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Resumen y Abstract IX

Resumen

En este estudio se sintetizaron 16 péptidos antimicrobianos de origen natural,
evaluandose su efecto sobre las células J774, U937, monocitos de sangre periférica
humana, HeLa y HepG2, hematies y actividad antileishmanial en promastigotes de L. (V.)
panamensis y L. (L.) major. Melitina, Bombinina, Mastoparan 8 (MP-8), MP-X y
Dermaseptina S1 disminuyeron la viabilidad de los monocitos/macréfagos a mayores
concentraciones (Clsg de 20.9 a 49.9 ug/mL) que el isotionato de Pentamidina (Clso, de <
3.4 a 20.5 pg/mL). Melitina, Bombinina, Dermaseptina S1, MP-8 y Péptido antimicrobiano
tragueal (TAP) fueron los mas efectivos sobre la forma de promastigotes de L. (V.)
panamensis (CEsp entre 7.6 y 46.3 pg/mL) y L. (L.) major (CEs, entre < 6.3 y 42.1
pHg/mL), con selectividad de Polistes Mastoparan (MA) y Taquiplesina | en L. (L.) major.
Se seleccionaron como promisorios con indice de selectividad (IS) >1 y concentracion
hemolitica 50 superior a 50 ug/mL a MP-8, Bombinina, Dermaseptina S1 y TAP activos
sobre ambas especies del parasito y a Taquiplesina | y Polistes MA selectivamente sobre

L. (L.) major.

Palabras clave: Leishmania, Leishmaniasis cutanea, Péptidos antimicrobianos,

Leishmania panamensis, Leishmania major.

Abstract

In this study we synthesized 16 naturally occurring antimicrobial peptides, evaluating their
effect on J774, U937, human peripheral blood monocytes, HeLa and HepG2 cells.
Assays for hemolytic and antileishmanial activity on promastigotes of L. (V.) panamensis
and L. (L.) major were conducted. Melittin, Bombinin, Mastoparan 8 (MP-8), MP-X and
Dermaseptin S1 were able of decreasing the viability of monocytes/macrophages at

higher concentrations (IC s of 20.9 to 49.9 mg / mL) regarding Pentamidine isothionate
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(ICsp Of <3.4 to 20.5 mg / mL). Melittin, Bombinin, Dermaseptin S1, MP-8 and tracheal
antimicrobial peptide (TAP) were the most effective peptides on promastigotes of L. (V.)
panamensis (ECso between 7.6 and 46.3 ug/mL) and L. (L.) major (ECso between <6.3
and 42.1 ug / mL). Polistes Mastoparan (MA) showing selectivity as well as tachyplesin |
on L. (L.) major. These later were selected as promising taking into account their
Selectivity Index (SI) > 1 and hemolytic concentration HC 50 higher than 50 mg / mL for
MP-8, Bombinin, Dermaseptin S1 and TAP respect to both parasite species and peptides
Tachyplesin | and Polistes MA displaying selectivity for L. (L.) major.

Keywords: Leishmania, cutaneous leishmaniasis, Antimicrobial peptides, Leishmania

panamensis, Leishmania major.
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Introduccion

La Leishmaniasis, un complejo grupo de enfermedades son causadas por protozoos del
género Leishmania (L.) transmitidos a través de la picadura de un insecto hematéfago.
Los parasitos tienen dos formas, una extracelular y movil llamada promastigote, que se
desarrolla y madura dentro del intestino del insecto vector y, una forma intracelular e
inmovil denominada amastigote, presente en los fagocitos del hospedero vertebrado, en
donde es capaz de sobrevivir indefinidamente, reactivAndose en algunos de los casos
aflos méas tarde y produciendo nuevamente un cuadro infeccioso con sintomas mas

intensos que los que se vieron en la fase inicial (Ashford, 2000; Spath et al., 2003).

Las estadisticas de la OMS revelan que el numero de personas infectadas con
leishmaniasis sobrepasa los 20 millones, reportAndose anualmente alrededor de dos
millones nuevos casos de los cuales, 1.5 millones corresponden a la manifestacion
cutdnea. (World Health Organization, 2010). Estos datos subestiman la realidad de la
afeccion, ya que solo se cuenta el 20% de los casos, es decir, los datos reales pueden
ser cuatro a cinco veces mas altos que los que estan siendo reportados (World Health
Organization, 2008; Instituto Nacional de Salud, 2009), estimandose una mortalidad
alrededor de 60000 personas (principalmente asociado a la forma visceral) y en riesgo de
contraer esta enfermedad a alrededor de 350 millones de personas (World Health
Organization, 2009). Dentro de los factores que han contribuido al subregistro mundial de
esta enfermedad, se encuentran: 1) la distribucién discontinua de la enfermedad en las
diferentes zonas de transmision, la cual esta relacionada con la presencia del vector, 2)
gue numerosos casos no son diagnosticados o no se declaran, 3) la mayoria de los datos
oficiales se obtienen exclusivamente a partir de la deteccién pasiva, 4) el nimero de
personas infectadas pero asintomaticas es mucho mayor que el nimero de sintomaticas
y para agravar la situacion, 5) la leishmaniasis solo es de notificacion obligatoria en 52 de
los 98 paises donde es endémica, dentro de los cuales, 85 estan en via de desarrollo
(World Health Organization, 2009).
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Los focos de leishmaniasis cutanea (LC) estan ampliamente dispersos en el mundo, con
transmision a humanos en los cinco continentes pero con concentracién de los brotes en
unos pocos lugares, en especial en zonas con climas tropicales y subtropicales.
Alrededor del 90% de los casos de LC ocurren solo en 12 paises, dentro de los que estan
Afganistan, Argelia, Irdn, Arabia Saudita y Siria y en América, Bolivia, Brasil, Colombia,
Nicaragua y Perd. En América hay casos registrados desde el sur de los Estados Unidos
hasta el norte de Argentina, con excepcion de Chile y Uruguay. La distribucion de la
enfermedad se a da a nivel mundial y se reportd recientemente un incremento de su
incidencia en paises como Colombia, Nicaragua y Pakistan (World Health Organization,
2010). En Colombia, la mayoria de los casos de LC son causados principalmente por L.
Viannia panamensis (Ovalle et al., 2006), mientras que en viejo mundo (Europa, Asia Yy
Africa) o Afro-Eurasia, es atribuida principalmente a dos especies L. (L.) major y L. (L.)

tropica (Mencia-Gutierrez et al., 2005).

El incremento en la incidencia mundial de la leishmaniasis y en especial de la LC esta
relacionado con: las dificultades para el control de los vectores y reservorios, los factores
de riesgo asociados a los cambios ambientales y con ellos, a las migraciones masivas de
la poblacién hacia areas donde la enfermedad es endémica, al desarrollo urbano, los
conflictos nacionales e internacionales, la tala de arboles, los nuevos esquemas de
irrigacién, la carencia de vacunas efectivas (Kedzierski, 2010), y al desarrollo de
resistencia a la quimioterapia, entre otros. Factores de riesgo individual también
contribuyen al incremento de la incidencia, como son la desnutricion, los aspectos
genéticos y la coinfeccién por el virus de inmunodeficiencia humano (VIH), entre otros
(Ashford, 2000; Desjeux, 2001; Desjeux, 2004).

En Colombia, la leishmaniasis es una patologia endémica en casi todo el territorio,
excepto en San Andrés Islas, Atlantico y Bogota D.C. (Ministerio de Protecciéon Social de
Colombia, 2011), estimandose que existen alrededor de 10 millones de personas en
riesgo, con transmision principalmente en las zonas rurales. La incidencia ha aumentado
progresivamente y es asi que mientras en la década de los 90 se notificaban cada afio al
Sistema de Vigilancia del Sistema de Salud del Instituto Nacional de Salud (SIVIGILA) en

promedio 6500 casos nuevos de leishmaniasis; en el afio 2010, se registraron 14772
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casos y en el afio 2011, 8188 casos de leishmaniasis de los cuales, un 98.0%
correspondié a LC, 1.8% a leishmaniasis mucocutanea (LMC) y 0.2% a leishmaniasis
visceral (LV) (Instituto Nacional de Salud, 2011), y cuyo numero puede ser superior
debido a que en estos datos no se incluyeron los casos de las fuerzas militares.

En el aumento de la presencia del vector en el pais y por lo tanto en la aparicion de
brotes de la enfermedad, influyeron los cambios climaticos ocurridos en la zona
nororiental de Colombia (Cardenas et al., 2006). Las actividades militares y el conflicto
armado también contribuyeron al incremento de la incidencia de estas enfermedades,
con 45000 casos de soldados con LC en los aflos 2005 a 2010, (World Health
Organization, 2010). En el 2010, se identific6 como enfermedad de mayor impacto, con
1120 casos por cada 100000 usuarios del servicio de salud de las fuerzas militares
(Fuerzas Militares de Colombia, 2011).

La leishmaniasis produce una carga de enfermedad de 2.35 millones de AVAD (afios de
vida ajustados por discapacidad), de los cuales el 2.3% recae sobre las Américas, siendo
una de las mas altas (Pan American Health Organization, 2012). Las manifestaciones
cutdneas y mucocutaneas, deforman y desfiguran a tal grado, que los pacientes pueden
verse socialmente aislados (World Health Organization, 2009), y como la LC no es fatal,
poca o0 ninguna atencién recibe para mejorar su control a nivel individual o social, siendo

tratada en la actualidad con indiferencia.

El Unico control que existe es la deteccién y el tratamiento de los casos clinicos mediante
el uso de sales de antimonio pentavalente principalmente (medicamentos de primera
linea), pero estas presentan desventajas que incluyen: una larga duracién del tratamiento
(varias semanas), dolorosa administracion parenteral, efectos tdxicos algunas veces
severos, alto costo del tratamiento, dificil disponibilidad y necesidad de administracion de
los medicamentos por el mismo paciente, entre otras, situaciones que hacen que el
paciente reduzca su confianza en la seguridad del tratamiento, la adhesién al mismo,
conduciendo al abandono y finalmente contribuyendo a una reduccion en la eficacia, al
aumento de la morbilidad y mortalidad (para casos con LV) y a incrementar el riesgo de

resistencia (Croft and Yardley, 2002; World Health Organization, 2010), eventos que
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ocurren particularmente en los paises de bajos ingresos y que en la mayoria de las

naciones, rara vez se denuncia de forma sistematica.

Debido al poco o ningun interés que tiene la industria farmacéutica en invertir en la
investigacion y desarrollo de medicamentos para el tratamiento de la leishmaniasis, la
cual afecta principalmente a las personas pobres en los paises en desarrollo; y sumado a
ello, las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad, la variedad de especies de
parasitos, el dificil control del vector y de los reservorios, el incremento de resistencia a
los tratamientos de primera eleccion usados actualmente; los efectos secundarios, los
altos costos de los medicamentos alternativos como la anfotericina B y el isotionato de
pentamidina y la ausencia de una vacuna (Croft and Yardley, 2002; Minodier and Parola,
2007; World Health Organization, 2010), hace imperiosa la busqueda de estrategias
terapéuticas para reemplazar o complementar los existentes. En el caso de la LC, la
eficacia de los actuales medicamentos es limitada y el uso de medicamentos topicos y la
inmunoterapia son opciones que vale la pena considerar (World Health Organization,
2010).

Por todo lo anterior, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (www.who.int) a través
de su Programa Especial para la Investigaciéon en Enfermedades Tropicales y conocido
como Tropical Diseases Research (http://apps.who.int/tdr/) y Enfermedades Huérfanas o
Desatendidas como el Neglected Tropical Diseases (http://www.who.
int/neglected_diseases/diseases/en/), en colaboracion con diferentes Organizaciones No
Gubernamentales (ONGs) como el Drug for neglected Disease iniciative
(http://www.dndi.org/) y One World Health (http://www.oneworldhealth.org/), declararon
como prioridad, la investigacion en el descubrimiento y desarrollo de nuevos tratamientos
gue sean accesibles, seguros, eficientes, de corta duracion, faciles de administrar y a un
costo razonable para mejorar la calidad de vida de los pacientes que padecen esta
enfermedad (World Health Organization, 2010).

Los Péptidos Antimicrobianos son moléculas efectoras clave en la inmunidad innata de
los organismos, aislados de mamiferos, pajaros, anfibios, crustaceos, peces, insectos,
plantas y microorganismos (Hancock and Diamond, 2000). La anfipaticidad de los

péptidos les permite interactuar con las membranas cargadas negativamente, causando
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la directa desestabilizacion de la superficie de las membranas con formacién de poros y
posterior lisis de la célula (Bera et al., 2003; Brogden, 2005; Kulkarni et al., 2006; Kulkarni
et al., 2009); aunque también se les han descrito propiedades quimiotacticas, que les
permiten modular el sistema inmune y de esta forma constituir un puente entre la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Debido a todas esas propiedades, es que se
han iniciado estudios considerando la posibilidad de utilizar esta clase de moléculas
como nuevos farmacos en diferentes tipos de enfermedades infecciosas (Epand and
Vogel, 1999; Rosengren et al., 2002; Bradford and Kulkarni, 2010) y en particular en el
tratamiento de la leishmaniasis, amparados en el amplio espectro antimicrobiano que
presentan (Brogden et al., 2003); a los bajos niveles para desarrollar resistencia debido a
su mecanismo de accion principal sobre los fosfolipidos membranales y la dificultad que
tienen los microorganismos modificar la estructura de la misma (Gordon et al., 2005;
Yount and Yeaman, 2005) y finalmente, a la posibilidad de encontrar medicamentos
dentro de este grupo de moléculas, con propiedades que superen las desventajas de los

medicamentos actualmente disponibles.

Se han identificado los siguientes Péptidos antimicrobianos con actividad antileishmanial
sobre L. (L.) major, la especie que causa el mayor nimero de casos de LC en Afro-
Eurasia: Dermaseptinas (Brand et al., 2006; Savoia et al., 2008; Zampa et al., 2009;
Perez-Cordero et al., 2011), Bombininas (Mangoni et al., 2006), Maganinas,
Catelicidinas, Defensinas (Boulanger et al., 2004; Mangoni et al., 2005; Kulkarni et al.,
2006), Temporinas (Mangoni et al., 2005), Decoralina (Konno et al.,, 2007) y una
Catelicidina, el Péptido Antimicrobiano Mieloide Bovino 28 o BMAP-28 y sus dos
esteroisometros D-BMAP-28 y RI-BMAP-28 (Lynn et al., 2011).

En el continente americano, se han identificado especies tanto de los subgéneros
Leishmania como del Viannia (V.) como causantes de LC. Los Péptidos antimicrobianos
con actividad antileishmanial sobre promastigotes de L. (L.) amazonensis, una especie
del subgénero Leishmania complejo mexicana, son: Gomesina, Phyloseptina-1 y algunos
péptidos relacionados con la Dermaseptina (Mandard et al., 2002; Brand et al., 2006;
Kuckelhaus et al., 2009). Dentro de los péptidos activos sobre las especies del
subgénero Viannia (V.) complejo panamensis estan: Taquiplesina, Maganina, Clavanina,

Penadeina, Mytilina en L. (V.) braziliensis (Lofgren et al., 2008), y Dermaseptina, Pr-2 y
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Pr-3 (derivados de protamina) en L. (V.) panamensis (Perez-Cordero et al., 2011). En un
modelo de infeccion de células dendriticas con L. (V.) panamensis se reportd6 también
actividad de los péptidos antimicrobianos Andropina y Cecropina A (Perez-Cordero et al.,
2011), llevando a concluir que en la actualidad hay relativamente pocos estudios que
hayan evaluado la actividad de los péptidos antimicrobianos sobre L. (V.) panamensis, el
agente que causa la mayor prevalencia de LC en Colombia. El identificar la actividad de
secuencias peptidicas sobre L.(V.) panamensis, algunas de ellas sin descripcion previa
de actividad bioldgica y de otras a las que anteriormente se les habia reportado una
actividad antimicrobiana, o sobre especies de Leishmania diferentes a L.(V.) panamensis
y comparandolas con la actividad sobre L.(L.) major el principal agente etiolégico de LC
en Afro-Eurasia, permiti6 conocer péptidos promisorios con actividad selectiva sobre el

parasito que causa el mayor nimero de casos de leishmaniasis en Colombia.

Este trabajo evalu6 a modo de tamizaje, la actividad antileishmanial in vitro de 16
Péptidos Antimicrobianos sintéticos de origen natural sobre las formas extracelulares de
L.(V.) panamensis Yy L.(L.) major, concluyendo acerca del potencial uso terapéutico en
LC de Mastoparan 8 (MP-8), Bombinina, péptido antimicrobiano traqueal (TAP) y
Dermaseptina S1 sobre L. (V.) panamensis, y MP-8, Bombinina, TAP, Dermaseptina S1
Polistes Mastoparan (MA) y Taquiplesina | sobre L. (L.) major, los cuales seran
evaluados posteriormente en estudios de efectividad in vitro utilizando lineas celulares
humanas y en un modelo de infeccion in vivo en hamster. Adicional al estudio de su
actividad antileishmanial, se identific6 mediante el uso de herramientas bioinformaticas,
el porcentaje de identidad, similitud y la relacion de homologia de los péptidos con
proteinas humanas y, mediante ensayos in vitro, el efecto que inducen sobre hematies
de origen humano y células de diferente origen (humano y murino) debido a que se
espera que el efecto antileishmanial se presente a concentraciones en las cuales no sea
deletéreo ni para las células hospedadoras (macréfagos) ni para el resto de células de

origen humano, lo que favoreceria su futuro uso en el pacientes con LC.

El presente proyecto dio respuesta a la siguiente hipoétesis: al menos uno de los Péptidos
antimicrobianos sintéticos de origen natural evaluado es efectivo sobre L. (V.)
panamensis y L. (L.) major, constituyéndose en una propuesta de alternativa terapéutica

parala LC.



1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Identificar in vitro Péptidos antimicrobianos sintéticos de origen natural con potencial

antiparasitario sobre diferentes especies de Leishmania.

1.2 Objetivos especificos

Seleccionar Péptidos antimicrobianos sintéticos de diferentes fuentes naturales,
algunos de ellos con actividad previamente descrita sobre Leishmania y evaluar el

porcentaje de identidad, similitud y su homologia con proteinas humanas.

Establecer el perfil de actividad in vitro de 16 Péptidos antimicrobianos a las
diferentes concentraciones utilizadas, sobre células nucleadas (Lineas celulares
U937 fenotipos adherente y no adherente, HeLa, HepG2, J774 y monocitos de

sangre periférica humana) y no nucleadas (hematies).

Identificar los Péptidos antimicrobianos sintéticos que afectan menos la viabilidad las

células hospedadoras, de epitelio, hepaticas y sanguineas humanas.

Identificar la actividad in vitro de los péptidos sobre Leishmania (CE50) a través de

ensayos sobre las formas de promastigotes de L. (V) panamensis y L. (L) major.
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2. Marco teorico y estado del arte

2.1 Leishmania y Leishmaniasis

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades que se caracterizan por su diversidad a
nivel clinico y epidemioldgico, siendo causadas por cerca de 22 especies de protozoos
del género Leishmania, pertenecientes a la familia Tripanosomatidae (Croft et al., 2006) y
agrupadas en dos subgéneros: Leishmania (L.) con especies principalmente en Afro-

Eurasia y, Viannia (V.) restringidas al continente americano.

