Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peri. Decana de América
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Escuela Profesional de Ciencias Bioldgicas

Actividad fotodinamica in vitro de ftalocianina de
aluminio tetrasulfonada clorada (AIPcClS4) frente a
estadios extracelular e intracelular de Leishmania
(Viannia) peruviana, L. (V.) braziliensis y L.
(Leishmania) amazonensis

TESIS

Para optar el Titulo Profesional de Bi6loga con mencion en
Zoologia

AUTOR
Kelly Vanessa [ZARRA ROJAS

ASESORES
Jorge LEON QUISPE

Nyshon ROJAS PALOMINO

Lima, Peru

2018



DEDICATORIA

A Dios. Por estar conmigo siempre, darme salud y permitirme llegar a este punto.
A mi madre Dery, por haber motivado cada fracaso, por sus sabias palabras pero mas
por su infinito amor.
A mi padre Ladislao, por darme la fortaleza y el caracter necesario para creer en mi
misma.
A mi hermana Lizbeth, por ser mi gran companera de triunfos, batallas y derrotas, pero
mas por cambiar la monotonia de mi vida.

A mis compaferos Jenny, Brayan, Dania, Idania, Pilar, Carlos, Gebol, Frank, por el
apoyo mutuo y las bromas compartidas, que alegraron los dias. Muchisimas gracias
por su amistad y hacer mas llevadero el camino.

A mis amigos de la vida: Nadia, Iris, Karen, Berna, Chocho (José), Diego, Ronald, por
su apoyo emocional, largas conversaciones, alegrias y cada detalle que marcaron una

diferencia en mi vida durante el tiempo de ejecucién, redaccién y sustentacion.

Y a todos aquellos familiares y amigos que no recordé al momento de escribir esto.

Ustedes saben quiénes son... muchas gracias!



AGRADECIMIENTO
Al Programa Nacional de Innovacion para la Competitividad y Productividad -
INNOVATE-PERU (Convenio N° 177-PNICP-PIAP-2015) por el financiamiento de este
trabajo de Tesis.

Al Mg. Jorge Ledn Quispe, Coordinador General de Grupo de Investigacién, por darme
la oportunidad de participar en los trabajos de investigacion, por su comprension,
apoyo profesional y constante motivacién que contribuyeron la finalizacion exitosa del
presente trabajo y la elaboracion de esta Tesis.

Al Dr. Julio Santiago, por brindarme su apoyo en la asesoria quimica y estar pendiente
de los avances y logros.

A la Blga. Gloria Minaya, coordinadora responsable del Laboratorio de Referencia
Nacional de Leishmaniasis, por su confianza y por las facilidades brindadas durante el
desarrollo del trabajo.

Al Blgo. Nyshon Rojas, por su motivacion en el inicio de este proyecto, su confianza
durante el proceso y presion en la redaccion de este trabajo y por ceder cada espacio
de su tiempo.

A la Blga. Ayde Sandoval; por su motivaciéon continua durante la fase experimental.

Al Instituto Nacional de Salud (INS), por permitirme las instalaciones de la institucion
para el desarrollo de esta tesis.

Al Mag. Abraham Espinoza Culupu, quien a pesar de la distancia estuvo pendiente de
cualquier duda presentada en el desarrollo de este trabajo.

A los coordinadores de los laboratorios de Metaxénicas Bacterianas, Zoonosis
Parasitaria, Malaria, Chagas, Cultivo Celular, Rabia, Enteroparasitos, por su confianza
y proporcionarme las facilidades del uso de materiales y equipos de su area para la
ejecucioén de este trabajo.

A los profesores miembros del Jurado de Tesis, por hacer todo lo posible y
proporcionarme parte de su valioso tiempo en la mejora del presente trabajo. Muchas

gracias por apoyarme en esta ultima etapa.



ABREVIATURAS

TFD: TERAPIA FOTODINAMICA

FS: FOTOSENSIBILIZADOR

30.: OXIGENO ESTADO TRIPLETE

'02: OXIGENO EN ESTADO EXITADO SINGULETE
AIPcCISs: FTALOCIANINA DE ALUMINIO TETRASULFONADA CLORADA
pL: MICROLITRO

pM: MICROMOLAR

DMSO: DYMETIL SULFOXIDO

DH82: LINEA CELULAR DE PERRO

LED: DEODO EMISOR DE LUZ

MTT: (3-(4,5 DIMETHIAZOL-2IL)-2,5 DIFENILTETRAZOLIUM BROMETO)
OMS: ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD

MEM: MEDIO MINIMO ESENCIAL

PBS: BUFFER FOSFATO SALINO

ERO: ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

gPCR: PCR CUANTITATIVO

CNSP: CENTRO NACIONAL DE SALUD PUBLICA

To: TIEMPO CERO

SFB: SUERO FETAL BOVINO

RPM: REVOLUCIONES POR MINUTO

ADN: ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

RPMI: ROSWELL PARK MEMORIAL INSTITUTE MEDIUM

SBY: ESTIBOGLUCONATO



INDICE Pagina

1. INTRODUGCCION. .........ooiiiiiiiiiieeeie ettt sttt 1
2. MARCO TEORICO ........ooouimrimiireireeeneetesesesssesssessse st esssessnas 4
2.1. LEISHMANIA Y LEISHMANIASIS.........coooiiiieeeeeee e 4
2.1.1. Definicion, clasificacion taxonomica de Leishmania............................... 4
2.1.2. La Leishmaniasis ..o 6
2.1.3. Distribucion geografica..............ccooiiiiiiiii i 6
2.1.4. Manifestaciones CliniCas..............ccocciiiiiiiiii e 11
2.1.5. Agente etiologico y ciclo de vida de Leishmania sp.............................. 14
2.1.6. Tratamiento de Leishmaniasis ................cccoooiiiiiiii s 16
2.1.7. Tratamiento Fotodinamico (TFD) ...........cccccociiiiie e 17

3. OBJETIVOS E HIPOTESIS ........cocoooeieeceeeeeeeeeeeeee et eenaeesn e 26
A  OBUETIVOS . ...ttt e te e te e e e neenseeneesneens 26
3.1.1. 0Objetivo general ... 26
3.1.2. Objetivos eSPecCifiCos ..........ccocoriiiiiiiie e 26

3.2 HIPOTESIS ...ttt sttt 26
4. MATERIALES Y METODOS..........ooouiececeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeenseseeenae s esn s 26
4.1. MATERIAL BIOLOGICO .........coooeeieceeeeeeeeeeeeeee e senes s 26
4.2. MATERIAL QUIMICO ..ottt 27
4.3. LUGAR DE EJECUCION .........coouomiiceieeeeeeeeeeeeeeee s 27
A.8. METODOLOGIA ...ttt 27
4.4.1. OBTENCION DE PARASITOS PROMASTIGOTES ...........cccooevevrerreennne. 27
4.4.2. CURVA DE CRECIMIENTO .........ocoiiiiiiieieeeeeee e 27
4.4.3. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE FTALOCIANINAS......... 28
4.4.4. MANEJO DE LA LINEA CELULARDHB82 ............coevoveereeeeeereseeeeenenn. 30

4.4.4.1. Actividad fototoxica del fotosensibilizador en la linea celular DH82 30



4.4.5. ACTIVIDAD FOTOTOXICA DEL FOTOSENSIBILIZADOR EN

PROMASTIGOTES ... .o e e 30
4.4.6. ACTIVIDAD FOTOXICA DEL FOTOSENSIBILIZADOR EN AMASTIGOTE
INTRACELULAR ... 32
5. RESULTADOS ...ttt 37

© © N o

5.1. OBTENCION DE PROMASTIGOTES DE LEISHMANIA EN EL CULTIVO A

0] TR SR 37
5.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE CEPAS DE LEISHMANIA ................cccc......... 38
5.3. EVALUACION DEL ESPECTRO DE ABSORCION DEL
FOTOSENSIBILIZADOR ... ... et e e e e e e e e e e e eaeaeeeerenes 39
5.4. CONFIRMACION DE LA PRODUCCION DE OXIGENO SINGULETE CON 4-
CLOROFENOL ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeeeeeeeeeeennnan 40
5.5. ACTIVIDAD IN VITRODE AIPCCISa .......cooeeeeeeeeeee s 41

B.5. 1. ToxXicidad CRIUIAN ......... ..o e 41

5.5.2. Evaluacion de la TFD en promastigotes de Leishmania (V.) peruviana, L.
(V.) braziliensis y L. (L.) @aMazZONENSIS ................cccccooueeeiiiiiieeiiiiieeee e 42

5.5.3. Cambios morfolégicos de promastigotes frente al tratamiento ........... 49

5.5.4. Evaluacion de la TFD en amastigote intracelular de L. (V.) peruviana, L.
(V.) braziliensis y L. (L.) @aMazZONENIS ................ccccouieueeeiiiiiiieeiiiieie e 49

5.5.5. Cambios morfolégicos de amastigotes intracelulares frente al

tratamiento ........ ..o 54
DISCUSION ... esn s sanean e s ns e nenanes 58
CONCLUSIONES............oooueeieeeeeeeeeeeeee s e s enennens 64
RECOMENDACIONES ..........coovieeeieeeeeseeeeeeeeeeeseseeeseen e s s enesenesneseanees 65
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ............cooooouieceieeeeeeeeeeeeeeensee e 66

10, ANEXO ..o e e et 72



INDICE DE FIGURAS Pagina
Figura 1.Clasificacion actualizada de las especies de Leishmania Sp. ..........cccccceeeunee.. 5
Figura 2. Proporcion de casos de Leishmaniasis cutanea y mucosa segun forma clinica
1V oL LT 0 PSPPSR PSP 6
Figura 3. Distribucion global de especies de Leishmania patbgenas para el humano..7
Figura 4. Proporcién de casos de Leishmaniasis cutdnea y mucosa por edad y pais,
F e g T=T g or= T2 O I I T 8
Figura 5. Tasa de incidencia de Leishmaniasis a nivel distrital de departamentos de
mayor NOLIFICACION. PErU 2017 ... e 10
Figura 6. Diferentes especies de Leishmania causan varias manifestaciones clinica. 11

Figura 7. Leishmaniasis cutanea, Leishmaniasis cutdneo mucosa, Leishmaniasis

Tegumentaria difusa, Leishmaniasis visceral. ..........cccoooiiiiiiiiiiiiii e 13
Figura 8. Micrografias morfologicas de (A) Promastigote y (B) Amastigote ................ 14
Figura 9. Ciclo Biol6gico de LeiShmania SpP. ..........ccuuueeiieiioiiieie e 15
Figura 10. Modelo de produccién de ERO en la TFD. ......cccooiiiiiiiiiiicee e 19

Figura 11. Espectros de Absorcion en la region UV-Vis de derivados ftalocianinicos. 22
Figura 12.Estructura quimica de ftalocianina de Al (lll) tetrasulfonico clorada

(AIPCCISA) ...ttt et b ettt ettt n e 23
Figura13. CultivO de ParasitOS ........cueeiiiiiiiiiieriiie e e 28
Figura 14.A. Lampara con focos LED, B. Ldmpara con el soporte .........ccccceeveveineennee. 29
Figura 15. Radiacién de las placas incubadas con el fotosensibilizador. .................... 31
Figura 16. Prueba Colorimeétrica MTT ........ooiiiiiiieee s 32
Figura 17.0Urva eStANAar.........c.ooi i e 35
Figura 18.Diluciones seriadas de cultivo de L. (V.) braziliensis.............cccoccceeuvcueennnns 35
Figura 19.A. Promastigotes metaciclicos, B. Promastigotes prociclicos....................... 37

Figura 20.Curva de crecimiento de Leishmania (V.) peruviana, L.(V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis. Recuento cada 12 horas por 10 dias. .......cccceereeriieiieeeneeseeee e 38
Figura 21. Solucion de Ftalocianina AIPcCIS4, medicién de su espectro de absorcién,
PICO ADSOICION A€ B75NIM ..ottt e eane e 39
Figura 22. A. Porcentaje de conversién del Clorofenol en la reaccién a diferentes
distancias de iUMINACION........ccueiiiiie et e e e e e e enee e e sneeeens 40
Figura 23. Porcentaje de viabilidad de la linea celular DH82, frente al tratamiento con
N o] 7 1 R SS 42
Figura 24. Monitoreo pos tratamiento de la progresion de L. (V.) peruviana, L.(v.)
braziliensis y L.(L.) amazonensis alas 24, 48,72y 96 horas.......c.ccceccceeeeecveeeeesnneenn. 43



Figura 25. Monitoreo de la progresibn de Leishmania (V.) peruviana, por
(odo ] gTo7=T 1 1= T (o] 0= SER 44
Figura 26. Monitoreo de la progresion de Leishmania (V.) braziliensis, por
(odo] gTo1=T 1 1= T (o] 0= SRR 46
Figura 27. Monitoreo de la progresion de Leishmania (V.) amazonensis, por
(oTo] glo7=T 01 1=Td (o] 0= PSRRI 47
Figura 28.Gréfico de interacciones de las tres especies de Leishmania en el tiempo,
después del tratamiento TFD-AIPcCIS4, comparacion de medias. ........cc.cceecveeneeennenne 48
Figura 29. Cambios Morfol6gicos de promastigotes. ..........ccoerverriiiieeriie e 50
Figura 30 Amplificacién por real time PCR, evaluacién del tratamiento fotodinamico in
vitro frente a amastigotes intracelulares infectado por L.(L.)Jamazonensis (0 — 72 horas
POSTITAAIACION). ..o 52
Figura 31.Evaluacion de la TFD sobre el numero de amastigotes intracelular de
Leishmania (V.) peruviana, L. (V.) braziliensis y L.(L.) amazonensis a escala
logaritmica en 0 y 72 horas post tratamiento. Comparacién entre medianas y error
Lo =1L - PSR STSRI 52
Figura 32. Tendencia del efecto del TFD-AIPcCIS4 a 72 horas post irradiacion sobre el
nuimero de amastigotes intracelular de las tres especies de Leishmania en escala
[oTo F=T g1 441 Tor- O USROS 54
Figura 33. Cultivo de amastigotes intracelulares infectados de L. (V.) peruviana frente
= IR = 2= 1 41T (o T PR 55
Figura 34. Microfotografias de amastigote intracelular de L.(V.) braziliensis (aumento
100X), POr COlOraCION GIBMISA. .. ..eiiiiieeeteie ettt 57



INDICE DE TABLAS Pagina

Tabla 1. Clasificacion por familias de agentes fotosensibilizadores..................... 20
Tabla 2. Preparacion del Master MiX .........ccccomurmmnsmmmnssmssssnsssss s ssssssssssssssssssssassas 34
Tabla 3. Condiciones de amplificacion del gen ribosomal SSU RNA..................... 34

Tabla 4. Concentracion de L.(V.) peruviana, L. (V.) braziliensis, L.(L.) amazonensis
o o 1 T 39

Tabla 5. Tabla de los valores de Ct y su conversion a ng/ul de ADN parasitario.51



RESUMEN

La leishmaniasis, tiene un fuerte impacto social, alta morbilidad y se manifiesta por la
presentacion de cuadros clinicos severos. En nuestro pais, las formas clinicas mas
frecuentes son la Leishmaniasis Cutdnea (LC); Leishmaniasis Cutaneo Mucosa (LCM) y
Leishmaniasis Cutanea Difusa (LD) causadas principalmente por Leishmania (Viannia)
peruviana, Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania (Leishmania) amazonensis
respectivamente. En este contexto, se evalué la actividad fotodindmica in vitro de
ftalocianina de aluminio tetrasulfonada clorada (AIPcCISs) sobre promastigotes vy
amastigotes de L.(V.) peruviana, L.(V.) braziliensis y L. (L.) amazonensis. La actividad del
fotosensibilizador AIPcCIS,s sobre promastigotes se determind por la prueba colorimétrica
trimetiltetrazolium (MTT) y su actividad toxica en amastigotes por gqPCR. Los resultados para
promastigotes fueron expresados en Concentracion Inhibitoria 50 (ICs0) y para amastigotes
en porcentajes (%) de reduccién de ADN parasitario. Se encontré que la actividad de
AIPcCIS4 a 100 uM, 24 horas post tratamiento fue fototdxica en promastigotes, inhibiendo el
crecimiento de L. (V.) peruviana, L.(V.) braziliensis y L.(L).amazonensis en 65,6; 49,6 y
43,9% frente al control respectivamente; Concentraciones inferiores a 50 pM de AIPcCIS4
no tuvieron efectos significativos en ninguna de las tres especies con respecto al control
(p>0.05). En cambio para amastigotes intracelulares de las tres especies, la AIPcCIS4
expuesta a 200 puM, 72 horas post tratamiento logré una reduccién del nimero de
amastigotes con respecto al control en un 57,82; 37,13 y 34,85% respectivamente.
Asimismo, se observaron alteraciones morfoldgicas que podrian estar asociados a procesos
de apoptosis. Los resultados de avance permiten indicar que la TFD con nuevos
fotosensibilizadores como AIPcCISs serian una probable alternativa en el tratamiento de
leishmaniasis, sin embargo se requiere contar con ensayos in vivo en animales de
experimentacion.

