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Resumen

En el presente trabajo se determino
la susceptibilidad in vitro de 27 cultivos
de promastigotes de Leishmania adapta-
dos in vitro a partir de aislados de lesio-
nes cutaneas de pacientes que asistieron
a los laboratorios del INLASA. Los antipa-
rasitarios evaluados fueron Anfotericina-B,
Miltefosina y los Alcaloides Totales de Ga-
lipea longiflora. Los resultados muestran
un amplio rango de susceptibilidad de los
diferentes aislados de L.m.amazonensis y
L.b.braziliensis con CI,, para Anfotericina-
B entre 0.06-0.42pg/mL y 0.03-0.41pg/mL,
y para Miltefosina Cl  entre 1.67-12.93pg/
mLy 1.25-21.17pg/mL y finalmente para los
Alcaloides de Galipea longiflora Cl, entre
14.4-39.55pg/mL y 6-22.05pg/mL, respecti-
vamente. De esta manera el método colo-
rimétrico XTT-PMS muestra cepas circulan-
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Abstract

This paper presents research results in
determining the in-vitro susceptibility of 27
Leishmania promastigote cultures adapted
to in-vitro conditions from skin lesion sam-
ples of patients lending assistance to INLA-
SA laboratories. Antiparasitic activity was
measured in the following: Amphotericin B,
Miltephosine, and the total alkaloids pres-
ent in Galipea longiflora. Results using IC_
show that the various isolated strains of
L.m.amazonensis and L.b.braziliensis show
a wide spectrum of susceptibility to Am-
photericin B, from 0.06-0.42pg/mL to 0.03-
0.41pg/mL; to Miltephosine, from 1.67-
12.93pg/mL to 1.25-21.17pg/mL; and to the
total alkaloids of Galipea longiflora, from
14.4-39.55pg/mL to 6-22.05pg/mL respec-
tively. Application of the XTT-PMS colorim-
etry method reveals strains of Leishmania in
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tes de Leishmania con un amplio rango de
susceptibilidad in vitro. Asi L.b.braziliensis
frente a Anfotericina-B presento mayor dis-
persion mostrandonos Cl_ de hasta 14 veces
superior en relacion al mas sensible, frente
a Miltefosina un dispersién de CI_ de has-
ta 17 veces mas respecto al mas sensible y
solo de 3 veces mas al tratarlos con los al-
caloides de Galipea longiflora, dispersién de
datos que podria reflejar reportes anteriores
al tratar esta enfermedad en Bolivia. El mé-
todo colorimétrico es una herramienta im-
portante para determinar la susceptibilidad
a los antiparasitarios utilizados en Bolivia.

circulation with a wide spectrum of in-vi-
tro susceptibility. L.b.braziliensis showed a
wide IC_, dispersal with Amphotericin B, up
to 14 times greater than the most sensitive
strain; Miltephosine showed an IC, disper-
sal up to 17 times greater than the most sen-
sitive strain; whereas the alkaloids of Gal-
ipea longiflora showed an IC_ dispersal of
only 3 times greater than the most sensi-
tive strain. This dispersal data is congruent
with previous research regarding the treat-
ment of Leishmaniosis in Bolivia. Colorim-
etry techniques are an important tool in
determining susceptibility to antiparasitics

used in Bolivia.
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INTRODUCCION

Las Leishmaniasis son un grupo de enfermedades transmitidas por vecto-
res que causan diferentes enfermedades por distintas especies de Leishma-
nia y estan presentes en todos los continentes habitados. Se estima que alre-
dedor de 12 millones de personas estan actualmente infectadas, mas de 350
millones viven en zonas de riesgo y 2 millones de nuevos casos se producen
cada ano (Wert et al., 2011).