La Leishmania es transmitida por la picadura de dipteros de la familia Psychodidae, un
pequefio insecto hematofago del género Phlebotumus spp. en Europa, Asia y Africa y
Lutzomia spp. en América (Ashford, 2000); con reservorios mamiferos que incluyen
marsupiales, caninos, roedores, equinos, primates y otros animales salvajes, aunque en
América hay evidencia que el humano actia como reservorio de la enfermedad. El
cuadro clinico que se produce al parasitar principalmente las células del sistema
fagocitico mononuclear, depende de la especie del parasito infectante, del tamafio del
in6culo y de la respuesta inmune del hospedero, produciendo patrones clinicos
diferenciables: LC, LMC (ulceracion de la piel e hiperdesarrollo de las membranas
mucosas) e infecciones viscerales generalizadas o LV (Desjeux, 2004; Murray et al.,
2005).

La leishmaniasis en Suramérica ha afectado ancestralmente a poblaciones andinas y
selvaticas desde antes de la llegada de los espafioles. Las primeras descripciones
clinicas de dicha patologia datan del siglo XVI, donde se describe como una enfermedad
gue destruye la nariz y las cavidades nasales (Sanchez-Saldafia et al., 2004), siendo

hasta principios del siglo XIX cuando Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan,
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Wright Lindenberg y Vianna, cada uno y de forma independiente, identificaron al parasito
causante de la enfermedad y al que Ronald Ross dio el nombre genérico de Leishmania
(World Health Organization, 2010). En 1904, Cathoire y Laveran encontraron el protozoo
en nifios con anemia esplénica infantil y al que Nicolle dio el nombre de Leishmania
infantum, estableciendo a su vez a los perros como su reservorio. Hacia el afio de 1912,
Carini encontré el parasito en lesiones de la mucosa de pacientes con leishmaniasis en
Brasil y dos afios mas tarde, los rusos Yakimoff y Shakor lograron distinguir a los
parasitos causantes de LC en Asia Central. Posteriormente, con el transcurrir de los afios
y gracias a estudios realizados sobre diferentes vectores, animales de experimentacion,
entornos ecolégicos, entre otras variables, se lograron identificar en la especie humana,
las caracteristicas clinicas y geograficas de la enfermedad (World Health Organization,
2010).

2.1.1 Taxonomia de la Leishmania

La validez del esquema taxonémico de estos protozoos flagelados causantes de las
leishmaniasis, ha sido cuestionado en innumerables oportunidades a través del tiempo
(Fraga et al., 2010) y aunque todavia existe bajo estudio un nimero de especies alun no
bien clasificadas y causantes de enfermedades en humanos, algunos autores tienen

puntos de encuentro (Figura 1-2)

Dentro del género Leishmania se describen dos subgéneros en funcién del lugar de
reproduccion del parasito en el tracto digestivo del vector: subgénero Leishmania con
desarrollo suprapilérico y subgénero Viannia de multiplicacién peripilérica (Fraga et al.,
2010).

2.1.2 Ciclo biolégico y morfologia del parasito

De acuerdo con el Ministerio de Proteccion Social de Colombia (Ministerio de
Proteccién Social de Colombia, 2011), en la actualidad se acepta existen diferentes
ciclos de transmision con condiciones eco-epidemioldgicas en cada uno de ellos: la
leishmaniasis cutanea zoonética de transmision selvatica, la leishmaniasis cutanea
zoondtica y antropondtica de transmision peridoméstica y la leishmaniasis cutanea

urbana. La forma visceral se caracteriza por estar restringida a ciertas areas



10
PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS Y SU EFECTO EN EL DESARROLLO DE FORMAS PARASITARIAS DE

Leishmania

geograficas y al igual que la LC, se ha iniciado su proceso de urbanizacion. A

continuacion se describen estos ciclos:

Figura 1-2: Clasificacion taxondmica de la Leishmania

Trypanosomatidae

Familia ‘
Genus  Ciithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
""""""" K 1
i |
'
Compleio L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana H L. braziliensis i L. guyanensis
' i
: |
77777777777777777777 . P ——
Especi L. chagasi* L. killicki* L. major L. aethiopica L. amazonensis |No patégenos en humanos VL brezm'ensr‘s:Na asignado | L. guyanensis
SPECIES | donovani L. tropica L.garnhami * | Viejo Mundo 'L peruviana 1L, lainsoni 1 L. panamensis
L. infantum L. mexicana | L. arabica I i i
L. pifanoi* ' L. gerbilli | ! !
L. venezuelensis + Nuevo Mundo i ' |
1 L. aristidesi | H !
| L. enriettil ' ' i
| L. deanei ! I |
' L. hertigi i e J

* Especies en estado bajo discusion. L. chagasi en el Nuevo Mundo es la misma L. infantum

(Adaptado de WHO, 2010)

» Leishmaniasis cutanea zoondtica de transmision selvatica: el humano se infecta
cuando penetra el bosque y es picado por los insectos vectores, siendo un huésped
accidental que no interviene en el ciclo de transmisién. Estos casos se presentan de
manera predominante entre personas de edad adulta, preferiblemente varones, que
por sus actividades laborales deben entrar en areas selvaticas humedas que son

deforestadas y alteradas al paso del humano.

= Leishmaniasis cutanea zoonGtica y antropondtica de transmision peridoméstica: se
presenta a nivel rural por la adaptacién de los vectores a los ambientes domiciliarios y
peridomiciliarios. El vector habita y se reproduce en cultivos y criaderos de animales
en cercania de las casas, facilitando su interaccién con cualquier miembro del nicleo
familiar, produciéndose con mayor frecuencia, casos de leishmaniasis cutanea en

mujeres y nifios.
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» Leishmaniasis cutanea urbana: que se presenta en diversos paises del mundo,
incluyendo América Latina, entre ellos Colombia, siendo sefialada como la
urbanizacion de la leishmaniasis. Inicialmente se da la colonizacion con el arribo
de los reservorios infectados, estableciéndose la transmision y la aparicion de los
casos autéctonos (Ministerio de Proteccion Social de Colombia, 2011).

La Leishmania tiene un ciclo de vida digenético o sea donde alternan las formas de
promastigote flagelado y amastigote aflagelado. El promastigote tiene una longitud de
aproximadamente 10 a 15 um y un ancho de dos a tres micras, con un nucleo central, un
flagelo externo anterior rodeado de membrana plasmatica de longitud similar al cuerpo
del paréasito (15 a 25 um) y un cinetoplasto ubicado en el extremo anterior, en la
proximidad del origen del flagelo (Figura 2-2). La forma de promastigote se multiplica
dentro del intestino medio de los flebotomos o insecto vector, donde pasa a través de
diferentes estados fisiolégicos desde promastigotes prociclicos, nectomoénadas,
haptoménadas, paramastigotes y culminando en la forma de promastigote metaciclico, el
cual no se divide, estd preadaptado para la vida en el huésped mamifero y migra
finalmente a la parte anterior del sistema digestivo (Muskus et al., 1997) permaneciendo
alli hasta ser inoculado (Ashford, 2000; Spath et al., 2003). Durante su crecimiento y
desarrollo en el mosquito vector, se ha identificado que el promastigote de Leishmania
puede experimentar un intercambio genético y transmitir un estado infeccioso hibrido al

huésped mamifero (Akopyants et al., 2009).

El amastigote aflagelado es inmavil, intracelular obligado y se multiplica preferiblemente
dentro de los macrdfagos y otras células del sistema fagocitico mononuclear del
huésped, desarrollando la enfermedad (Ashford, 2000; Spath et al., 2003).Tiene forma
redondeada u ovoide de dos a seis micras de diametro, con un nucleo, un cinetoplasto
puntiforme y un flagelo interno, este Ultimo solo visible al microscopio electrénico (Figura
2-2)

Los promastigotes prociclicos estan cubiertos por un glicocalix grueso de 7 nm de
espesor pero el de los promastigotes metaciclicos es aln mas grueso con
aproximadamente 17 nm de espesor, mientras que los amastigotes practicamente no
tienen este material. El glicocalix estd compuesto por glicoproteinas y otras sustancias

glicosiladas que se encuentran ancladas a la membrana celular por una unién de
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glicosilfosfatidil inositol o GPI. Una de las moléculas mas importantes de la superficie de
los promastigotes es el lipofosfoglicano (LPG); basicamente estd compuesto por
unidades repetitivas de un disacarido y un grupo fosfato, unidos a la membrana por el
ancla de GPI, identificAndose que las variaciones en las cadenas laterales que se unen a
la estructura central de LPG son importantes entre las distintas especies de Leishmania.
El LPG de L. (L.) major tiene una estructura altamente ramificada, mientras que el de L.
(L.) donovani practicamente no tiene ramificaciones. El LPG juega un papel importante
en la supervivencia del parasito y en la modulacion de la respuesta inmune del huésped
(Olivier et al., 2005).

Figura 2-2: Morfologia de las formas promastigote y amastigote del parasito de

Leishmania spp.

Flagelo
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Mitocondrion
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/.
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Nicleo
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(Adaptado de Besteiro, 2007).

La glicoproteina 63 (Gp63) o leishmaniolisina es una proteinasa de superficie de 63 kDa,
se expresa en grandes cantidades (mas de 500 mil copias) y estéa distribuida en todo el
cuerpo del promastigote incluyendo el flagelo (Lieke et al., 2008), y a pesar de esto, es
10 veces menos frecuente que el LPG. La Gp63 es una metaloproteinasa de zinc con

un amplio rango de sustratos tales como caseina, gelatina, albumina, hemoglobina y
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fibrinégeno (Olivier et al., 2005). La Gp63 se relaciona con la entrada del parasito al
macroéfago, favorece la fagocitosis, la sobrevida del amastigote dentro del macréfago y
afecta la funcion del complemento aumentando la resistencia del parasito a la lisis
mediada por complemento (Lieke et al.,, 2008). La molécula mas abundante en la
superficie de los promastigotes es el glicoinositolfosfolipido (GIPL), un tipo de glicolipido
con un ancla de glicosilfosfatidil inositol o GPI. El GIPL es 10 veces mas abundante que
el LPG, sin embargo, su pequefio tamafio lo mantiene cerca de la membrana celular y
cubierto por las moléculas de LPG; se cree que tiene un rol protector en la superficie del

promastigote (Olivier et al., 2005).

Los promastigotes metaciclicos son inyectados dentro de la piel de los vertebrados
cuando los mosquitos hembras toman sangre para alimentarse, inoculando junto con su
saliva entre 600 a 100000 promastigotes metaciclicos presentes en su probdscide
(Kimblin et al., 2008) (Figura 3-2). La picadura del mosquito causa una especie de
hemorragia que inicia como respuesta, un fuerte proceso inflamatorio local y
reclutamiento eventual de neutréfilos y monocitos. Los promastigotes inducen a los
macrofagos a secretar MCP-1 y CXCL1 que actian como quimiotacticos para monocitos
y heutréfilos respectivamente. Los neutrofilos son reclutados dentro de los primeros
minutos después de la entrada de los promastigotes y los capturan, pero algunos
pardsitos no alcanzan a ser destruidos e inician de forma eficiente la infeccion
(Mougneau et al., 2011).

Los promastigotes interactian con las células residentes: macrdfagos dérmicos,
gueratinocitos y células de Langerhans, adhiriéndose a una variedad de receptores de
membrana de las células hospedadoras: receptores CR3, CR1 especificos para las
moléculas del complemento (C3b, C3bi y C4b), y Fc-yR especifico para la region Fc de
los isotipos de IgG unidos a los parasitos opsonizados, dando lugar a la internalizaciéon
de los promastigotes por la via fagocitica convencional (McConville and Naderer, 2011;

Mougneau et al., 2011).
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Figura 3-2: Ciclo de vida de la Leishmania
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(Adaptado de Centers for Disease Control &  Prevention. Parasites and Health
http://dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Leishmaniasis.htm)

Generalmente se asume que los macréfagos son las principales células infectadas por
Leishmania, también pueden internalizar al parasito los monocitos, células dendriticas
derivadas de los monocitos, eosindfilos, neutréfilos y fibroblastos presentes en las

lesiones inflamatorias y en los nédulos linfaticos (McConville and Naderer, 2011).

Una vez internalizados los promastigotes por las células del sistema fagocitico y como
resultado de una fusion altamente regulada, se hace la fisibn de los endosomas
tempranos y tardios y de estos con los lisosomas, dando lugar a la formacién de una
vacuola parasitodfora con pH acido (pH 4.7 — 5.2) que contiene los marcadores de un
fagolisosoma maduro: LAMP-1, LAMP-2 y rab7p (McConville and Naderer, 2011;
Mougneau et al., 2011).

La maduracion del fagolisosoma puede ser retrasado de forma transitoria por los
promastigotes de algunas especies (por ej: L. (L.) major, L. (L.) donovani, pero no por L.

(L.) mexicana), dependiendo este mecanismo del LPG presente en la superficie de la
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membrana del promastigote. EI LPG retrasa la formacion o la alteracion de los
microdominios lipidicos en la membrana del fagosoma, permitiendo que los
promastigotes internalizados se diferencien a amastigotes y se multipliquen por fision
binaria en la vacuola parasitéfora de estas células. El nimero de amastigotes puede
variar dependiendo de la célula, de modo que mientras los macrofagos parecen ser los
mas permisivos y a menudo contienen mas de 10 amastigotes por célula; otros fagocitos
profesionales y no profesionales (células dendriticas, eosindfilos y fibroblastos)
generalmente pueden soportar pocos parasitos, en promedio de 1 a 3 amastigotes por

célula (McConville and Naderer, 2011; Mougneau et al., 2011).

Durante las primeras semanas de la infeccion y antes del desarrollo de la inmunidad
adquirida, la Leishmania evade la respuesta inmune de las células del sistema fagocitico,
(demostrado en varios modelos murinos de infeccion y en humanos) de modo que el
namero de parasitos se incrementa marcadamente (Belkaid et al., 2000). Se ha
propuesto que uno de los mecanismos por medio de los cuales el parasito evade la
respuesta inmune es por la expresion de fosfatidilserina (PS) en la membrana celular,
tanto de promastigotes en el in6culo (van Zandbergen et al., 2006) como en los
amastigotes en las lesiones, simulando un fendmeno de apoptosis (de Freitas Balanco et
al.,, 2001). La presencia de PS les permite a los promastigotes y amastigotes ser
reconocidos por las células fagociticas dando lugar a la induccion de la producciéon de
citocinas antiinflamatorias y a una regulacion negativa de las citocinas proinflamatorias
(Voll et al., 1997; Fadok et al., 1998), conduciendo a una reduccion de la inflamacién y

con ella a la diseminacién del parasito.

La inmunidad protectora contra Leishmania ha sido asociada predominantemente al IFN-
y Y a la produccion de interleucina 12 (IL-12) por los linfocitos T CD4+ de la subpoblacién
de células T ayudadoras Tipo 1 (Thl). El IFN-y es conocido como el factor de activacion
de los macréfagos y la adicibn de estas citocinas a los macréfagos infectados con
Leishmania lleva a la muerte de los parasitos. También hay evidencias de la secrecién de
IFN-y por parte de las células T CD8+ citotoxicas en el control de la infeccién por
Leishmania (Paul, 1993; Paredes et al., 1997). La liberacién de citocinas proinflamatorias
como interferon gamma (IFN-y), IL-12 y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) conducen a

la activacion de una potente actividad antileishmanial basada en la sintesis de la enzima
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oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y al estallido oxidativo en las células hospedadoras,

llevando por consiguiente a una disminucion de la parasitemia.

En contraste a lo anterior, el predominio de la activacion de la subpoblacion de células T
ayudadoras Tipo 2 (Th2) y la produccién de IL-4 estan asociadas con la progresion de la
infeccion por Leishmania en animales de experimentacion. La promocién de la respuesta
(Th2) da lugar a la produccion de citocinas IL-4 e IL-13 y/o de la IL-10 antiinflamatoria,
gue lleva a que el parasito no sea destruido, se diferencie al estado de amastigote y se
multipligue activamente dentro del compartimiento &cido intracelular, lisando
eventualmente las células que los contienen y quedando libres para infectar diferentes
células y tejidos adyacentes, dando lugar a las manifestaciones clinicas y no curacion de
las lesiones. Esta respuesta inmune Th2, permite a los parasitos de Leishmania persistir
en multiples tejidos aun después de la cura espontanea o la resolucién posterior al
tratamiento de la enfermedad, de modo que los parasitos que sobreviven pueden conferir
inmunidad a una futura reinfeccién en humanos y animales, pero también pueden ser
fuente de recrudescencia si los mecanismos protectores de las células T fallan, como

ocurre en casos severos de HIV/AIDS. (McConville and Naderer, 2011).

Dependiendo de la especie de Leishmania inoculada se producen entonces las diversas
manifestaciones clinicas de la enfermedad, con un periodo de incubacién en las formas
cutdnea y mucocutanea entre tres semanas y seis meses y en la forma visceral hasta
dos afios (Russell and Talamas-Rohana, 1989; Desjeux, 2004; Mitropoulos et al., 2010).
Y finalmente, cuando el vector se alimenta de este huésped vertebrado infectado, ingiere
junto con la sangre, amastigotes presentes en las células de la piel, que en el intestino de
los flebétomos comienzan rdpidamente un proceso de diferenciacion morfolégica hacia el
estado de promastigotes, emigrando hasta la probdscide del mismo, pudiendo ser
inoculados a otro huésped vertebrado y cerrando asi el ciclo (Figura 3-2). (Mahoney et
al., 1999; Zapata Lesmes et al., 2005)

En resumen, la Leishmania ha desarrollado evolutivamente mecanismos de resistencia
gue comprenden en los fleb6tomos, la evasion de enzimas digestivas, y en el huésped
vertebrado la evasion a la respuesta inmune (sistema del complemento y mecanismos de

defensa mediados por Oxido nitrico e intermediarios reactivos de oxigeno dentro de los
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macrofagos), todo esto para poder existir en dos entornos muy diferentes y hostiles, los
cuales normalmente estan listos para destruir agentes patdgenos (Kulkarni et al., 2006;
Brodie et al., 2007).

2.1.3 Manifestaciones clinicas

La leishmaniasis humana se presenta clinicamente de varias formas que van desde la
mas comun, la cutanea autolimitada y asintomatica pasando por una desfigurante
mucocutanea y debilitante, hasta la forma mas severa, la sistémica que si no es tratada a
tiempo es fatal en un 95% de los casos. Estas manifestaciones clinicas dependen de
factores del parasito como son: el tropismo de la especie, su capacidad infectiva,
patogenicidad y virulencia; también de factores dependientes del vector como el nimero
de picaduras, de la situacion inmunitaria y susceptibilidad genética del huésped (Awasthi
et al., 2004). De esta manera la infeccion puede ser clasificada de forma general en tres
sindromes clinicos, la cutdnea o LC, mucocutanea o LMC vy visceral o LV, viéndose
incrementado el riesgo de tener la enfermedad, por la presencia de coinfeccion con VIH
(Desjeux and Alvar, 2003).