Palabras clave: Enfermedades tropicales, leishmaniasis cutanea, terapia fotodinamica,

fotosensibilizadores, tratamiento alternativo.



ABSTRACT

Leishmaniasis has a strong social impact, high morbidity and is manifested by the
presentation of severe clinical symptoms. In our country, the most frequent clinical forms
are Cutaneous Leishmaniasis (LC); Cutaneous Mucosa Leishmaniasis (MCL) and
Diffuse Cutaneous Leishmaniasis (LD) caused mainly by Leishmania (Viannia)
peruviana, Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania (Leishmania) amazonensis
respectively. In this context, the in vitro photodynamic activity of aluminum phthalocyanine
tetrasulfonate chloride (AIPcCIS4) on promastigotes and amastigotes of L. (V.) peruviana,
L. (V.) brazliensis and L. (L.) amazonensis was evaluated. The activity of the
photosensitizer AIPcCIS4 on promastigotes was determined by the colorimetric assay
trimethyltetrazolium (MTT) and its toxic activity in amastigotes by gPCR. The results for
promastigotes were expressed in Inhibitory Concentration 50 (IC50) and for amastigotes
in percentages (%) of reduction of parasitic DNA. It was found that the activity of
AIPcCIS, at 100 uM, 24 hours post treatment was phototoxic in promastigotes, inhibiting
the growth of L. (V.) peruviana, L. (V.) braziliensis and L. (L). amazonensis in 65, 6; 49.6
and 43.9% against the control respectively; concentrations less than 50 uM of AIPcCIS4
had no significant effect on any of the three species with respect to the control (p> 0.05).
In contrast, for intracellular amastigotes of the three species, AIPcCISs exposed to 200
MM, 72 hours after treatment achieved a reduction in the number of amastigotes with
respect to the control in 57,82; 37,13 and 34,85% respectively. Likewise, morphological
alterations that could be associated with apoptosis processes were observed. The
advance results indicate that PDT with new photosensitizers such as AIPcCIS. would be
a probable alternative in the treatment of leishmaniasis, however, it is necessary to have
in vivo tests in experimental animals.

Key words: Tropical diseases, cutaneous leishmaniasis, photodynamic therapy,

photosensitizers, alternative treatment.



1. INTRODUCCION

La Leishmaniasis, es una enfermedad metaxénica, causada por mas de 20 especies del
género Leishmania, protozoario parasito que alterna su ciclo de vida entre un hospedero
invertebrado como un flebotomino del género Lutzomyia y un hospedero vertebrado,
principalmente mamifero el cual dependiendo de la ubicacion de las lesiones en el
humano (piel, mucosas y oérganos internos) pueden ser clasificados como
Leishmaniasis cutanea, cutaneo mucosa y 6rganos internos que al no ser tratadas
oportunamente dejan secuelas como cicatrices deformantes o incluso producir la muerte
(Ready et al., 2014).

Esta enfermedad es reconocida por la OMS, como un importante problema de salud
publica en el mundo, siendo los paises de Afghanistan, Argelia, Colombia, Brazil, Iran,
Siria, Etiopia, Norte de Sudan, Costa Rica y Peru, los paises que representan entre el
70 y el 75% de la incidencia estimada global de Leishmaniasis cutanea, distribuidos en
regiones de Asia occidental, Asia central, Mediterranea y América (Alvar et al., 2012).
El Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencién y Control de Enfermedades —
Ministerio de Salud, en el afio 2017, reporté 5369 casos de Leishmaniasis de los cuales
el 91.8 % (4929) corresponde a casos de leishmaniasis cutanea (Uta) y el 8,2 % (420)
casos de leishmaniasis cutdnea mucosa conocida como espundia. El tratamiento
convencional recomendado por la OMS para esta enfermedad son los antimoniales
pentavalentes (SbV), el cual presenta entre sus principales desventajas; la prolongada
duracion del tratamiento (20 a 30 dias, dependiendo de la forma clinica de la
enfermedad), la administracién parenteral, el costo que representa el suministro del
medicamento, los efectos secundarios asociados a la toxicidad como arritmias
cardiacas, nauseas, pancreatitis, dolores articulares y musculares que dificultan la
culminacién del tratamiento lo cual genera, el incremento de pacientes con falla al
tratamiento (Arévalo et al., 2007, Mohapatra et al, 2014), otras alternativas al

tratamiento convencional son la amfotericina B, paramomicina o miltefosina, cuyo
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empleo también presenta efectos secundarios (Camargo y Langoni; 2006) surgiendo
cada vez la urgente necesidad de buscar nuevos agentes terapéuticos, asequibles ,
eficaces y menos téxicos para el tratamiento de esta enfermedad que sustituyan el
tratamiento actual o lo complemente (Kedzierski et al., 2010).

La terapia fotodinamica (TFD) inicialmente fue estudiada para reducir células
neoplasicas, esta depende de la combinacion de tres elementos; el agente
fotosensibilizador, una determinada longitud de onda de la luz y oxigeno molecular; cuya
interaccion genera oxigeno singulete, que por mecanismos fisicos y quimicos son
capaces de producir radicales toxicos (ERO) de alta reactividad con capacidad de
inducir la muerte de la célula por un proceso de apoptosis 0 necrosis (Amin et al., 2012).
En la ultima década se han desarrollado estudios sobre la aplicacion de la TFD en el
tratamiento de la Leishmaniasis cutanea, siendo las porfirinas y ftalocianinas, los FS
mas empleados (Dutta et al., 2008, Pinto et al.,, 2011). Las ftalocianinas han recibido
particular atencion por contener una variedad de iones de metal, responsable de
propiedades bioquimicas, como una mayor absorcién de luz, afinidad por el tejido
blanco, selectividad por compartimentos celulares como la mitocondria y rapida
excrecion del mismo, lo que minimiza los efectos de fotosensibilizacién (Dai et al.,
2010).

Estudios realizados sobre las formas amastigotes y promastigotes en distintas especies
de Leishmania causantes de lesiones cutdneas y cutdneo-mucosas (Dutta et al., 2008,
Pinto et al., 2011), en los cuales se evalu6 el tratamiento fotodinamico de ftalocianinas
con Zinc (ZnPc), aluminio (AlPc), tetrasulfonato (AIPcS4), evidenciaron que la
susceptibilidad y los grados de toxicidad dependen de la naturaleza bioquimica de la
ftalocianina, debido a que el metal central juega un rol importante en la actividad
biolégica influenciando el tiempo de vida del estado excitado del triplete. Sin embargo,
estos estudios se realizaron principalmente con especies de Leishmania circulantes de

Europa (Akilov et al., 2007, Dutta et al., 2008, Peloi et al., 2011). A la fecha no se han
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desarrollado estudios sobre el uso de la TFD en especies endémicas del Perd como
Leishmania (V.) peruviana, responsable de la uta.

El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto del tratamiento fotodinamico in vitro
sobre la formas extracelular (promastigote) e intracelular (amastigote) en las especies

de Leishmania de mayor importancia epidemiolégica en Salud Publica para el pais.



2. MARCO TEORICO
2.1. LEISHMANIA Y LEISHMANIASIS

2.1.1. Definicidn, clasificacion taxonomica de Leishmania
Leishmania spp. es un protozoo flagelado, considerado agente causal de Leishmaniasis,
tiene un ciclo digenético que pasa por dos estadios (Rey, 2008).
Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Clase: Zoomastigophora
Ordén: Kinetoplastidae
Familia: tripanosomatidae
Género: Leishmania
Sub género: Leishmania (Leishmania)
Leishmania (Viannia)

Clasificacion Taxonomica de Leishmania
Fuente: Ross 1903

Segun la data filogenética, el género Leishmania se divide en 4 subgéneros, de los
cuales los subgénero Leishmania (incluye las especies de Leishmania major, L.
tropica, L. donovani, L. mexicana, L. amazonensis) y Viannia (Leishmania braziliensis,
L. guyanensis y L. peruviana), son de mayor importancia debido a su repercusién en la
salud, a su vez de las 54 especies que conforman este género s6lo 21 especies son
patégenas de humanos (Akhoundi et al., 2017) (Figura 1). Las diferencias entre ellas se
debe a su composiciéon en isoenzimas, antigenos, sensibilidad a farmacos (Walton,

1989) y secuencias nucleotidicas (Akhoundi et al., 2017).
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2.1.2. La Leishmaniasis

La Leishmaniasis, es la enfermedad parasitaria infecciosa no contagiosa, su transmision
al humano se da por mas de 30 especies de vectores del género Phlebotomus y
Lutzomyia en el viejo y nuevo mundo (Akhoundi et al., 2017).

Esta enfermedad se encuentra en el grupo de enfermedades “desatendidas”, por el poco
interés de empresas publicas y privadas para implementar mecanismo de control e
investigacion, debido a que la poblacion afectada es de bajo poder adquisitivo (OMS,
2010).

2.1.3. Distribucion geografica

Leishmaniasis es reconocida por la Organizacién mundial de la Salud y Organizacién
Panamericana de la salud (OMS/OPS), como un importante problema en salud publica
global, donde a nivel mundial se estima que 350 millones de personas estan a riesgo de
contraer la enfermedad, 12 millones actualmente infectados expandidos a 98 paises
(localizados principalmente en zonas tropicales y sub-tropicales) con una incidencia de
0,7- 1,2 casos de leishmaniasis cutanea (LC) y 0,2- 0,4 millones de casos de

Leishmaniasis visceral (LV) (Alvar et al., 2012)(Figura 3).
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Figura 2. Proporcién de casos de Leishmaniasis cutanea y mucosa segun forma clinica y pais, 2016

Fuente: OPS/OMS: Datos reportados por los Programas Nacionales de
Leishmaniasis/Vigilancia, 2018.
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En América, 17 de 18 paises endémicos al 2016 reportaron 48,915 casos de LC y LM.
Del total de casos el 74,3% fue reportados por Brasil (12,690), Colombia (10,966) ,Peru
(7,271) y Nicaragua (5,423), con un incremento del 5% de casos en comparacion al afo
anterior para Colombia (31,3%) , Peru (33,03%) y Nicaragua (181,8%) y una reduccion
cerca del 34% para Brasil. La forma clinica mucosa/ mucocutanea representa el 3,9%,
donde paises como Paraguay, Brasil, Peru, Bolivia, reportaron el 85,5% de casos,
siendo Paraguay de mayor casos registrados (47,8%) (Figura 2). Mientras que las
formas cutaneas atipicas fueron observadas en 817 casos, distribuido en Honduras
(93,2%), Nicaragua (5,4%) y el Salvador (1,4%).

En todos estos paises el grupo mas afectado es el sexo masculino (67,2%), entre
jovenes (18- 29 aa) y adultos (30-59 aa), en el caso de Peru se registra una incidencia
de 22,4% y 34,5% respectivamente (OPS; Informe epidemioldgico de las Américas,

2018) (Figura 4).
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Figura 4. Proporcion de casos de Leishmaniasis cutanea y mucosa por edad y pais, Américas, 2016.

Fuente: OPS/OMS: Datos reportados por los Programas Nacionales de
Leishmaniasis/Vigilancia, 2018.



En el Peru la Leishmaniasis es la tercera causa de morbilidad por enfermedades
transmisibles después de la malaria y la tuberculosis (Sanchez-Saldana et al., 2004), la
transmisién activa de la enfermedad ocurre en 19 departamentos del pais (Figura 5). A
la fecha existen 6 especies predominantes que son Leishmania (V.) braziliensis,
causante del 98% de los casos de leishmaniasis mucosa y cutaneo mucosa, L. (V.)
peruviana, causante de la leishmaniasis cutdnea, endémica de los Andes, L. (L.)
amazonensis, causante de lesiones mucosas y difusas, endémica en el sur de América,
Amazonas, Ucayali, Junin, Ayacucho, L. (V.) guyanensis, que va de la regién oeste de
los valles interandinos de Ancash hasta Ucayali, L. (V.) lainsoni propia de los bosques
Amazénicos en el departamento de San Martin, Huanuco, Pasco, Ayacucho y Cusco y
L. (V.) shawi, reportado en Madre de Dios (Lucas et al., 1998; Kato et al., 2010).

Segun el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades —
MINSA, la Leishmaniasis cutanea (uta) representa el 91,8% de casos con mayor
incidencia en los departamentos de Cusco, San Martin, Madre de Dios, Cajamarca,
Junin, Ucayali, Piura, Amazonas, Puno, Ancash, Loreto, La Libertad, mientras que el
8,2% de casos es leishmaniasis mucocutanea, registran mayor incidencia en los
departamentos de Cusco, Madre de Dios, Ucayali, Hudnuco, Junin, Pasco y Ayacucho.
Siendo Cusco y Madre de Dios las areas de alto riesgo por la continua migracion de la
poblacibn a zonas mineras, madereras o de actividades ilicitas (MINSA. Boletin

epidemioldgico del Peru, 2017).



Tasa x 100 Mil Hab.
Sin casos
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Figura 5. Tasa de incidencia de Leishmaniasis a nivel distrital de departamentos de mayor
notificacion. Pert 2017
Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia, prevencién y Control de Enfermedades *Hasta la SE 45.
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2.1.4. Manifestaciones clinicas

La interaccion de las especies de Leishmania infectante con otros factores
principalmente el sistema inmunoldégico del paciente puede generar diversas
manifestaciones de la enfermedad (Figura 6) las cuales son definidas por la localizacién

del parasito en el tejido infectado.

L. tarentolae

L. donovani

L. 'siamensis’

L. infantum

L. martiniquensis

\ L. tropica

Clinical L. colombiensis
manifestations

I
L. turanica

L. lainsoni
L. braziliensis L. peruviana

L. guyanensis

L. panamensis

Figura 6. Diferentes especies de Leishmania causan varias manifestaciones clinicas, las
principales formas estan mostradas en la figura.

El color del rango demuestra la cercania de las especies a la manifestacion clinica, basados en
la frecuencia de los casos clinicos. L. tarentolae, L. turanica fueron recientemente reportadas
especies patogénicas para el humano por lo que estan en un grupo fuera.

