambios
morfologicos producidos por efecto de la droga, por microscopia de luzy se
realizaron pruebas de viabilidad usando las estimaciones cualitativas del

ensayo con MTT.

4.3.2 Procesamientos de los promastigotes y epimastigotes para

microscopia electronica de trasmision.

Los parasitos en condiciones normales y tratados con Diazepam en
concentracion superior al Clsg de 45 pug/ml, se colectaron y centrifugaron a
4500 g por 10 min, a 4 °C. Se lavaron tres veces en buffer PBS 1X pH 7.0 y
el “pellet” se fij6 en glutaraldehido al 2,5 % con 0,8 % de ferrocianuro de
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potasio por 1 hora. Luego de lavar tres veces en buffer PBS 1X pH 7.0 se
fij6 en tetréxido de Osmio al 1 % en buffer PBS durante 1 hora. Se lavé de
nuevo tres veces en buffer PBS pH 7.0 y se procedio a la deshidratacion,
por una bateria de alcoholes en concentraciones crecientes 70, 90, 95 %,
durante 15 minutos cada uno, alcohol al 100 % 30 min y dos cambios de 15
min y 45 min con Oxido de Propileno. Seguidamente se colocaron las
muestras en una mezcla Oxido de Propileno: Epon 1:1 por 24 horas,
seguidas de impregnacion por la resina pura durante 6 horas y finalmente
incluidas en Epon en capsulas de polietileno. Se colocaron en una estufa a
60 °C durante 48 horas para la polimerizacion de la resina y posteriormente
se hicieron cortes en un ultramicrotomo Porter Blum con cuchilla de
diamante y se tifileron con acetato de Uranilo y Pb, para su observacion en

un microscopio electronico de transmision Hitachi 7000.

4.3.3 Ensayos de citotoxicidad del Diazepam sobre promastigotes de
L. mexicana, epimastigotes de T. cruzi, macrofagos J774 y células

Vero. Determinacion del Clsg

La citotoxicidad “in vitro” del Diazepam sobre los diferentes tipos celulares,
se determiné mediante el ensayo con MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol
1-2-y1)-2,5-difeniltetrazol) el cual se basa en la reduccion metabdlica de la
molécula, debida a Ila acciébn de la enzima succinato-deshidrogenasa
mitocondrial (Fig. 10), formandose un compuesto coloreado azul-violeta

llamado Formazan el cual es soluble en el detergente SDS. La presencia de
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diversos tonos de coloracion es proporcional al numero de células

metabdlicamente activas (Fig. 11) (Mosman, 1983).

o reductasa mitocondrial

Figura 10. Representacion esquematica el proceso metabolico del MTT
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Figura 11. Visualizacion de un ensayo con el MTT

Para realizar este ensayo se agreg6 en una placa de ELISA de 96 pozos, 50
ul de la suspensién celular (8000 cel. /pozo para el caso de los macréfagos y
células Vero y 10000 cel. / pozo de promastigotes y epimastigotes). A las 24
horas las células se trataron con Diazepam a diferentes concentraciones en
un rango entre 5ug/ml a 150 pg/ml por duplicado e incubadas por 48 horas a
la temperatura adecuada, dependiendo del tipo celular (37 °C para las
células y 27 ° C para los parasitos). El medio de cada pozo fue removido y
se agregaron 90 pl de medio fresco mas 10 ul de MTT (5 mg/ml en la
solucién stock) se dejo aproximadamente de 2 a 3 horas, hasta que se
desarroll6 el color en el control; luego se afiadié 100 pl de SDS al 10 % para

su medicion, en un lector de ELISA a 550 nm.
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4.3.4 Efecto del Diazepam sobre amastigotes de L. mexicana en

macrofagos J774.G8

Los macrofagos se cultivaron en frascos plasticos de 250 ml, hasta
confluencia , posteriormente se resuspendieron en medio RPMI y se
procedio a sembrarlos sobre laminillas estériles colocadas en cAmaras de
6 pozos, aproximadamente 500.000 macréfagos por laminilla a las cuales
se les agregé 3 ml de medio RPMI suplementado con 20 % de SFBy 1% de
Streptomicina /Penicilina en cada pozo .El procedimiento se realiz6 de la

siguiente manera:

% Se lavaron las células 2 veces con PBS 1X estéril

» Se agregaron 2 ml de medio RPMI suplementado y se rastrilld6 con

una paleta estéril para desprender los macrofagos.

% Se procedié a realizar el conteo de las células en una camara de

Newbauer

% Se sembraron, dispersandolos por toda la laminilla, 500 ul de la
suspension de macrofagos conteniendo aproximadamente 500.000
macrofagos , se esperaron 10 minutos para permitir la adhesion a
las laminillas y se complet6 hasta un volumen final de 3 ml con medio
RPMI suplementado , Se incubaron por 24 horas en camara de

crecimiento a 37 °C con 5% de CO, y 90 % de humedad.
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A las 24 horas se cambio el medio y se afadid medio fresco
conteniendo los parasitos en una relacion 10:1 parasitos por

macrofagos.

Este procedimiento se usd para los tres tipos de ensayos que se
realizaron .Ensayo 1. Determinar el efecto de la droga en el proceso
de infeccién del parasito sobre el macréfago, Ensayo 2. Determinar
la capacidad de infeccion de los parasitos previamente tratados con la
droga y Ensayo 3. Efecto de la droga sobre los amastigotes dentro

del macrofago.