En América, diferentes especies de Leishmania de los subgéneros Leishmania y Viannia
producen un amplio rango de manifestaciones clinicas de LC, con variacion de la
prevalencia entre las distintas regiones y aunque algunas formas clinicas son mas
frecuentemente asociadas con una particular especie 0 subgénero, ninguna
manifestacion clinica es exclusivamente producida por una sola especie de parasito. Una
sustancial pero variable proporcion de infecciones son asintomaticas y una vez se ha
instaurado la enfermedad, las formas clinicas pueden incluir la aparicién de lesiones
localizadas, diseminadas, difusas y mucocutaneas atipicas (World Health Organization,
2010).

En cualquier parte del cuerpo pueden producirse lesiones Unicas o mudultiples, pero
generalmente se originan como una macula en el sitio de inoculacion, seguida por una
papula que se ulcera y expande hasta producir un nédulo o una tipica lesién crateriforme
de forma redondeada a oval; desarrollandose semanas, meses y aln afios después de la
picadura del mosquito. EI compromiso linfatico se manifiesta como una linfadenitis o una

linfoadenopatia y es coman en lesiones causadas por especies del subgénero Viannia.
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Las lesiones causadas por L. (L.) mexicana con frecuencia curan espontaneamente
dentro de tres a cuatro meses, mientras que las producidas por las especies del
subgénero Viannia: L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis y L. peruviana pueden
curar sin tratamiento después de seis meses. Las lesiones cutaneas secundarias o
mucosas frecuentemente estdn asociadas a infeccion con L. (V.) braziliensis y L. (V.)
panamensis, aunque pueden ser también el resultado de la infeccién por otras especies.
La LC puede ser causada por L. (L.) infantum (6 L. (L.) chagasi) pero las lesiones
asociadas con esta especie causante de LV son a menudo atipicas, presentandose como
nddulos o placas localizadas que caen dentro del espectro clinico de las lesiones
causadas por especies dermotropicas de las Américas. La LC causada por L.(L.)
infantum se reporta principalmente en Centroamérica y se da entre adolescentes y
adultos jovenes en areas endémicas para LV, mientras que la manifestacion visceral (LV)
se da predominantemente en nifios por debajo de los cinco afios de edad (Vélez and
Agudelo, 1996; World Health Organization, 2010).

2.1.4 Tratamiento de la leishmaniasis

El problema del control de la leishmaniasis se relaciona con el dificil control del vector y
los reservorios, la no disposicion de vacunas y farmacos para prevenirla, el desarrollo de
resistencia al medicamento por parte del parasito, las dificultades para su administracion,
el incremento en la frecuencia y severidad de los efectos secundarios de las sales de
antimonio pentavalente (primera eleccién) y el hecho que la efectividad del tratamiento se
obstaculiza por la localizacion de los amastigotes dentro del macréfago. Los estudios
adelantados con medicamentos inyectables, orales y topicos han arrojado resultados

inconsistentes y de poca utilidad en las Américas (Soto and Soto, 2006).

La OMS, a través de su comité de expertos establecié en su reporte técnico nimero 949
del 2010, el empleo de diversos farmacos, vacunas y otras estrategias no
medicamentosas para el tratamiento de la leishmaniasis. Dentro de las recomendaciones
propuestas se encuentra la utilizacién de antimoniales pentavalentes (estibogluconato de
sodio y antimoniato de meglumina), anfotericina B, paromomicina, pentamidina,
miltefosina, azoles (ketoconazol, fluconazol, itraconazol), vacunas profilacticas (de

primera y segunda generacibn y vacunas caninas), vacunas terapéuticas y la
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inmunoquimioterapia (World Health Organization, 2010). Diversos estudios ponen de
manifiesto la efectividad en mayor o menor grado de otras herramientas para el control
de la leishmaniasis, entre las que se destacan alopurinol (Morales et al.,, 2002),
medicamentos de tipo quinoleinas (Loiseau et al., 2011), rifampicina, dapsona,
aminosidina (Sanchez-Saldafia et al., 2004), sitamaquina, alcaloides (isoquinolinicos,
inddlicos, naftilisoquinolinicos, bencilisoquinolinicos, benzoquinolicidinicos, esteroidales,
pirrolidinicos, diterpénicos, B-carbolinicos, derivados de esponjas marinas, entre otros)
(Mishra et al., 2009), terpenos, fenoles, isoniacida, ciclosporina, anticuerpos
monoclonales, péptidos antimicrobianos, electrodesecacion, métodos quirdrgicos
(Mitropoulos et al., 2010), zinc, radiofrecuencia, crioterapia y termoterapia (Reithinger et
al., 2005).

Los tratamientos recomendados son diferentes para cada una de las tres formas clinicas
de leishmaniasis y existen dos modalidades en la LC denominados, tratamiento local y
sistémico y la eleccion del mismo dependera de la posibilidad de diseminacién a las
mucosas, de la localizacién, del niamero, del tamafio, la evolucién y cronicidad de las
lesiones (Ricciardi, 2009).

El tratamiento local incluye métodos fisicos como el uso de rayos infrarrojos, el laser de
dibxido de carbono (Babaev and Babaeva, 1985), la diatermocoagulacion, la
criodisrupcion, la electroterapia y el curetaje o remocién quirargica (Morsy et al., 1989;
Rzany et al., 1990), asi como la administracion intra o perilesional de drogas como los
antimoniales pentavalentes (Oliveira-Neto et al., 1997), ciprofloxacina (Al Hamdi et al.,
2010), solucién hiperténica de cloruro de sodio (Sharquie, 1995) y los anestésicos locales
del tipo lidocaina. Del mismo modo, se ha empleado con controversial éxito la aplicacion
tépica de farmacos como el ungtiento de paramomicina sola y asociada a gentamicina
(Hepburn et al., 1994; Grogl et al., 1999), el unguento de artesunato (Plasmotrim ®)
(Adam and Hagelnur, 2009) y otros preparados de aplicacion local no convencionales
como el zinc (Najim et al., 1998); modalidades utilizadas s6lo cuando existen escasas
lesiones cutaneas. El empleo de la terapia intralesional reduce la cantidad de droga
requerida, el costo y la apariciébn de efectos adversos, pero tiene el inconveniente de
requerir de anestesia local al momento de utilizarla (Oliveira-Neto et al., 1997; Ricciardi,
2009).
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En la terapia sistémica de la LC se utilizan los derivados antimoniales ya citados, solos o
combinados con la aminosidina o paromomicina aprovechando su sinergismo
farmacologico (Soto et al., 1998); también el isotionato de pentamidina, ketoconazol,
itraconazol, fluconazol, alopurinol y anfotericina B (AmB®) simple o liposémica
(AmBisome®), interferbn gamma (Weinrauch et al., 1987; Arana et al., 1994; Correia et
al., 1996) y miltefosina como agente oral (Soto and Soto, 2006). Estas terapias estan
indicadas cuando hay multiples lesiones o lesiones no susceptibles de ser tratadas

perilesionalmente (Ricciardi, 2009).

2.2 Metodologias para el tamizaje de medicamentos
antileishmaniales

Los esfuerzos para lograr el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, esenciales en
el control de la leishmaniasis, dependen principalmente de la disponibilidad de pruebas in
vitro, en las cuales se realiza inicialmente un tamizaje de los compuestos potencialmente

efectivos frente los diversos estadios de desarrollo del parasito.

Para evaluar la actividad antileishmanial de una determinada sustancia de interés, se han
empleado diferentes metodologias de tamizaje que incluyen el uso de promastigotes,
amastigotes axénicos e intracelulares y los modelos ex vivo e in vivo (Croft et al., 2006;
Travi, 2009). En el cultivo in vitro de promastigotes, se utilizan medios de cultivo y se
incuban a condiciones de temperatura similar al del insecto vector (aproximadamente
26 C). Este procedimiento es relativamente simple y barato comparado con otros
modelos, una herramienta Gtil como procedimiento primario de seleccion, da informacion
esencial de la actividad de un medicamento en el ambiente natural del parasito y es
comunmente utilizada y a modo de tamizaje, en la evaluacion de los productos naturales

y sintéticos con posible actividad antiparasitaria (Sereno et al., 2007).

El modelo de promastigotes permite cuantificar la actividad del medicamento, pudiéndose
utilizar un cuenta células o inclusive, evaluar la viabilidad de la poblacion celular

mediante el uso de diferentes métodos basados en: el 3 — (4.5 — dimetiltiazol — 2.5 —
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difenil tetrazolio) o MTT, la reduccion de la rezasurina (Mikus and Steverding, 2000), la
actividad de ornitina descarboxilasa, usando un colorante fluorescente como el ioduro de
propidio o el p-nitrofenilfosfato (Montalvo et al., 2000) o, mediante clasificacion o “sorting”

de células fluorescentes activadas (FACS) en un citdmetro de flujo (Singh et al., 2009).

En los ultimos afios, se han utilizado parasitos de Leishmania que expresan genes
reporteros como luciferasa de luciérnaga (Henao et al.,, 2004), B-galactosidasa,
cloramfenicol acetiltransferasa, fosfatasa alcalina y la proteina verde fluorescente (GFP)
(Singh et al., 2009; Bolhassani et al.,, 2011) para facilitar el tamizaje de agentes
antileishmaniales, siendo esta tecnologia generalmente mas sensible que los métodos

clasicos (Sereno et al., 2007).

Por otro lado, en los modelos de infeccion in vitro, se aprovecha la habilidad de la
Leishmania para infectar el huésped vertebrado y de su capacidad de sobrevivir
intracelularmente en un macr6fago mamifero. Este proceso puede realizarse in vitro,
empleando diversos tipos de células que fagocitan promastigotes y permiten la
morfogénesis intracelular del parasito al estadio de amastigote. En los modelos in vitro de
infeccién se han utilizado macréfagos de origen humano de las lineas U937 (Rey et al.,
1990) ) y THP-1 (Dasgupta et al., 2003), derivados de monocitos y de médula 6sea
humana, murinos de las lineas RAW 264.7 (Trun et al., 2006) y J774 (Azzouz et al.,
2005) o células dendriticas (Perez-Cordero et al., 2011) mostrando ser una estrategia
adecuada para evaluar de forma r4pida, facil y segura un gran nimero de compuestos
con potencial actividad antileishmanial. Para la evaluacion de la capacidad infectante in
vitro, se hace necesario el empleo de promastigotes en fase estacionaria de crecimiento,

ya gue en este momento son mas virulentos (Sereno et al., 2007).

En resumen, para que un procedimiento de tamizaje sea eficiente y exhaustivo, requiere
de condiciones que imiten lo mas cercanamente posible el ambiente encontrado en la
célula blanco. Las formas intracelulares de Leishmania (amastigotes) pueden representar
las condiciones ideales y su uso, dar informacién esencial de la capacidad de los
medicamentos para hacer blanco en los organismos intracelulares, ayudando de esta
forma a eliminar algunos errores causados por las condiciones de cultivo. Y aunque
existen diferencias significativas entre promastigotes y amastigotes en bioquimica y

susceptibilidad a los medicamentos estandar (Croft et al., 2006), el uso de la forma
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extracelular o de promastigote es Gtil como un indicador de la potencial toxicidad de
sustancias con actividad antileishmanial y continda brindando informacién sobre el
potencial efecto en el parasito, siendo empleado como una estrategia inicial de seleccién
(Muniaraj et al., 2010), y utilizado rutinariamente en la mayoria de los trabajos donde se
ha evaluado la actividad antileishmanial de los Péptidos antimicrobianos (McGwire and
Kulkarni, 2010).

2.3 Desarrollo de estrategias antileishmaniales: Péptidos
antimicrobianos con actividad antileishmanial

El término “Péptido antimicrobiano” describe a un péptido con propiedades
antimicrobianas. La mayoria de los reportados (alrededor de 2000) (Wang and Wang,
2009) y aislados de todos los reinos de la naturaleza, son catiénicos (polares), con
propiedades electronegativas y/o anibnicas propias y regiones hidrofébicas
espacialmente separadas y cargadas, estructura que caracteriza el mecanismo de accion
principal propuesto que es el de actividad sobre la membrana plasmatica (Yount and
Yeaman, 2005). En el amplio sentido de la palabra, el término “Péptido antimicrobiano”
se refiere a todos los oligo o polipéptidos que matan microorganismos o inhiben su
crecimiento, incluyendo aquellos que resultan del clivaje de grandes proteinas o que son

sintetizados no ribosomalmente (Koczulla and Bals, 2003).

Los Péptidos antimicrobianos pueden ser agrupados de acuerdo a su longitud, estructura
y presencia de puentes disulfuro, sin embargo, la diversidad de estas moléculas es tan
grande que es dificil categorizarlas dentro de una clasificacion aceptada por todos.
Basados en su global composicién y estructura en 3D, pueden dividirse en cinco grupos:
1) formadores de hélices a, 2) formadores de hebras o laminas (3, 3) ricos en residuos de
cisteina, 4) ricos en aminoacidos naturales cargados (histidina, arginina y prolina) y 5)
ricos en compuestos de aminoacidos modificados 0 no naturales (Boman, 1995; Reddy et
al., 2004; Beisswenger and Bals, 2005).

A pesar de ser estructuralmente diversos, los Péptidos antimicrobianos contienen

relativamente altos porcentajes de aminoacidos bésicos. Péptidos como Defensinas y
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algunas Catelicidinas son ricos en cisteina que permiten la formacion de enlaces

disulfuro con una importante actividad antimicrobiana (Martin et al., 1995).

Estos Péptidos tienen un amplio espectro antimicrobiano y su amfipaticidad les permite
interactuar con las membranas microbianas con una carga negativa neta dando lugar a la
desestabilizacion directa de la superficie de las membranas a través de una variedad de
mecanismos (La Rocca et al., 1999; Shai, 1999; Sitaram and Nagaraj, 1999; Brogden,
2005) (Figura 4-2). La mayoria de los péptidos interactian con la superficie de la
membrana y causan perturbacion directa provocando lisis y muerte celular por autofagia,
necrosis o apoptosis (Bera et al., 2003; Yount and Yeaman, 2005; Kulkarni et al., 2006;
Kulkarni et al., 2009). Los péptidos también pueden entrar a las células y asociarse con
organelos intracelulares dando lugar a efectos pleiotrépicos en las rutas metabdlicas y
bioenergéticas (Luque-Ortega et al., 2001; Luque-Ortega et al., 2008), activar las
reacciones inflamatorias, estimular a las células de la respuesta inmunitaria innata
(neutrdfilos, células epiteliales y queratinocitos), asi como a las que sirven de puente
entre la respuesta innata y la adaptativa (monocitos, macrofagos y células dendriticas),
reforzando, inhibiendo o complementando funciones tales como la quimiotaxis, la
apoptosis, la transcripcion de genes y la produccion de citocinas, que generan la
eliminacion de los microorganismos, aunque no por la via de la citotoxicidad directa
(Brown and Hancock, 2006). En el caso de la Leishmania (Figura 5-2), se ha identificado
gque Péptidos antimicrobianos estructuralmente diferentes, tienen efecto sobre el parasito
por induccién de muerte apoptética y no-apoptotica. La muerte por apoptosis es debida a
una masiva delocalizacibn del calcio intracelular que conduce a una toxicidad
mitocondrial (Kulkarni et al., 2009; McGwire and Kulkarni, 2010).

Sobre diferentes especies de Leishmania, se han evaluado un sinnimero de Péptidos
antimicrobianos, mostrando actividad sobre los parasitos: los aislados de anfibios de los
géneros Phyllomedusa (Dermaseptinas y Phylloseptina (DShypo-01)) (Hernandez et al.,
1992; Brand et al.,, 2006; Savoia et al., 2008; Kuckelhaus et al., 2009), Bombina
(Bombininas) (Mangoni et al., 2006), Rana (Temporinas) (Mangoni et al., 2005; Kulkarni
et al., 2006; Abbassi et al., 2008; Kulkarni et al., 2009) y Xenopus (Maganinas)
(Merrifield, 1964; Guerrero et al., 2004). El péptido prototipo del grupo de las
Dermaseptinas es la Dermaseptina-1 que tiene actividad sobre especies de Leishmania a

concentraciones entre 2.3 a 12.5 pM (Hernandez et al., 1992; Brand et al., 2006; Savoia
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et al., 2008). También son efectivos sobre promastigotes de L. (L.) amazonensis, seis
Péptidos antimicrobianos aislados de la secrecion de la piel del anfibio Phyllomedusa
hypochondrialis, con una longitud entre 24 y 34 aminoacidos y estructuralmente
relacionados con la familia de la Dermaseptina (Brand et al., 2006).

Figura 4-2: Mecanismos propuestos de la accion de los Péptidos antimicrobianos sobre

las membranas celulares.
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Las Bombininas H2 y H4 ocasionan una alta desestabilizacién y permeabilizacion, pero
de manera diferente, en la superficie de la membrana celular de promastigotes y
amastigotes; de modo que H4 tiene alta afinidad por las membranas causando dafio
directo, mientras que H2, forma agregados de laminas o hebras [ dentro de la

membrana, dando lugar a una menor actividad antiparasitaria (Mangoni et al., 2006).

Péptidos analogos sintéticos de las Maganinas, se utilizaron para demostrar la
importancia de la hidrofobicidad posicional sobre la afinidad y agregacion de los péptidos
dentro de las membranas e identificar el modo como esta conduce a una actividad

parasitocida (Guerrero et al., 2004). Pexiganan, un péptido analogo sintético de la
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Maganina, fue activo sobre L. (L.) amazonensis y L.(L.) major, causando un incremento
en la permeabilidad de la membrana, induciendo una variedad de cambios celulares
asociados con apoptosis con activacion de las enzimas tipo caspasas y perturbacion del
potencial de la membrana mitocondrial, llevando a la salida del ATP, a la degradacion del
ADN (Kulkarni et al., 2006); permitiendo la entrada del péptido al interior del parasito y su
asocio con las estructuras citoplasmaticas (Kulkarni et al., 2009). Se demostré que el
Pexiganan induce apoptosis causando la muerte del parasito por vias diferentes a las de
los péptidos tipo Catelidicinas de los mamiferos, los cuales causan muerte tipo no

apoptética en el parasito (Kulkarni et al., 2009).

Figura 5-2: Blancos y efectos del ataque de los Péptidos antimicrobianos en los

promastigotes de Leishmania
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Phyloseptina 0 PS-1, aislado de la secrecion de la piel de Phyllomedusa azurea demostré
ser activo sobre promastigotes de L. (L.) amazonensis a concentraciones inferiores a 0.5
pg/mL, un efecto comparable al del antimoniato de meglumina, no induciendo
citotoxicidad en las células de mamiferos y presentando mayor actividad antileishmanial
gue otros péptidos evaluados previamente: Taquiplesina |, Clavanina (Lofgren et al.,
2008) y Temporinas (Mangoni et al., 2005) y menor, que las Dermaseptinas (Brand et al.,
2002; Brand et al., 2006; Savoia et al., 2006; Savoia et al., 2008). Se considera que esta

actividad sobre los protozoos se debe a que la Phyloseptina un péptido amidado, es
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policationico, lo cual favorece su interaccion con las membranas altamente anidnicas del
parasito. Experimentos de dicroismo circular, espectroscopia y resonancia magnética
nuclear multidimensional, mostraron que este péptido exhibe conformacion no
estructurada en soluciéon acuosa, pero en las membranas adopta una conformacion en
hélice a (Resende et al., 2008).