Fuente: Akhoundi et al., 2017
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Leishmaniasis tegumentaria o cutanea (LC). Se caracteriza por presentar lesiones
ulcerativas en la piel que pueden ser Unicas o multiples, no dolorosas, ni pruriginosa
(Figura 7-1A). Esta manifestacién es de buen pronéstico a tener cura (Alvar et al., 2012).
En el Perd esta forma clinica es causado por las especies L. (V.) peruviana, L.(V.)
guyanensis, L.(V.) lainsoni. L. (V.)braziliensis (Lucas et al., 1998).

Leishmaniasis cutanea difusa (LCD). Es la forma clinica caracterizada por presentar
lesiones no ulcerosas en distintas partes del cuerpo, su aparicion es muy similar a la
lepra su tratamiento es complicado vy dificil de curar (Figura 7-1C). Esta forma clinica es
producida por L.(L). amazonensis (Lucas et al., 1998; Alvar et al., 2012).
Leishmaniasis mucocutanea (LMC). Esta forma clinica es causante de la destruccién
de la cavidad oral — nasal, faringea (Figura 7-1B), puede llevar a mutilaciones de la cara,
dependiendo de la progresion de la enfermedad, principalmente causada por especies
de L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.(L.)Jamazonensis (Lucas et al., 1998; Alvar
etal., 2012).

Leishmaniasis visceral (LV). Conocida como Kala-azar es la forma mas severa de la
enfermedad y que sin un tratamiento oportuno puede causar la muerte ya que podria
afectar 6rganos como el bazo, higado, tejidos linfoides, (Fig.7-1D) sin embargo esta
forma clinica ni su vector principal Lutzomyia longipalpis no estan presentes en Peru.

(Alvar et al., 2012).
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Figura 7. Leishmaniasis cutanea, Leishmaniasis cutdneo mucosa, Leishmaniasis Tegumentaria
difusa, Leishmaniasis visceral.

1A. Leishmaniasis cutanea; casos de Ulcera reciente y de borde bien definido. 1B.
Leishmaniasis cutdneo mucosa, que implica parte de la nariz y labio superior. 1C. Paciente con
Leishmaniasis tegumentaria difusa. 1D. Nifios con Leishmaniasis visceral.

Fuente: Rey, 2008.
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2.1.5. Agente etioldgico y ciclo de vida de Leishmania sp

Las dos formas del parasito son amastigote y promastigote (Figura 8), la forma
amastigote son aflageladas ubicados en el hospedero vertebrado dentro de macréfagos,
células dendriticas o fibroblastos, tiene una longitud de 3,0 - 6,5 um y un ancho de 1,5
— 3,0 um, mientras que la forma promastigote (flageladas) posee una longitud de 10,0 a

20,0 um y 1,5 -3,0 um de ancho y se encuentra en el invertebrado (vector) (Rangel y

Laison; 2009).

A

Figura 8. Micrografias de las formas morfolégicas de (A)
Promastigote y (B) Amastigote

Fuente: Rey, 2008
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2.1.5.1. Ciclo Bioldgico

Figura 9. Ciclo Biolégico de Leishmania sp.

Fuente: Rey, 2008

Estos protozoarios son unicelulares, digenéticos, su ciclo vital incluye dos hospederos;
el insecto vector hematéfago hembra y un vertebrado que puede incluir mamiferos
silvestres o domésticos (canes, roedores, marsupiales, murciélagos) y el humano. (1) El
vector regurgita los promastigotes metaciclicos (forma infectiva) presente en la
proboscide sobre el hospedero mamifero al alimentarse de su sangre. (2) Estos son
fagocitados por los macréfagos u otro tipo de células fagociticas mononucleares y
habitan en la vacuola parasitéfora de las células. (3) En este sitio pierden su flagelo y
se transforman en amastigotes, donde sufren cambios bioquimicos, moleculares y
morfoldgicos para resistir a la accion de enzimas hidroliticas, peréxidos (H202),
superéxidos (O,") de la vacuola fagocitaria y garantizar su replicacion por fisién binaria.
(4) Los amastigotes son liberados de la célula hospedera e infectan otras células

contiguas (5).
15




Cuando el vector hembra se alimenta de la sangre de un hospedero infectado, toma
células infectadas que llegan hasta el intestino (el cual dependiendo de la ubicacién en
que se desarrolla permite la clasificacion de dos subgéneros, Leishmania Viannia, sise
ubica en el intestino posterior y Leishmania (Leishmania) si se ubica en el intestino
medio , finalmente los amastigotes se transforman en promastigotes prociclicos (forma
flagelada) y sufren una serie de modificaciones morfolégicas que llevan a la forma
infectiva denominada metaciclicas migrando a la probéscide hasta la proxima infeccién
(Figura 9) (Rey, 2008).

2.1.5.2. Vector

El vector de la Leishmaniasis en América son dipteros de la familia Psychodidae,
popularmente conocidos como “manta blanca” o “titira”, son pilosos de color marrén
claro, de las 300 especies descritas en América, alrededor de 32 estan implicadas en
transmisioén de Leishmania (MINSA. Boletin epidemiolégico del Pera, 2017), en América
el género de importancia es Lutzomyia, vector de Leishmaniasis (Thies et al., 2013). Su
habitad es de lugares humedos, oscuros de abundante vegetacion y algunos son peri
domésticos. Las Lutzomyias son hematoéfagos, por lo que la sangre es fuente de
proteinas y aminoacidos para desarrollo de sus huevos, su distribucién esta limitada a
lugares donde la temperatura media es superior a 20°C, garantizando buen desarrollo

de las larvas y actividades de los adultos (Mestre et al., 2011).

2.1.6. Tratamiento de Leishmaniasis

El esquema de tratamiento sistémico actual para todas las formas de Leishmaniasis
humana, se basa en el uso de antimoniales pentavalentes como el Estibogluconato de
sodio (SbY), recomendado por la OMS como medicamento de primera linea debido a su
rapida depuracion renal y baja acumulacion en tejidos, como segunda opcion se utiliza
la Anfotericina B (Amb), Pentamidina y Miltefosina. El tratamiento mediante antimoniales
es parenteral, emplea dosis de 20mg/kg de peso por 20-30 dias dependiendo de la

manifestacion clinica (Almeida y Santos, 2011), sin embargo entre los inconvenientes
16



de su uso estan el tiempo de duracion del tratamiento, la administracion parenteral y su
toxicidad con efectos colaterales entre ellos nauseas, vémitos, mialgias, efectos
nefrotoxicos, ademas de no poderse suministrar a mujeres embarazadas, ni en
pacientes con arritmias cardiacas o enfermedad de Chagas (Murray, 2012).

La busqueda de tratamientos alternativos son motivo de estudios en base a un bajo
costo, alta tolerabilidad y baja tasa de complicaciones, entre ellos los tratamientos
localizados, como el uso de cremas, unguentos e inyecciones en el sitio de la lesion. El
uso de cremas como la paramomicina e Imiquimod (Actividad Inmunomoduladora), que
es recomendado durante las dos primeras semanas del tratamiento ya que después hay
reactivacion de la lesion (Seeberger et al., 2003). Entre los tratamientos fisicos tenemos
la crioterapia con nitroégeno liquido que se aplica sobre las lesiones cutaneas por 20-
30 segundos (Layegh et al., 2009) y la termoterapia que mediante laser infrarojo, se
aplica sobre las lesiones, incrementando la temperatura hasta los 55°C por 5 minutos,
obteniendo una curacion de vesiculas cutaneas en la zona de tratamiento (Blum et al.,
2004), ambas opciones pueden utilizarse solas o en combinacién con otros
medicamentos sin embargo se necesita profundizar en el tratamiento de Leishmania.
Asimismo, durante los ultimos 10 afos se vienen realizando ensayos con la Terapia
Fotodinamica (TFD) como tratamiento contra la Leishmaniasis con distintos
fotosensibilizadores, de ellos se han obtenido resultados prometedores en la reduccion
parasitaria con favorables resultados cosmeticos (Escobar et al.,2006, Dutta et al., 2008,

Peloit et al., 2011).
2.1.7. Tratamiento Fotodinamico (TFD)

2.1.7.1. Generalidades

Este procedimiento inicid6 en el ano 1900 cuando describieron la foto inhibicién de
microorganismos (Paramecium) empleando concentraciones de tintes de acridina
(Raab, 1900) y posteriormente fue evaluado sobre muchas formas de cancer, vitiligo,

psoriasis, herpes, inactivacion de virus, bacterias, fungis, levaduras y otras infecciones
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locales (Jori,y Brown 2004; Fu et al., 2013), logrando una reduccion de la morbilidad y
con un mejor efecto estético (Sohl et al., 2007). Aunque el mecanismo de accion del
TFD no es completamente entendible, se sabe que requiere de un fotosensibilizador
(FS), luz y oxigeno molecular que produce una reaccion fotoquimica, causando la
destruccién selectiva del tejido irradiado por medio de especies reactivas de Oxigeno
(ERO). Cada componente posee sus propias caracteristicas entre ellas la de mayor
importancia es el fotosensibilizador, de pureza quimica o natural, con una absorcioén de
la luz entre los 600 a 850 nm, de baja o nula toxicidad en condiciones oscuras, de rapida
acumulacion en la célula blanco y rapida excrecion del organismo (Aureliano et al.,
2014). La TFD se da por la capacidad que tiene el FS de excitarse en presencia de luz
a una longitud de onda especifica, que al interactuar con el Oxigeno molecular produce
especies reactivas de Oxigeno (ERO), este proceso se debe a que el FS al absorber el
foton de luz, sus electrones pasan de un estado basal (electrones apareados) a un
estado excitado inestable (singulete) (Figura 10), alli el FS puede realizar interacciones
intersistemas que le permite pasar a un estado triplete cuya vida media es de 1073
segundos (Andreeva et al., 2010) y llevar a cabo reacciones de tipo | o tipo Il, donde en
la primera involucra la transferencia de electrones o dtomos de hidrégeno a moléculas
organicas produciendo una forma radical del FS que al reaccionar con el oxigeno forma
peroxido, iones superoéxido y radicales hidroxilo. Mientras que por la reaccion del tipo Il
la energia se transfiere directamente del FS excitado al oxigeno en estado basal
generando oxigeno singulete (30.) considerado como especie reactiva, es de considerar
que el mecanismo Il tiene un relevante efecto de foto-oxidacién, mientras que el
mecanismo | conlleva a la degradacién del FS (Aureliano et al., 2014).

Los radicales producidos tienen un tiempo de vida corto y su actividad destructiva se da
cerca al area de produccion (células que contienen el agente fotosensibilizador) siendo
capaces de dafnar moléculas subcelulares e inducir apoptosis 0 necrosis (Robertson et

al., 2009; Taylor et al., 2011).
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Aunque el mecanismo de accion del TFD no es entendible, el resultado de la terapia in
vitro e in vivo es tanto del tipo apoptético (iniciado por senales intra- extra celular por
activacion transcripcional de ciertos genes que genera descomposicion de la célula y
condensacion de la cromatina) como necrotico (genera disrupcién de la membrana
celular, hinchazén osmotica y liberacién de material intracelular) (Samanamu et al.,
2003). El proceso fisiolégico de la TFD tiene como target (blanco), lisosomas, reticulo
endoplasmatico, membranas plasmasticas y mitocondriales, este Gltimo importante en
la apoptosis por liberacién de factores apoptéticos como citocromo C, peroxidacién de
cardiolipina que involucran perturbacién metabdlica o integridad estructural y produce
alteraciones fisicas sobre las vias catabdlicas y muerte celular (Tamietti et al., 2007).El
tipo de respuesta celular de la TFD depende de la estructura, solubilidad, localizacion
intracelular del FS, cantidad de ERO producidas, células implicadas y la fluencia de
irradiacion que optimicen una mejor respuesta y dirija a procesos de apoptosis 0

necrosis (Taylor et al., 2011).
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Figura 10. Modelo de produccion de ERO en la TFD.

Fuente: Konan et al., 2002
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2.1.7.2. Fuentes de luz

La fuente de luz empleada para TFD pueden ser: Laser, lamparas de amplio espectro,

dispositivos a base de diodo LED (Tomazini et al., 2007). Los LED son fuente de luz

monocromatica de alta fluencia con una longitud de onda especifica, la dosificacién

(J/lcm?) es ajustada a cada protocolo de acuerdo al espectro de absorcién y emisién del

FS utilizado, en el caso de las ftalocianinas su absorcién maxima es de 600-900nm,

permitiendo una mayor penetracion del tejido (Samanamu et al., 2003; Dai, et al., 2010).

2.1.7.3. Fotosensibilizador (Fs)

Los FS son moléculas en su mayoria heterociclicas, que pueden ser de origen natural

(hipericina, Riboflavin) (Montoya et al., 2015) o quimicamente sintetizadas (Acido

aminolevulinico) (Akilov et al., 2007). Los fotosensibilizadores pueden ser distribuidos

en tres familias, porfirinas (p.e.PplIX), clorofila (p.e. clorinas, purpurinas) y colorantes

(Ftalocianinas) (Dai et al., 2010), como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion por familias de agentes fotosensibilizadores

Familia Nombre Presentaci | Utilizacion y uso comun Dosimetria,
on Propiedades
comercial Fotoquimicas y foto
fisicas
Porfirinas Hematoporfirina | Fotofrin R Diferentes tipos de tumores. 2mg/Kg a 150 J/cm?
y derivados Fotosan R
Fotocan R
Prodroga ALA Levulan R | Tumores y Lesiones cutaneas. 20% ALA a 150 J/cm?2
Benzoporfirina Visudine R | Trastornos neurovasculares, | Aplicaciones sencillas de
degeneracion macular, | una inyeccion de 6mg/kg
coriorretinopatias y  lesiones | a 100 J/cm?2
cuténeas.
Texafirinas Antrin R Algunas formas de cancer, | Soluble en agua, se activa
Lutex o | enfermedades oculares, | aproximadamente a 730
Optrin coronaria y placa ateromatosa nm.
Clorinas Temoporfinas Foscan R Diferentes tipos de tumores 0.15 mg/Kg a 660 nm.
Purpurinas Purlitina R | Cancer de células escamosas y | Activa a 660 nm.
sarcoma de Kaposi
El mono-L- | ------- Lesiones del tipo oftalmico 25 y 35 mgkg a
aspartil- Clorina 100J/cm?2 o0 664 nm.
o NPe6
Talaporfina de | Ls 11 Cancer- Lesiones cutaneas Amplio  espectro  de
sodio absorcién (400-664 nm).
Fotoclorina Fotoclo R Tratamientos de tumores en | 0.15mg/Kg con dosis de
perros y gatos y cancer de | luz de 48 horas a 150
eso6fago en humanos. J/icm2,
Ftalocianin | Ftalocianinas de | Fotosens R | Lesiones cutdneas, tumores de | Activa entre 650 — 850 nm
as aluminio y zinc cabeza y cuello. y a 100 J/cm?