Ensayo 1: Seguidamente al agregar los parasitos a los macrofagos
se procedio a afiadir el Diazepam a diferentes concentraciones , 35
pug/ml, 45 pg/ml, 75 pg/ml y 90 pg/ml, dispuestos de la siguiente

manera:
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Control 35 pg/ml [45 pg/ml]
5 [35 pg/ml] 3

[75 pg/ml] [90 pg/ml]

5 6
% Se incubaron por 48 horas en la camara de crecimiento a 37 °C 5%
CO2

% Se procedio a realizar la tincion de las laminillas con Giemsa

% Ensayo 2. Para este ensayo se incubaron previamente los
promastigotes de L. mexicana con Diazepam a una concentracion
de 45 ug/ml , durante 48 horas , a temperatura ambiente y luego se

procedio a afadirlos a los macréfagos en una proporcion 10: 1.
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Control 5 [45 pg/ml] 3 [45 pg/ml]

Control
ontro 5 [45 pg/ml] 6  [45pg/ml]

X/
L X4

Luego de 48 horas de incubacion en camara de crecimiento a 37 °C,

5% CO,, se procedi6 a realizar la tinciébn de las laminillas con Giemsa.

Ensayo 3: En este ensayo se afiadieron los parasitos a los
macrofagos en la relacion de parasito/macrofago estipulada y se
incubaron en la camara de crecimiento. Transcurridas 24 horas se
observdé que los parasitos habian sido internalizados por los
macrofagos y se procedié a aplicar el tratamiento con el Diazepam.
Para ello se utilizaron dos diferentes concentraciones de la droga , 45

png/mly 75 pug/ml, dispuestas de la siguiente manera:
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Control 5 [45 pg/ml] 3 [75 pg/ml]

Control
ontro 5 [45 pg/ml] 6  [75pug/ml]

% Se incubaron por 48 horas en la camara de crecimiento a 37 °Cy 5 %

CO,, al cabo del cual se procedi6 a realizar la tinciébn con Giemsa.

% Cada uno de los experimentos anteriores se realizaron por triplicado.

Procedimiento paralatincion con Giemsa:

% Se coloca cada laminilla sobre un porta objeto y se fija el material con

metanol por 4 minutos o hasta que este se evapore totalmente.

% Se afade Giemsa (2 gotas de Giemsa por cada ml de agua de

chorro) y se deja por 30 minutos.

+ Se lava con agua de chorro y se deja secar.

% Se coloca la laminilla invertida sobre una gota de Balsamo de Canada

colocada en un portaobjetos. Se rotulo debidamente
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Se procedié a realizar el contaje correspondiente en cada uno de los
experimentos realizados de 100 macrofagos por lamina para establecer el
porcentaje de infeccion, Para determinar el efecto de la droga sobre los
amastigotes en los macrofagos se utilizé la siguiente férmula: % de
infeccién = (% de macréfagos infectados tratados con Dz/ % macréfagos
infectados control) (Chan y Fong, 1990) conjuntamente se realizaron

registros fotograficos mediante una cdmara fotografica.

4.3.6 Estimacion cualitativa del potencial eléctrico transmembrana

mitocondrial en promastigotes de L. mexicana con rodamina 123.

La rodamina 123 es un cation fluorescente el cual es selectivamente
acumulado en la mitocondria de células viables; este cation constituye un
marcador especifico de mitocondrias. Esta molécula indicadora, permite
valorar cualitativamente la magnitud del potencial de membrana mitocondrial
y revelar aspectos ultraestructurales del organelo (Johnson y col., 1980;
Johnson y col., 1981; Skulachev, 1988). Este cation ingresa a la mitocondria
cuyo interior estd cargado negativamente y se distribuye entre las
membranas segun el potencial electroquimico de H* a través de la
membrana interna mitocondrial. La acumulacion en el interior de las
mitocondrias es consecuencia del gradiente de protones existente en las

mismas y de las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto
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Los paréasitos en condiciones normales y tratados con Diazepam al
Clso [33 pg/ml], se colectaron y centrifugaron a 4500 g por 10 min. a

4 °Cy se lavaron tres veces en buffer PBS 1X pH 7.0.

Posteriormente el sedimento se resuspendiéo en Rodamina 123 a una
concentracion de 10 pug/ml y se incubaron por 10 minutos. Se lavaron
tres veces en buffer PBS 1X pH 7.0, y se observaron los parasitos en
un microscopio de fluorescencia bajo un objetivo de inmersién de

100X. Se realizaron registros fotograficos.

4.3.7 Efecto del Diazepam sobre el proceso de diferenciaciéon celular

en L. mexicana.

R/
£ %4

Para determinar si el Diazepam interfiere con el proceso de
diferenciacion de promastigotes de L. mexicana a la forma
amastigotes y viceversa, se cultivaron células en medio Schneider a

27°C, pH7.4.

Se sembraron en una camara estérii de 6 pozos, 2 x10°
promastigotes de L. mexicana en medio Schneider por cada pozo y
se aplicaron tres concentraciones de la droga en estudio, 20 pg/ml,
36 pg/ml y 45 pg/ml .Se incubaron en una camara de crecimiento a
34 °Cy 5% CO; haciéndose el seguimiento de la transformacion en
los siguientes periodos de tiempo: 0O, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 y 24. El
experimento se realizo de la siguiente manera:
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1 Control 5 [20 pg/ml] 3 [36 pg/ml]
4  [45pg/ml] 5 6

K/
£ %4

Se siguio el proceso de transformacion de las células por microscopia
de luz en un microscopio invertido. Para ello se tomaron 20 pl de
células, se le afiadi6 20 pl de azul de tripano y se contaron 100
células cada vez en la camara de Newbauer, Se contaron aquellas
formas promastigotes, amastigotes y elipsoidales y se realizaron

registros fotograficos.