Péptidos aislados de insectos también han mostrado actividad antileishmanial in vitro.
Los primeros reportes fueron de Cecropina A de Hyalophora (Akuffo et al., 1998), el
péptido hibrido Cecropina A (1-8) — Melitina (1-18) o CAMEL (Diaz-Achirica et al., 1998)
asi como analogos del hibrido (Luque-Ortega et al., 2003) y péptidos con modificaciones
en el extremo N-terminal (Chicharro et al., 2001). El péptido tipo CAMEL, el N-terminal
Octyl-CA (1-7) M (2-9) fue utilizado intravenosamente en perros infectados con
Leishmania, reduciendo los sintomas y la parasitemia (Alberola et al.,, 2004),
constituyéndose en una de las primeras aplicaciones clinicas de los péptidos
antimicrobianos. El CAMEL causa en los promastigotes un rapido colapso del potencial
eléctrico y dafio morfolégico en la superficie de la membrana por la répida pérdida del
ATP con menores efectos en el potencial de la membrana mitocondrial (Diaz-Achirica et
al., 1998).

Otros péptidos activos sobre Leishmania son las Defensinas de insectos: Gomesina de
hemocitos de tarantula (Silva et al.,, 2000), Defensina-1, SD-1 de hemolinfa de
Phlebotomus spp el vector de la Leishmania (Boulanger et al., 2004) y Decoralina del

veneno de la avispa Oreumenes decoratus (Konno et al., 2007).

Se identificé actividad antiparasitaria de diferentes péptidos antimicrobianos derivados de
animales acudticos: Taquiplesina | de Tachipleus tridentatus, Maganina de Xenopus
laevis, Clavanina de Styela clava, Penadeina de Litopenaus vannamei, Mylitina A de
Mytilus edulis y factor anti-lipopolisacarido de Penaeus monodon sobre promastigotes de
L (V.) braziliensis, utilizando el método de MTT; encontrdndose que las Defensinas
ciclicas y Mytilina A (de mejillones) y Taquiplesina | (de cangrejo de herradura) actuaban
a través de mecanismos desconocidos (Roch et al.,, 2004; Lofgren et al., 2008). La
Taquiplesina | fue el péptido més potente, eliminando completamente los promastigotes a

una concentracion de 12 uM, mientras que Mytilina fue ligeramente activa pero a altas
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concentraciones (100 pM). Los péptidos Taquiplesina | y Maganina resultaron ser
marcadamente hemoliticos a altas concentraciones, mientras que el resto de los péptidos
provocaron una ligera hemolisis (<10% a 50 uM) (Lofgren et al., 2008).

Un amplio rango de Péptidos antimicrobianos aislados de mamiferos, tienen actividad
sobre Leishmania y son capaces de inducir muerte celular por diferentes mecanismos.
Indolicidina, un péptido rico en triptéfano; péptidos de neutrédfilos de bovino y dos
derivados de seminalplasmina, disminuyeron la motilidad de los promastigotes de L. (L.)
donovani a concentraciones sub-nanomolares, causando disrupcién en el potencial de
membrana y del equilibrio entre el pH externo y el interno, alterando ligeramente el
potencial en las membranas celulares y no permitiendo que la GFP salga de los
promastigotes que expresan esta proteina. Se demostrd que estos péptidos son menos
activos en los parasitos deficientes en LPG, como también en los parasitos del tipo
salvaje en fase de crecimiento estacionario tardio los cuales expresan mas LPG;
sugiriendo que la carga de la superficie y/o modificaciones causadas por el LPG, influyen
en la interaccion de los Péptidos antimicrobianos con la superficie de la membrana del

parasito (Bera et al., 2003).

Las formas L y D del Péptido antimicrobiano de la glandula salivar humana, Histatina 5
tienen efecto parasitocida en promastigotes y amastigotes de L. (L.) donovani. Estos
péptidos penetran la membrana del parasito dando lugar a la formacion de poros
transitorios 'y reversibles, accediendo al contenido intracelular, localizandose
primariamente en la mitocondria, conduciendo a una perturbacion dosis-dependiente del
potencial de membrana mitocondrial, disminuyendo el consumo de oxigeno y causando
deplecién del ATP (Lugue-Ortega et al., 2008).

Otros péptidos de origen animal son las Catelicidinas: Protegrina 1 de origen porcino,
SMAP-18y -27 de origen ovino, y la 8 Defensina de origen simiano (con estructura ciclica
y enlaces disulfuro), han demostrado actividad sobre cepas salvajes de L. (L.) major y L.

(L.) amazonensis a concentraciones = 6.5 yM (McGwire and Kulkarni, 2010).

A péptidos aislados de plantas y denominados Tioninas, también se les ha demostrado

una potente actividad sobre promastigotes de L. (L.) donovani causando ruptura de la
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membrana celular, afectando la deplecion de ATP, sin provocar cambios en la respiracion
mitocondrial (Berrocal-Lobo et al., 2009).

En un ensayo sobre promastigotes y amastigotes intracelulares de L. (L) major en
macréfagos peritoneales de ratones BALB/c, se identifico actividad antileishmanial del
Péptido Antimicrobiano Bovino Mieloide 28 (BMAP-28), una Catelicidina de origen
bovino, y de dos de sus isémeros, la forma aminoacidica D D-BMAP-28 y la retro-inverso
RI-BMAP-28). EIl péptido BMAP- 28 (forma L) es susceptible a degradacién por Gp63, a
diferencia de los dos isémeros evaluados, D-BMAP-28 y RI-BMAP, que son resistentes a
esta metaloproteinasa. Los dos péptidos analogos, alteraron la integridad de la
membrana celular de los promastigotes, ocasionando un estado de apoptosis tardia con
muerte celular y, en el modelo de infeccion en macréfagos fueron capaces de reducir la
viabilidad los amastigotes intracelulares, lo que los convierte en potenciales estrategias

terapéuticas antileishmaniales (Lynn et al., 2011).

En promastigotes y en un modelo de infeccion de amastigotes intracelulares de L. (V.)
panamensis y L. (L.) major en células dendriticas, dos péptidos derivados del clivaje de
protamina, Pr-2 y Pr-3, inhibieron el crecimiento de promastigotes de L. (V.) panamensis
pero no fueron activos sobre L. (L.) major. En el mismo estudio, dos péptidos aislados de
insectos, Andropina y Cecropina A presentaron una actividad especifica contra la forma
intracelular de L. (V.) panamensis con un indice de selectividad de 4 y 40
respectivamente. Melitina y Dermaseptina S1 inhibieron el crecimiento de los
promastigotes de L. (L.) major, pero con un bajo indice de selectividad sobre las formas
intracelulares, lo que sugiere que hay diferencias en la sensibilidad a los péptidos entre
las especies y entre las formas extracelulares e intracelulares de los parasitos (Perez-
Cordero et al., 2011).

En resumen, hasta el momento, se ha demostrado efectividad sobre L. (L.) major de los
péptidos: Dermaseptinas (Brand et al., 2006; Savoia et al., 2008; Perez-Cordero et al.,
2011), Bombininas (Mangoni et al., 2006), Maganinas, Catelicidinas, Defensinas
(Boulanger et al., 2004; Mangoni et al., 2005; Kulkarni et al., 2006; Travi, 2009; Lynn et
al., 2011), Temporinas (Mangoni et al., 2005), Decoralina (Konno et al., 2007) y derivados
de la protamina Pr-2 y Pr-3 (Perez-Cordero et al., 2011).
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Sobre las especies causantes de LC en el continente americano y en particular de la
forma de promastigotes de L. (L.) amazonensis, una especie del subgénero Leishmania
complejo mexicana, son efectivos los péptidos, Gomesina y Phyloseptina-1 y
relacionados con la Dermaseptina (Mandard et al., 2002; Brand et al., 2006; Kuckelhaus
et al., 2009). En las especies del subgénero Viannia (V.), complejo panamensis, que
involucra a L. panamensis, L. guyanensis y L. braziliensis, se reporta actividad en L. (V.)
braziliensis de Taquiplesina I, Maganina, Clavanina, Penadeina y Mytilina (Lofgren et al.,
2008) y en promastigotes de L. (V.) panamensis a Pr-2, Pr-3 y Dermaseptina S1. En un
modelo de infeccibn de amastigotes intracelulares de L. (V.) panamensis en células
dendriticas se identificé actividad antileishmanial de los péptidos Andropina y Cecropina
A (Perez-Cordero et al., 2011).

Al momento de considerar a los Péptidos antimicrobianos como potenciales estrategias
terapéuticas, se hace necesario evaluar el porcentaje de identidad, similitud y la relacién
de homologia con proteinas humanas a fin de prevenir una potencial inmunogenicidad
péptido-especifica y reducir de este modo el riesgo de una reaccidén autoinmune en el

paciente.

El concepto de homologia es central en el analisis molecular filogenético y se dice que
las secuencias son homélogas si ellas comparten un antecesor comin y estan
relacionadas desde el punto de vista evolutivo. La homologia es una descripcion
cualitativa de la relacion y el término “porcentaje de homologia” no tiene significado. Hay
dos tipos de homologia: ortologia y parologia. Las ortélogas son secuencias homadlogas
gue estan en diferentes especies pero ascienden de un gen ancestral comin durante
eventos de especiacion; se ha predicho que las secuencias ortdlogas tienen similares
funciones biologicas. Las pardlogas son secuencias homélogas envueltas en
mecanismos de duplicacion de genes y se ha predicho que tienen distintas funciones

pero relacionadas entre si (Mahdavi, 2011).

Y mientras que la relacibn de homologia se refiere a identificar si dos secuencias
descienden de un origen evolutivo comun; la similitud de secuencias, mide el porcentaje
de residuos apareados o similares en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas (tamafio,
carga, hidrofobicidad) o de aquellos sitios en donde es posible realizar cambios entre

los residuos mediante el uso de matrices de sustitucién. La homologia de secuencias
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es una conclusion (inferencia) acerca de una relacion ancestral comun hecha a base de
comprobar que existe un grado de similitud lo suficientemente alto entre las secuencias
comparadas, de modo que la homologia es una afirmacion cualitativa (homdlogas o no
homologas) y la similitud es un resultado directo de la observacion de un alineamiento de

secuencias y se cuantifica usando porcentajes (Xiong, 2006; Lopes and Cruz, 2011).

En el alineamiento de secuencias se comparan dos (alineamiento pareado) o mas de dos
(alineamiento multiple) secuencias. Este procedimiento busca una serie de residuos o
patrones particulares que estén en el mismo orden y es util para el descubrimiento de
informacién funcional, estructural y evolutiva en las secuencias biolégicas. El porcentaje
de similitud o la positividad de dos secuencias de proteinas es la suma de los aciertos
idénticos mas los similares, dividido por la longitud de los alineamientos. El porcentaje de
identidad se concluye del nimero de residuos idénticos dividido por la longitud del
alineamiento y en general hay dos enfoques en el alineamiento de secuencias: el

alineamiento multiple y el alineamiento pareado (Mahdavi, 2011).

En la practica, el decidir a qué nivel de similitud se pueden inferir relaciones de
homologia no siempre es facil; la respuesta depende del tipo de secuencias examinadas
y de sus longitudes. Desde este punto de vista, las matrices de sustitucion son
herramientas clave en el proceso de alineamiento, ya que asigna una puntuacion a cada
acierto o desacierto entre dos letras del alfabeto y, como el alfabeto de las proteinas
contiene 20 aminoacidos con diferencias en las secuencias biolégicas y en las
propiedades bioquimicas que pueden impactar en la estructura de las proteinas, los
aciertos o desaciertos entre los aminoacidos, por lo tanto, no se dan por casualidad
(Lemaitre et al., 2011).

En los alineamientos de proteinas, las matrices mas utilizadas son de las series PAM y
BLOSUM; ambas tienen en comln que estan calibradas para una distancia evolutiva
preestablecida. Las matrices PAM (Point Accepted Mutation) se generaron primero
y surgieron tras alinear globalmente varias proteinas que se sabia eran homdlogas. Las
matrices BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) parten de una base de datos
llamada BLOCKS en donde hay alineamientos locales de estructuras conocidas y

cada matriz esta optimizada para un porcentaje de identidad diferente. Es
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importante notar que numeros grandes de PAM corresponden a altos valores de
divergencia, mientras que en BLOSUM, valores grandes significan un mayor
porcentaje de identidad y por lo tanto menor divergencia, de modo que al aumentar la
divergencia se dificulta distinguir homologos de no homdlogos; por ejemplo, BLOSUM 80
y PAM 1 son menos divergentes y BLOSUM 45 y PAM 250 son mas divergentes.
BLOSUM 62, es la matriz mas usada en alineamiento de proteinas y se utiliza para
encontrar secuencias homoélogas que tienen identidad del 62% o menos (Lopes and
Cruz, 2011).

Para obtener los mejores alineamientos, se hace necesario introducir y penalizar los
agujeros o “gaps”, debido a que su presencia tiene relevancia biolégica y refleja que se
han dado cambios evolutivos. En alineamientos con proteinas de diferentes longitudes,
no debe haber columnas con “gaps”, de modo que para que se de un alineamiento
Optimo, los residuos que no coincidan y los “gaps” se deben ubicar en determinadas
posiciones de tal forma que se permita el mayor nimero de aciertos de residuos idénticos
y similares (Mahdavi, 2011).

En el alineamiento, se pueden utilizar diferentes bases de datos. UniProtKB (UNIversal
PROtein Knowledgebase) es una base de datos de proteinas que tiene dos secciones:
Swiss-Prot, en donde las proteinas son anotadas y revisadas manualmente y TrEMBL,
de anotacién automética y sin revision. Esta base de datos resultd del consorcio entre
Swiss Institute of Bioinformatics, European Bioinfomatics Institute (EBI) y Protein
Information Resource (PIR). La base de datos UniProt (UniProtKB) es el eje central para
la recolecciéon de informacion funcional de las proteinas y contiene datos de secuencias
de aminoécidos, el nombre de la proteina, la descripcién y datos taxonémicos y alrededor
del 85% de las secuencias de proteinas proporcionadas por UniProtKB se derivan de la
traduccion de las secuencias codificantes (CDS), que se han presentado a las bases de
datos de Aacidos nucleicos y publicadas en las bases de datos (EMBL-
Bank/GenBank/DDBJ INSDC). Todas estas secuencias, asi como los datos relacionados
presentados por los diferentes autores, se integran automaticamente en UniProtkKB /
TrEMBL (UniProt Consortium, 2011).

Lo ideal de un buen alineamiento es una mezcla entre dos valores: identidad y longitud.

Dos estadisticos que tienen en cuenta ambos valores son el puntaje o “Score” y el valor
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esperado o “valor-E” y entre mayor sea el score mejor sera el alineamiento, de modo que
un valor mayor de 200 indica una muy buena relacién desde el punto de vista evolutivo.
El valor-E representa el nimero de resultados (hits) que se obtendrian al azar con
una base de datos de cierto tamafio, con un puntaje igual o mayor similitud entre las
secuencias; por tanto, entre menor sea el valor-E, es menos probable que el
alineamiento se deba Unicamente al azar y por lo tanto, mas posibilidades tiene de

representar una posible homologia (Xiong, 2006).

Una vez se realiza el alineamiento y la evaluacion de las puntuaciones, la secuencia de
pares mas estrechamente relacionadas resultan evidentes, pudiéndose colocar en las
ramas exteriores de un arbol evolutivo. Un arbol se obtiene sobre la base de las mejores
puntuaciones para los cambios (distancias) entre las secuencias que obtuvieron similares
calificaciones (Mahdavi, 2011). Existen numerosos métodos para la construccion de
arboles filogenéticos a partir de datos moleculares (Nei and Kumar, 2000). Ellos pueden
ser clasificados en: métodos de distancia, métodos Parsimonia y métodos de
probabilidad. Dentro de los métodos de distancia, se encuentra el del “vecino mas
cercano” o Neighbor Joining (NJ), que utiliza medidas de distancia para corregir accesos
multiples a los mismos sitios, de modo que el arbol se construye teniendo en cuenta la
menor distancia entre dos hojas de acuerdo a la nueva matriz de distancias. El arbol
generado por este método es un arbol sin raiz, sin embargo, para facilitar la inspeccion,
se puede utilizar el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) que
muestra arboles NJ de una manera similar a los arboles con raiz. El programa MEGA ha
sido ampliamente utilizado desde su creacion en 1993 y utiliza datos de secuencia de

ADN, de proteinas y distancia evolutiva o de arboles filogénicos (Kumar et al., 2008).



3. Metodologia

El proyecto se desarroll6 en cuatro etapas:

= Seleccion y sintesis de los Péptidos antimicrobianos de origen natural (péptidos

problema y control).

» Estudio bioinformatico y determinacion del porcentaje de identidad, similitud y

homologia con proteinas humanas.
» Estudio del efecto in vitro de los péptidos sobre las células nucleadas y hematies.

» Estudio in vitro de la actividad antileishmanial sobre promastigotes de L. (V.)

panamensis y L. (L.) major.

3.1 Seleccion y  sintesis de los Péptidos
antimicrobianos de origen natural

3.1.1 Sintesis de los Péptidos antimicrobianos

Dieciséis péptidos antimicrobianos de origen natural y previamente reportados, fueron
sintetizados por la estrategia t-Boc de sintesis en Fase Sdlida, por los grupos
Funcionales de Biocatalisis y Quimica-Sintesis de la Fundacién Instituto de Inmunologia
de Colombia (FIDIC) y numerados de acuerdo al sistema de codificacién del Instituto.
Durante la sintesis, se establecieron los criterios de pureza, peso molecular y tendencia
de estructura secundaria mediante las técnicas de HPLC- FR (Cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa), Espectrometria de masas y ensayos de Dicroismo
circular, respectivamente (Lesmes et al., 2009). El tamafio de los péptidos fue de 10 a 40

aminoacidos, peso molecular menor de 3 kDa, siete con actividad antileishmanial
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previamente descrita y nueve sin reportes de actividad sobre este parasito, siendo los
péptidos incluidos en el estudio y con una pureza superior al 95%: Apamina, Andropina,
péptido antimicrobiano traqueal (TAP), Polistes Mastoparan (MA), Mastoparan 8 (MP-8),
Mastoparan 17 (MP-17), Mastoparan X (MP-X), un derivado de la protamina o Pr-2,
Maganina-1, Dermaseptina S1, Melitina, Bombinina, Taquiplesina | y las Cecropinas A, B
y P1 (Tabla 1-3).