En Bolivia, aproximadamente 800.000 individuos se encuentra en alto ries-
go de enfermar con leishmaniasis (Mollinedo, 2007), donde se administra
como tratamiento los antimoniales pentavalentes (SbV), Anfotericina-B, pen-
tamidina y recientemente se introdujo la miltefosina (Soto et al., 2008 ; Soto
et al., 2006), la actividad de estos compuestos varia de acuerdo a la especie
de Leishmania involucrada. El mal uso de los medicamentos y la mala admi-
nistracion ya sea por bajas dosis y tratamientos discontinuos son unas de las
razones que llevan a fallas terapéuticas y aparicion de formas de resistencia
(Gil et al., 2007) como es el caso del glucantime, que se encuentra bien do-
cumentado en paises como la India (Osorio et al., 2005 ; Nascimento-Zauli et
al., 2010), y en Bolivia con un 10% de falla en el tratamiento, (Bermudez et al.,
2006) a su vez también se observa una disminucién de la sensibilidad al tra-
tamiento de la Anfotericina B el cual fue reportado en cepas de pacientes to-
mados tras varias recaidas al tratamiento (Croft et al., 2006), lo mismo sucede
en pacientes con L.visceral coinfectados con VHI (Koert et al., 2011) y se ten-
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dria una cura de solo del 50% de pacientes con L.mucosa en un ensayo reali-
zado en Palos Blancos—-Bolivia (Soto et al., 2007).

Por otro lado existen reportes del uso de Miltefosina al tratar paciente con
L.cutanea en Bolivia con un 70% de cura (Soto et al., 2008) y al tratar pacientes
con L.mucosa leve el 83% de cura y solo el 53% en L. mucosa grave (Soto et al.,
2007). Por lo mencionado y ante la carencia de estudios al respecto se hace pa-
tente el determinar la susceptibilidad in vitro de las cepas circulantes en Bolivia
a través de un método semicuantitativo frente a los antiparasitarios convencio-
nales utilizados para esta enfermedad, teniendo de esta forma un esquema de
susceptibilidad in vitro antes de iniciar un determinado tratamiento, evitando asi
el uso de un medicamento que muestre poca susceptibilidad in vitro y su posi-
ble posterior fallo terapéutico y asi poder escoger terapias alternativas.

Se utilizaron 27 cepas de Leishmania, aisladas en el Instituto Nacional de La-
boratorios de Salud — INLASA a través de aspirado de lesion con jeringa como
parte del procedimiento de diagnostico clinico, la muestra obtenida se inoculo
en medio difasico NNN suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF), el
cual fue incubado a 26°C y asi obtener los promastigotes de Leishmania, final-
mente se inoculo los promastigotes obtenidos a medio Scheneider suplementado
con 10% de SBF para obtener poblaciones parasitarias adecuadas para los ensa-
yos de susceptibilidad in vitro. Las cepas de referencia utilizadas fueron (Tabla 1)

Género y especie Nombre de la cepa
Leishmania amazonensis clonl MHOM/BR/76/LTB-012
Leishmania braziliensis M2904 C192 RJA

Y las cepas del INLASA que pertenece al complejo L. mexicana amazonensis
fueron: INL-296-10, INL-JTD-09, INL-371-10, INL-377-10, INL-097-10, INL-297-
09, INL-386-10, INL-153-10, INL-001-10, FLA-09, INL-435-10, y las que perte-
necen al L.braziliensis braziliensis fueron INL-452-10, INL-264-10, INL-329-10,
INL-396-10, IIFB-01-AS, INL-436-10, INL-011-10, INL-065-10, INL-414-10, INL-
051-10, INL-448-10, INL-012-10, INL-367-10, INL-298-10, INL-366-10, INL-413-10.

Los, medicamentos evaluados fueron Anfotericina-B (ANFOTERICIN-
CRISTALIA), Miltefosina (IMPAVIDO), y los Alcaloides Totales de Galipea lon-
giflora (CAT).