Finalmente los cultivos fueron transferidos nuevamente a sus
condiciones iniciales de crecimiento a temperatura ambiente para

observar su capacidad de diferenciacion a la forma promastigote.
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4.4 MEDIOS

4.4.1 Medio LIT:

Para cultivar los epimastigotes de T. cruzi se

(Infante, 1975).Composicion:

Solucién A:

Hidrolizado de Lactoalbumina
Triptosa
Extracto o infusion de higado

Extracto de levadura

Estos compuestos se disolvieron

precalentada a 60° C.

Solucién B:

Glucosa
Cloruro de Sodio
Cloruro de Potasio

Fosfato dibasico de Sodio

29r
10gr
2qr

Sgr

utilizé el medio Lit modificado

en 250 ml de agua bidestilada,

4gr
9gr
0,4qr

7,50r

Estos compuestos se disolvieron en 250 ml. en agua bidestilada.
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Preparacién: Se mezclaron las soluciones A y B, ajustando el pH a 7,2 con
NaOH 1N. Se completé hasta un volumen final de 950 ml. con agua
bidestilada. El medio se esterilizo por filtracion, a través de una serie de filtros
Millipore (prefiltro AP-20; membranas de 0,8; 0,45 y 0,22 pm, separadores
AP-32).La esterilidad se comprobd por incubacién a 37°C por 24 h. Para su
uso como medio de cultivo para T. cruzi, la preparacion anterior se

suplementé con Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado al 10% y Gentamicina.

4.4.2 Medio Schneider:

Para cultivar los promastigotes de L. mexicana se utilizé el medio Schneider

(SIGMA), con L- glutamina, sin cloruro de calcio ni bicarbonato de sodio.

Preparacién: Para preparar un litro de medio se mezcla un 80% de agua del
volumen final requerido y agitando suavemente se afiade el medio en polvo,
hasta disolver completamente. Adicionalmente se afiade 0,4 gr de
bicarbonato de sodio por cada litro preparado, se ajusta el pH a 9,2 con
hidroxido de sodio, mezclando suavemente por 10 minutos, luego se reajusta
el pH a 6,7 con &cido clorhidrico 1 N, se afiaden 0,6 gr de cloruro de calcio
por cada litro de solucién, mezclando rapidamente para evitar precipitacion.
Se ajusta el pH de 0.1-0,3 unidades de pH durante su filtracién y se afiade
agua bidestilada hasta llegar al volumen final de un litro. Luego se filtra a
través de un filtro Millipore de 0,22 um, se realizaron los controles
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respectivos del medio y se conservl a 4 °C hasta su uso. Para ser usado
como medio de cultivo se suplementa con 10 % de suero fetal bovino

inactivado a 56°C y 100 ul de Gentamicina (1mg/ml).

4.4.3 Medio RPMI: Se utilizé RPMI 1640 de la casa GIBCO con L-
Glutamina, sin Bicarbonato de Sodio y se le agregé 500 ml de agua
bidestilada hasta disolver por completo; se afiadié6 agua bidestilada hasta
750 ml y se agreg0, agitando continuamente, 2 gr de Bicarbonato de Sodio
(NaHCO3), hasta disolverlo completamente. Posteriormente se agregé 5,9 gr
de Hepes y se llevé hasta un volumen final de un litro (1 L) con agua
bidestilada. Luego de filtrar la solucion con papel de filtro Whatman N° 1, se
ajustdé la solucion a pH 7,6. Finalmente se filtr6 a través de un filtro
Millipore de 0,22 um y se conservo a 4 °C hasta su uso, y fue suplementado
con 1% de Penicilina/ Streptomicina, 1% de Glutamina y 10 % de SFB sin

inactivar.

4.4.4 Medio DMEM: Se utilizé el medio de cultivo celular Dulbecco, medio
Eagle modificado (DMEM) de SIGMA, con L-Glutamina y 1000 mg de
Glucosa / litro, sin rojo de Fenol, ni Bicarbonato de Sodio. Se parti6 de un
frasco de 10 gr para la preparacion de un litro de medio, de la siguiente
manera. Inicialmente se disuelve en un 80% del volumen final agitando
suavemente, adicionalmente se suplementa con 3,7 gr/litro de bicarbonato de
sodio agitando constantemente, se ajusto el pH 7,2-7,4 con HCI 1 N / NaOH.

Luego se filtrd a través de un filtro estéril Millipore de 0,22 um, se realizaron
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las respectivas pruebas de esterilidad y se conservé a 4 °C hasta su uso,
cuando se suplementd con 1% de Penicilina/ Streptomicina, 1% de

Glutamina y 10 % SFB sin inactivar.
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5. Resultados

5.1 Curva de crecimiento de promastigotes de L. mexicana en medio

Schneider.

La curva de crecimiento de L. mexicana (cepa NR) se inicié partiendo de un
indculo de 2 x 10° promastigotes/ml. Los resultados obtenidos muestran la
curva tipica de crecimiento celular de estos parasitos, con la excepcion de
una muy corta latencia, debido a que los parasitos estan adaptados al medio
de cultivo Shneider, la fase exponencial de crecimiento, hasta
aproximadamente las 48 horas de cultivo donde alcanza unos 8 x 10’
promastigotes/ml, seguida por una fase estacionaria donde el crecimiento se
hizo mas lento y hacia las 96 horas donde se inicio la muerte celular
progresiva de los promastigotes ( no mostrado en la grafica) por la
disminucién de las fuentes de energia en el medio (Fig. 12). Estos ensayos

se realizaron por triplicado y se mostraron uno de los datos.
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Figura 12. Curva de crecimiento de promastigotes de L. mexicana en medio

Schneider suplementado con 10% SFB.
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5.2 Efecto del Diazepam sobre la proliferacion de los promastigotes de