Los Péptidos antimicrobianos una vez sintetizados, caracterizados y liofilizados, fueron
resuspendidos en dimetilsulfoxido o DMSO (Panreac, Barcelona, ES) al 3% (v/v) y medio
de cultivo RPMI-1640 (Gibco, Scotland, UK) incompleto a una concentracion de 1 mg/mL

(solucién stock) almacenandose a -20°C hasta su uso.

» Sintesis de los péptidos en fase s6lida. Todos los Péptidos antimicrobianos fueron
producidos manualmente usando el protocolo de Merrifield para sintesis de péptidos
en fase sdlida basado en t-Boc (SPPS) (Merrifield, 1964), modificado posteriormente
por Houghten para la sintesis de mdltiples péptidos (Houghten et al., 1991). Los
péptidos fueron sintetizados y caracterizados fisicoquimicamente de forma
simultanea. Se empled resina MBHA (0.7 meqg/g), aminoacidos t-Boc y técnicas de
clivaje bajo-alto. La identidad y pureza de los péptidos fue analizada, por
espectrofotometria de masas con desorcion ibnica provocada por laser y asistida por
matriz con deteccibn de tiempo de vuelo MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption of lons Time-of-Flight) y, cromatografia liquida de alta resolucion en fase
reversa (RP-HPLC), respectivamente. Posteriormente fueron liofilizados, identificando
la tendencia de estructura secundaria mediante experimentos de dicroismo circular
(Lesmes et al., 2009).



Tabla 1-3: Secuencia, peso molecular (Da), fuente, actividad antileishmanial descrita y tendencia de estructura secundaria obtenida

por experimentos con Dicroismo circular de los Péptidos antimicrobianos que fueron evaluados y el péptido no relacionado o CLIP.

- PESO TENDENCIA DE
ANTI:?/II?g;ICl)DISANO SECUENCIA MOLECULAR FUENTE NATURAL ESTRUCTURA ACTIVIDAD ANTILEISHMANIAL
(Da) SECUNDARIA*
Maganina-2: L. (L.) donovani (Guerrero et al.,
Maganina-1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 2410.4 Xenopus laevis Hebras-B 2004) y analogos: L. (V.) braziliensis (Lofgren
et al., 2008)
L.(L.) amazonensis (Brand et al., 2006) L. (V.)
Dermaseptina S1 ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAAD 3437.6 Phyllomedusa bicolor Hélice-a panamensis y L.(L.) major (Perez-Cordero et
TISQGTQ
al., 2011)
Bombinina GIGGALLSAGKSALKGLAKGLAEHFAN 2904.4 Bombina maxima Hélice-a L. (L.) donovani (Mangoni et al., 2006)
Andropina ?{\IF;iILDKVENAIHNAAQVG IGFAKPFEKL 3732.8 Drosophila melanogaster Helice-o IZ_OSL\:/L)) panamensis (Perez-Cordero et al.,
NPVSCVRNKGICVPIRCPGSMKQIGTCV . )
TAP GRAVKCCRKK 4073.6 Bos taurus Hélice-a No descrita
Cecropina B EVQIEXEI_KKIEKNGRNlRNGlVKAGPAlAVL 3818.3 Hyalophora cecropia Hélice-a No descrita
: SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGG - - No actividad en L. (V.) panamensis y L.(L.)
Cecropina P1 PR 33214 Ascaris suum Hélice-a major (Perez-Cordero et al., 2011)
: KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVV . - L. (V.) panamensis (Perez-Cordero et al.,
Cecropina A GQATOQIAK 4003.8 Hyalophora cecropia Hélice-a 2011)
Polistes MA VDWKKIGQHILSVL 1618.1 Polistes jadwigae No estructurada No descrita
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 2829.7 Polistes sp. HQL-2001 Hélice-a L. (L.) major (Perez-Cordero et al., 2011)
. . . L.(V.) braziliensis, guyanensis y panamensis
Taquiplesina | KWCFRVCYRGICYRRCR 2251.2 Tachypleus tridentatus Hebras-f (Lofgren et al., 2008)
Apamina CNCKPEPALCARRCQQH 2014.5 Apis cerana cerana Hélice-a No descrita
g Oncorhynchus mykiss . L. (V.) panamensis (Perez-Cordero et al.,
Pr-2 VRRRRRPR 1133.4 gairdneri Hélice-a 2011)
MP-8 INLKALAALAKRLL 1490.3 Vespa magnifica Hélice-a No descrita
MP- 17 INLKAKAALAKKLL 1477.3 Vespa magnifica Hélice-a No descrita
Vespa simillina - )
MP-X INWKGIAAMAKKLL 1539.3 xanyhophera Hélice-a No descrita
Molécula CD74 CMH clase Péntido endégeno
CLIP LPKPPKPVSKMRMATPLLMQALPM 2674.5 Il Cadena invariante - Hélice poliprolin-Ii P 9

[Homo sapiens]

No actividad antimicrobiana ni citotéxica

* Datos obtenidos de experimentos de Dicroismo circular realizado en FIDIC (Lesmes et al., 2009)







= Cromatografia Liquida. Una RP-HPLC analitica fue corrida en un equipo Hitachi-
Merck modelo L17400 (Merck, Darmstadt, DE) provisto por una columna analitica de
silica Vydac C-18 (5 um) (4.5 mm x 30 cm). Una columna preparativa Vydac C-18 fue
utilizada en una RP-HPLC preparativa por elucién gradiente-lineal de 0 a 100% B,
empleando el siguiente sistema de solventes: A: H,O 0.05% trifluoroacético (TFA), B:
CH3CN, 0.05% TFA por 45 min (100 min para el proceso preparativo) a una velocidad
de flujo de 1.0 mL/min (4.5 mL/min para el proceso preparativo). El eluido fue
monitoreado en un detector UV-DAD a 220 nm.

» Andlisis de espectrometria de masas. EIl espectro de la masa fue registrado
utilizando un espectrometro de masa Bruker Protein TOF en modo reflectron (Billerica,
MA). Experimentos de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization o MALDI) fueron realizados usando la técnica de tiempo
de vuelo (Time-Of-Flight o TOF). Este instrumento usa un laser radiante de N, a una
longitud de 337 nm con pulsos de 3-ns y la aceleracién del voltaje fue de +17.5 kV y
voltaje del reflectron +20 kV; todos los espectros fueron obtenidos por una serie de 10
pulsos de laser para asegurar condiciones comparables y el poder del laser para cada
medicion, fue tan minimo como fue posible. La matriz usada en este trabajo fue acido
a-cyano-4-hydroxycindmico (CCA) (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO); preparada
como una solucion saturada en 1 mL de TA (40% acetonitrilo en 0.1% &cido
trifluoroacético); las muestras fueron disueltas en TA para obtener una concentracion
de 100 pmol/pL y preparadas para el analisis MALDI-TOF por dilucién de la muestra
en la soluciéon matriz — saturada a una concentracion de 10 pmol/uL. Alicuotas de 0.5
uL de la mezcla matriz- muestra fueron ubicadas en una placa permitiendo su secado

al aire seco para ser analizadas posteriormente.

3.1.2 Seleccidén de los controles

Como péptido control se incluyé un péptido no relacionado (PNR) correspondiente a la
secuencia de la cadena invariante de clase Il o CLIP (control negativo). Como
medicamentos controles para actividad antileishmanial se utiliz6 una solucién de
isotionato de pentamidina (Pentacarinat® Rhone Poulenc Rorer, Dagenham, UK) de uso

sisttmico y de sulfato de paromomicina (Paromomycin®, PhytoTechonology
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Laboratories, Shawnee Mission, Kansas, USA) de uso tépico, ambos disueltos en medio
RPMI- 1640 incompleto.

El péptido CLIP (CLass Il Invariant chain-associated Peptide) es un péptido lineal de 24
residuos, con secuencia: LPKPPKPVSKMRMATPLLMQALPM, sin estructura de hélice q,
tedricamente no microbicida ni inmunégeno, producido por las células de forma natural,
resultado del clivaje de la cadena invariante asociada al complejo mayor de
Histocompatibilidad Clase Il y que tiene como funcién el facilitar la entrada del péptido
(antigeno) a la célula.

Otros controles del estudio fueron los solventes o vehiculos en los cuales se disolvieron

los péptidos (DMSO), células solas y parasitos solos o sea sin péptidos.

3.1.3 Estudio bioinformatico y determinacion del porcentaje de
identidad, similitud y homologia con proteinas humanas

A cada uno de los péptidos se les hizo la busqueda del caracter antimicrobiano,
evaluando la secuencia desde el extremo N-terminal hacia el C-terminal en el servidor
“‘AntiBP Server’ (http://www.imtech.res.in/raghava/antibp/index.html), con una exactitud
de aproximadamente 92.11%. Adicionalmente se calculé la carga neta a pH 7.0 utilizando
el programa “Peptide property calculator’ (http://www.innovagen.se/custom-peptide-
synthesis/peptide-property- calculator/ peptide-property- calculator.asp) y se hizo la
prediccion del porcentaje de hélice a en la secuencia de aminoacidos, utilizando el portal
ExPASy _ SIB Bioinformatics Resource Portal (http://expasy.org/) y el servidor “CFSSP:
Chou & Fasman Secondary structure prediction server” (http://www.biogem.org/tool/chou-
fasman/), comparando estos dos resultados con los experimentos de Dicroismo circular y

analizando la relacién entre la estructura secundaria y la carga del péptido.

Con el fin de identificar el porcentaje de identidad, similitud y relacién de homologia con
proteinas humanas, la secuencia de cada péptido antimicrobiano se sometié a un analisis
bioinformatico utilizando el portal ExPASy _ SIB Bioinformatics Resource Portal
(http://expasy.org/) y servidor UniProtKB (http://www.uniprot.org/), realizando en primer
lugar un alineamiento local con proteinas humanas, tipo BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool), matriz Blosum62, sin filtros ni gaps y un umbral de 10, en donde un valor



Metodologia 39

esperado (valor —e) de 0.1 a 10, indicaba una dudosa relacion de homologia y un valor
superior a 10, una improbable relacion.

El andlisis filogenético se ejecutd mediante alineamiento pareado y multiple utilizando el
algoritmo ClustalW. Los datos de estos alineamientos, fueron posteriormente cargados
en el programa MEGA 4 (http://www.megasoftware.net/) para obtener la distancia matriz
gue muestra la divergencia estimada entre las secuencias y construir el arbol filogenético
por el método del Vecino mas cercano o “Neighbor — Joining” (NJ) con “bootstrap” de
1000 réplicas, para determinar la relacion evolutiva entre los péptidos y las proteinas

humanas.

3.2 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre células
nucleadas y anucleadas

El efecto de los Péptidos antimicrobianos se evalud sobre diferentes lineas celulares con
el fin de conocer el perfil de actividad y a su vez permitir descartar a aquellos que
pudieran causar un posible efecto deletéreo sobre células eucariotas y en particular las
potenciales células hospedadoras, todas ellas diferentes al parasito de Leishmania
(criterios de seguridad y eficacia, respectivamente), lo que favoreceria su futuro empleo
en humanos. Las células HepG2 se utilizaron para evaluar el potencial efecto de los
péptidos sobre el higado; las células Hela, en los epitelios; macréfagos y monocitos de
origen humano y murino en las células hospedadoras y, MSPH y hematies, en las células

sanguineas. Las células empleadas fueron:
= U937: monacito histiocitico de tumor de efusién pleural (linfoma) de hombre de 37
afios, empleando tanto el fenotipo adherente (macréfago) como no adherente o en

suspension (monaocito).

= J774: monocitos — macréfago de sarcoma de reticulo celular de ratones BALB/c de

sexo femenino.

* Monocitos obtenidos de sangre periférica humana.
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HepG2: células con morfologia tipo epitelial de carcinoma hepatocelular de hombre
de 15 afios de edad — Argentina.

HelLa: morfologia tipo epitelial — origen: carcinoma de cuello uterino — mujer de 31

anos.

Hematies de sangre humana O Rh+.

3.2.1 Efecto de los Peéeptidos antimicrobianos sobre las células
eucariotas nucleadas

Cultivo de monocitos y lineas celulares. Macrofagos humanos U937 de fenotipos
adherente y no adherente y murinos J774; células de origen humano de las lineas
HepG2 y HelLa (ATCC, Rockville, USA) y monocitos de sangre periférica
provenientes de donantes sanos se cultivaron en medio RPMI-1640 completo a 37°C
con 95% de humedad y 5% de CO?. Las células fueron gentilmente donadas por la
Dra Gabriela Delgado del Laboratorio de Investigacion en Inmunotoxicologia, el Dr
Fabio Aristizabal del Laboratorio de Inmunogenética del Cancer de la Universidad
Nacional de Colombia (Colombia) y el Dr José Manuel Lozano a través de la

Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia — FIDIC (Colombia) (Figura 6-3).

Los monocitos fueron obtenidos de bolsas con el “buffy coat” o “capa de glébulos
blancos” de sangre periférica humana de donantes sanos (Banco de Sangre, Clinica
Marly, Bogota, CO), cumpliendo lo establecido en la Resolucién 8430 del 4 de
octubre de 1993 del Ministerio de la Proteccién Social de la Republica de Colombia,
y en especial del capitulo VI sobre la investigacion en 6rganos. Las muestras se
procesaron utilizando una técnica descrita previamente y con algunas modificaciones
(Johnson et al., 1977), centrifugandolas a 1800 rpm durante 20 minutos, retirando el
sobrenadante, separando los monocitos por gradiente de densidad con Ficoll-Paque
densidad 1077 (Lympho separation médium®, MP Biomedicals LLC, Ohio, USA) con
centrifugacién a 3000 rpm por 30 minutos y lavando tres veces con solucién salina
estéril. Después del ultimo lavado, las células fueron resuspendidas en medio RPMI

incompleto y solucion salina 1:1, suplementadas con suero fetal bovino (SFB) al 5%
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(v/v), sembradas en cajas de petri plasticas de 150 cm? (Nalge Nunc Internacional
Rochester, New York, USA) e incubadas a 37 °C con 5% de CO, por espacio de dos
horas para permitir su adherencia a las placas de cultivo. Después de la incubacion,
se retird la fraccion no adherente, separando las células adheridas a la placa con
ayuda de raspadores (“scrapers”), determinando el nUmero y porcentaje de viabilidad
por exclusién del Azul de Tripano al 0.4% (Gibco, NY) mediante conteo en camara de
Neubauer, siendo sembradas en placas de 96 pozos (TPP, Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, CH) fondo plano a una concentracion de 2x10° células/mL de
RPMI-1640 completo para utilizarlas en los respectivos ensayos (Figura 6-3). La
viabilidad de las células usadas en los ensayos fue siempre superior al 90%.

Figura 6-3: Fotografias de las células utilizadas para la evaluacion de la actividad de los
Péptidos antimicrobianos.

A: J774: Monocito — macroéfago murino, B: U937: Monocito /macréfago — humano, C:
Monocitos/macréfagos de sangre periférica humana (MSPH) - tefiidos con coloracion de Giemsa
— 100 X; D: HeLa: Carcinoma de Cuello de Utero — epitelio y E: HepG2: Carcinoma Hepatocelular
y observados con microscopio invertido — 20 X. Fuente: Los autores

» Ensayos de efectividad in vitro de los Péptidos antimicrobianos sobre las
células nucleadas. Las células se cultivaron en placas de 96 pozos y en medio
suplementado con SFB al 5% (v/v) a una concentracion de 2x10° células/mL. Cuatro
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diluciones seriadas y por duplicado de los Péptidos antimicrobianos y de los
medicamentos control positivo (sulfato de paromomicina e isotionato de pentamidina),
se adicionaron sobre los cultivos celulares partiendo de una concentracion de 50
pg/mL (50, 25, 12.5 y 6.25 pg/mL), incluyendo controles del diluyente utilizado
(DMSO) con el fin de evaluar el efecto inespecifico no asociado a los péptidos y a los
medicamentos antileishmaniales. Células en cultivo libres de péptidos y diluyentes

también se utilizaron en los ensayos, como control del crecimiento basal.

Luego de la adicion de los péptidos y los controles, las células se incubaron a 37°C
con 5% de CO, y durante 72 horas, en un volumen final por pozo de 200 uL de
medio RPMI suplementado con SFB al 5% (v/v).

El efecto inducido por los péptidos se determiné utilizando la prueba flurométrica de
reduccion de Resazurina, un indicador de la viabilidad celular, siguiendo la
metodologia previamente descrita (Rasmussen, 1999; Escobar et al., 2010). La
actividad mitocondrial relacionada con la viabilidad celular fue determinada una vez
transcurrid el tiempo de exposicidn a los diferentes tratamientos y para ello, se retird
el medio de cultivo, lavaron los pozos con PBS a pH 7.2 y adicionaron 100 pL por
pozo de medio RPMI sin SFB con rezasurina al 10% (v/v) (Sigma Chemical Corp., St.
Louis, Missouri, USA) partiendo de una solucion inicial de 44 uM, e incubando las
células durante 4 horas a 37°C y 5% de CO..

Cumplido el tiempo de incubacion, se detectd la reduccidon de resazurina a resorufina
(compuesto fluorescente) en un equipo Tecan Genios Spectra Fluor Plus (Tecan Austria
GmbH, Untersbergstrasse Grédig, Salzburg, AT), bajo una longitud de onda de excitacién
de 535 nm y emision de 590 nm, por medio del software MagellanURF4 (Tecan, EN). Las
unidades relativas de fluorescencia (URF) obtenidas de los pozos con solo medio RPMI y
sin células, se consideraron como 0% de viabilidad (ausencia de células y fluorescencia
propia del medio de cultivo), mientras que las URF de las células no expuestas a los
péptidos y demas sustancias, se consideraron un indicativo de vitalidad del 100% (control
de viabilidad). Los datos se normalizaron restando el valor promedio de las UAF
obtenidas para el medio solo, a cada uno de los datos de fluorescencia de las células

tratadas y no tratadas; para finalmente calcular el porcentaje de células vivas en las
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muestras expuestas a los péptidos y demas compuestos, utilizando la siguiente férmula
(Escobar et al., 2010):

URF promedio en células expuestas X 100
URF promedio en células no expuestas

% de sobrevivencia o viabilidad=

A su vez, el % de inhibicién de la viabilidad celular se calculé asi: 100 - % viabilidad.

Todas las pruebas se realizaron por duplicado en tres experimentos independientes.

3.2.2 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre los
eritrocitos de origen humano

Considerada como un criterio de seguridad, esta prueba permitié identificar el nivel de
toxicidad de los péptidos sobre los hematies y evidenciar su actividad sobre la bicapa

lipidica de las membranas de estas células.

Se incubaron 50 uL de cuatro diluciones dobles seriadas de cada uno de los péptidos
(partiendo de 50 pg/mL) con 50 pL de una suspension de glébulos rojos humanos O+ al
2% en PBS por 1 hora a 37° C y en cajas fondo en V (Lofgren et al., 2008). Cumplido el
tiempo de incubacion, se centrifugaron las suspensiones de eritrocitos expuestos a los
péptidos y controles a 3500 rpm por 10 minutos, recolectando cuidadosamente los
sobrenadantes y midiendo la absorbancia a 570 nm para calcular posteriormente, el
porcentaje de hemodlisis. La ausencia de hemodlisis (blanco) y el 100% de lisis (control) se
determiné reemplazando respectivamente la solucién del Péptido antimicrobiano con un

volumen igual de tampon fosfato salino (PBS) o agua destilada (AD) Milli-Q estéril.