AF, utilizados en estudios in vitro e in vivo para fototerapia en Leishmaniasis cutanea.
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Actualmente las ftalocianinas (compuestos coloreados), pertenecen a la segunda
generacion de fotosensibilizadores, dada su estructura macrociclica, posee una alta
coeficién de extincion molar y una alta absorcion en el espectro rojo (640-710 nm), que
al incorporar un metal diamagnético como Zn o Al, genera un mayor tiempo de vida del
estado triplete, buena penetracién, rapida acumulacién y excrecion por el tejido,
minimizando efectos de fotosensibilidad prolongada. Mientras que ftalocianinas sin
centro metalico o con metales paramagnéticos como Cu y Fe, tienen un menor tiempo
de vida del estado triplete y con ello menor grado de foto toxicidad, su estabilidad térmica
y quimica de baja toxicidad, los convierten en candidatos para TFD, siendo empleadas
tanto de naturaleza hidrofilica e hidrofébica (Samanamu et al., 2003, Moraima et al.,
2008, Oliveira et al., 2015).

Su espectro de absorcion consiste por la presencia de dos bandas (Figura 11), una en
la regién visible llamada banda Q, comprendida entre (600 nm — 700nm) y una banda
débil en la region UV denominada banda B entre (300nm — 400nm). Ambas estan
asociadas a las transiciones m—1* debido a los 18 electrones 1 conjugados de la

estructura (Dai et al., 2010).

2.1.7.4. Ftalocianina de aluminio tetrasulfonada clorada

Ftalocianina de aluminio tetrasulfonada clorada (AIPcCIS.) (Figura 12) posee un alto
namero de isdmeros que varian en el grado de sulfonacion, donde al aumentar el grado
de sulfonaciéon aumenta su hidrofilicidad, caracteristica que incrementa su solubilidad
faciltando la administraciobn endovenosa en animales y de producir poca foto
sensibilidad en la piel (Chan et al., 1990). Su efecto inicialmente fue medido en células
neoplasicas, donde por andlisis de fluorescencia y microscopia electrénica se demostré
que la TFD con AlPcCIS, conlleva a una alteracion a nivel de la membrana mitocondrial,
causando perdida del potencial y desintegracion de la membrana por un incremento de
la peroxidacion lipidica (Tamietti et al., 2007) asimismo, por microscopia confocal laser
scanning se demostr6 que la localizacion intracelular de esté FS se da en el citoplasma
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y compartimentos lisosomales (Amin et al., 2012).

Plaetzer et al., 2012, evaluaron los cambios en la funcion mitocondrial y a nivel
intracelular de ATP, a distintas dosis de radiacién de AIPcCISsy demostré que el modo
de muerte de la TFD con este compuesto es por apoptosis y necrosis que dependia de
la radiacién, donde a dosis de 2,5 — 3,5 J/cm?, el 50% de las células muri6 por apoptosis
y que a dosis mayores a 6 J/cm? todas las células murieron por necrosis, el mecanismo
de apoptosis fue regulado por el incremento o mantenimiento del ATP mientras que una

reduccién de niveles de ATP fue indicador de un proceso necrotico.
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Figura 11. Espectros de Absorcion en la regién UV-Vis de derivados ftalocianinicos.
Fuente: Dai et al., 2010
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Figura 12.Estructura quimica de ftalocianina de Al (lll) tetrasulfonico clorada
(AIPcCIS4).

Fuente: Chang et al., 1990

2.1.7.5. Terapia fotodinamica en Leishmaniasis

Estudios in vitro e in vivo con TFD para tratamiento de leishmaniasis cutanea, han
evaluado la actividad de varios agentes fotosensibilizadores como el acido delta
aminolevulinico (ALA) (Dutta et al, 2008), porfirinas (Morgenthaler et al, 2008),
ftalocianinas (Pinto et al., 2011) de este ultimo, mediante estudios in vitro evaluaron la
TFD de ftalocianinas de diferentes simetrias moleculares entre ellas Zinc (ZnPc),
aluminio (AlPc), tetrasulfonato (AIPcS.) sobre promastigotes de diferentes especies de
Leishmania como; L. panamensis, L. chagasi, L. braziliensis y L. major, donde la
susceptibilidad y los grados de toxicidad dependen de la especie y la naturaleza
bioquimica de la ftalocianina, debido a que el metal central juega un rol importante en la
actividad bioldgica influenciando el tiempo de vida del estado excitado del triplete. En
estos estudios el mejor resultado correspondi6 a un tratamiento de 10 um y a 10 J/cm?

de irradiacion, llegando a presentar tasas de muerte del 90% del parasito; se considerd
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que los factores que influyen en una reduccioén de los parasitos son la concentracién del
FS, el tiempo de aplicacién, la estructura molecular y su carga, ademas la longitud de
onda del laser (Pinto et al., 2011). Asimismo, Escobar et al., (2006), demostrd que
promastigotes de L. chagasi fueron suceptibles a la terapia fotodinamica in vitro
utilizando ftalocianina de aluminio (AlPc) vs ftalocianina de zinc (ZnPc).

También se evalud la exposicién de ftalocianina (AIPhCI) frente a ambos estadios
(amastigote, promastigote) de L. amazonensis, transfectados con una proteina
fluorescente GFPs, en el que se observé por microscopia electronica pérdida de
fluorescencia, como indicador de la pérdida de integridad de la membrana vy lisis celular
después de la radiacién. El amastigote intracelular fue menos susceptible que el
promastigote bajo las mismas condiciones, lo cual indica que podria deberse a un
mecanismo antioxidante que obtiene de la célula hospedera (Dutta et al., 2008).
Asimismo , Akilov et al., (2007), realiz6 estudios in vivo en ratones infectados con L.
major, demostrando que el acido delta aminovulinico (ALA) (precursor de PplX), tiene
alta efectividad sobre amastigotes, indicando que se necesita mas de dos sesiones para
eliminar el parasito ya que el FS no actua de forma directa sino por medio de la muerte
de la célula hospedera, los resultados del analisis histopatolégico y del frotis confirmaron
la eficacia in vivo del compuesto, con ligeras inflamaciones e irritaciones en la oreja post
tratamiento.

En un posterior estudio de ratones infectados con L. amazonensis, se demostré que
usando azul de metileno (MB) acoplado a luz como tratamiento fotodinamico, registré
una reduccién del tamarno de la lesién y de la carga parasitaria en los nédulos linfaticos
sin efectos tdxicos asociados al tratamiento (Peloi et al., 2011).

Fritisch et al., (2003), iniciaron estudios pilotos del tratamiento fotodinamico en pacientes
con lesiones cutaneas, consiguiendo una reduccion del 67% del tamafio de la lesién y
diagnéstico negativo post tratamiento para amastigote, sin efectos adversos y con un
notable resultado estético. Posteriormente, en otro estudio se ha hecho comparaciones
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entre la TFD con medicamentos actuales aceptado por la OMS tales como la
paramomicina, antimoniato pentavalente y otro tipo de tratamiento como crioterapia,
indicando la ventaja del TFD de una répida curacién total y cicatrizacion de la lesion,
muy superior frente a lesiones tratadas con los métodos convencionales (Asilian y
Davami, 2006, Sohl et al., 2007, Pizinger et al., 2009).

Asi mismo, Enk et al, 2015 mediante un estudio clinico, utilizando como FS, una
solucion al 16% de metil aminolaevulinato, y una administracién del compuesto a una
exposicién de 2-5 horas de luz de dia, consigui6é una curacién del 92% de los pacientes.
Por lo que se enfoca el empleo de este tratamiento como una alternativa viable de facil
acceso a la poblacion afectada, con la ventaja de actuar localmente y ser un

procedimiento no invasivo.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1. OBJETIVOS

3.1.1. Objetivo general
Evaluar la actividad fotodinamica de ftalocianina de aluminio tetrasulfonada clorada
(AIPcCIS,) sobre los estadios promastigote y amastigote de Leishmania (Viannia)
peruviana, Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania (Leishmania) amazonensis.
3.1.2. Objetivos especificos
Obtener curva de crecimiento en medio liquido Schneider de promastigotes de L.
(V.) peruviana, L. (V.) braziliensis y L. (L.) amazonensis.
Evaluar la viabilidad in vitro del estadio promastigote frente al tratamiento
fotodinamico de ftalocianina de aluminio tetrasulfonada clorada.
Detectar y cuantificar el ADN parasitario mediante PCR cuantitativo y estimar la

carga parasitaria frente al tratamiento fotodinamico.

3.2. HIPOTESIS
La Ftalocianina de aluminio, al ser irradiada con una lampara LED ejerce actividad toxica
sobre promastigotes y amastigote de Leishmania (Viannia) peruviana, Leishmania

(Viannia) braziliensis y Leishmania (Leishmania) amazonensis

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO
Se emplearon cepas de L. (V.) peruviana, L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis,
pertenecientes al cepario del Laboratorio de Referencia Nacional de Leishmaniasis
del CNSP del Instituto Nacional de Salud, previamente identificados mediante la
secuencia del gen Citocromo B por el personal del laboratorio en mencién segun
metodologia de Foulet et al., (2007).
Linea celular DH82, proporcionada por el Laboratorio de Cultivo Celular. Sede

Biomedicina - Instituto Nacional de Salud.
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4.2. MATERIAL QUIMICO
Solucion de Ftalocianina tetrasulfonada Clorada (AIPcCIS.), de la marca Frontier
Scientic, suministrada por el Laboratorio de Quimica Organica de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

4.3. LUGAR DE EJECUCION
La fase experimental fue desarrollado en el Laboratorio de Leishmaniasis del Instituto

Nacional de Salud.

4.4. METODOLOGIA

4.4.1. OBTENCION DE PARASITOS PROMASTIGOTES

Las cepas fueron reactivadas independientemente en medio Schneider suplementado
con 10% de suero bovino fetal inactivado (SBFi) (Figura13 A.B), inducidas por pH acido
(5,5) al estadio de promastigote metaciclico, formas que fueron aisladas por
precipitacién empleando lectina de mani. Los parasitos aislados fueron infectados en
Mesocricetus auratus, para obtener formas parasitarias de mayor capacidad infectiva.

Protocolo que se detalla en Anexo 1.

4.4.2. CURVA DE CRECIMIENTO

La curva de crecimiento en medio Schneider a pH 5,5 inicié a una concentracion de 5 x
105 parasitos/3mL, se incubd a 26° C (etapa inicial o To), siguiendo la metodologia de
Gamboa et al., (2008). El recuento de parasitos se efectué durante los 10 dias
consecutivos utilizando Azul de trypan 0,4 %, como colorante de viabilidad en una
camara de Neubauer, el conteo se realizé por duplicado cada 12 horas. Se elaboré la
curva de crecimiento de las tres cepas de Leishmania el cual se presentd en un grafico

el nimero de parasitos por mL vs dias de cultivo.
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Figura 13.Cultivo de parasitos

13. A. Cultivo de parasitos en medio bifasico (izquierda) y cultivo de mantenimiento
en medio schneider (derecha). B. Promastigotes metaciclicos observados al
microscopio a 100 X.

4.4.3. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE FTALOCIANINAS

La Ftalocianina de aluminio tetrasulfonada Clorada (AIPcCIS.) fue disuelta en agua ultra
pura a una concentraciéon stock de 1000 uM, con DMSO al 0,5% de concentracién final,
se mantuvo en refrigeracion protegida de la luz. Posteriormente de la solucién stock de
ftalocianina se diluy6 a las concentraciones de trabajo (25, 50, 75, 100, 200, 350 uM)
con el medio Schneider (pH6,65-6,75), tomando como referencia el trabajo de (Amin et
al, 2012). Como control positivo se utilizé Estibogluconato a concentraciones de 200 uM
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y 20000 pM. Ambas soluciones fueron mantenidas en refrigeracién hasta el momento
de su uso.

Sistema de Irradiacion: Se utilizé como fuente de luz una lampara disefiada por el
Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Quimica de la UNMSM, la lampara
dispone de focos LED colocados en serie, con emision de 670 nm y una potencia de 30
J/s*m2. La distancia utilizada para los ensayos fue a 10 cm, por 30 minutos. Se acopld

un sistema de ventilacion para evitar calentamiento (Figurai4 A,B).

igura 14.A. Lampara con focos , B. Lampara con e
soporte
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4.4.4. MANEJO DE LA LINEA CELULAR DH82

La Linea celular canino DH82, crece adherida a la superficie del frasco, en medio MEM
(Medio Minimo Esencial), suplementada con Suero Fetal Bovino al 15%. Su
mantenimiento es por pasajes cada 72 horas, previo desprendimiento de las células

utilizando Tripsina-EDTA 2,5%.

4.4.4.1. Actividad fototoxica del fotosensibilizador en la linea celular DH82

La linea celular DH82 a una concentracién de 1 x 10° células fueron tratadas con
concentraciones distintas de AIPcCIS, (25, 50, 75, 100, 200,350 uM) disuelto en DMSO
al 0,5% y Estibogluconato (200 y 20000 uM). Las células controles fueron mantenidos
sin compuesto. Las células tratadas fueron irradiadas por Unica vez a una distancia de
10 cm, por 30 minutos. Después de 24 horas se determiné la toxicidad del compuesto
por el método colorimétrico MTT, se adicioné 20 ul de sal tetrazolium (5mg/ml) a cada
pozo y se incubd por 4 horas. Luego se adiciond 100 pl de SDS 10% HCL 0,01N por
pozo para diluir los cristales de formazan. Los cultivos in vitro fueron realizados por

triplicado en dos oportunidades. La absorbancia fue determinada a 570 nm.

4.4.5. ACTIVIDAD FOTOTOXICA DEL FOTOSENSIBILIZADOR EN

PROMASTIGOTES

Promastigotes de las tres especies de Leishmania fueron colectadas de la fase
exponencial de crecimiento a una concentracién de 5 x 10° parasitos/mL y fueron
tratados a concentraciones de 25, 50, 75, 100, 200, 350 uM de AIPcCIS: y
Estibogluconato a la concentracién de 100, 200, 20000 uM. Como controles negativos
se cultivaron parasitos en medio sin tratamiento. Después de 24 horas de incubacion
con el compuesto, los parasitos fueron irradiados por Unica vez a una distancia de 10

cm, e incubados por 24, 48, 72, 96 horas mas (Figura 15).
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Figura 15. Radiacion de las placas incubadas con el fotosensibilizador.

La actividad del compuesto en promastigotes no irradiados también fue evaluada. La
toxicidad del compuesto fue determinado por el método colorimétrico MTT por
metodologia de Simioni et al., (2012). Las placas se centrifugaron para retirar el
sobrenadante y se agregd medio Schneider nuevo (450 pl), se adicion6 50 ul de MTT
(5mg/ml), después de 6 horas de incubacién se agregd SDS 10% HCL 0,01N para diluir

los cristales de formazan y se leyd a una absorbancia de 570 nm (Figura 16).
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Figura 16. Prueba Colorimétrica MTT

Ensayo colorimétrico usado para medir la viabilidad celular, por reduccion de la sal
tetrazolium en cristales de formazan dando el color purpura.

4.4.6. ACTIVIDAD FOTOXICA DEL FOTOSENSIBILIZADOR EN AMASTIGOTE

INTRACELULAR

4.4.6.1. Infeccion

Se realizé el procedimiento descrito por Zauli et al., (2010), para lo cual se prepard
placas de 24 pocillos con cubreobjetos redondos en el fondo de estos, se anadi6 a cada
pocillo 1 x 10° macréfagos, se incubd a 37°C y 5% COz por 15 horas. Para la infeccion
se uso6 promastigotes de la fase estacionaria de Leishmania obtenido entre el quinto y
sexto dia de cultivo, en una proporcion parasitos — macrofagos de 20:1 en un volumen
de 500 pl. Se incubd por 5 horas a 33°C y 5% CO., después se hizo tres lavados con
medio de mantenimiento MEM al 2% SFB, para eliminar los parasitos no fagocitados.
4.4.6.2. Tratamiento

Se anadi6 el compuesto AIPcCIS, (50, 75, 100, 200 puM) disuelto en DMSO al 0,5%
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(concentracion no téxico para la célula) y Estibogluconato a 200 yM como control de
referencia. Se incubd por 24 horas, luego se irradié con una ldmpara LED de 675 nm y
se dejé en evaluacion durante 72 horas post irradiacion. Cada concentracién del

compuesto o control se realizé por triplicado en dos oportunidades.