L. mexicana.

El Diazepam inhibe la proliferacion de los promastigotes de L. mexicana en
forma dosis dependiente de la concentracién, produciéndose cambios en la
morfologia que se muestran en el proximo objetivo, los cuales se realizaron
por registros fotograficos con una camara, a partir de las 24 horas de
tratamiento y una total inhibiciébn del crecimiento a los 90ug/ml. El rango de
concentraciones de Diazepam utilizado varié desde 30 pg /ml a 90 pug/ml de
la droga (Fig. 13). El Clsp estimado a través del programa Sigma Plot fue de
36,25ug/ml a las 48 horas de incubacion con la droga (Fig. 14).Estos

ensayos se realizaron por triplicado, mostrandose solo uno de ellos.
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—+— Dz 90 ug/ml

Figura 13. Accion antiproliferativa del Diazepam sobre los promastigotes de

L. mexicana (cepa NR).
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Figura 14. Curva dosis respuesta a las diferentes concentraciones del

Diazepam a las 48 horas de incubacién. Determinacion del Cl s
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5.3 Efecto del Diazepam sobre la morfologia de los promastigotes de L.

mexicana (cepa NR)

A través del microscopio de luz se pudo observar que los promastigotes
sometidos al tratamiento con Diazepam sufrieron cambios notables en su
morfologia, de la forma alargada tipica del promastigote, a una forma
elipsoidal o redondeada con presencia de dos flagelos de diferente longitud
o con un solo flagelo de dimensiones disminuidas. En algunos promastigotes
se observaron formas elipsoidales y la ausencia de flagelo libre (Fig. 15). En
la zona anterior y media del cuerpo del promastigote se observé un area
muy refringente, probablemente causada por la presencia de vacuolas o

alteraciones de la mitocondria.
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Figura 15. Cambios en la morfologia de los promastigotes de L. mexicana

(cepa NR) tratadas con Diazepam a una concentracion de 45ug/ml a las 48

horas de incubacion. A) Promastigotes control. 400X. B) Tratadas con

45ug/ml de Diazepam 400X
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5.4 Ensayo de citotoxicidad del Diazepam sobre promastigotes de L.

mexicana. Determinacion del Clsg,

Para estimar el efecto citotoxico del Diazepam in vitro sobre los
promastigotes de L. mexicana se evaluaron diferentes concentraciones de
esta droga, mediante el ensayo con MTT. En los resultados obtenidos
mediante el programa Origin 6, se muestra claramente el incremento de la
reduccion del MTT de manera dosis dependiente (Fig. 16), obteniéndose
100% de reduccion a una concentracion de 100ug/ml. A partir de estos
datos se calcul6 la concentracion para la cual se alcanza una reduccion del
50%, a través del software GraphPad, el cual arroja el valor directamente,
obteniéndose un Clsp de 27,98ug/ml. Estos ensayos se realizaron por
cuadruplicado y se realizo un promedio de los valores obtenidos,

mostrandose en las gréaficas las desviaciones estandar.
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Figura 16. Representacion grafica de la citotoxicidad del Diazepam sobre

promastigotes de L. mexicana a las 48 horas de incubacion, Ensayo con el

MTT
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5.5 Citotoxicidad del Diazepam sobre la linea de macrofagos J774.

Determinacion del Clsg,

Se evalué la actividad citotoxica del Diazepam sobre la linea de macrofagos
J774 mediante el ensayo con MTT. El valor del Clsp obtenido fue de
158,85ug/ml, alrededor de cinco veces mayor que el obtenido para los
promastigotes de L. mexicana (Fig. 17). El porcentaje de reduccion resulto
siempre menor al 10%, en el rango de las concentraciones evaluadas,
hasta 110pg/ml donde comienza a ser tOxico para estas células. Estos
ensayos se realizaron por triplicado y se realizo un promedio de los valores

obtenidos, mostrandose en las graficas las desviaciones estandar.
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Figura 17. Representacion grafica de la citotoxicidad del Diazepam sobre

macrofagos linea J774 a las 48 horas de incubacion mediante el MTT.
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5.6 Efecto del Diazepam sobre el proceso de infeccién de L. mexicana

en macrofagos de la linea J774.

Para evaluar la accion del Diazepam sobre el proceso de infeccién de los
macrofagos se realizaron dos ensayos: el primero consistié en infectar los
macréfagos afiadiendo diferentes concentraciones de Diazepam,
simultdneamente con los parasitos, en la relacion estipulada previamente de
10:1 (parasitos/ macréfagos). Los resultados obtenidos lo podemos observar
en la figura 18, los cuales mostraron una disminucién del porcentaje de
infeccion hasta un 40% para una concentracion de la droga de 75 pug/ml y

hasta un 15 9%, para una concentracion de 90 pg/ml.
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Figura 18. Efecto del Diazepam a diferentes concentraciones sobre el

proceso de Infeccion de los macrofagos.
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En el segundo ensayo los promastigotes de L. mexicana se trataron con
Diazepam a una concentracion de 45 pg/ml, por 48 horas. Estos
promastigotes se utilizaron para realizar la infeccion de los macrofagos
manteniendo la relaciébn 10:1 parasitos /macréfago. Los resultados se
muestran en la figura 19, donde se observé una disminucién en el porcentaje

de infeccion de un 35% con respecto al control.