Se calculé el porcentaje de hemodlisis para cada dilucion mediante la férmula (Lofgren et
al., 2008):

(ABS promedio hematies expuestos a cada Péptido —ABS PBS) X 100

o e —
% de hemolisis (ABS AD — ABS PBS)
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donde ABS corresponde a la absorbancia del PBS y del AD. Se utilizaron como controles
del efecto sobre los glébulos rojos, isotionato de pentamidina y sulfato de paromomicina.
Todas las pruebas se realizaron por duplicado en tres experimentos independientes.

3.3 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las
formas de promastigotes de L. (V.) panamensis y L. (L.)
major

3.3.1 Cultivo de promastigotes de los parasitos

Promastigotes de L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94) y de L. (L.) major clon Friedlin
V1 (MHOM/IL/80/Friedlin) fueron cultivados a 27°C en medio RPMI 1640 completo:
medio RPMI (Gibco, Scotland, UK) tamponado con 2 mM NaHCO; pH 7.2 y
suplementado con 5% (v/v) de SFB (Microgen, Bogota, CO), 2 mM de L- glutamina
(Gibco, Grand Island, NY, USA), 100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina
(medio completo). La cepa de parasitos de L. (V.) panamensis fue gentilmente
proporcionada por la doctora Martha Ayala del Instituto Nacional de Salud en Bogota
(Colombia) y la de L. (L.) major Friedlin V1 por el Dr Manuel Soto de la Universidad

Auténoma de Madrid (Espafia).

3.3.2 Ensayos de efectividad in vitro de los Péptidos
antimicrobianos sobre los promastigotes de Leishmania

Los Péptidos antimicrobianos se resuspendieron en DMSO al 3% y medio de cultivo
RPMI 1640 incompleto, preparando cuatro diluciones seriadas en base dos a partir de

una concentracion de 1mg/mL (50, 25, 12.5y 6.25 ug/mL).

Como medicamentos control, inductores directos de la mortalidad de las formas
extracelulares de Leishmania se utilizaron isotionato de pentamidina (Pentacarinat®
Rhone Poulenc Rorer, Dagenham, UK) y sulfato de paromomicina (Paromomycin®,
PhytoTechonology Laboratories, Shawnee Mission, Kansas, USA) disueltos en medio
RPMI 1640 y a cinco concentraciones diferentes, partiendo de 50 pug/mL (50, 25, 12.5,
6.25y 3.12 ug/mL).
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Los parasitos se cultivaron en medio completo RPMI 1640 a 27°C hasta alcanzar su fase
logaritmica de crecimiento (3 a 4 dias), siendo posteriormente recolectados, lavados,
suspendidos en medio fresco, contados en camara de Neubauer previamente fijados con
formaldehido, ajustados a una concentracion de 2.5 x 10° células/mL y sembrados en
volimenes de 80 pL en platos de 96 pozos (TPP, Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Switzerland) para cultivo celular e incubacion por 2 horas a 27°C.

Los Péptidos antimicrobianos, medicamentos antileishmaniales (isotionato de
pentamidina y sulfato de paromomicina) disueltos en medio RPMI 1640 y el DMSO al 3%,
se adicionaron a los parasitos (volumen final de 180 pL). Como controles se emplearon
parasitos cultivados en ausencia de compuestos (control de viabilidad) y el medio de
cultivo solo y sin parasitos (blanco de reaccion). Los parasitos se incubaron a 27°C por
72 horas, observando al microscopio de luz invertido cambios en la morfologia y
motilidad de los promastigotes de L. (V.) panamensis a las 5, 24 y 72 horas de

exposicion.

Luego de las 72 horas de incubacion, se evalué indirectamente la viabilidad parasitaria,
siguiendo la metodologia previamente descrita por Mikus, basada en la reduccién de la
rezasurina (Mikus and Steverding, 2000). A cada uno de los pozos con 180 uL de
suspension de parasitos, se adicionaron 20 puL/pozo de una solucion de resazurina 440
MM (Sigma Chemical Corp., St. Louis, Missouri, USA) y se incubaron a 27°C durante 48
horas. Al finalizar la incubacion se cuantificé la produccion de resofurina, un indicador
indirecto de la actividad mitocondrial (de Oliveira-Silva et al., 2008). La produccién de
resofurina se detectd por la emision de fluorescencia a 590 nm en un lector de placas
Genios Spectra Fluor Plus (Tecan Austria GmbH, Untersbergstrasse Grodig,
Salzburg, AT). Las URF obtenidas de los pozos con medio RPMI 1640 solo y sin
parasitos (blanco de reacciéon) y las URF de los parasitos no expuestos a los
compuestos, se consideraron como indicativo del 100% de viabilidad y son directamente
proporcionales a la cantidad de parasitos viables presentes en cada pozo. Los datos se
normalizaron restando el valor promedio de las URF obtenidas para el blanco de
reaccion. El porcentaje de parasitos vivos en las muestras expuestas a los péptidos y

deméas compuestos se calculd con la siguiente formula (Salamanca-Capusiri et al., 2008):
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URF promedio en parasitos expuestos a los Péptidos X 100

0 - _
% de viabilidad URF en parasitos no expuestos

A su vez, el % de inhibicion de la viabilidad o % de efectividad se calcul6 con la siguiente
formula: 100 - % viabilidad. Todas las pruebas se realizaron por duplicado en tres

experimentos independientes.

3.4 Analisis estadistico

Los valores normalizados se analizaron, graficaron y los resultados se expresaron como
la media aritmética + error estandar de la media con un limite de confianza del 95%,
siendo tratados estadisticamente para confirmar distribucion normal, calcular la
concentracion inhibitoria 50 (Clsp) en pg/mL y la concentracion efectiva 50 (CEsg) en
Mg/mL por un método de regresion no lineal en la relacién dosis-respuesta utilizando el
programa GraphPad Prism Version 5.0 Demo software con un modelo de pendiente
variable (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, USA) (Botsford, 2002). Se realiz6 un
analisis de varianza de dos vias (ANOVA) seguido de un post test de Bonferroni para
comparaciones multiples, el cual permiti6 comparar los valores medios obtenidos
para los grupos problema y a varias concentraciones, teniendo en cuenta el error
asociado (Caceres, 2007). En el ANOVA se considerd que la diferencia entre los grupos
tratados fue significativa cuando p <0.05 (95% de confianza), muy significativa cuando
p <0.01 (99% de confianza) y enormemente significativa cuando p <0.001 (99.9%
de confianza). Este analisis permiti6 conocer el efecto producido por los péptidos sobre
las células y los promastigotes de Leishmania asi como la concentracion inhibitoria 50
(Clso) en pg/mL, que corresponde a la concentracion capaz de inducir reduccion de la
viabilidad del 50% de las células y, la concentracion efectiva 50 (CEsy) en ug/mL, que es
la concentracion capaz de reducir la viabilidad del 50% de los parasitos, las cuales se
utilizaron para calcular el indice de selectividad (IS). En el caso de los promastigotes, un
IS mayor de uno, calculado a partir de la Clsy de una sustancia en la célula hospedadora
(MSPH y células de las lineas U937 y J774) dividido sobre la CEs, en los promastigotes,
indica que dicha sustancia evaluada es mas selectiva para el parasito que en la célula
hospedadora y un valor igual o menor de 1 es mas selectivo para las células
hospedadoras (Tiuman et al., 2005; Martin-Quintal et al., 2009).



4. Resultados y Discusion

4.1 Estudio bioinforméatico y determinaciéon del
porcentaje de identidad y similitud y relacion de
homologia con proteinas humanas

Para identificar el caracter antibacteriano de las secuencias, se utilizo el servidor “AntiBP
Server” (http://www.imtech.res.in/raghava/antibp/index.html) con una exactitud de
aproximadamente 92.11% vy la limitante que solo analiza secuencias de mas de 15
residuos La secuencias peptidicas fueron registradas desde el extremo N-terminal hacia
el C-terminal encontrandose valores positivos de actividad antimicrobiana en: Maganina |,
Dermaseptina S1, Bombinina, Andropina, TAP, Cecropinas A, B y P1, Melitina y
Taquiplesina | y, un valor negativo para el péptido CLIP, utilizado como control negativo (-
1.188). El valor mas alto de la prediccion lo presentaron Maganina | (2.710) y
Taquiplesina | (2.393) (Tabla 2-4).

Se ha descrito que algunos péptidos antimicrobianos en presencia de una solucion
acuosa o Tween 80, no tienen una estructura definida, pero una vez se unen a los grupos
fosfatos de los lipolisacaridos, adquieren una conformacién en hélice a (Resende et al.,
2008), organizandose de tal forma que se da una distribucién catiénica por una cara de la
hélice y una distribucién hidrofébica en la otra cara, la cual es la base de la anfipaticidad
y del principal modo de accion de los péptidos con tendencia de estructura secundaria en
hélice a (Gopal et al., 2012).

Los experimentos de dicroismo circular permitieron identificar que de los 16 péptidos
antimicrobianos en estudio, tres no presentan tendencia a formar hélice a: Maganina | y
Taquiplesina | adoptarian una estructura en hebra B, y Polistes MA, no estructurada o
‘ramdom coil”. Maganina | y Taquiplesia | fueron los péptidos con mayores puntuaciones

en el estudio de prediccion de actividad antibacteriana (Tabla 2-4).






Tabla 2-4: Péptidos antimicrobianos y resultados de la prediccion de actividad antibacteriana, porcentaje de hélice a, calculo de la

carga neta y tendencia de estructura secundaria obtenida mediante experimentos de dicroismo circular.

PEPTIDO M ACTIVIDAD CARGA TENDENCIA DE PORCENTAJE
ANTIMICROBIANG SECUENCIA (Da) SCORE* | ANTIBACTERIANA NETA A ESTRUCTURA ’ (%) DE
* pH 7.0** SECUNDARIA*** HELICE o****
Maganina-1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 2410.4 2.710 Si 3.1 Hebras B 87.0
Dermaseptina S1 ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ 3437.6 1.367 Si 3.1 Hélice-a 82.4
Bombinina GIGGALLSAGKSALKGLAKGLAEHFAN 2904.4 1.718 Si 21 Hélice-a 88.9
Andropina VFIDILDKVENAIHNAAQVGIGFAKPFEKLINPK 3732.8 0.124 Si 0.1 Hélice-a 97.1
TAP NPVSCVRNKGICVPIRCPGSMKQIGTCVGRAVKCCRKK | 4073.6 1.322 Si 8.7 Hélice-a 39'5;:2;)9 g
Cecropina B KWKVFKKIEKNGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL 3818.3 0.939 Si 7.0 Hélice-a 71.4
Cecropina P1 SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR 3321.4 1.000 Si 5.0 Hélice-a 80.6
Cecropina A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK 4003.8 1.000 Si 6.0 Hélice-a 91.9
Polistes MA VDWKKIGQHILSVL 1618.1 ND ND 11 Random coil 92.9
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 2829.7 1.593 Si 7.0 Hélice-a 92.3
Taquiplesina | KWCFRVCYRGICYRRCR 2251.2 2.393 Si 5.8 Hebras-B 11'87(;1:?@ d
Apamina CNCKPEPALCARRCQQH 20145 0.540 ND 1.9 Hélice-a 64.7
Pr-2 VRRRRRPR 1133.4 ND ND 6.0 Hélice-a 0.0 (Giro 12.5)
MP-8 INLKALAALAKRLL 1490.3 ND ND 3.0 Hélice-a 92.9
MP-17 INLKAKAALAKKLL 1477.3 ND ND 4.0 Hélice-a 92.9
MP-X INWKGIAAMAKKLL 1539.3 ND ND 3.0 Hélice-a 92.9
CLIP LPKPPKPVSKMRMATPLLMQALPM 2674.5 -1.188 No 4.0 Hélice poliprolin-1I 75.0
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Tabla 3-4: Péptidos antimicrobianos y resultados del alineamiento con proteinas de origen humano. Niamero de acceso y longitud

de la proteina humana con la que se presentd mayor alineamiento, valor-E, maximo score y porcentaje de identidad.

PEPTIDO ANTIMICROBIANO

PROTEINA DE ORIGEN HUMANO

RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO

PORCENTAJE
LONGITUD No LONGITUD PUNTAJE
NOMBRE SECUENCIA (aq) NOMBRE ACCESO (aa) VALOR-E MAXIMO DE IDI(EO/I\II);I'IDAD
. GIGKFLHSAGKFGKAFV
Maganina-1 GEIMKS 23
. ALWKTMLKKLGTMALHA . .
Dermaseptina S1 GKAALGAAADTISQGTQ 34 No alineamiento
- GIGGALLSAGKSALKGLA
Bombinina KGLAEHFAN 27
Isoforma 4 de proteina FAM208A Q9UK61-4 1609
. VFIDILDKVENAIHNAAQV Isoforma 4 de proteina FAM208A Q9UK61-3 1512
Andropina GIGFAKPFEKLINPK 34 Isoforma 4 de proteina FAM208A QOUK61-2 1233 23 55 sr7
Proteina FAM208A QI9UK61 1670
B-Defensina 4A 015263 64 4.0 x10-8 108 48.0
B-Defensina 3 Q5U7J2 45
B-Defensina 3 P81534 67 8.0x 10-3 71 41.0
NPVSCVRNKGICVPIRCP Proteina parecnda a B-Defensina C7S8D6 77
TAP GSMKQIGTCVGRAVKCC 38 B-Defensina 1 P60022 68 4.4x 10-2 66 39.0
RKK B-Defensina 1 Q86SQ8 47 6.1x 10-1 65 36.0
Proteina no caracterizada HOYKC6 135 6.1x10-1 58 33.0
Proteina 5-10 asociada a la Queratina ABNC61 170 3.1 53 36.0
Proteina para determinacién de mioblastoma P15172
cDNA, FL195884 B2RC72 320 8.4 50 370
. KWKVFKKIEKNGRNIRN Cadena pesada de Miosina 7B, musculo
Cecropina B GIVKAGPAIAVLGEAKAL 35 cardiaco A7TE2Y1 1941 7.7 52 38.0
. SWLSKTAKKLENSAKKRI . .
CecropinaP1 SEGIAIAIQGGPR 32 No alineamiento 0
Proteina 2 activadora de GTPasa SLIT-ROBO
Rho - isoforma a Q5VZB5 984
Protema 2 activadora de GTPasa SLIT-ROBO Q75044 1071
Rho - isoforma b
Proteina 2 activadora de GTPasa SLIT-ROBO
KWKLFKKIEKVGQNIRD Rho - isoforma ¢ HovzpPs 985
Cecropina A GIIKAGPAVAVVGQATQI 37 Proteina SRGAP2 B7ZM87 1070 5.2 53 47.0
AK cDNA FLJ60271, altamente similar a la proteina
ROBO Rho B7Z3G4 789
Nueva proteina similar a la proteina GTP asa
SLIT-ROBO Rho BIAKKS 1071
Proteina 2 activadora de GTPasa SLIT-ROBO
Rho A2RUF3
Polistes MA VDWKKIGQHILSVL 14
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALIS 26 No alineamiento
WIKRKRQQ
Taquiplesina | KWCFRVCYRGICYRRCR 17 Proteina no caracterizada C1orf172 Q8NAX2 398 3.0 | 50 43.0
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PEPTIDO ANTIMICROBIANO PROTEINA DE ORIGEN HUMANO RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO
PORCENTAJE
LONGITUD No LONGITUD PUNTAJE
NOMBRE SECUENCIA (aq) NOMBRE ACCESO (aa) VALOR-E MAXIMO DE IDI(ED/I\II);I'IDAD
Proteina 21-2 asociada a la queratina Q3L159 83 8.6 47 77.0
Apamina ENCKPEPALCARRCQQ 17
Pr-2 VRRRRRPR 8 No ali ient
MP-8 INLKALAALAKRLL 14 0 alineamiento
MP-17 INLKAKAALAKKLL 14
MP-X INWKGIAAMAKKLL 14
Isoforma 3 del HLA clase Il P04233-3 160
Isoforma 2 del HLA clase Il P04233-2 232
Antigeno gamma de HLA clase I P04233 296
Molécula CD74 HLA clase Il HOYBZ8 145 6.0 X 10-10 124 100.0
CLIP t;ZZTﬁDVSKMRMATPL 24 Molécula CD74 HLA clase Il HOYBZ2 316
Molécula CD74 HLA clase Il E7ESL3 152
Receptor de la proteina tirosina quinasa A9YLN4 703
Isoforma 3 de N-metiltransferasa Histona-lisina 014686-3 5540 2.7 53 50.0
N-metiltransferasa Histona-lisina MLL2 014686 5537 ) )







En resumen, excepto el TAP, los demas 15 péptidos antimicrobianos, no tienen relacién
de identidad con proteinas humanas, situacién que favoreceria la utilizacién de los

péptidos con cierto grado de seguridad (Tabla 3-4).

Al comparar los resultados de tendencia de estructura secundaria en los experimentos de
dicroismo circular y la prediccion del porcentaje de hélice a con el programa “CFSSP:
Chou & Fasman Secondary structure prediction server”, no se encontré correlacion entre
los resultados obtenidos en los péptidos: Maganina 1, TAP, Polistes MA, Pr-2 y el péptido
CLIP, lo que indica que las herramientas bioinformaticas solo pueden servir de ayuda, y
no son determinantes para predecir con certeza la tendencia de estructura secundaria de
una secuencia, como si lo hacen los experimentos de dicroismo circular (Gopal et al.,
2012). De igual forma, no se identificd relacion entre la carga neta calculada a pH 7
utilizando el programa “Peptide property calculator’ y la tendencia de estructura
secundaria de los péptidos y obtenida en los experimentos por dicroismo circular (Tabla
2-4).

Once de los 16 péptidos no se alinearon con proteinas humanas cuando se utilizaron el
portal EXPASy _ SIB Bioinformatics Resource Portal (http://expasy.org/) y el servidor
UniProtkKB (http://www.uniprot.org/) para hacer el alineamiento local tipo BLAST con
matriz BLOSUM62. Los péptidos Andropina, TAP, Cecropinas A y B y Taquiplesina |
presentaron porcentajes de identidad con proteinas humanas en un rango entre 33 y
77% (TAP y Taquiplesina |, respectivamente). Los valores esperados en Andropina,
Cecropinas A y B y Taquiplesina |, fueron superiores a 1, sugiriendo una dudosa relacion

de homologia.

Al realizar el analisis filogenético mediante alineamiento pareado y multiple utilizando el
algoritmo ClustalW y cargando posteriormente en el programa MEGA 4, los datos de los
alineamientos de los péptidos Andropina, Cecropinas A y B, Taquiplesina | y TAP con
proteinas humanas, para construir asi el arbol filogenético por el método del Vecino mas
cercano o “Neighbor — Joining” (NJ) tipo “bootstrap” con 1000 réplicas, se identificé que el
Unico péptido que realmente tiene una relacién de homologia con proteinas humanas es
el TAP (Figura 7-4).