La Anfotericina B se diluyo en Medio Scheneider donde a partir de una so-
luciéon madre (Img/mL) se realizaron diluciones seriadas en concentraciones
de 0.62 hasta 0.01pg/mL, preparado previo a su uso.
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También se preparo una solucion madre de Miltefosina 10mg/mL al igual
que CAT utilizando DMSO (GC-Sigma-Aldrich) como solvente, a partir de
esta solucion se realizaron diluciones seriadas desde 100 hasta 1,5pg/mL, las
concentraciones de DMSO fueron < al 1%.

Se tomé 20pL de un cultivo in vitro de promastigotes de Leishmania (solucion ma-
dre) y se deposito en 180pL de glutaraldehido (5%) para fijar los parasitos y poderlos
contar en camara de Neubauer. Se ajusté la poblacién a 3x10° parasitos/mL con me-
dio Schneider (pH=6.2) al 10% de SBF, para luego distribuirlos en placas de 96 po-
zos (Nunc) en un volumen de 100pL (Giménez et al., 2005). A continuacién se proce-
di6 a anadir las distintas concentraciones de los antiparasitarios en volumen similar
al de los parasitos, se diseii6 un blanco para cada concentracion de las drogas asi por
ejemplo 100pL medio Schneider mas 100pL de la concentracion de drogas en estu-
dio. Se realiz6 ademas un control de parasitos mas DMSO al 1% (concentracién no
toxica para los parasitos), para evaluar la viabilidad, ademas se coloco en cada placa
y como controles las cepas de referencia frente a las distintas drogas en estudio. Las
placas se incubaron durante 72 horas a 26°C.

Luego de 72 horas de incubacién a 26°C se procedi6 a la determinacion
del Cl, mediante el método colorimétrico XTT-PMS previamente descrito
por Cornelly.et.al (Salamanca et al., 2008) donde el analisis de datos fue rea-
lizado en Microsoft Excel programa 2003 transformando las absorbancia a
porcentaje de viabilidad de los parasitos, donde el 100% representa la absor-
bancia del control de parasitos sin extracto La conversion del porcentaje de
viabilidad a su correspondiente valor de Cl_, que se realiz6 por funcion de
tendencia lineal que ajusta la recta calculada por el método de los minimos
cuadrados a los valores de las matrices Y= porcentaje de inhibicién y X = con-
centracion de la droga, devolviendo los valores de Y=50% de inhibicion a su
respectivo valor de X (Cornelly et al., 2003).

Todas las muestras fueron obtenidas de pacientes que cursaban con leish-
maniasis cutanea, quienes procedian de diferentes zonas del departamento de
La Paz excepto INL-JTD-09 y INL-FLA-09 que procedian del departamento Beni.

Luego de un periodo de adaptacion de los promastigotes aislados de las le-
siones al Medio Schenider, se trabajo con todos los aislados puesto que todos
se adaptaron muy bien al nuevo medio, teniendo asi poblaciones ideales de
trabajo (3x10°Parasitos/mL) para realizar los ensayos de susceptibilidad in vitro.

En todos los experimentos las cepas de referencia se evaluaron en parale-
lo con los aislados, asi se procedio al ensayo de susceptibilidad in vitro de las
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cepas identificadas molecularmente como Leishmania.mexicana.amazonen-
sis y L. braziliensis.braziliensis (Cardenas et al., 2011) frente a Anfotericina B,
Miltefosina y Alcaloides totales de Galipea longiflora como muestra la Tabla 2

Tabla 2. Susceptibilidad in vitro de promastigotes de Leishmania.m.amazonensis y L.b.braziliensis
frente a Anfotericina-B, Miltefosina y Alcaloides de G.longiflora