50 -
40 -
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20 -

% de infeccion

Diazepam[pug/ml]

Figura 19. Efecto del tratamiento previo de los promastigotes con Diazepam

sobre el proceso de Infeccion de los macrofagos.
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5.7 Actividad del Diazepam sobre los amastigotes de L. mexicana en

macrofagos de lalinea J774

Para estimar la toxicidad del Diazepam, sobre amastigotes de L. mexicana
en macréfagos y asi determinar la capacidad de la droga de eliminar la
infeccion parasitaria, se afiadieron los parasitos a los macréfagos en la
relacion de parasito/macréfago estipulada y se incubaron por 24 horas, en
la camara de crecimiento a 37 °C y 5% CO,. Al observarse que los parasitos
habian sido la internalizados por los macrofagos y luego de eliminarse los
parasitos no internalizados, se determind en primer lugar el porcentaje de
infeccion en el cultivo control, el cual alcanzé un 75%. En los otros pozos
se procedi6 a aplicar el tratamiento con el Diazepam a concentraciones de
45 pg/ml y 75 pg/ml; determinandose él % de infeccion en cada caso. Los
métodos obtenidos muestran una disminucion de la infeccion de 35% a una
concentracion de 45 pug/ml y de un 41 % a una concentracion de la droga de
75 pg/ml, como se puede visualizar en la figura 20. En ninguno de los
ensayos realizados con las diferentes concentraciones de Diazepam, se
afectd la integridad del macréfago infectado, como se puede observar en la

Figura 21.
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Figura 20. Efecto del Diazepam sobre amastigotes de L. mexicana

internalizados en macréfagos de la linea J744. G8.

65



Figura 21. A Infeccion de los macrofagos con promastigotes de L.

mexicana simultdneamente con el Diazepam. a. Macréfagos sin
infectar; b Diazepam 35 pg/ml; ¢ Diazepam 45 pug/ml; d Diazepam 75
pug/ml. B Tratamiento de los macréfagos infectados con Diazepam.
a Macréfagos sin infectar; b Macro6fagos con Diazepam 45 pg/mly ¢
Macréfagos con Diazepam 75 pg/ml. Las flechas indican los amastigotes

dentro del macrofago.
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5.8 Efecto del Diazepam sobre el proceso de diferenciacion en L.

mexicana.

Los resultados del proceso de diferenciacion de promastigotes de L.
mexicana a la forma amastigote en células tratadas y no tratadas, se pueden
observar en la figura 22. Las diferencias en la morfologia, fueron usadas para
diferenciar tres tipos de morfologia que prestablecimos previamente, los
cuales fueron promastigotes de forma alargada, delgadas con ambos
extremos agudizados, flagelo libre motil; las formas elipsoidales eran mas
pequefias con ambos extremos redondeados y los microamastigotes de
tamafio mas pequefios y redondeados sin flagelo externo visible de la forma
promastigote a la forma amastigote. Al hacerle seguimiento al proceso de
transformacién vimos que en las células no tratadas (Fig. 22a), a la horay
media de incubacion a 34 °C aproximadamente el 50% de las células
presentaron forma elipsoidal y a las siete horas hay un porcentaje similar de
formas elipsoidales y microamastigotes y ausencia de promastigotes,
completandose la transformacion total entre ese lapso de tiempo y las 24
horas. Cuando las células se incuban a 34°C en presencia de 20 ug /ml de la
droga (Fig. 22b) a las 24 horas hay aproximadamente un 70% de forma
microamastigote y un 30 % de forma elipsoidal, mientras que en la
presencia de 36 pg/ml de la droga a las 24 horas (Fig. 22c) se obtuvo
aproximadamente porcentajes cercanos a 50% de células elipsoidales y

microamastigotes. En presencia de una concentracion de 45 pg/ml, la forma
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promastigote esta ausente a las tres horas de la incubacion y el 90% tiene
forma elipsoidal la cual se mantuvo en un 60% a las 24 horas junto a una
poblacion de un 40% de microamastigotes (Fig. 22 d). Las células control
luego de 24 de haber sido transferidas a 27 °C  recuperaron su forma
alargada y motil tipico de los promastigotes y reiniciaron su proceso de
division. Las tratadas con 20 pg /ml retardan un poco su proceso de
transformacién, mientras que las tratadas con las concentraciones superiores
a esta no se revertieron y hay un proceso de muerte celular. En las
fotografias que se muestran en la Fig. 23 se puede observar los cambios de

forma que se produjeron.
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Figura 22. Transformacion de la forma promastigote a la forma
amastigote a 34°C. a) Transformacion de las células control, b)
Transformacion de promastigotes tratados con Diazepam a 20 pg/ml, c)

Transformacion de promastigotes tratados con Diazepam a 36 pg/ml.
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Registros fotograficos de la transformacion de los parasitos de la forma

promastigotes a amastigotes a diferentes tiempos.

A) Promastigotes control

6h 12h 24h

B) Promastigotes tratados con Diazepam 45 pg/ml

6h 12h 24h

Figura 23. Efecto del Diazepam sobre el proceso de diferenciacion de la
forma promastigote a la forma amastigote de L. mexicana. A)

Promastigotes control, B) Promastigotes tratados con Diazepam 45 pg/ml.
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5.9 Estimacion cualitativa del potencial eléctrico transmembrana

mitocondrial con Rodamina 123 en promastigotes de L. mexicana.

En la figura 24 se pueden observar promastigotes de L. mexicana
(incubacion control) tratados con rodamina 123. En la imagen se puede
observar la fluorescencia. El grado de fluorescencia obtenidos para las
células control (Fig. 24) y las incubadas con Diazepam a 45 ug/ml por 48
horas (Fig.25) son similares .Se observé una disminucion en el numero de
parasitos por efecto del tratamiento con la droga. El resultado obtenido con
los promastigotes de L mexicana tratados con Diazepam (Fig. 25), indica
qgue el potencial transmembrana no se vi6 afectado por la aplicacién de la

droga.
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Figura 24. Promastigotes de L. mexicana control, tratados con

rodamina 123; (400X)
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Figura 25. Promastigotes de L. mexicana incubados con Diazepam a

45 ug/ml por 48 horas y tratados con Rodamina 123. (400X)
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5.10 Efecto del Diazepam sobre la ultraestructura de los promastigotes

de L. mexicana (NR)