4.4.6.3. Alteraciones morfolégicas

Después de la TFD, los promastigotes fueron lavados con PBS a 8000 rpm por 5
minutos, se diluyo y fij6 con formalina en laminas. Se realizé lavados continuos de las
laminillas de células DH82 infectadas con promastigotes y se dejo secar a temperatura
ambiente. Para ambos casos se fij6 con metanol y se colore6 con Giemsa por 20
minutos.  Finalmente las laminillas se adhirieron sobre una lamina porta objeto,
utilizando el medio de montaje balsamo de Canada y se observaron al microscopio a
1000 aumentos. Se realiz6 registro fotografico de 5 campos por condicion evaluada.
4.4.6.4. Determinacion de carga parasitaria por PCR cuantitativo

Se colect6 la muestra de los pocillos de la placa post tratamiento, se hizo dos lavados
con PBS, para retirar remanente de medio, se agreg6 100 pl de tripsina - EDTA en las
laminillas, por 10 minutos para desprender las células, luego se adicioné 100 ul de PBS
1X, se retir6 la suspension de células y se puso en un tubo de microcentrifuga de 1,5
mL, para su posterior extraccién de ADN.

4.4.6.5 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN, se realizé con el kit de invitrogen, siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Se eluyé en un volumen final de 60 pL.

4.4.6.6. PCR cuantitativo (qQPCR)

Para detectar y evaluar la carga parasitaria de L.(V.) peruviana, L. (V.) braziliensis, L.(L.)
amazonensis, de cultivo de macroéfagos infectados con promastigotes del parasito, se
empleé la técnica qPCR, basado en la amplificacién del gen ribosomal SSU RNA, gen
especifico para el género de Leishmania, siguiendo la metodologia de Gomes et al.,

(2012). Para la amplificacién del producto esperado de 67 pb, se emplearon los
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oligonucleétidos y sonda que se detalla a continuacion:

Oligonucletidos:

Forward Leish. U1-AAGTGCTTTCCCATCGCAACT.

Reverese Leish. L1 - GACGCACTAAACCCCCTCCAA.

Sonda

LEIS.P1 (FAM5' CGGTTCGGTGTGTGGCGCC-3' TAMRA).

Condiciones: Se utiliz6 el Mix de Kapa Probe Fast Qpcr Kit, que incluye la
polimerasa, solucion tampon, los nucleétidos trifosfato y cloruro de magnesio. Las
condiciones en la preparaciéon del mix fueron los siguientes.

Tabla 2. Preparacion del Master Mix

Componente Concentracion Concentracion Reaccion
inicial final
Master Mix 1IX | e 10 i
Forward 10 Mm 0,2 uM 0,4 ul
Reverse 10 Mm 0,2 uM 0,4 ul
Sonda 10 Mm 0,2 uM 0.08 ul
ADN 5l
DdH2 4,12 pl
Volumen final 20 pl

Tabla 3. Condiciones de amplificacion del gen ribosomal SSU RNA

Ciclaje de PCR Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion de enzima | 95°C 00:30 1
Reaccién de PCR

Denaturacion 95°C 00:30 40 ciclos
Hibridacion/Extension | 60°C 00:30

La intensidad de fluorescencia de cada muestra es proporcional a la cantidad de ADN
presente expresado en valor del ciclo umbral CT (nimero de ciclos de PCR requeridos
para que la senal de fluorescencia exceda el umbral de deteccién). La deteccién y
amplificacién se logré6 empleando el equipo Rotor gene.

4.4.6.7. Curva de calibracion

La curva esténdar fue realizada con diluciones seriadas de ADN de Leishmania. El stock

de ADN de L. (V.) braziliensis fue el equivalente a la concentracién 5 x 10° parasitos/pl,
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asegurando que la extracciéon fue 100% eficiente (120 parasitos tienen 10 pg de ADN).
Se realiz6 8 diluciones del stock de ADN que abarca de 0,1 — 10° paréasitos, por cada
punto se consideré dos réplicas (Sudarshan et al., 2011) (Figura 17). Esta curva ofrece
un coeficiente de determinacién de 0,99970 y una eficiencia del 1,0 (Figura 18). Se
interpolaron los valores de CT de cada muestra tratada con las diluciones seriadas

conocidas de ADN.

5*10° 10° 108

Morm. Fluora.
FS

02
/I Vs
0.1 A s
Threshold e ; - ’,:_/
0.0 ——
Eigura 17 Diltciones seriadas de cultivd*de L. (V.) brégzjliensis = = e
S Standard Curve - Cycling A.Green (Page 1) EREENES
¢ : : : Cycling A.Green (Page 1)
B A~ s T e TR TR TR e R R=0.99570
5 5 R*2=0.99940
T Dt e H Y S e e s ms e e e e e M=-3.140
- : : B=14.847
o 2 R S R e T e L S R Efficiency=1.08
154 - - ARRRSRREROS  JNRONL | . TR R
T e e e L TR D T O g S T TR iR

i

—_

]
i

—_

[
—
=

Concentration

Figura 18.Curva estandar

Curva estandar con un coeficiente de determinacion de 0,99970, R2: 0,99940 y una eficiencia del 1,08.
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4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Esta investigacion es de tipo experimental, se determiné la media y desviacién estandar
de los resultados mediante el programa Microsoft Excel version 2010. La actividad del
compuesto frente a los promastigotes y a la linea celular, fueron expresados como la
concentracion capaz de inhibir el 50% de parasitos (ICso), obtenido con el paquete Graph
Pad Prism 6. El indice de selectividad (IS) se determiné como la Relacion entre la
actividad del compuesto en las células DH82 (CC50) y actividad del compuesto en
promastigotes (1C50).

El efecto de la luz se evalué por Anova Unifactorial a un intervalo de confianza del 95%,
se evaluo la actividad de la TFD- AIPcCIS, sobre promastigotes mediante un modelo
factorial con las variables tratamiento y horas. Previamente se analizé la normalidad por
el test de Shapiro y la homogeneidad de varianzas por Levene, seguido del test de
Tukey para discriminar por pares entre las medias de los tratamientos y al encontrarse
interaccion entre tratamientos y horas se aplic6 la prueba LSD (a=5%).

La actividad de la TFD- AIPcCIS4 en amastigote intracelular al no cumplir distribucion
normal ni homogeneidad de varianza, se realizd prueba de Kruskal Wallis de
comparaciones multiples para comparar medianas entre los grupos tratados y de
aquellas con diferencia significativa se aplico el test de Dunn para determinar el mayor

0 menor efecto.
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5. RESULTADOS

5.1. OBTENCION DE PROMASTIGOTES DE LEISHMANIA EN EL CULTIVO ApH 5.5
Los parasitos de L (V.) peruviana, L.(V.) braziliensis, L.(L.) amazonensis, conservados
en criopreservacion fueron reactivados en medio Schneider suplementado con SFB al
10% y antibidticos, posteriormente estos parasitos fueron repicados en medio Schneider
pH 5,5 con la finalidad de obtener una mayor concentracién de parasitos metaciclicos.
Se colecto la fase estacionaria que consistié de un cultivo heterogéneo de promastigotes
prociclicos y promastigotes metaciclicos (con un flagelo 2 o 3 veces mayor al soma),
obteniéndose un 46 %, 73 %, 69 % de promastigotes metaciclicos para L.(V.) peruviana,

L. (V) braziliensis y L.(L.) amazonensis, respectivamente (Figura 19A — 19B).

Figura 19.A. Promastigotes metaciclicos, B.
Promastigotes prociclicos
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5.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE CEPAS DE LEISHMANIA

Se determiné la curva de crecimiento a un pH de 5,5 para las tres especies L. (V.)
peruviana, L. (V.) braziliensis y L. (L.) amazonensis, los resultados de la curva se
presentaron como logaritmo de parasitos viables/mL vs numero de dias (Figura 20).
Leishmania (V.) peruviana alcanzé la fase estacionaria entre el 7- 8 dia, mientras que
L.(V.) brazliensis y L.(L.) amazonensis lograron esta fase entre el dia 4-5, las
concentraciones parasitarias alcanzadas fueron de 9 x10% 7,2 x107, 13 x107,
respectivamente. L.(L.) amazonensis y L.(V.) braziliensis son las especies que

presentaron mejor adaptabilidad al cambio de pH, frente a L. (V.) peruviana.
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Figura 20. Curva de crecimiento de Leishmania (V.) peruviana, L.(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis.
Recuento cada 12 horas por 10 dias.
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Tabla 4. Concentracién de L.(V.) peruviana, L. (V.) braziliensis, L.(L.) amazonensis por

dias.
L. (V.) L. (V.) L.(L.)
peruviana | Concentracion | braziliensis | Concentracion | amazonensis | Concentracion
(dias) (dias) (dias)
Inicio
0 0,5 x 10° 0 0,5 x 10° 0 0,5 x 10°
Fase
adaptacion 1-2 0,6 x 105 1-2 0,7 x 10° 1 0,9 x 105
Fase 8x10° — 1x10° - 1x10° —
exponencial 3-7 5 x 10° 3-4 6 x 107 3-4 10 x 107
Fase
estacionaria 8 -11 9 x 106 5-9 7,2x 107 5-10 13 x 107

5.3. EVALUACION DEL ESPECTRO DE ABSORCION DEL FOTOSENSIBILIZADOR

La solucion de AIPcCIS4 de coloracion verde presenté picos maximos de absorcién de

aproximadamente 675 nm (Figura 21). EI FS conservé su estado monomérico en las

bandas Q caracteristica de la region roja y no hubo alteraciones del patron de absorcidén

al compararse con AIPcCIS: en Schneider. Se observé una disminucion de la

absorbancia de los picos correspondientes al clorofenol (Aprox. 227 nm) a medida que

Figura 21. Solucién de Ftalocianina AIPcCIS4, medicidn de su espectro de absorcion, pico absorcion de 675nm
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avanza el tiempo de la reaccién (producto de la descomposicion del clorofenol por
reaccion con el oxigeno singulete fotogenerado), mientras que el pico caracteristico de

la AIPcCIS4, se mantiene constante en el tiempo.

5.4. CONFIRMACION DE LA PRODUCCION DE OXIGENO SINGULETE CON 4-
CLOROFENOL

Para la deteccion de oxigeno singulete se empled el atrapante quimico 4- clorofenol,
donde la descomposicién de este es inversamente proporcional a la produccién de
oxigeno singulete, el medio de cultivo Schneider no alter6 la generacién de oxigeno
singulete. A 10 y 15 cm de irradiaciéon del AIPcCIS4, se produjo un 76,4y 76,23 % de
conversiéon del 4-clorofenol en 420 segundos de iluminacién, mientras que
concentraciones altas (1x10° M y 2x10° M) de AIPcCIS4 producen un 78,41 y 86,22%

de conversion del clorofenol respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. A. Porcentaje de conversién del Clorofenol en la reaccién a diferentes distancias
| dguitanBndcitorcentaje de conversidn del Clorofenol en la reaccién a diferentes distancias
de iluminacion.
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Figura 22.B Porcentaje de conversion del clorofenol en la reaccion a diferentes
concentraciones de AIPcCIS,

5.5. ACTIVIDAD IN VITRO DE AIPcCIS,

5.5.1. Toxicidad celular

El TFD - AlIPcCIS, sobre la célula DH82, a una concentracion de 200 uM, genera 48%
de muerte celular, presentando un IC50 de 243,18 uM £ 3,18, mientras que el
tratamiento sin luz no mostr6 variacién con respecto al control de crecimiento, por lo
cual no se pudo determinar el IC50. El Estibogluconato actia de manera independiente
con luz o sin luz y a una concentracién de 2 x10* uM, gener6 un 96% de muerte celular

muy similar al control de inhibicion  (Triton  0,01%) (Figura  23).
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Figura 23. Porcentaje de viabilidad de la linea celular DH82, frente al tratamiento con AIPcCIS4

Con luz (Grafico izquierda), sin luz (Gréafico derecha), comparacion entre medias y error
estandar.

5.5.2. Evaluacidén de la TFD en promastigotes de Leishmania (V.) peruviana, L. (V.)
braziliensis y L. (L.) amazonensis

El efecto téxico sobre promastigotes fue evaluada y cuantificada en densidad 6ptica por
espectrofotometria mediante el ensayo colorimétrico MTT, los valores obtenidos son
proporcional al numero de parasitos viables. El tratamiento con TFD - AIPcCIS,,
después de irradiar a una potencia de 30 J/s*m? fue téxico para el promastigotes de
Leishmania con actividades de IC50 de 75,4 um + 3,18; 175,2 ym = 2,36; 211,1 um %
2,50 para L. (V.) peruviana, L. (V.) braziliensis y L. (L.)Jamazonensis respectivamente,
24 horas post radiacioén, mientras que el tratamiento sin luz no mostrd variaciéon con
respecto al control de crecimiento, por lo cual no se pudo determinar el IC50 la actividad

del  Estibogluconato es independiente de la luz  (Figura @ 24).
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Terapia fotodinamica — AIPcCISa vs Leishmania (Viannia) peruviana
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Figura 25. Monitoreo de la progresion de Leishmania (V.) peruviana, por concentraciones

(Primer gréfico) y en el tiempo a 24, 48, 72 y 96 horas post irradiacion (segundo gréfico).
Comparacién entre medias y error estandar.
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Yaviabilidad

La TFD-AIPcCISs en L. (V.) peruviana después de 24 horas post irradiacién tuvo un
efecto tdxico a partir de 50 uM frente al control (p value=0,0047), las concentraciones
de 100 uM, 200 uM, 350 uM generaron 65,6; 72,9 y 73,9% de muerte parasitaria, estos
valores no presentaron diferencias significativas entre ellas (p value=0,29, p value =0,48,
p value =0,28). Por otro lado, el porcentaje de muerte de estas concentraciones se
mantuvo constante hasta las 96 horas post irradiacion alcanzando porcentajes de
muerte del 68,9; 78,76 y 80,13%. La concentracion de 100 uM, 200 uM de SbY, a 24
horas generd un 35,78; 45,69% de muerte parasitaria incrementandose el efecto a las
96 horas alcanzando valores del 46,43; 49,09%, asi mismo, durante las 96 horas la
concentracién de SbY a 20000 uM alcanzé una reduccidén parasitaria en un 98,33%
(Figura 25).