54 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS Y SU EFECTO EN EL DESARROLLO DE FORMAS
PARASITARIAS DE Leishmania

Figura 7-4: Analisis filogenético de los péptidos Andropina, Cecropina Ay TAP

sp|Q9UK61-3|F208A HUMAN Isoform 3 of ...
sp|Q9UK61-4|F208A HUMAN Isoform 4 of ...
sp|Q9UK61-2|F208A HUMAN Isoform 2 of ...
Sp|QOUK61|F208A HUMAN Protein FAM208A...

Andropina

—_— ANDROPINA

tr]A2RUF3|A2RUF3 HUMAN SLIT-ROBO Rho ...
tr|B7Z23G4|B7Z23G4 HUMAN cDNA FLJ60271 ...
trIB1LAKK3|B1AKK3 HUMAN Nowel protein ...
tr|B7ZM87|B7ZM87 HUMAN SRGAP2 protein...
tr|HOY 2P8|HOY2P8 HUMAN SLIT-ROBO Rho ...
sp|O75044|FNBP2 HUMAN SLIT-ROBO Rho G...
tr|Q5VvVZB5|Q5VZB5 HUMAN SLIT-ROBO Rho ...

CecropinaA

— CECROPINA A

a4 sp|O15263|DFB4A HUMAN Beta-defensin 4...
29 —| TAP
r sp|P60022|DEFB1 HUMAN Beta-defensin 1...
52 100 tr|Q86SQ8|Q86SQ8 HUMAN Beta-defensin-...
sp|P81534|D103A HUMAN Beta-defensin 1...
55 |tr|Q5U7J2|Q5U7J2 HUMAN Beta-defensin ...

» | tr|C7S8D6|C7S8D6 HUMAN Beta-defensin-...
trlABNC61|A6NC61 HUMAN Keratin-associ...
trl[HOYKC6|HOYKC6 HUMAN Uncharacterize...

|sp|P15172|MYOD1 HUMAN Myoblast determ...
100! tr[B2RC72|B2RC72 HUMAN cDNA FLJ95884 ...

— TAP

El péptido TAP, una B-Defensina de origen bovino (Bos taurus), presentd un 48% de
identidad con un Péptido antimicrobiano humano, la B-Defensina 4A, con la que
comparte 18 residuos (Figura 8-A). Ambos péptidos tienen la misma funcion a pesar de
tener origen diferente y se ha establecido que la 3-Defensina humana es homdloga con
el péptido TAP y el LAP (Péptido antimicrobiano de pulmén), ambos de origen bovino
(Luenser and Ludwig, 2005).
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Figura 8-4: Alineamiento pareado entre el péptido TAP y la B-Defensina 4A mediante el
uso del programa ClustalW (1.0.3)

CLUSTAL 0(1.0.3) multiple sequence alignment

e NEVSCVRNKGICVPIRCPGSMKQIGTCVGRAVKC 34
SP|015263|DFB4A HUMAN MRVLYLLFSFLFIFLMPLPGVEGGIGDPVICLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKC €0

F o N LJEX K EFE *hkEExE X e FE
PAFNT2 CREK 38

SP|015263 |DFB4A HUMAN CKKP ¢4

* ek

Los péptidos sintéticos pueden actuar como antigenos, estimulando al sistema inmune
para producir anticuerpos cuyo blanco es el péptido. La exitosa generacion de
anticuerpos depende de la unién al linfocito B, de un antigeno procesado y presentado
por los linfocitos T ayudadores, los cuales envian sefiales a las células B para producir y
secretar anticuerpos. Un antigeno es cualquier molécula que es definida como extrafia
por el sistema inmune mientras que un inmundgeno es un antigeno que es capaz de
evocar una respuesta inmune, incluyendo la produccién de anticuerpos via de la
respuesta humoral. Todos los inmundgenos son antigenos, pero no todos los antigenos
son inmunogenos; por ejemplo, moléculas de bajo peso molecular no pueden estimular al

sistema inmune a menos gue estén unidas a macromoléculas (Abbas et al., 2010).

Por otro lado, la inmunogenicidad de una molécula depende de varias caracteristicas
fisicas y bioquimicas, especificamente: tamafio, composicién quimica, heterogeneidad y
gue tan extrafias sean para el organismo. Una molécula suele ser tanto mas inmunégena
cuanto mayor es su tamafo, de modo que moléculas con pesos moleculares <5000
dalton (Da) son poco inmundgenas, aunque se conocen algunas de ~1000 Da que tienen
esta capacidad, y por lo tanto, el tamafio de una molécula no es suficiente; la
composicion, su rigidez y la localizacion de sus epitopos serian otros aspectos relevantes
en la induccién de una respuesta de inmunogenicidad. Esto indica que una sustancia es
tanto mas inmunégena cuanto mayor complejidad quimica presente (Villa, 2007). Los
péptidos por su pequefio tamafo, generalmente y por si solos, no son buenos
inmunégenos, pudiéndose incrementar dicha respuesta si los péptidos se conjugan
quimicamente con portadores o “carriers” como seroalbumina bovina (BSA), agarosa o

hemocianina extraida del molusco llamado “lapa” (Keyhole limpet hemocyanin o KLH),
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macromoléculas que si son inmunogenas (Lateef et al., 2007). Se concluye entonces,
gue ninguno de los 16 péptidos antimicrobianos evaluados y a pesar de ser compuestos
extrafias al ser humano, serian capaces de inducir una respuesta de tipo inmunogénica,
teniendo en cuenta el peso molecular entre 1134.4 (Pr-2) y 4003.8 (Cecropina A).
Ademas, como el péptido TAP (de origen bovino) y la B-defensina 4A (de origen humano)
son homoélogos, comparten iguales funciones y un porcentaje de identidad del 48%,
posiblemente no seria reconocido como extrafio y por lo tanto no seria un impedimento
para utilizarlo en el estudio, en especial por el uso topico que se le pretende dar una vez

se demuestre su efectividad sobre las formas parasitarias de Leishmania.

4.2 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las
células eucariotas nucleadas

La prueba de reduccién de resazurina es simple, rapida, sensible y permite medir la
viabilidad celular; siendo valiosa para medir el punto final de citotoxicidad que para
monitorear la cinética del crecimiento celular, siendo por ello utilizada en la evaluacion de
la proliferacion celular in vitro de bacterias y células de mamiferos. Debido a que hay una
directa correlacién entre la reduccion de la resazurina en el medio de cultivo y la
proliferacién/cantidad de organismos vivos (O'Brien et al., 2000) se consideré apropiada
para evaluar el efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre los grupos celulares

nucleados.

4.2.1 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre
monocitos/macroéfagos

Si bien en el estudio no se evalud la actividad antileishmanial sobre la forma de parasitos
intracelulares en un modelo de infeccion, si fue necesario identificar el efecto que los
Péptidos antimicrobianos tienen sobre las potenciales células hospedadoras de los
parasitos (Clsy) y tenerlo de referencia para calcular los IS una vez se realicen los
ensayos de infecciébn y conocer que tan selectivos son los péptidos sobre la forma

parasitaria intracelular.

En las células de origen murino J774, los Péptidos antimicrobianos tuvieron dos

comportamientos diferentes (Figura 9-4), identificAndose una relacion negativa
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concentracion-dependiente sobre la viabilidad de este grupo de macrofagos al igual que

en todas las células evaluadas.

Figura 9-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las células J774
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Diez de 16 péptidos no afectaron la viabilidad celular a las cuatro concentraciones
utiizadas (6.25 a 50 upg/mL), sin diferencias estadisticamente significativamente
significativas entre ellos (p >0.05). Seis péptidos: Maganina 1, Dermaseptina S1,
Bombinina, Melitina, MP-8 y MP-X, redujeron la viabilidad a méas del 70% de las células
J774 a la maxima concentracién 50 yg/mL (p>0.05), con Cls, alrededor de los 25ug/mL
(Tabla 4-4), comparado con el isotionato de pentamidina (Clsp 8.5 pug/mL).

Tabla 4-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre la viabilidad celular de

monocitos/macréfagos de origen humano y murino luego de 72 horas de exposicion.

31774 U937 U937 MONOCITOS DE SANGRE
ADHERENTE NO ADHERENTE PERIFERICA HUMANA
Analito Clso Intervalo de Clso Clso L”Jﬁ;i"a"r‘:;’ade Clso L”O‘r‘f;i"a"’r‘:gade
i 0,
(ng/mL) confianza 95% | (ug/mL) (ng/mL) 95% (ug/mL) 95%
Maganina-1 25.3 19.0 - 36.6 >50.0 >50.0 >50.0
gi’masep“”a 36.7 >50.0 463 49.9
Bombinina 27.5 19.3-41.6 >50.0 25.2 19.6 - 34.4 30.1 24.6-414
Andropina >50.0 > 50.0 > 50.0 >50.0
TAP >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
Cecropina B >50.0 > 50.0 > 50.0 >50.0
Cecropina P1 >50.0 > 50.0 > 50.0 >50.0
Cecropina A >50.0 > 50.0 > 50.0 >50.0
Polistes MA >50.0 > 50.0 > 50.0 >50.0
Melitina 43.70 >50.0 NA 22.3 15.0-32.3
Taquiplesina | >50.0 >50.0 > 50.0 >50.0
Apamina >50.0 > 50.0 > 50.0 >50.0
Pr-2 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
MP-8 344 26.7-47.6 >50.0 22.7 16.5-25.8 49.6
MP-17 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
MP-X 35.4 26.8 - 48.3 >50.0 25.9 >50.0
Isotionato de
pentamidina 8.5 7.7-93 >3.0 20.4 4.0
Sulfato de
paromomicina >50.0 >3.0 >1600.0 >50.0
CLIP >50.0 >50.0 >50.0 >50.0
DMSO > 0.003 % >0.003 % > 0.003 % > 0.003 %

NA: no analizado

Los monocito/macréfagos humanos de la linea celular U937 fenotipo adherente
(macréfagos) y no adherente (monocitos), presentaron un comportamiento diferente
frente a los péptidos. Mientras que en las células adherentes, solo Bombinina y Melitina
indujeron una leve pérdida de la viabilidad (p < 0.01) a la maxima concentracion utilizada
de 50 pg/mL (Figura 10-4); en el fenotipo no adherente (Figura 11-A), se observé que
Bombinina, MP-8, MP-X y Dermaseptina S1, si redujeron la viabilidad celular. Los tres
primeros, inhibieron al 50% de la poblacion celular a una concentracién de 25 ug/mL vy,
alrededor del 80% a 50 yg/mL de igual forma que lo hizo el isotionato de pentamidina

(p>0.05); Dermaseptina S1, tuvo efecto sobre la viabilidad del 50% de la poblacion
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celular a 43.9 ug/mL. El resto de los 12 péptidos y a 50 ug/mL (maxima concentracion

utilizada), no tuvo efecto sobre las células del fenotipo no adherente (p>0.05) (Tabla 4-A).

Figura 10-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las células U937 fenotipo

adherente
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Figura 11-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las células U937 fenotipo no
adherente.
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Figura 12-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre monocitos de sangre
periférica humana (MSHP)
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De los cuatro grupos celulares, los MSPH fueron las células con mayor variabilidad en los
resultados. Las diferencias lote a lote de las células obtenidas de las bolsas con “buffy
coat” de sangre de donantes, podria haber influido en la calidad de los monocitos
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obtenidos y por lo tanto en los resultados, en especial porque hay variaciones en las
células producidas por los diferentes individuos (Lewis and Rubin, 1932; Draper et al.,
1944).

Aunque Melitina caus6 el mayor efecto sobre la viabilidad de la poblacion de MSPH,
inhibiendo a mas del 90% de las células a la concentracion de 50 pug/mL; un efecto
menor al del medicamento control isotionato de pentamidina, el cual indujo pérdida de la
viabilidad del 100% de las células a menores concentraciones (25 pug/mL) (Figura 12-4),
permite concluir desde este punto de vista y comparados con la pentamidina, todos los

péptidos serian seguros sobre las células hospedadoras.

El isotionato de pentamidina causé inhibicion de la viabilidad de los cuatro tipos celulares
evaluados a las mas bajas Cls, en un rango de 4 a 20.3 pug/mL, comparado con las Clsg

de los Péptidos antimicrobianos y que estuvieron en un rango entre 22.3 a 49.4 pg/mL.

La linea celular monoblastica de origen humano U937, se caracteriza por ser no
adherente y tener muchas de las caracteristicas bioquimicas y morfologicas de los
monocitos en sangre. Estas células cuando son sometidas a estimulo con DMSO, acido
retinoico, vitamina D3, lipopolisacarido (LPS), acetato de forbol miristato (PMA), IF-y, solo
0 en combinacion, se diferencian y convierten en células adherentes y con caracteristicas
de macréfagos tisulares, expresando marcadores fenotipicos; constituyéndose en una de
las pocas lineas que muestran muchas particularidades del monocito y sirviendo como
modelo para la diferenciacion in vitro de monocitos a macréfagos (Watanabe et al., 1993;
Baek et al., 2009).

Dos tipos de respuesta en una misma linea celular U937 con diferente fenotipo podria
explicarse por un fenémeno mecanico en el que las células no adherentes al estar en el
cultivo libres, tienen mayor tiempo y superficie de contacto con los diferentes
compuestos, en especial porque no es posible retirar el todo el medio consumido durante
72 horas de exposicion a los péptidos, los cuales contindian ejerciendo su accién durante
las cuatro horas adicionales que se requieren para la produccion de resofurina.
Adicionalmente, no hay que descartar un potencial efecto de proteasas y en particular

metaloproteasas producidas por los macrofagos U937 activados (Welgus et al., 1990),
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efecto no evaluado en el presente estudio pero de relevancia a la hora de considerar el
uso terapéutico de los Péptidos antimicrobianos, en especial cuando se pretenda
administrar por via sistémica, porque los péptidos podrian ser degradados por este tipo

de enzimas presentes en los fluidos corporales.

Las células U937 tienen el potencial de producir diferentes concentraciones de proteasas
dependiendo del estado de maduracion de las células. Los monocitos estimulados con
PMA, expresan mayor concentracion de enzimas que degradan colageno tipo IV que los
estimulados con vitamina D (fenotipo no adherente y no activado). Estas enzimas son del
grupo de las metaloproteasas o MMPs. MMP-2, MMP-9, MMP-7, elastasa leucocitaria,
catepsina G y proMMP-9, y se encuentran involucradas en la protedlisis de las matrices
adhesivas estructurales, relacionadas con la invasion de las células a los tejidos. En
varios organismos se ha descrito la produccion de enzimas proteoliticas capaces de
degradar a los Péptidos antimicrobianos; estas son del grupo de las elastasas,
gelatinasas, metaloproteinasas, metaloproteasas, proteasas de cisteina y proteasas de
superficie producidas por Pseudomona aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus
mirabilis, Streptococcus spp, Staphylococcus spp (Nizet, 2006) y Salmonella spp (Gunn,
2001). Otro tipo de enzima que podria afectar a los péptidos, el la Gp63 o
leishmaniolisina, una metaloproteasa presente en la membrana celular de la Leishmania
gue la protege del efecto de los Péptidos antimicrobianos del tipo Maganinas, a-
Defensinas y Catelicidinas (Kulkarni et al., 2006; Kulkarni et al., 2011), lo que sugiere la
necesidad de evaluar la resistencia o susceptibilidad de los péptidos a estas enzimas, al
igual que su presencia en los sobrenadantes de cultivos de células, promastigotes,

amastigotes axénicos y amastigotes intracelulares.

4.2.2 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las células
HelLa

Esta linea celular designada como HelLa (Henrietta Lacks) por uno de sus autores en
1951 (Scherer et al., 1953) fue obtenida del carcinoma epidermoide de cuello uterino. Las
células HelLa poseen cualidades inherentes que las hacen adecuadas para realizar
estudios in vitro, estos son: a) la estabilidad de estas células en el pasaje serial continuo,
b) la capacidad para crecer en medios liquidos y c) la facilidad con que estas células

pueden ser separadas de las superficies para replicar los cultivos en masa y utilizarlas en
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los estudios in vitro. EI emplear una célula con las anteriores caracteristicas, la convierte
en una representante ideal de las células epiteliales para evaluar el potencial impacto
gue sobre este tipo de tejidos y en especial las mucosas, puedan tener los Péptidos
antimicrobianos.

Figura 13-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las células HeLa
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Solo uno de los Péptidos antimicrobianos, la Melitina, redujo la viabilidad del 60% de la
poblacién a la maxima concentracion de 50 pg/mL, sin diferencias significativas con el
control isotionato de pentamidina (p>0.05) (Figura 13-4); seguidos por MP-8 y MP-X con
CI50 por encima de los 50 ug/mL. El resto de los 13 péptidos, no afectd la viabilidad

celular a las cuatro concentraciones utilizadas (6.25 a 50 yg/mL) (p > 0.05).

Teniendo en cuenta el origen de las células HelLa y los resultados anteriores, en donde
solo la Melitina caus6 un efecto deletéreo sobre la viabilidad celular, permite concluir que
se pueden utilizar con cierto grado de seguridad los siguientes Péptidos antimicrobianos,
en especial si se pretende utilizarlos topicamente: Maganina 1, Dermaseptina S1,
Bombinina, Andropina, TAP, Cecropinas B, P1 y A, Mastoparanes 8, 17, X y Polistes MA,
Taquiplesina, Apamina y Pr-2. El TAP fue el tnico con identidad con proteinas humanas,
pero no se considera pueda causar una reaccion inmune importante, dado el uso que se

pretende dar al péptido.

4.2.3 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las células
HepG2

Las células HepG2 son un adecuado modelo in vitro para el estudio del potencial efecto
en hepatocitos humanos. Las células HepG2 en condiciones de cultivo apropiadas
muestran unas caracteristicas funcionales y morfolégicas que recuerdan a los canaliculos
biliares y dominios sinusoidales, in vivo (Chiu et al., 1990), de ahi que estas células

representen tanto a las células de origen hepético como a los epitelios.

En esta linea celular al igual que en todas las células anteriormente evaluadas: J774,
U937 fenotipo no adherente, monocitos de sangre periférica y células Hela, el péptido
Melitina tuvo el mayor efecto sobre la viabilidad de las células, pero nunca como el

observado con el isotionato de pentamidina.

En las células HepG2, tnicamente la Melitina redujo la viabilidad del 70% de la poblacién
celular a 50 pg/mL (Clso 36 pg/mL) (Figura 14-4) y por lo tanto, podria causar un efecto

indeseable sobre las células hepaticas. Se puede considerar el empleo con cierto grado
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de seguridad de los siguientes Péptidos antimicrobianos, en especial si se pretende un
uso sistémico: Maganina 1, Dermaseptina S1, Bombinina, Andropina, TAP, Cecropinas
B, P1y A, Mastoparanes 8, 17, X y Polistes MA, Taquiplesina, Apamina y Pr-2.