Anfotericina B Miltefosina Alcaloi('ies de

Cepa Codigo Complejo Especie G.longiflora
CL ng/mL CL ng/mL (I, ng/mL

MX INL-296-10 mexicana amazonensis 0,22+0,07 2,93+0,40 15.1+4.17
MX INL-JTD-09 mexicana amazonensis 0,16+0,05 2.53+0,06 16,1345,47
MX INL-377-10 mexicana amazonensis 0,31+0,12 3,8+1,69 15,5545,02
MX INL-371-10 mexicana amazonensis 0,4+0,14 5,95+0,21 39,55+0,35
MX INL-097-10 mexicana amazonensis 0,20+0,06 2,3+0,27 14,4+6,22
MX INL-297-09 mexicana amazonensis | 0,42+0,007 3,5+1,27 38,1545,16
MX INL-386-10 mexicana amazonensis 0,06+0,02 12,93+4,94 16,95+3,18
MX INL-153-10 mexicana amazonensis 0,26+0,01 2,3340,52 20,83+2,55
MX INL-001-10 mexicana amazonensis 0,26+0,02 1,67+0,72 20,9+2,2
MX FLA-09 mexicana amazonensis 0,41+0,03 2,6+0,2 19,63+2,80
MX INL-435-10 mexicana amazonensis 0,41+0,16 2,55+0,5 16,1345,62
Control | LA 0,21+0,06 10,45+1,4 19,5445,5
BZ INL-452-10 braziliensis braziliensis 0,12+0,02 5,7+¢1,11 6+0,14
BZ INL-264-10 braziliensis braziliensis 0,03+0,007 5,5+0,70 6,57+1,76
BZ INL-329-10 braziliensis braziliensis 0,040,001 8,65+1,77 9,85+1,5
BZ INL-396-10 braziliensis braziliensis 0,14+0,001 1,25+0,07 10,17+0,46
BZ ITFB-01-AS braziliensis braziliensis 0,25+0,007 2,35+0,35 8,47+2,56
BZ INL-436-10 braziliensis braziliensis 0,06+0,006 11,93+1,62 7,4743,41
BZ INL-011-10 braziliensis | braziliensis 0,41+0,14 4,5+1,39 7,33+1,19
BZ INL-065-10 braziliensis braziliensis 0,10+0,03 2,65+0,50 15,3+4,16
BZ INL-414-10 braziliensis | braziliensis 0,39+0,13 16,9+6,42 21,4745,21
BZ INL-051-10 braziliensis braziliensis 0,11+0,01 15,4+6,78 8+2,55
BZ INL-448-10 braziliensis | braziliensis 0,14+0,09 11,2+0,14 12,65+3,46
BZ INL-012-10 braziliensis braziliensis 0,2+0,08 7+3,2 22,05+4,31
BZ INL-367-10 braziliensis | braziliensis 0,05+0,02 11,03+0,80 16,08+6,32
BZ INL-298-10 braziliensis braziliensis 0,26+0,03 2,67+0,20 18,5745,76
BZ INL-366-10 braziliensis braziliensis 0,3+0,06 21,17+1,70 14,7+6,36
BZ INL-413-10 braziliensis braziliensis 0,14+0,04 14,13+5,60 8,53+2,58
Control | M2904 0,09+0,01 5,26+1,04 17,0544

MX = Complejo Leishmania mexicana ; Lma= MHOM/BR/76/LTB-012. BZ= Leishmania braziliensis ; M2904= C192 RJA

Se pudo observar una variable susceptibilidad in vitro de las dos especies
de Leishmania estudiadas mostrandonos inicialmente una diferencia entre los
Cl,, de L.amazonensis y L.braziliensis (cepas de referencia) frente a Anfote-
ricina-B y Miltefosina, con CI, de casi el doble en el caso de L.amazonensis,
siendo asi este un parametro de diferencia entre estas dos especies.