En la figura 26 se observa la ultraestructura de un promastigote sin
tratamiento con Diazepam. Los promastigotes de L. mexicana, a las
48 horas de haber sido tratadas con el Diazepam, a una concentracion
de 45 pg/ml, presentaron cambios importantes en su ultraestructura.
Las células se observan generalmente en forma de pera o
redondeadas, con la red de microtibulos subpeculiares no alterada y
la presencia de un solo nucleo (Fig. 26b). EI mitocondrion presentan
arreglos particulares de las crestas mitocondriales en formas
circulares y de évalos o matriz reticular (Figs. 26 d,e,f). El kinetoplasto
presentd evidencias de alteracién de su arreglo caracteristico, como
es la disminucién de su estructura compacta de fibras, y sin indicios de
divisiéon (Figs. 26d, e f). No se observé ninguna de las células en
proceso de divisibn. Generalmente estan presentes uno o dos
cuerpos basales muy cercanos uno de otro correspondiente a la
presencia de uno o dos flagelos (Fig. 26b). Fueron evidentes la
presencia de alteraciones de la morfologia flagelar particularmente la
depolimerizaciéon parcial del par central de los microtibulos central del
axonema. La bolsa flagelar dilatada presenta numerosas vesiculas
conteniendo material granular y vesicular (Fig. 26b, 26f). La zona

comprendida entre los cuerpos basales y la membrana del
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mitocondrién, que limita el Kinetoplasto, presenta alteraciones o
carencia del material fibrilar que los conecta evidenciado por una
disminucion o pérdida de la conexion entre estas estructuras

induciendo un desplazamiento del mitocondrion (Fig. 26¢ y 26g).

<

Figura 26 a. Corte longitudinal de promastigotes sin tratamiento. Se observa
el ndcleo (N) tipicamente presenta un nucleolo (n) electrodenso,
acidocalcisomas (A), la mitocondria (Mit), el Kinetoplasto (Kt), el flagelo (f) y

la bolsa flagelar (bf).
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Figura 26 b. Micrografia panoramica de promastigotes tratados con

Diazepam a 45ug/ml por 48 horas. Las células de formas esféricas u
ovaladas, el nacleo (N) no presentaron alteraciones visibles y se
observa un solo nucleo, la mitocondria (Mit) se observa alterada, asi
como la bolsa flagelar (bf) contiene material vesicular, con la presencia

hasta de hasta 2 flagelos (f)
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Figura 26 c. Micrografia de promastigotes tratados con Diazepam a

45 ug/ml por 48 horas, se aprecia un solo nucleo (N), el Kinetoplasto
(Kt) intacto y se pudo evidenciar el cuerpo basal (cb) y la bolsa
flagelar (bf).Notese la pérdida de conexion entre la bolsa flagelar y el

mitocondrién conteniendo el Kt.
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Figura 26 d. Micrografia de un promastigote tratado con Diazepam a

45 ug/ml por 48 horas. Promastigote de forma ovalada, se observd el
Kinetoplasto (Kt) y se pudo evidenciar que al mitocondrion (Mit) con
una vesicula en el interior, el cuerpo basal (cb) y la bolsa flagelar (bf)

con material vesicular y un solo flagelo (f).
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Figura 26 e. Micrografia de una célula tratada con Diazepam a 45
pug/ml por 48 horas, promastigote de forma ovalada, se observo el
Kinetoplasto (Kt) y la mitocondria (Mit) presentd alteraciones, forma
reticular y estructura en forma de vesicula en su interior, dos flagelos

(f), el cuerpo basal (cb) y la bolsa flagelar (bf).
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Figura 26 f. Micrografia de un promastigote tratado con Diazepam a
45 pg/ml por 48 horas, se aprecia promastigote de forma ovalada, el
Kinetoplasto (Kt), el mitocondrion (Mit) presentd arreglos en forma de
vesiculas en su interior, el cuerpo basal (cb) con alteraciones en su

arreglo interno y bolsa flagelar dilatada (bf) con vesiculas.
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Figura 26 g. Micrografia de una célula tratada con Diazepam a 45

pug/ml por 48 horas. Promastigote de forma ovalada, se observa
separacion del mitocondrion conteniendo el Kinetoplasto (Kt), la
mitocondria (Mit) presenta crestas en forma de reticulos .Cuerpo basal

(cb) y el flagelo (f) con alteraciones severas.
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5.11 Curva de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en medio LIT

suplementado.

La curva de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi (cepa Biomed — Cepa
Y) se inici6 partiendo de un inéculo de 3 x 10° epimastigotes/ml. En la figura
27 se muestra la curva de crecimiento celular seguida por estos parasitos.
Se pudo evidenciar en la grafica A correspondiente a la Cepa Biomed la fase
de latencia hasta aproximadamente las 48 horas, debido a que los parasitos
provenian de ser mantenidos en medio RPMI y en el laboratorio se
cultivaron en medio Lit, luego se pudo observar la fase exponencial donde el
cultivo alcanzé unos 10x 10° epimastigotes/ml aproximadamente a las 96
horas, tiempo de seguimiento del cultivo. Con la cepa Y como se observo en
la grafica B, los epimastigotes se multiplicaron de forma exponencial hasta
alcanzar a las 96 horas 16 x 10° epimastigotes/ml. Estos ensayos se

realizaron por triplicado y se mostro uno solo de los resultados.
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Figura 27. Curva de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en medio Lit

suplementado con 10% SFB. A. Cepa Biomed; B. Cepa Y
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5.12 Efecto del Diazepam sobre la proliferaciéon de los epimastigotes

de T. cruzi (Cepa Biomed — Cepa ).