Terapia fotodinamica — AIPcCIS. vs Leishmania (Viannia) braziliensis
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Figura 26. Monitoreo de la progresion de Leishmania (V.) braziliensis, por concentraciones
(Primer grafico) y segun el tiempo a 24, 48, 72 y 96 horas post irradiacién (segundo

gréfico). Comparacion entre medias y error estandar.
La TFD-AIPcCISs en L. (V.) braziliensis después de 24 horas post irradiacion tuvo un
efecto toxico a partir de 75 uM frente al control (p value = 0,0287), concentraciones altas
de 100 uM, 200 uM, 350 uM generaron 49,6; 53,4 y 55,5% de muerte parasitaria. Sin
embargo, no hay una diferencia estadistica entre ellas (p value = 0,3148, p
value=0,2490, p value= 0,4214). Por otro lado el parasito present6 una fase de
recuperacion a las 72 horas en todas las concentraciones evaluadas donde a las 96
horas post radiacién las mismas concentraciones de 100 uM, 200 puM, 350 pM
presentaron una reduccion parasitaria de 35, 42.58, 44.38% respectivamente. Por otro
lado, concentraciones de 100, 200 uM Sb¥ generaron un 21,18% y 31,41% muerte
parasitaria a 24 horas post tratamiento, incrementadose el efecto a 30,96; 33,47%, 96

horas post irradiacion, asi mismo, durante las 96 horas la concentracion de SbY a 20000

pM, alcanzé una reduccion parasitaria en un 97,08% (Figura 26).
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Terapia fotodinamica — ALPcCISa4 vs Leishmania (Viannia) amazonensis

120
;8
9011 e A
“‘ = . / *
60 B S S \
= - \
30 ;
—| 72n. (\
| o%h 'ﬁ,r
e 25 50 75 100 200 350 C.M100C.M200 C.M20k
Tratamiento con luz
| ——
e
1.19 % %
;
2 3
2:0.35 %
g 1 3

Figura 27. Monitoreo de la progresion de Leishmania (V.) amazonensis, por concentraciones

(Primer grafico) y en el tiempo a 24, 48, 72 y 96 horas post irradiacion (segundo grafico).
Comparacién entre medias y error estandar.
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La TFD-AIPcCIS4 en L.(L.) amazonensis después de 24 horas post irradiacion tuvo un
efecto tdxico a partir de 75 uM frente al control (p value = 0,0345). Concentraciones altas
de 100 uM, 200 uM, 350 uM generaron un 43,9; 48,5 y 49,7% de muerte parasitaria. Sin
embargo, no hay una diferencia estadistica entre estas tres concentraciones (p value
=0,3100, p value=0,4944, p value=0,3042). Por otro lado el parasito tiene una fase de
recuperacion a las 72 horas en todas las concentraciones evaluadas donde a 96 horas
post radiacion, las mismas concentraciones de 100 uM, 200 uM, 350 uM presentaron
una reduccién parasitaria del 20,90; 26,70 y 28,96% respectivamente. Ademas
concentraciones de 100, 200 uM Sb" generaron 15,39 y 26,09% de muerte parasitaria
24 horas post radiacion, reduciéndose el efecto a 12,62 y 21,41% a 96 horas post

radiacion. Concentraciéon de SbY a 20000 uM genera la muerte en un 91,85 % (Figura

27).
Grafico de Interacciones
95 — parasito
L 1 |—— L.(V.)peruviana
B 1 |—— L.(V.)brasiliensis
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= B 2l
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Figura 28.Grafico de interacciones de las tres especies de Leishmania en el tiempo, después del
tratamiento TFD-AIPcCIS4, comparacién de medias.

La TFD-AIPcCIS4, en promastigotes de L. (V.) peruviana, L. (V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis, a las 24 horas post tratamiento present6 valores de IC50 de 75,4 um *

3,18; 175,2 um £2,36; 211,1 um * 2,50, respectivamente alcanzando valores de 52,76
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+ 2,31 um, 269,96 + 2,96 um, 306,920 + 3,65, después de 96 horas post radiacién. Se
determiné que la TFD- AIPcCIS4, presentd un indice de selectividad de 3,22; 1,38; 1,15
para L. (V.) peruviana, L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis respectivamente (Figura
28).

5.5.3. Cambios morfolégicos de promastigotes frente al tratamiento

Por tincion Giemsa se observé la morfologia y/u otras anormalidades, 48 horas después
del tratamiento, se observé que los promastigotes tratados disminuyeron su tamario en
comparacion a los promastigotes del grupo control, ademas se evidencié fragmentacion
de la membrana celular, perdida de flagelo, concentraciones altas del compuesto (100
y 200 uM), indujo alteraciones en las tres especies (Figura 29).

5.5.4. Evaluacion de la TFD en amastigote intracelular de L. (V.) peruviana, L. (V.)
braziliensis y L. (L.) amazonenis

El efecto de la TFD - AIPcCIS4 sobre amastigotes intracelulares fue evaluado y
cuantificado por la determinacién del nimero de parésitos intracelulares en un sistema

de infeccién in vitro utilizando PCR en tiempo real (Tabla 5, Figura 30).
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Figura 29. Cambios Morfologicos de promastigotes

(A) Promastigotes no tratados (control), (B). Promastigotes tratados con AIPcCIS4 e irradiados y
observados 48 horas después, los promastigotes disminuyeron su tamafio, comparados con el grupo
control. Con el paso del tiempo se observé perdida del kinetoplasto y del flagelo. La flecha indica
membrana celular fragmentada.
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72 horas post tratamiento,
08 confrol
72 horas post trat. 50, 75 uM
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Figura 30. Amplificacién por real time PCR, evaluacion del tratamiento fotodinamico in vitro

frente a amastigotes intracelulares infectado por L.(L.)Jamazonensis (0 — 72 horas post
irradiacion).

amasfigote L. L. Jamazonensis

360 — I\&\
56
3
5501
i — == — —= = —
4§ , | | . . ‘
10 [El T T100 TA0 SBV200
Tratamients(uM

Figura 31.Evaluacién de la TFD sobre el numero de amastigotes intracelular de Leishmania (V.)
peruviana, L. (V.) braziliensis y L.(L.) amazonensis a escala logaritmica en 0 y 72 horas post
tratamiento. Comparacién entre medianas y error estandar
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Figura 31. Evaluacién de la TFD sobre el nimero de amastigotes intracelular de Leishmania (V.)
peruviana, L. (V.) braziliensis y L.(L.) amazonensis a escala logaritmica en 0 y 72 horas post
tratamiento. Comparacién entre medianas y error estandar.

La TFD-AIPcCISs en el tiempo O posterior al tratamiento, no mostré variacién con
respecto a la concentracién ADN del que se parti6 antes de darle el tratamiento,
mientras que 72 horas después de TFD-AIPcCIS4 tuvo un efecto toxico a partir de 100
UM para las tres especies de Leishmania, a la maxima concentracion de 200 pM se
obtuvo una reduccion del 57,82; 37,13 y 34,85% de parasitos en comparacion al grupo
control (medio de crecimiento) para L. (V.) peruviana, L. (V.) braziliensis y L (L.)
amazonensis. Mientras que SbY a esa misma concentracion presentd un 54,57; 50,31;

40,64% de reduccién en el crecimiento parasitario.
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Figura 32. Tendencia del efecto del TFD-AIPcCIS4 a 72 horas post irradiacion
sobre el nUmero de amastigotes intracelular de las tres especies de Leishmania
en escala logaritmica.

Por otro lado, concentraciones de 50 y 75 uM, no redujeron la carga parasitaria en
ninguna de las tres especies con respecto al control (p value > 0,05). El tratamiento solo
con irradiacion LED 6 con AIPcCISs sin irradiacion, no causdé cambios a ninguna
concentracion.

5.5.5. Cambios morfolégicos de amastigotes intracelulares frente al tratamiento
Similar al item 5.5.3, se observé cambios morfolégicos u otras anormalidades, sobre
células hospedera (linea celular DH82) y en amastigotes intracelular (Figura 33 y Figura
34). Se observé que altas concentraciones inducen alteraciones morfolégicas de
vacuolas citoplasmaticas, irregularidad en la membrana nuclear y citoplasmatica, como

ausencia de nucleo y kinetoplasto. El tratamiento solo con irradiacién LED é con
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AIPcCIS4 sin irradiacién, no gener6 cambios morfologicos.

Control: Célula sin infectar Control: célula infectada TFD- AIPcCISs (50 pM)

TFD- AIPcCISs (75 pM) TFD- AIPcCISs ( 100 pM) TFD- AIPcCIS+ (200 uM)

Figura 33. Cultivo de amastigotes intracelulares infectados de L. (V.) peruviana frente al tratamiento.

Fotografias observados con microscopio invertido al 40X, sobre frasco de 24 pocillos de cultivo de
amastigote intracelular de L. (V.) peruviana frente al TFD - AIPcCIS4

Morfologia de la linea celular DH82 infectados por Leishmania frente al tratamiento.

Tiempo 0 horas después la TFD Tiempo 72 horas después de la TFD

Célula DH 82
sin infectar
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TFD- 200 uM: DH82

infectado

Control de inhibicion

SbY 200 ug/mi

Figura 34. Microfotografias de amastigote intracelular de L.(V.) braziliensis (aumento 100X), por
coloracion Giemsa.

a. Amatigote control (se indica la posicion del ndcleo y del kinetoplasto). De b hasta f (de
amastigote intracelular tratado con AIPcCIS. e irradiados, observados inmediatamente (b — €), y
observados a 72 horas post irradiacion (b.1 —e).
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6. DISCUSION

La terapia fotodinamica (TFD), ha sido evaluada como tratamiento para infecciones
tépicas locales causadas por virus, bacterias,y hongos (Fu et al., 2013), en este estudio
se evalué la eficacia del fotosensibilizador AIPcCISs y el efecto toxico sobre
promastigotes y amastigotes de Leishmania (V.) peruviana, L.(V.) braziliensis y L.(L.)
amazonensis, agentes causales de Leishmaniasis cutanea, cutdnea — mucosa y difusa,
respectivamente (Kato et al., 2010), especies de alta importancia en la Salud Publica
peruana (MINSA. Boletin epidemiolégico del Perd, 2017).

Se desarrollé la curva de crecimiento de las especies descritas, empleando medio
Schneider a pH 5.5, se logr6 determinar las fases de crecimiento exponencial y
estacionaria, se evidencié que L. (V.) braziliensis y L. (L.) amazonensis presentaron un
crecimiento similar, la fase estacionaria en ambas especies ocurrié al 5to dia de
incubacion con aproximadamente 73-69% de promastigotes metaciclicos
respectivamente, encontrando que el tiempo de replicacién de L.(V.) amazonensis en
medio Schneider suplementado al 10% de SFB es mayor en comparacion a L.(V.)
braziliensis, por lo que al quinto dia alcanzaron una concentracién total de parasitos de
13 x 107 frente a un 7.2 x 107 respectivamente, ambas especies presentaron mejor
adaptabilidad al medio de Schneider acido a diferencia de L.(V.) peruviana, que alcanzo
la fase estacionaria al 8avo dia, con 45% de promastigotes metaciclicos y a una
concentracion total de parasitos de 9 x108, estos resultados se asemejan al estudio
realizado por Menezes (2014), quien al determinar curvas de crecimiento para L. (L.)
amazonensis y L. (V.) braziliensis en medio Schneider pH acido suplementado al 20%
y 10% SFB respectivamente, alcanzaron la fase estacionaria al 3er y 4to dia,
respectivamente, ambas especies presentaron un patrén de crecimiento similar que
puede estar asociado a su patogenicidad y alta virulencia de sus formas clinicas por

presentar lesiones mucosas y cutdneas en la selva amazénica mientras que L.(V.)
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peruviana presenta baja patogenicidad y virulencia manifestando solo lesiones cutaneas
benignas (Victoir et al., 2005, Gamboa et al., 2008 y Menezes, 2014).

Cortes et al., (2011) al comparar el crecimiento y comportamiento in vitro e in vivo de L.
(V.) braziliensis, L. (V.) peruviana e hibridos de ambos, encontré que L.(V.) braziliensis
presenta mayor plasticidad para tolerar cambios de temperaturas y/o condiciones de
cultivo a diferencia de L. (V.) peruviana, que presento una baja densidad de parasitos
por un crecimiento lento.

Por otro lado, Lemesre et al., (1988), al comparar la curva de crecimiento de distintas
especies de Leishmania en medios de crecimiento como GLSP, RPMI, LITR9, concluye
que concentraciones altas del indculo inicial, tiene una relacién directa con el incremento
de la division celular del parasito independientemente del medio utilizado, alcanzando
mas rapido la fase estacionaria con periodos cortos de la fase de latencia — logaritmica,
al parecer el pico de crecimiento del parésito depende de una concentracién minima de
algunos metabolitos del medio de cultivo que fueron secretados, procesados vy
excretados por los mismos parasitos.

La obtencion de promastigotes metaciclicos a pH acido en el medio de cultivo, generé
en nuestro estudio una poblacién heterogénea entre prociclicos y metaciclicos, con un
mayor porcentaje de este ultimo estadio en L. (V.) braziliensis y L.(L.) amazonenis. El
estudio reportado por Gamboa et al., (2008), demostr6 que los metaciclicos de
L.(V.)braziliensis y L.(V.) peruviana obtenidos a pH 5.5 a diferencia de un cultivo a pH
neutro, fueron resistentes a lisis por complemento, mas infectivos in vitro y generaron
lesiones en hamster post infeccion ala segunda semanay a la décimo cuarta semana
respectivamente.

El efecto téxico de AIPcCIS. en ensayos in vitro frente al estadio de promastigotes del
parasito de las tres especies de Leishmania esta directamente relacionada a la

concentracion del FS empleado; se evalué concentraciones de 25, 50, 75, 100, 200, 350
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UM del FS tomando como referencia el estudio de Amin et al., (2012) quien lo aplicé
sobre células neoplasicas, encontrando un efecto dosis dependiente y de toxicidad nula.
El efecto de la terapia en promastigotes se valoré mediante la prueba colorimétrica MTT,
por medicién de la actividad de la enzima mitocondrial deshidrogenasa de las células
viables sobre la sal tetrazolium, el cual es reducido a cristales de formazan (complejo
coloreado), resultando en una densidad Optica directamente proporcional a la cantidad
de células vivas (Ginouves et al., 2014). Mediante esta técnica se confirmé que las
concentraciones de 100, 200 y 350 uM AIPcCISs a una sola dosis de radiacion,
presentaron un mayor efecto citotoxico sin diferencias significativas entre ellas (p value
>0.05), por lo que se asume que 100 uM, es la concentracién limite de mayor actividad
fototdxica en promastigotes de las tres especies de Leishmania. Esto se puede deber a
qgue altas concentraciones de porfirinas y ftalocianinas tienden a formar agregados en
soluciones acuosas, alterando sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas en reacciones
de transferencia de energia, generando la disminucién del rendimiento cuantico y con
ello una baja produccién de oxigeno singulete (Harriman, et al.,1982; Giovannetti et al.,
2010,); otros trabajos como los realizados por Escobar et al., (2006), Akilov et al., (2009),
Pinto et al., (2011), emplearon concentraciones bajas de otras ftalocianinas como el de
Zinc, de aluminio tetrasulfatada, entre otros; la diferencia de las concentraciones
empleadas y su efectos, puede deberse a la naturaleza del compuesto empleado
(isébmeros distintos), la fluencia de irradiacion, el tiempo de exposicién del FS, factores
que hacen dificil su comparacion.

Las propiedades fisicoquimicas que influyen en la internalizacion celular de la AIPcCIS4
estan la carga molecular, el rendimiento cuantico de oxigeno singulete, la localizacién
subcelular y el grado de sulfonacion, este fendmeno fue demostrado en el estudio
realizado por Akilov et al., 2006, quienes correlacionaron la carga molecular del FS, con
la actividad bioldgica en L. mayor; concluyendo que los FS catidnicos de las familias

benzofenoxazinasto presentan mayor capacidad fototéxica en promastigotes de esta
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especie, debido a la carga negativa de la membrana superficial del promastigote. Asi
mismo, a mayor grado de sulfonaciéon aumenta la hidrofilicidad del compuesto, haciendo
que tenga mayor dificultad de atravesar la bicapa lipidica de la membrana celular del
parasito (Chan et al., 1997). En nuestro caso es posible que la carga anibénica del FS y
el grado de sulfonacion influyera en la entrada del compuesto, debido a ello
concentraciones de 25 uM, 50 uM, no tuvieron ningun efecto téxico (p value>0.05).