La respuesta in vitro a Anfotericina-B de las diferentes cepas nativas de
L.amazonensis nos permiti6 dividirlas segtin su Cl,  en tres diferentes categorias, aque-
llas que respondieron muy bien como la cepa INL-386 con CI, de 0,06:£0,02pg/mL,
aquellas que tuvieron una respuesta poco alentadora como la cepa INL-297 con Cl,
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de 0,42+0,007pg/mL (5 cepas) y quienes se encuentran alrededor de la Cl, de la cepa
de referencia (C1500,21+0,06 pg/mL) como la cepa INL-297 con Cl_ de 0,20+0,06 pg/
mL. (5 cepas)(Tabla 2) De la misma manera L.amazonensis frente a Miltefosina mos-
tro una susceptibilidad variable, teniendo una gran cantidad de cepas con CI,, muy
sensibles como la cepa INL-001 con Cl,, de 1,67+0,72 pg/mL, o aquella con respues-
tas por encima del control (Cl,10,45+1,4 pg/mL) (10 cepas) como la cepa INL386 con
Cl,, de 12,93+4,94pg/mL.(Tabla 2), y finalmente se observo resultados mas homogeé-
neos al tratar con los alcaloides de Galipea longiflora ya que los Cl.; de una mayoria
(9 cepas) estaba cerca de la cepa control (Cl_, de 19,54+5,5ug/mL) como la cepa INL-
386, con Cl,, de 16,95+3,18pg/mL y solo 2 cepas se encuentra por encima de la cepa
control como la cepa INL-297 con Cl,  38,15+5,16pg/mL. Mostrandonos asi también
cepas que tiene Cl_ altos para un tratamiento pero siendo estas mismas sensibles
para otro tratamiento como la cepa INL-371. (Tabla2)

Asi también el método colorimétrico XTT-PMS nos permitié clasificar en
diferentes categorias la respuesta in vitro (Cl, ) de L.b.braziliensis frente a los
diferentes antiparasitarios. (Figura1)

Figura.1. Susceptibilidad de Promastigotes de L.b.braziliensis frente a Anfotericina- B, Miltefosina,

Alcaloides Totales de Galipea longiflora

04 A 25 Cepa
A Control
032 1 20
A
- -
£ 024+ E 15+
= 016 - 10 Cepa
~ Control bt B control
0,08 + 5+
0+ 0
Anfotericina-B Miltefosina Alcaloides de G.longiflora

A= Cepas con >CI | que la cepa de referencia, B= Cepas con CI, Préximos al del control, C= Cepas con <CL | que la cepa de referencia.

Como se observa en la figura1 se tiene una variable susceptibilidad de las di-
ferentes cepas nativas frente a Anfotericina-B, asi tenemos aquellas (5 cepas) que
tienen respuesta poco favorable como la cepa INL-011 con Cl_ de 0,41+0,14pg/
mL, pero también se observo cepas (4 cepas) muy sensibles a este tratamiento,
como INL-264 con Cl, de 0,03+0,007pg/mL, y muchas cepas (7 cepas) que se en-
cuentran alrededor del control (Cl, de 0,09+0,01pg/mL) como la cepa INL-065 con
Cl,, de 0,10+0,03pg/mL. De la misma manera se observo cepas de L.braziliensis
frente a Miltefosina con CI, elevados (7 cepas) como la cepa INL-366 con CI,,
de 21,17+1,70pg/mL, sin embargo también observamos cepas nativas (5 cepas)
con Cl_, bastante sensibles como la cepa INL-396 con Cl_, de 1,25+0,07ug/mLy
muchas otras que se encontraban alrededor (4 cepas) de la Cl,, del control (CI,
de 5,26+1,04pg/mL) como la cepa INL-452 con Cl_, de 5,7+1,11pg/mL. Frente a
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los alcaloides Totales de Galipea longiflora tenemos 2 cepas por encima del con-
trol, como la cepa INL-012 con CI,, de 22,05+4,31ug/mL, y por el contrario ce-
pas que son bastante sensibles (14 cepas) al tratamiento como la cepa INL-452
con Cl,, de 6+0,14pg/mL.