El Diazepam inhibié la proliferacion de los epimastigotes de T. cruzi tanto en
la cepa Biomed como en la cepa Y, de forma dosis dependiente de la
concentracion, produciendo algunos cambios en la morfologia tipica a partir
de las 24 horas de tratamiento y una total inhibicién del crecimiento a los
90ug/ml. El rango de concentraciones de Diazepam utilizado vari6 desde
30 pug /ml a 90 pg/ml. (Figura 28). El Clsg estimada a través del programa
Sigmaplot fue de 44,05 pug/ml para la Cepa Biomed y de 57,06 pg/ml para la
Cepa Y (Fig. 29), a las 48 horas de incubacién con la droga. Estos ensayos

se realizaron por triplicado mostrandose uno solo de los tresultados.
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Figura 28. Accién antiproliferativa del Diazepam sobre los epimastigotes de

T. cruzi. A. Cepa Biomed, B. Cepa Y.
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Figura 29. Curva dosis respuesta a las diferentes concentraciones del
Diazepam a las 48 horas de incubacion. Determinacion del Cl 5o mediante el

programa Sigmaplot. A. Cepa Biomed, B. Cepa Y.
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5.13 Efecto del Diazepam sobre la morfologia de los epimastigotes de

T. cruzi (Cepa).

Observaciones a microscopio de luz permitieron determinar que los
epimastigotes sometidos al tratamiento con Diazepam sufrieron muy pocos
cambios en su morfologia .La forma alargada tipica del epimastigote se
mantuvo , aunque el cuerpo parecié en general mas engrosado (Figura 30),
se evidencio la presencia frecuente de epimastigotes con dos flagelos de
diferente longitud muy cercanos y/ 0 inicios de separacion de células hijas

en la parte posterior del cuerpo del epimastigote .

Figura 30. Morfologia de epimastigotes de T. cruzi (cepa Y) tratados con
Diazepam a una concentracion de 45ug/ml a las 48 horas de incubacién. A)

Promastigotes control 400X. B) Tratadas con Diazepam a 45ug/ml. 400X
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5.14. Citotoxicidad del Diazepam sobre las Células Vero. Determinacion

del Clsg

Se evalué la actividad citotéxica del Diazepam sobre células Vero, mediante
el ensayo con MTT. El valor del Clsp obtenido mediante el software
GraphPad es de 55,08 ug/ml £ 1,01, como se puede observar en la figura 31.
Estas células presentaron una sensibilidad mayor que los macréfagos frente
a las dosis utilizadas de Diazepam, obteniéndose valores menores al 10%
de reduccion del MTT hasta los 50 ug/ml del tratamiento. Estos ensayos se

realizaron por triplicado.
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Figura 31. Representacion grafica de la citotoxicidad del Diazepam sobre

células Vero a las 48 horas de incubacién mediante el MTT.
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6. Discusion.

Los resultados obtenidos indican una fuerte accion antiproliferativa del
Diazepam, mostrados por la inhibicion en el crecimiento de los promastigotes
de L. mexicana, obteniéndose una respuesta dosis dependiente. El Clsg
estimado a través del seguimiento del crecimiento celular por espectrometria
a 550nm es de 36,25 pg/ml, mientras que el calculado utilizando el
ensayo con MTT es de 27,98 pg/ml. Estos resultados estan en
concordancia con estudios previos realizados en el Laboratorio de Biologia
Celular de Parasitos donde se encontré que esta droga inhibe la proliferacién
de promastigotes de L. mexicana en forma dosis dependiente vy el Clsg
reportado fue de 20 pg/ml a las 48 horas (Hernandez, 1996). Las
diferencias entre los valores obtenidos por nosotros y los anteriormente
reportados, podemos atribuirlos a diversos factores, entre ellos a la diferente
sensibilidad que muestran los parasitos a las drogas dependiendo del
namero de repiques que tenga el cultivo y otro factor muy importante se lo
atribuimos al diferente comportamiento de la droga cuya actividad varia con
el proceso de congelamiento y descongelamiento, tiempo de almacenaje y
marca del producto. El Diazepam induce cambios morfoldgicos interesantes
en los promastigotes de Leishmania, se observan una diversidad de formas
gue van de elipsoidal a esférica, con la presencia de uno o dos flagelos de
diverso tamafio y aun células en forma elipsoidal sin flagelo libre. La

presencia de uno o dos flagelos en el mismo sitio anterior del cuerpo del
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parasito parece indicar un bloqueo de la division celular en las etapas
iniciales, especificamente impidiendo la separacion del cuerpo basal. La
ausencia en muchas células del flagelo libre es indicativo de una
depolimerizacion de los microtubulos del flagelo, hecho que es corroborado
por los estudios ultraestructurales, donde se observa depolimerizacion
parcial del par central de MTs del axonema del flagelo. Las alteraciones
morfolégicas se comenzaron a observar a concentraciones mayores de 30

ug/ml después de las 24 horas de tratamiento.

Las observaciones realizadas a nivel ultraestructural muestran  que
efectivamente el Diazepam bloquea el proceso de duplicacion del cuerpo
basal y/o la separacion de los mismos. Este es uno de los eventos iniciales
del ciclo celular en Leishmania y en general en tripanosomatideos (Robinson
y Gull, 1991). La presencia generalmente de un solo nucleo y un Kinetoplasto
en promastigotes de L. mexicana tratados con Diazepam, es indicativo que la
sefal para el avance del ciclo celular quedé blogueada en un punto anterior,
la duplicacién del cuerpo basal. Estos resultados concuerdan con los
reportados en algas unicelulares donde el Diazepam a concentraciones de
30 — 70 pg/ml, impide la division y la separacion del cuerpo basal durante la
profase (Marano y col., 1984), donde se encontré que los microtubulos no
parecen estar involucrados en este proceso, pero si probablemente la
actina, ya que una proteina semejante a la actina fue localizada en la zona