Se observé mayor sensibilidad de TFD- AIPcCIS, en promastigotes de L.peruviana, con
un efecto téxico continuo hasta las 96 horas post irradiacién a diferencia de las otras
dos especies de Leishmania, en el caso de los promastigotes de L. (V.) braziliensis 'y L.
(L.) amazonensis, el efecto tdxico alcanzé hasta las 48 horas, logrando una recuperaron
a partir de las 72 horas post tratamiento. Este resultado es similar al realizado por Pinto
et al., (2011), sobre L.(L.) mayor y L. (V.) braziliensis, quien afirma que la TFD, no es
suficiente para erradicar completamente a los parasitos, y que la efectividad del
tratamiento se evidencié mediante un mayor numero de dosis de radiacion.

El comportamiento distinto entre especies, puede estar ligada a mecanismos de
respuesta, donde cada una tiene caracteristicas moleculares y bioquimicas que define
su taxonomia, virulencia y refleja su sensibilidad a distintas drogas entre ellas a los
antimoniales pentavalente, (Arevalo et al., 2007). Se conoce que Leishmania posee
mecanismos enzimaticos de detoxificacibn como peroxidasas, protegiéndoles de
peréxido de hidrogeno, radicales hidroxilo y especies reactivas de nitrégeno. Sin
embargo, algunas especies de Leishmania carecen de estas enzimas que intervienen
en la eliminacién de las ERO, como se reporta con L. donovani donde los procesos de
detoxificacion del parasito son insuficientes para inactivar la gran cantidad de radicales
libres y/u oxigeno singulete producidos por la activacion de AIPcCIS. (Abok, et al., 1988).
En nuestro caso la TFD — AIPcCIS: ,mostré bajos indices de selectividad de
3,22;1,38;1,15, para promastigotes de L.(V.) peruviana, L.(V.) braziliensis, L.(L.)

amazonensis respectivamente, por lo tanto la célula hospedera DH82 como el parasito

61



fueron afectados por el tratamiento, similares resultados son reportados por Akilov et
al., (2007), quien sugiere mejorar la selectividad de los compuestos con biomoléculas
conjugadas al FS que dirija la ruta de internalizacion y aseguren la especificidad por el
parasito.

Al igual que Amin et al., (2011), la irradiacién de por si, no indujo efecto tdxico sobre las
células DH82, promastigotes y amastigote del parasito, ademas el FS sin exposicién a
luz no fue téxico en ninguna de las concentraciones empleadas. Esto concuerda con el
principio de la TFD, donde la aplicaciéon independiente del compuesto y la irradiacién no
generan efecto alguno sobre la viabilidad celular, a diferencia de la interaccién de los
tres componentes (FS, luz, oxigeno molecular), demostrando que la actividad del FS
depende de la presencia de luz, constituyendo un filtro para continuar con la siguiente
fase de estudio (Taylor et al., 2011; Aureliano et al., 2015).

Se determiné la carga de ADN parasitaria afectada por el tratamiento mediante PCR
cuantitativo (Ordofiez — Gutierres et al., 2009), dada su especificidad y sensibilidad, este
ensayo permite determinar el ADN parasitario total (nUmero de amastigotes), siendo una
limitacion al no discriminar entre parasitos vivos y muertos.

El efecto del compuesto fue detectado por esta metodologia a partir de las 72 horas,
donde altas concentraciones de AIPcCIS4 (200 uM), producen mayor muerte parasitaria
que es proporcional a una baja concentracion de ADN parasitario (donde los
amastigotes que sobrevivieron al tratamiento continuaron replicAndose) frente al control
de crecimiento (amastigotes que no se han visto alterados su capacidad de replicacion).
Sin embargo la reduccion de amastigotes fue menor al 50% para L. (V.) braziliensis y L.
(L.) amazonensis, esto podria deberse a una baja internalizacién del compuesto por
atravesar la membrana celular y del fagolisosoma antes de ubicar al amastigote
(Castano et al., 2004), mientras que la internalizacién en promastigotes se da por el
bolso flagelar (Asilian et al., 2016). Adicional a ello, el tiempo de vida de las ERO

producidos por AIPcCIS4, en nanosegundos (Aureliano et al., 2015) pudo haberse
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activado en compartimentos distintos al fagolisosoma y haber producido dafos a la
célula hospedera sin afectar al parasito intracelular (Castano et al., 2004).

Este fenédmero es también reportado por Dutta et al., 2005, quien evalu6 la TFD-AIPcCI
frente a ambos estadios (amastigote, promastigote) de L.(L.) amazonensis, afirmando
que el amastigote intracelular de L.(L.) amazonensis fue menos susceptible que el
promastigote, debido a un mecanismo antioxidante que obtiene de la célula hospedera.
Sin embargo dado los resultados morfoldgicos y la sensibilidad de la linea DH82 frente
a la TFD - AIPcCIS: (Figura 23, Figura 34) podria sospecharse que la muerte del
amastigote, se da como un efecto de la muerte de la célula hospedera.

Se evidencio alteraciones morfolégicas en ambas formas del parasito, en promastigotes
se visualiz6 pérdida de motilidad, fragmentacién citoplasmatica, perdida del kinetoplasto
y del flagelo, ya mencionado por Sousa et al., 2016, cuya pérdida de la estructura
fusiforme sugiere alteracion de los microtdbulos, propio de la membrana plasmatica
mientras que en los amastigotes; las alteraciones en las vacuolas citoplasmaticas,
ausencia de nucleo y kinetoplasto, podria sugerir un mecanismo apoptoético (Hernandez,
2010).

En nuestro estudio el SbY, tuvo mayor efecto que AIPcCIS4 en la inhibicion del parasito
intracelular que en los promastigotes, esto podria deberse a que su mecanismo de
muerte es distinto a la TFD por lo que actia como una pro droga dentro del fagolisosoma
del macréfago para ser reducida a su forma antimonial trivalente SB 1ll, forma activa con
actividad leishmanicida, (Frézard et al., 2014), sin embargo concentraciones muy altas

de 20000 uM, causan toxicidad celular muy similar al efecto que produce tritén al 0.01%.
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7. CONCLUSIONES

La TFD-AIPcCISs tuvo un efecto toxico sobre ambos estadios de especies de
L.(V.) peruviana, L.(V.) brazliensis y L.(L.) amazonensis. El efecto del
compuesto AIPcCIS.; depende de la concentracion empleada, la distancia de
exposicion a la irradiacion, la especie de Leishmaniay el estadio evaluado.

Leishmania (V.) brazilienzis y L.(L.) amazonensis muestran similares porcentaje
de promastigotes metaciclicos (73 — 69%), alcanzando la fase estacionaria al
quinto dia de cultivo y con mejor adaptacion al medio de crecimiento a diferencia
de L. (V.) peruviana que alcanzé la fase estacionaria al octavo dia con un bajo
porcentaje de promastigotes metaciclicos (45%) y una baja adaptacién al medio.

La evaluacion del efecto toxico de TFD-AIPcCISs realizada por 96 horas en
promastigotes y a la concentracion de 100 uM produjo mayor porcentaje de
muerte de promastigotes para L.(V.) peruviana, L.(V.) braziliensis y L.(L.)
amazonensis con un IC50 de 75,4 um +3,18; 175,2 um £ 2,36; 211,1 um +2,50.
Sin embargo, las especies de L.(V.) braziliensis y L.(L.) amazonensis iniciaron
un proceso de recuperacion a partir de las 72 horas post tratamiento, a diferencia
de L. (V.) peruviana que fue més sensible al tratamiento y no presenté una fase
de recuperacion.

La TFD- AIPcCIS4, a una concentracion de 200 uM mostré mayor porcentaje de
reduccién de DNA parasitario frente al control en las tres especies de Leishmania
seguido de alteraciones en las vacuolas citoplasmaticas, ausencia de nucleo y

kinetoplasto, 72 horas después del tratamiento.
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8. RECOMENDACIONES

Este trabajo proporciona informacién de la actividad biolégica de AIPcCIS4 y su
efecto tdxico sobre promastigotes y amastigotes de las tres especies de
Leishmania. Dada la solubilidad del compuesto podria evaluarse nuevas
formulaciones (peliculas conjugadas con el compuesto, liposomas y
nanoparticulas), y otras vias de inoculacién que mejoren la selectividad por el
parasito y eviten dafnos en la célula.

Debido a que en este ensayo in vitro, tanto la linea celular DH82 como el
parasito fueron afectados a una radiacién continia en toda su dimension, para
ensayos in vivo, podria controlarse la aplicacion de la luz, restringiendo el efecto
de la TFD, al sitio donde se administr6 el fotosensilizador y a varias dosis de

radiacion.
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10. ANEXO

Estandarizacion en la obtencion de promastigotes metaciclicos por purificacion
con Lectina Peanut Hiporachis Hypogea y demostracion de su virulencia
infectando Mesocricetus auratus

Metodologia

1.- Se colecté cultivos de cepas de Leishmania (V.) braziliensis, L.(L.) después de 4 dias
a pH 5.5y se llevd a una concentraciéon de 1*108 parasitos/mL.

2.- Se prepar6 100 pyg/mL de lectina Peanut Hiporachis Hypogea (Sigma) disuelto en
PBS y se incorpord volumen/volumen, con la suspension de parasitos preparado
inicialmente.

3.- Se incubb por 45 minutos y se centrifugé a 1100 rpm por 5 minutos, finalmente se
colect6 el sobrenadante y se hizo el conteo de promastigotes metaciclicos, ademas de
sacar una alicuota para ver la morfologia por tincién Giemsa.

4.- Se infectaron las cepas en hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) de 6 semanas
de edad, que fueron previamente codificados y marcados.

5.- Los hamsters fueron infectados intradérmicamente en la almohadilla plantar y en las
fosas nasales a una concentraciéon de 1 x 108 promastigotes en 100 uL de PBS. La
evolucién de las lesiones fue monitoreada semanalmente para observar aparicién de la
induracion y ulceras, previamente anestesiados via intraperitonial o intramuscular (40
mg de lidocaina por kg de peso del animal).

Resultados
Se obtuvo 85% de promastigotes metaciclicos por medio de separacion con lectina,
frente a un 65% de promastigotes metaciclicos por cultivo a medio Schneider pH 5.5.

Cultivo de Promastigote a pH 5.5. Cultivo de Promastigote purificados con
lectina

Infeccion en Hamsters Mesocricetus auratus

Observacion de fotografias. Aparicion de lesiones en almohadilla plantar superior e
inferior a partir de 1 mes y tres semanas, confirmacion de parasitos, por frotis de
lesiones y cultivo de las mismas.

72



ANALISIS ESTADISTICO DE PROMASTIGOTES

ANOVA UNIFACTORIAL

Coefficients:

Estimate 5td. Error t wvalus Bri=|T|2

[Intercept) 11G. 7EEEGE 1.56200 74.743 < 2a-16 ==+
blogque[T.100] -25. 14E7 0D 1. 74637 -14.401 < Za-1lf ===
blogue[T.100C] -30. 55161 1. 74637 -17.494 < Ze-1f ===
blogue [T, 200] -28. 33907 1.746837 -16.227 < 28-16 *-*
blogue [T. 20000c ] -95. 63776 1.74637 -54. 764 < 2a-1f =+
blogue [T, 200c] -37.13271 1.74637 -21.263 < 2a-16 *++*
blogue[T. 25] -4,15916 1.74637 -2.362 0. 017368 *
bTogue [T, 350] -28. FROE3 1.74637 -16.463 < 2a-16 ==+
bTlogue[T. 50] =10. 72226 1.74637 -6.140 0O.0000RX00LI07T ==
blogualT. 75] -16. 75953 1.74637 -D.597 < 2e-1lg *o=*
parasito[T.L. (V. ) hpasiliepnsis] -3. 27060 0. 95652 -3.419 O, D0DE4E *o*
parasitolT.L. (V. ) peruviana] -13.EEEET 0.BEGEZ -14.182 < Ze-1g ==«
horas [T. 48] -1. 47877 1.104E0 -1.338 0. 180830
haras [T.72] =-1.19440 1.10450 -1.081 0. 279705
horas [T.96] -0, D7349 1.10450 -0.0687 0. 346956
tipelT.l=con Tuz] -20. 91347 0. 73100 -26.77E < 2e-16 ===
sigpif. codes: o '+++* p,001 "*~" 0,01 °"*" 0.OE '." 0.1 ' ' 1

Residual standard error: 14.82 on 1424 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.784, Adjusted R-squared: 0.7817
F-statistic: 344.6 on 15 and 1424 DF, p-value: < 2.2e-16.

Conclusiones y recomendaciones en término del enunciado.

H,: . 0, No existe diferencia de interaccién entre los parasitos irradiados (con luz o sin
ij
luz) y las concentraciones segun las horas de lectura
H, :algun 0,-,- Existe diferencia de interaccién entre los parésitos irradiados (con luz o

sin luz) y las concentraciones segun las horas de lectura

Se ha encontrado suficiente evidencia estadistica para rechazar la hipétesis planteada por lo
tanto existe diferencia de interaccién entre los parasitos irradiados (con luz=1 o sin luz=0) y las
concentraciones segun las horas de lectura. Segun el nivel de significancia, se analizara las
especies cuando se encuentran irradiados con luz.

Figura 1: Viabilidad vs nivel de irradiacién segun las especies de parasitos
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Residuals vs Fitted
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Variance Score Test

A un nivel de significancia del 1%, se acepta la hipdtesis de normalidad y de variancia
homogenea; es decir los errores tienden a una distribucién normal y de variancia constante.

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:tiempo 271.309 3 [90.4363 0.76 0.5175
B:parasito 12953.1 2 |6476.53 54.76 0.0000
C:concentracién 38697.1 6 |6449.52 54.54 0.0000
RESIDUOS 8514.9 72 1118.263

TOTAL (CORREGIDO) 60436.4 83

Tabla 1: Analisis de Varianza para viabilidad - Suma de Cuadrados Tipo il
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de viabilidad en contribuciones debidas a varios
factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucién
de cada factor se mide eliminando los efectos de los demads factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que
0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre viabilidad con un 95.0%

de nivel de confianza.

74




Figura 3: ANOVA grafico para viabilidad

ANOVA Grafico para viabilidad
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Analisis de Varianza para viabilidad - Suma de Cuadrados Tipo i
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:tiempo 271.309 3 90.4363 2.77 0.0557
B:parasito 12953.1 2 6476.53 198.20 0.0000
C:concentracién 38697.1 6 6449.52 197.37 0.0000
INTERACCIONES
AB 2508.58 6 418.097 12.79 0.0000
AC 1908.48 18 106.027 3.24 0.0013
BC 2921.47 12 243.456 7.45 0.0000
RESIDUOS 1176.37 36 32.6769
TOTAL (CORREGIDO) 60436.4 83

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de viabilidad en contribuciones debidas a varios
factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucién
de cada factor se mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 5 valores-P son menores que
0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre viabilidad con un 95.0%
de nivel de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para viabilidad por tiempo
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tiempo | Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
24 21 65.8836 1.24742 X
48 21 68.2541 1.24742 XX
72 21 70.082 1.24742 X
96 21 70.3991 1.24742 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

24 - 48 -2.3705 3.57779

24 -72 * -4.19841 3.57779

24 - 96 * -4.51546 3.57779

48 -72 -1.82791 3.57779

48 - 96 -2.14496 3.57779

72 -96 -0.317048 3.57779

* indica una diferencia significativa.
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Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias
estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 2 pares indica
que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de
confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente
para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher.  Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Figura 4: Gréafico de medias segun el tiempo evaluado
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Pruebas de Multiple Rangos para viabilidad por concentracion

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
honestamente significativa (HSD) de Tukey.