La importancia practica de este trabajo es que a través del método colo-
rimétrico XTT-PMS podemos determinar la susceptibilidad in vitro de cepas
nativas de Leishmania con una gran variedad de respuestas a un determina-
do tratamiento, asi por ejemplo las cepas nativas frente a Anfotericina B nos
mostraron una gran dispersion de Cl, para L.braziliensis teniendo valores de
hasta 0,41ug/mL que equivaldria 14 veces mas en relacion a la cepa mas sen-
sible (CI,,=0,03 pg/mL), esta dispersion de CI_, fue un poco menos en caso de
L.amazonensis de hasta 7 veces mas respecto a la cepa mas sensible. Datos
in vitro que nos muestran que muchas cepas pueden responder muy favora-
blemente a la Anfotericina-B pero otros no, observando asi in vitro cepas de
Leishmania de nuestro medio que evidentemente son inhibidas por esta dro-
ga, pero a dosis mas altas, lo cual podria tener su implicancia a la hora de tra-
tar a una persona enferma con esta droga ya que la resistencia a Anfotericina
B puede surgir como resultado del mayor uso clinico de este antiparasitario
en la terapia.(Al-Mohammed et al., 2005) asi se observo que solo el 50% de
pacientes con Leishmania mucocutanea (L.braziliensis) tratados con Anfoteri-
cina B en Palos Blancos —Bolivia fueron curados.(Soto et al., 2007)

Existen reportes del uso de Miltefosina frente a L panamensis al tratar Leis-
hmaniasis Cutanea en Colombia con un 91% de cura, pero no recomiendan
este tratamiento para L.braziliensis de Guatemala (Yardleey et al., 2005 ; Soto
et al., 2004), en Bolivia existen reportes de 36 personas curadas de 44 trata-
dos con Miltefosina en pacientes que cursaban con L.cutanea (L.braziliensis),
observandose aumento de la lesion y presencia de parasitos en los que el
tratamiento fallo y al tratar pacientes con L.mucosa leve el 83% de cura y
solo el 53% en L mucosa grave (Soto et al., 2008). La susceptibilidad in vi-
tro nos mostro una dispersion de Cl_ para L.braziliensis con Cl, de hasta
21,17+1,7pg/mL que equivaldria a 17 veces mas con respecto al mas sensible
(Cl,,1,25+0,07pg/mL) y para L.amazonensis de hasta 8 veces mas con respec-
to a la cepa mas sensible. Claramente el método colorimétrico XTT-PMS nos
permite ver que tenemos cepas circulantes de Leishmania muy sensibles a la
Miltefosina quienes probablemente responderian muy bien al tratamiento in
vivo como se vio en el estudio en Bolivia, sin embargo nos encontramos tam-
bién con cepas que presentan Cl, que estan muy por encima del mas sensi-
ble, cepas que pueden reflejar la falla en los ensayos clinicos hechos en Boli-
via. Y finalmente es muy interesante observar que la dispersion de CI, de los
Alcaloides de Galipea longiflora frente a L.braziliensis y L.amazonensis es mas
homogéneo que los dos anteriores, quiza por tratarse de un producto natural
y un conjunto de moléculas, que en su momento serian motivo de discusion
cuando se tenga los datos de los ensayos clinicos llevados a cabo en la loca-
lidad de Palos blancos. Ademas pudimos observar cepas nativas que no son
muy susceptibles a un tratamiento pero responsen muy bien a otro. No existe
un tratamiento completamente efectivo (100% de cura) frente a la Leishma-
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niasis, sin embargo si existen cepas de pacientes, con bastante sensibilidad in
vitro a un determinado tratamiento, el poder determinar esta susceptibilidad
in vitro podria ser de gran utilidad. Constituyéndose de esta manera el méto-
do colorimétrico en una herramienta importante para tener un esquema de
susceptibilidad in vitro a las drogas de uso convencional frente a diferentes
especies de Leishmania circulantes en nuestro pais.
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