anterior del cuerpo del alga Dunaliella y alrededor del cuerpo basal.
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La presencia de alteraciones en la matriz mitocondrial asi como la ausencia
parcial de elementos en la zona de conexidn entre el cuerpo basal y la
membrana anterior del mitocondridon que limita al Kinetoplasto, donde han
sido reportadas la presencia de redes fibrilares (Souto y col.,, 1984),
evidenciado también por el desplazamiento relativo del mitocondrion con
respecto al cuerpo basal, indican que posiblemente el Diazepam esté
actuando a nivel de esas estructuras. Estos hallazgos nos hacen sugerir que
el sitio primario de la accidon del Diazepam podria ser el cuerpo basal o
elementos proteicos fibrilares asociados. El cuerpo basal actia como un
centro organizador de los microtubulos componentes del flagelo, (MTOC) asi
que su alteracion podria conducir al deterioro de la ultraestructura flagelar.
Varios reportes parecen indicar que el Diazepam actia en forma directa o
indirecta sobre elementos del citoesqueleto. Asi el Diazepam inhibe la
dispersién de fibroblastos de embrién de pollo (Nagele y col., 1983) por
disminucién y desorganizacion de la actina. En otros sistemas el Diazepam
induce reduccién en el contenido de la miosina por célula e inhibicion de su

sintesis (Walker y col., 1979).

Los cambios observados en la ultraestructura del mitocondrion, matriz
alterada con presencia de estructuras reticulares y vesiculas membranosas
de gran tamafo, nos condujeron a realizar un ensayo con Rodamina 123, no
encontrando  alteraciones del potencial transmembrana mitocondrial. El

Diazepam a concentraciones de 70-150 pg/ml inhibe significativamente el

92



consumo de oxigeno en las células de rifibn de embrion de cochino y
disminuye el nivel de ATP celular, pero preserva el potencial de membrana
de la mitocondria (Vorobjev y Zorov, 1983). Este resultado reportado
concuerda con los obtenidos por nosotros a concentraciones mucho mas

bajas.

Los resultados encontrados en cuanto a la disminucion de la infeccion en
los macréfagos J774 en un 35% a una concentracion de Diazepam de 45
ug/ml , valor un poco superior al Clsp encontrado para los promastigotes y
de un 41% a una concentracién de 75 pg/ml, ambas concentraciones muy
por debajo del Clsg calculados para los macréfagos , son comparables con
otras drogas probadas experimentalmente entre ellas el herbicida Triflurarin,
considerada en su momento con gran potencial como una droga contra la
Leishmaniasis, (Chan y Fong, 1990), al reportar una reduccion del
porcentaje de infeccion de un 50% comparado con el control. Estos
resultados conjuntamente con los obtenidos sobre el proceso de infeccion,
de una disminucidon hasta un 15%, de la capacidad de infeccion de los
macrofagos a concentraciones de la droga de 90 pg /ml y siendo el
Diazepam una droga utilizada frecuentemente en humanos, despierta

nuestro interés en realizar ensayos experimentales en el sistema murino.

Los resultados obtenidos sobre los epimastigotes de T cruzi, cepa Biomed y
cepa Y, debemos considerarlos muy preliminares. Las dificultades que

enfrentamos para mantener y reproducir en Optimas condiciones en el
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laboratorio un aislado proveniente de un caso reciente de infeccion vy la
pérdida de la cepa Y por contaminacion a los pocas semanas de
mantenerla, aunado a dificultades para su reposicion por parte de los
laboratorios que la suministraron, hizo dificii  montar el ndmero de
experimentos necesarios para lograr resultados consistentes. Sin embargo
creemos que algunos de los resultados son interesantes, como la
sensibilidad de las células Vero al Diazepam, con un Clsg de 55 pg/ml, muy
cercano al Clsp obtenido para la cepa Biomed y cepa Y, nos hace descartar
a estas células para experimentos de infeccion con esta droga, también los
epimastigotes de T. cruzi parecen ser menos sensibles al Diazepam que los

promastigotes de Leishmania.
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7. Conclusiones

El Diazepam inhibe la proliferacion de promastigotes de L. mexicana
de manera dosis dependiente de la concentracién. El Clsy obtenido
esta en un rango entre 27, 98 ug/mly 36, 25ug/ml.

El Diazepam induce cambios en la morfologia del parasito
bloqueando el ciclo celular en su etapa inicial, a nivel de la duplicacién
y separacion del cuerpo basal.

Encontramos evidencias a nivel ultraestructural y antecedentes en
otros tipos celulares de una posible accién del Diazepam sobre
elementos del citoesqueleto, ubicados alrededor del cuerpo basal de
las células.

Son evidentes la presencia de alteraciones en las crestas internas
del mitocondridn, sin cambios en el potencial transmembrana.

El Diazepam hace mas lento o incompleto el proceso de
diferenciacion de la forma promastigote a amastigote, bajo choque
térmico, quedando una alta proporcién de células elipsoidales, y
bloguea totalmente el proceso de reversion a la forma promastigote a
27 °C.

La baja citotoxicidad del Diazepam, sobre la linea de macréfagos
J774, asi como la disminucion del porcentaje de infeccidbn en un

35%, nos estimula a realizar ensayos en el sistema murino.
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X/

* Los resultados con epimastigotes de T. cruzi, cepas Biomed y cepa Y
son preliminares, debido al bajo crecimiento y dificultades de
adaptacion de los cultivos.

% Las células Vero generalmente utilizadas para estudios de infeccion

con tripanosomas, resultd sensible al Diazepam, con un Clsy de 55

png/ml, bastante cercano al Clsg obtenido para los epimastigotes de T.

cruzi.
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