Concentracion Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

350 12 44.7875 3.1393 X

200 12 44.8246 3.1393 X

100 12 49.8519 3.1393 X

75 12 67.1434 3.1393 X

50 12 80.7959 3.1393 X

25 12 93.1797 3.1393 XX

0 12 100.0 3.1393 X

Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites

0 - 25 682028 134663 Medias y 95.0% de Fisher LSD

0-50 * 19.2041 13.4663

0-75 * 32.8566 13.4663 —_ =
0-100 * 50.1481 13.4663

0 - 200 * |55.1754 13.4663 wf g ]
0 - 350 * 55.2125 13.4663 - 1

25 - 50 12.3839 13.4663 .0 . 1
25-75 * 26.0363 13.4663 z

25-100 * 43.3278 13.4663 ol k3 1
25 - 200 * 48.3551 13.4663 - 1
25 - 350 * 48.3923 13.4663 . T
50 - 75 : 13.6524 13.4663 e
50 - 100 * 30.9439 13.4663 concentracion

50 - 200 * 35.9713 13.4663 Grafico de medias segun fa concentracion
50 - 350 * 36.0084 13.4663
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75-100 * 17.2915 13.4663
75 - 200 * 22.3189 13.4663
75 - 350 * 22.356 13.4663
100 - 200 5.02732 13.4663
100 - 350 5.06446 13.4663
200 - 350 0.0371361 13.4663

* indica una diferencia significativa.

Podemos determinar que las concentraciones 100, 200 y 350 presentan la misma efectividad, es
decir entre ellas no hay diferencia significativa.

ANOVA MULTIFACTORIAL - VIABILIDAD CON PARASITOS IRRADIADOS

Variable dependiente: viabilidad
Factores:

Tiempo de lectura (72)

Parasito (3 especies)

Concentraciones preparadas de AIPcCISs (100 pM, 200 pM) vs las concentraciones
comerciales Sb¥ (100 uM, 200 puM)

Numero de casos completos: 36

Analisis de Varianza para viabilidad - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:parasito 2158.62 2 1079.31 9.61 0.0135
B:concentracién 1455.16 3 485.052 4.32 0.0605
RESIDUOS 673.602 6 112.267

TOTAL (CORREGIDO) 4287.38 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Figura 2: Diagnéstico de supuestos

77



concentracion

parasito

tiempo

Residuos
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Pruebas de Multiple Rangos para viabilidad por concentracion a tiempo 24 hrs.

Analisis de Varianza para viabilidad - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:parasito 327.638 2 |163.819 10.75 0.0104

B:concentracion 3315.41 3 1105.14 72.49 0.0000

RESIDUOS 91.4709 6 15.2451

TOTAL (CORREGIDO) 3734.52 11

Método: 95.0 porcentaje LSD

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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concentracion Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
200 3 38.9795 2.25427 X
100 3 41.5542 2.25427 X

2 3 68.7179 2.25427 X

1 3 77.1289 2.25427 X
Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites

1-2 * 8.41099 7.80081

1-100 * 35.5748 7.80081

1-200 * 38.1494 7.80081

2-100 * 27.1638 7.80081

2-200 * 29.7384 7.80081

100 - 200 2.57461 7.80081




* indica una diferencia significativa.
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Por comparacién de medias, después de24 horas post radiacion hay una diferencia de medias
entre las concentraciones altas de AIPcCIS4 (100 pM, 200 uM) frente al SBv, mientras que a 72
horas, ambos compuestos tendrian el mismo efecto, (en ambos se da una recuperacion del
parasito).

ANALISIS DE AMASTIGOTE INTRACELULAR

Variable dependiente: NUmero de amastigotes intracelular o ADN parasitario

Factores:

Concentraciones preparadas

Parasitos (3 especies)
Tiempo de lectura (0 — 72 horas).

Prueba de Normalidad por Shapiro:

BO B72 PO P72 A0 AT72

C w g 895336 | 0.9127600 | 0.9815164 | 0.9335181 | 0.8925808 | 0.9801866
p-value | 0.408267 | 0.4548014 | 0.9108568 | 0.60753112 | 0.3951491 | 0.9524816

T50 w 0. 8931 950 | 0.981889 | 0.7822217 | 0.9818894 | 0.9732353 | 0.9818894
p-value | 0.392186 | 0.9605550 | 0.0739726 | 0.96055496 | 0.8614037 | 0.9605550

T75 w 0.934011 | 0.944838 | 0.8181725 | 0.9739969 | 0.9050807 | 0.9130500
p-value | 0.618171 | 0.6983698 | 0.1390061 | 0.91812662 | 0.4567311 | 0.4567636

T10 w 0.945317 | 0.9199447 | 0.9925343 | 0.9818894 | 0.8969805 | 0.9575422
0 p-value | 0.686996 | 0.5049626 | 0.9700710 | 0.96055496 | 0.4162162 | 0.8006124
T20 w 0.924776 | 0.9979678 | 0.9872616 | 0.8095671 | 0.8909995 | 0.9385001
0 p-value | 0.564051 | 0.9997493 | 0.9430563 | 0.07153049 | 0.3877414 | 0.6471384
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SBV w

0.9145295

0.9523068

0.8179303

0.7466674

0.9489217

0.9771459

200

p-value

0.506726

0.758916

0.1384580

0.01847539

0.7093876

0.9365231

Prueba de homogeneidad de varianza por Bartlet ( chi-squared (0.95,5) )= 11.0705

BO B72 PO P72 A0 A72
K-squared 3.065673 | 7.397509 | 2.254185 39.881264 2.447565 6.731975
P-value 6.896e-01 | 1.923e-01 | 8.1298e-01 | 1.5780e-07 | 7.8437e-01 | 2.4134e-01
Prueba de homogeneidad de varianza por levene (menor efecto de la normalidad), F-value
(0.95,5,5) = 5.050329
BO B72 PO P72 A0 A72
F 1.875630 2.089422 2.098429 2.599336 1.205660 1.588307
Pr 0.14884366 | 0.0943897 | 0.11276554 | 0.0455420 0.34609986 0.19358989
Dado que tiene una distribucion no normal se aplicé Krukal wallis comparaciones
multiples.
(p> 0.05) Ho: Hipdtesis nula: medianas son iguales, los grupos pertenecen a una misma
poblacion
(P<0.05) Hi: Hipotesis alternativa: medianas no son iguales y hay diferencias

Leishmania (V.) braziliensis

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

d2$grupos 5 620.9 124.18 71.38 9.69e-16 ***

Residuals 30 522 1.74

Signif. codes: 0 ***’ 0.001 ** 0.01 ™" 0.05"'" 0.1 " 1

Tratamiento | signif.level | dif.com.obs.dif | dif.com.critical.dif | dif.com.diffe |P value
C-5200 0.05 26.3333333 17.8541213 | TRUE 0.00000
C-T100 0.05 14.5 17.8541213 | FALSE 0.0000029
C-T200 0.05 19.1666667 17.8541213 | TRUE 0.000000
C-T50 0.05 1.33333333 17.8541213 | FALSE 0.6251573
C-T75 0.05 6.66666667 17.8541213 | FALSE 0.0111643
S200-T100 0.05 11.8333333 17.8541213 | FALSE 0.00000
S200-T200 0.05 7.16666667 17.8541213 | FALSE 0.00250
S5200-T50 0.05 25 17.8541213 | TRUE 0.004623
S5200-T75 0.05 19.6666667 17.8541213 | TRUE 0.000000
T100-T200 0.05 4.66666667 17.8541213 | FALSE 0.0004198
T100-T50 0.05 13.1666667 17.8541213 | FALSE 0.0002172
T100-T75 0.05 7.83333333 17.8541213 | FALSE 0.0509838
T200-T50 0.05 17.8333333 17.8541213 | FALSE 0.000000
T200-T75 0.05 12.5 17.8541213 | FALSE 0.000000
T50-T75 0.05 5.33333333 17.8541213 | FALSE 0.3164461
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Concentraciones de TFD- 100. TFD-200, SBY 200 tienen un efecto sobre amastigote intracelular.

Leishmania (V.) peruviana

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

d2$grupos

Residuals 30 27.8 0.93
Signif. codes: 0 *“*** 0.001 *** 0.01 *’ 0.05 ‘" 0.1 “’ 1

5 347.0 69.40 74.97 4.94e-16 ***

row.names | signif.level | dif.com.obs.dif | dif.com.critical.dif | dif.com.diff P value
C-S200 0.05 27.8333333 17.8541213 | TRUE 0.00000
C-T100 0.05 15.6666667 17.8541213 | FALSE 0.0001034
C-T200 0.05 21.8333333 17.8541213 | TRUE 0.000000
C-T50 0.05 3.5 17.8541213 | FALSE 0.9994858
C-T75 0.05 8.16666667 17.8541213 | FALSE 0.0967746
$200-T100 0.05 12.1666667 17.8541213 | FALSE 0.00000
S200-T200 0.05 6 17.8541213 | FALSE 0.00000
$200-T50 0.05 24.3333333 17.8541213 | TRUE 0.00000
S200-T75 0.05 19.6666667 17.8541213 | TRUE 0.0000328
T100-T200 0.05 6.16666667 17.8541213 | FALSE 0.0387922
T100-T50 0.05 12.1666667 17.8541213 | FALSE 0.0000422
T100-T75 0.05 7.5 17.8541213 | FALSE 0.1144557
T200-T50 0.05 18.3333333 17.8541213 | TRUE 0.000000
T200-T75 0.05 13.6666667 17.8541213 | FALSE 0.000000
T50-T75 0.05 4.66666667 17.8541213 | FALSE 0.047817

P>0.05, no existe diferencia significativa entre las medianas .Concentraciones de TFD- 100.
TFD-200, SBY 200 tienen un efecto sobre amastigote intracelular

Leishmania (L.) amazonensis

Df Sum Mean Sq F value Pr(>F)

D2%grupos 5 921.7 184.35 109.2 <2e-16***

Residuals 30 50.7 1.69

row.names | signif.level | dif.com.obs.dif | dif.com.critical.dif | dif.com.diff P value
C-5200 0.05 26.3333333 17.8541213 | TRUE 0.0000
C-T100 0.05 13.8333333 17.8541213 | FALSE 0.0001755
C-T200 0.05 19.6666667 17.8541213 | TRUE 0.0000003
C-T50 0.05 0.16666667 17.8541213 | FALSE 0.9574640
C-T75 0.05 8.33333333 17.8541213 | FALSE 0.1464984
S200-T100 0.05 12.5 17.8541213 | FALSE 0.0000000
S200-T200 0.05 6.66666667 17.8541213 | FALSE 0.0000000
S200-T50 0.05 26.5 17.8541213 | TRUE 0.0000000
S200-T75 0.05 18 17.8541213 | TRUE 0.0000000
T100-T200 0.05 5.83333333 17.8541213 | FALSE 0.1894201
T100-T50 0.05 14 17.8541213 | FALSE 0.0017628
T100-T75 0.05 5.5 17.8541213 | FALSE 0.1109987
T200-T50 0.05 19.8333333 17.8541213 | TRUE 0.0000024
T200-T75 0.05 11.3333333 17.8541213 | FALSE 0.002560
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T50-T75 0.05 8.5 17.8541213 | FALSE 0.5464827

P>0.05, no existe diferencia significativa entre las medianas. Concentraciones de TFD- 100. TFD-
200, SBY 200 tienen un efecto sobre amastigote intracelular.

Dado que en los tres grupos aparece una diferencia significativa, procedemos a comparar por
pareja entre los tratamientos para saber cuales tienen mayor o menor toxicidad por el test de
Dunns.

TEST DE DUNNS

(p> 0.05) Ho: Hipdtesis nula: no hay diferencia significativa entre los grupos
(p< 0.05) H.: Hipdtesis alternativa: si hay diferencia significativa entre los grupos.

L.(V.) braziliensis
data: x and group
Kruskal-Wallis chi-squared = 29.5465, df = 5, p-value =0

Col Mean-|
Row Mean | C S200 T100 T200 T50

S200 | q=4.329173
p= 0.0000*
T100| g=2.383785 q=-1.945388
| p=0.0086* p= 0.0259
T200| g=3.150980 p=-1.178192 p=0.767195
| p=0.0008* @=0.1194 g=0.2215
T50| q=0.219198  q=-4.109974 q=-2.164586 q= -2.931781

p=0.4132 p=0.0000* p=0.0152*  p=0.0017*
T75| q=1.095993 q=-3.233180 q=-1.287792 q=-2.054987 q=0.876794
| p=0.1365 p=0.0006* p=0.0989 p=0.0199*  p=0.1903

TFD 100 — TFD 200, al tener un valor de q positivo, indica que T 100 tiene mas ADN parasitario
que T- 200, por ende T 200 es mas tdxico.

S200 tiene un valor de g negativo, indicando que S 200 tiene menos ADN parasitario que TFD-
100, TFD-200, por lo que tiene mayor toxicidad.

L.(V.) peruviana
data: x and group
Kruskal-Wallis chi-squared = 31.7669, df = 5, p-value =0
Comparison of x by group
(No adjustment)
Col Mean-|
RowMean| C S200 T100 T200 T50

S200| g= 4.57606
| p= 0.0000*
T100| q=2.575749 q=-2.000316
| p=0.0050* p= 0.0227*
T200| q=3.589608 g=-0.986457 q=1.013858
| p=0.0002* p=0.1620  p=0.1553
T50| 0=0.575433 q=-4.000632 q=-2.000316 q=-3.014175
| p=02825  p=0.0000*  p= 0.0227* p=0.0013"*
T75| q=1.342678 =-3.233388 q=-1.233071 (Q=-2.246930 q= 0.767244
| p=0.0897  p=0.0006*  p=0.1088 p=0.0123* p=0.2215

TFD 100 — TFD 200, al tener un valor de q positivo, indica que T 100 tiene mas ADN parasitario
que T- 200, por ende T 200 es mas tdxico.

S200 tiene un valor de g negativo, indicando que S 200 tiene menos ADN parasitario que TFD-
100, TFD-200, por lo que tiene mayor toxicidad.
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L.(V.) amazonensis
data: x and group
Kruskal-Wallis chi-squared = 30.8318, df = 5, p-value = 0
Comparison of x by group
(No adjustment)
Col Mean-|
Row Mean | C S200 T100 T200 750

S200/ qg=4.329173
/ p= 0.0000*
T100| Q=2.274185 @=-2.054987
| p=0.0115* p=0.0199*
T200| =3.233180 q=-1.095993 @=0.958994
| p=0.0006*  p=0.1365 p=0.1688
T50|  g=-0.027399 q=-4.356573 q=-2.301585 q=-3.260579
| p=0.4891  p=0.0000*  p=0.0107* p=0.0006*
T75| q=1.369991 @=-2.959181 @=-0.904194 q=-1.863188 @=1.397391
/ P=0.0853 p=0.0015*  p=0.1829  p=0.0312 p=0.0811

TFD 100 — TFD 200, al tener un valor de q positivo, indica que T 100 tiene mas ADN parasitario
que T- 200, por ende T 200 es mas toxico.

S200 tiene un valor de g negativo, indicando que S 200 tiene menos ADN parasitario que TFD-
100, TFD-200, por lo que tiene mayor toxicidad.
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