Figura 14-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre las células HepG2.
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En resumen, no se observaron diferencias significativas en relacion a la sensibilidad
mostrada por los macréfagos de lineas celulares de origen murino y humano frente a la
accion de los Péptidos antimicrobianos. Las células mas resistentes a su actividad fueron
HelLa y HepG2, excepto para Melitina y, las mas sensibles fueron los monocitos no
activados (U937 no adherente y MSPH), dentro del grupo de las potenciales células
hospedadoras de los parasitos en los ensayos de infeccion.

4.3 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre los
eritrocitos

Melitina fue el péptido méas hemolitico, lisando al 96.8% de los eritrocitos a una
concentracion de 12.5 ug/mL lo que esta de acuerdo con la gran actividad hemolitica
descrita previamente (Tosteson et al, 1985) y que se corrobor6 cuando a
concentraciones superiores a 12.5 ug/mL, las lecturas de absorbancia de la Melitina
fueron superiores a las obtenidas con el agua destilada utilizado como control del 100%

de hemolisis.

A una concentracion maxima de 50 pug/mL, indujeron altos porcentajes de hemdlisis: MP-
X (52.1%), Dermaseptina S1 (32.1%), MP-8 (29.6%), Bombinina (17.4%) y Polistes MA
(14.9%). El resto de los 10 péptidos al igual que los medicamentos control, no provocaron
hemolisis a 50 pg/mL (p > 0.05). Estos péptidos fueron: Maganina 1, Andropina, TAP,
Cecropinas A, B y P1, Taquiplesina, Apamina, Pr-2 y MP-17 (Figura 15-4), el mismo
grupo de péptidos que no redujo la viabilidad de las lineas celulares evaluadas (excepto

Maganina 1 sobre las células J774) (Tabla 4-4).

El isotionato de pentamidina tuvo mayor efecto inhibidor de la viabilidad en la mayoria de
los tipos de células analizadas, con Clsy entre 4.0 y 20.4 ug/mL (Tabla 4-4) lo que estaria
de acuerdo con los efectos adversos asociados a la toxicidad del medicamento (Waalkes
and Makulu, 1976). A pesar de ello, no causé hemdlisis, lo que permite considerar la
induccién de lisis en los eritrocitos como un parametro de seguridad a la hora de
identificar a los péptidos promisorios, debido a que se espera que los eritrocitos sean
menos susceptibles a la ruptura por la presencia del colesterol en su membrana,
molécula que estabiliza la bicapa lipidica e incrementa la resistencia a la entrada de los
Péptidos antimicrobianos (Matsuzaki et al., 1999; Shai, 1999).
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Figura 15-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre los hematies 0+.
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Se ha descrito que el uso parenteral de los compuestos pentavalentes, los
medicamentos de primera eleccién en el tratamiento de la LC, estad asociado con
reacciones que van desde cardiotoxicidad (Hepburn et al., 1994), alteraciones de la
funcién hepatica y renal y pancreatitis quimica en los casos mas severos, pasando por
anemia aplasica, hemolitica, leucopenia y trombocitopenia (Hicsonmez et al., 1988) hasta
reacciones leves que incluyen fiebre, nauseas, vomitos, rash, urticaria, cefalea, sincope,
disnea, edema facial, dolor abdominal, polineuropatia reversible, artralgias, mialgias al

finalizar el uso terapéutico, y la muerte, en raros casos (Oliveira et al., 2005).

Cuando se usan perilesionalmente, solo han mostrado ser capaces de generar una
reaccion cutanea local caracterizada por induracion, edema, eritema y prurito. Por otro
lado, después de la administracion de isotionato de pentamidina, se ha descrito
pancreatitis e hipoglicemia y paraddjicamente, hiperglicemia y diabetes insulino-
dependiente y en algunos casos, rash cutaneo, tromboflebitis, trombocitopenia,
anemia, elevacion de las enzimas hepaticas y nefrotoxicidad usualmente reversible
(O'Brien et al., 1997).

En el caso de los aminoglucésidos como la paromomicina, son compuestos catidnicos
polares que no se absorben a nivel gastrointestinal; cuando se emplean sistémicamente,
sus efectos colaterales estan limitados al potencial nefrotoxico y ototoxico, sin embargo,
cuando se usan tépicamente en el tratamiento de la LC, en forma de ungiento, las
reacciones que provoca son leves y pasajeras, consistentes en dolor e induracion no
pruriginosa alrededor de la Ulcera (Romero et al., 1996), lo que lleva a pensar que el uso
tépico de una sustancia para el tratamiento de leishmaniasis no se debe descartar asi los

ensayos in vitro muestren que induce inhibicién de la viabilidad celular.

La mayoria de los Péptidos antimicrobianos son moléculas catiénicas (como los
aminoglucésidos) con regiones hidrofébicas espacialmente separadas y cargadas, y este
“sello diferencial” es importante en el mecanismo de accioén propuesto por la interaccion
entre el péptido y la carga negativa de las superficies de la membrana de los organismos
blancos, en particular con los lipidos presentes en la bicapa (Yount and Yeaman, 2005;
Brown and Hancock, 2006), lo que explicaria también el bajo 6 nulo efecto deletéreo
encontrado sobre las células HepG2 (indicador de hepatotoxicidad) y HelLa (indicador de

toxicidad sobre epitelios) a las concentraciones utilizadas en el estudio, lo que
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favoreceria la propuesta de utilizarlos tdpicamente a pesar de su perfil de inhibicion de la
viabilidad celular y hemolisis.

Con base en lo evaluado hasta ahora en las células nucleadas y hematies, se podrian
considerar como no seguros Unicamente a los péptidos Melitina y MP-X, medianamente
seguros a Dermaseptina S1, MP-8, Bombinina y Polistes MA y como muy seguros a los
péptidos que tuvieron un comportamiento similar al CLIP o sea: Maganina 1 (excepto
para J774), Andropina, TAP, Cecropinas A, B y P1, Taquiplesina, Apamina, Pr-2 y MP-
17. Excepto Melitina y MP-X, los 14 péptidos tienen concentracién hemolitica 50 o CHsg
superior a 50 pg/mL.

4.4 Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre la
forma de promastigotes de Leishmania

La Melitina y el isotionato de pentamidina inhibieron la viabilidad del 98 y 100% de las
células a concentraciones de 25 y 50 pg/mL respectivamente, mientras que MP-8,
Bombinina, Dermaseptina S1 y el sulfato de paromomicina, solo alcanzaron a disminuir la
viabilidad del 50% y 80% de la poblacién a esas mismas concentraciones (p <0.05). Los
péptidos Polistes MA, MP-X, Pr-2 y TAP, fueron poco activos a 50 pg/mL, reduciendo
solamente el 50% de la poblacién. Los nueve péptidos restantes: Maganina 1, Andropina,
Cecropinas A, B y P1, Taquiplesina, Apamina, MP-17 y CLIP (control negativo) no
tuvieron efecto sobre la viabilidad de los promastigotes a la maxima concentracion

utilizada (50 pug/mL) y después de 72 horas de exposicion (Figura 16-4).

A las cinco horas de incubacion, 13 de los Péptidos antimicrobianos (76.5%) indujeron
disminucion en la motilidad del 25 al 100% de los parasitos a la maxima concentracion
utilizada (50 ug/mL). Cecropina P1, Apamina, MP-17 y el CLIP no afectaron la motilidad
aun después de 72 horas de incubacion (Tabla 5-4) (Figura 17-4).

36
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Figura 16-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre los promastigotes de
Leishmania (V) panamensis.
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Figura 17-4: Cambios morfologicos inducidos por los Péptidos antimicrobianos en los
promastigotes de L. (V.) panamensis y observados con microscopio invertido — 20 X.

A: no cambios — forma alargada, B: forma globosa (TAP y Cecropina A) y C: detritos (Melitina, MP-
8 y MP-X). Fuente: Los autores

Los cambios morfologicos inducidos, fueron diferentes entre los péptidos evaluados,
pasando desde no cambios, pasando por una forma redondeada hasta la presencia de
abundantes detritos sin parasitos, posiblemente por un efecto citotéxico que conduce a la
destruccion de los promastigotes a las concentraciones utilizadas (Tabla 5-4). A las
cinco horas, solo los parasitos expuestos a TAP y Cecropina A, adquirieron una forma
redondeada. A las 24 horas, se observo la aparicion de abundante detrito en los
parasitos tratados con Melitina, MP-8 y MP-X y el isotionato de pentamidina; mientras
gue solo a las 72 horas, en los expuestos a Polistes MA, Taquiplesina | y sulfato de
paromomicina. Maganina 1, Dermaseptina S1, Bombinina, Cecropinas B y P1, Apamina y
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MP-17 al parecer no inducen cambios en la morfologia de los parasitos aun después de

estar expuestos por 72 horas.

Tabla 5-4: Alteracion de la motilidad, cambios morfolégicos y porcentaje de los mismos,

inducidos por los Péptidos antimicrobianos en los promastigotes de L. (V.) panamensis a

las 5, 24 y 72 horas de exposicion a la maxima concentracion utilizada en las prueba de
efectividad (50 pg/mL).

5 horas 24 horas 72 horas
Analito Méaxima Alteracion Tipo de Alteracion Tipo de Alteracion Tipo de
concentracion dela cambios dela cambios dela cambios
utilizada motilidad morfolégico motilidad morfolégico | motilidad | morfolégicoy
(ng/mL) (%) y (%) y (%) porcentaje
porcentaje porcentaje
Células solas 0 - 0 - 0 Esféricos 25
Maganina-1 50 - 75 - 75 -
Dermaseptina S1 50 - 75 - 100 -
Bombinina 75 - 100 - 100 -
Andropina 50 - 50 - 75 Esféricos (25)
TAP 75 Esféricos 75 Esféricos 75 Esféricos (75)
(25) (50)
Cecropina B 50 - 50 - 75 -
Cecropina P1 0 - 0 - 0 -
Cecropina A 25 Esféricos 25 Esféricos 25 Esféricos (10)
(10 (10)
Polistes MA 50 50 - 75 - 100 Detritos (100)
Melitina 100 - 100 Detritos 100 Detritos (100)
(100)
Taquiplesina | 25 - 50 - 100 Detritos (100)
Apamina 0 - 0 - 0 -
Pr-2 25 - 25 - 90 Esféricos (10)
MP-8 75 - 100 Detritos 100 Detritos (100)
(100)
MP-17 0 - 25 - 50 -
MP-X 50 - 100 Detritos 100 Detritos (100)
(100)
CLIP 0 - 0 - 0 Esféricos (25)
DMSO 3% 0.003% 0 - 0 - 25 Esféricos (25)
Isotionato de 100 100 Esféricos 100% Detritos (90) 100 Detritos (100)
pentamidina (50)
Sulfato de Esféricos Esféricos )
paromomicina 1600 50 25) 75% (50) 100 Detritos (100)

El hecho que MP-8 y Dermaseptina S1 junto con otros 11 péptidos, disminuyeran la

motilidad de los promastigotes de L. (V.) panamensis a las 5 horas de incubacién y que

no se produjeran cambios sustanciales en la morfologia (células redondeadas), hace

pensar que posiblemente estén ejerciendo su accion a nivel de membrana, en especial

considerando el corto tiempo de aparicion de actividad sobre los promastigotes y cuando

se relaciona este modo de accidén, con la tendencia de estructura secundaria de los

péptidos a formar hélice a (Dathe and Wieprecht, 1999). De 17 péptidos, 13 de ellos
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(excepto Maganina-1, Polistes MA, Taquiplesina | y CLIP) tienen tendencia a formar

hélice a, basados en los experimentos de Dicroismo circular realizados (Tabla 1-3).

Los seis péptidos que a las 72 horas causaron reduccion de la motilidad de los
promastigotes en un 100% con destruccion aparente de los parasitos (detritos), fueron a
su vez efectivos sobre los promastigotes de L. (V.) panamensis en el ensayo con
resazurina: Dermaseptina S1, Bombinina, Melitina, Taquiplesina |, MP-8 y MP-X. Como
Dermaseptina S1 y Bombinina, causaron reduccion de la motilidad sin cambios
morfoldgicos, y Polistes MA que no mostrd efectividad en el ensayo de resazurina, hace
considerar la posibilidad que se esté dando un modo de accion diferente; pero no se
puede concluir al respecto hasta realizar mas estudios en especial cuando se ha visto
que péptidos como Maganina y Melitina, que forman poros por el mecanismo de “poro
toroidal”’, presentan comportamientos citotoxicos muy diferentes (Maher and McClean,

2006), siendo evidenciado en el presente estudio.

Melitina y el isotionato de pentamidina redujeron la viabilidad de mas del 90% de los
promastigotes de L. (L.) major a concentraciones menores de 6.3 y 1.5 pg/mL
respectivamente. Bombinina, MP-8 y sulfato de paromomicina, tuvieron efecto sobre la
viabilidad del 80% de los parasitos a 25 pg/mL; y TAP y Dermaseptina S1, redujeron la
poblacién de parasitos en un 50 y 80% a concentraciones alrededor de 25 y 50 pg/mL
respectivamente. Maganina 1 y MP-X, inhibieron a menos del 30% de la poblacién a 50
png/mL, mientras que los péptidos Cecropinas A, B y P1, Andropina, Pr-2, CLIP, Apamina
y MP-17 no fueron activos sobre la forma de promastigotes de L. (L.) major a la maxima

concentracion utilizada de 50 pg/mL (Figura 19-4).

Los resultados obtenidos muestran el efecto in vitro de un grupo de Péptidos
antimicrobianos sintéticos de origen catiénico sobre las formas extracelulares de L. (V.)
panamensis uno de los principales agentes causantes de la LC en Colombia y el
segundo en Latinoamérica después de L. (V.) braziliensis y sobre el principal agente en

Afro-Eurasia, la L.(L.) major.
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Figura 18-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre los promastigotes de
Leishmania (L.) major.
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Tabla 6-4: Efecto de los Péptidos antimicrobianos sobre la viabilidad de los
promastigotes de Leishmania (V.) panamensis y L. (L.) major, después de 72 horas de

exposicion.
L. (V.) panamensis L. (L.) major
Analito CE 50 (ug/mL) Intervalo de confianza CE 50 (ug/mL) Intervalo de confianza
95% 95%

Maganina-1 >50.0 >50.0
Dermaseptina S1 24.6 19.3-31.8 25.4
Bombinina 26.4 19.7-37.6 <6.3
Andropina >50.0 >50.0
TAP 46.3 23.2 19.1 - 26.0
Cecropina B >50.0 >50.0
Cecropina P1 >50.0 >50.0
Cecropina A >50.0 >50.0
Polistes MA >50.0 40.7
Melitina 7.2 11.9 <6.3
Taquiplesina | >50.0 42.1
Apamina >50.0 >50.0
Pr-2 >50.0 > 50.0
MP-8 27.0 15.9 12.9-19.9
MP-17 >50.0 >50.0
MP-X 49.9 >50.0
Isotionato de <6.3 <15
pentamidina
Sulfato de 22.8 12 <15
paromomicina
CLIP >50.0 >50.0

Se identific6 en esta prueba de tamizaje que los Péptidos antimicrobianos activos sobre
las formas de promastigotes de L.(V.) panamensis fueron Melitina, Dermaseptina S1,
Bombinina y MP-8, seguida por TAP, MP-X, Polistes MA y Pr-2 y, sobre L. (L.) major,
Melitina, Bombinina, MP-8, TAP, Dermaseptina S1, seguidos por Taquiplesina I, Polistes
MA, MP-X y Maganina |, concluyéndose que hay diferencias en la sensibilidad de estas
dos especies de parasitos en la forma de promastigotes a la accion de los péptidos TAP,
Bombinina, Polistes MA y el sulfato de paromomicina (Tabla 6-4). L. (L.) major fue
sensible a la acciéon de un mayor niumero de péptidos. Las CEsx, de los péptidos efectivos
sobre los promastigotes de L. (V.) panamensis estuvieron en un rango entre 7.2y 49.9
pg/mL (Melitina y MP-X, respectivamente), mientras que en L. (L.) major, entre 15.9 y
40.7 pg/mL (MP-8 y Polistes MA respectivamente), concentraciones superiores a las
obtenidas para el medicamento control isotionato de pentamidina (CEs, de <6.3 ug/mL en
L. (V.) panamensis y <1.5 pug/mL en L. (L.) major) y el sulfato de paromomicina (CEs, de

22.8 ug/mL en L. (V.) panamensis y <1.5 ug/mL en L. (L.) major).

Para Péptidos antimicrobianos a los que se les piensa dar un uso clinico, la selectividad

es crucial para garantizar que solo tengan actividad sobre el parasito y no sobre las
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células hospedadoras del organismo receptor, contribuyendo a que su uso sea seguro, y
es por eso que se calcula el indice de selectividad o IS. En los estudios de infeccion, se
acepta un IS de dos, calculado a partir de la CLsy 0 Clsp de una sustancia en la célula
hospedadora dividido sobre la CEsy en los amastigotes (Mufioz et al., 2006); en el caso
de los promastigotes, varios autores estiman que un indice de selectividad (IS) mayor de
uno, calculado a partir de la Clsg de una sustancia en la célula hospedadora dividido
sobre la CEsp en los promastigotes, indica que dicha sustancia evaluada es mas selectiva
para el parasito y un valor igual o menor de 1 es mas selectivo para la célula
hospedadora (Tiuman et al., 2005; Martin-Quintal et al., 2009), basados en la diferencia
entre las sensibilidades entre amastigotes y promastigotes, identificAandose a estos
tltimos como mas resistentes a la accién de sustancias con actividad antileishmanial
(Travi, 2009; Vermeersch et al., 2009).

Utilizando la Clsy en las células de origen humano (U937 fenotipos adherente y en
suspension y MSPH) y murino (J774) y relacionandolas con las CEs, de los péptidos en
los promastigotes, se encontrd6 mas selectividad (IS > 1) sobre L. (V.) panamensis de
Melitina, Dermaseptina S1, MP-8, Bombinina y TAP y en L. (L.) major de Bombinina,
Melitina, MP-8, TAP, Dermaseptina S1, Polistes MA y Taquiplesina | (Tabla 7-4).

Los miembros del subgénero Viannia expresan niveles de LPG solo enun 50 10% de lo
encontrado en el subgénero Leishmania (Muskus et al., 1997; Soares et al., 2005),
reportandose altos niveles de GIPLs en las membranas de los parasitos del subgénero
Viannia: L. (V.) panamensis y braziliensis (Zawadzki et al., 1998; Silveira et al., 2005), y
como los Péptidos antimicrobianos tienen afinidad por los fosfolipidos, ese menor
porcentaje de LPG a nivel de membrana en el subgénero Viannia comparado con el
subgénero Leishmania, podria dar lugar a una menor interaccién con la membrana y

explicar la diferencia en la actividad sobre L. (V.) panamensis y L. (L.) major.






Tabla 7-4: Efecto sobre la viabilidad de las células y los promastigotes de L. (V.) panamensis y L. (L.) major e indice de selectividad

(IS) de los Péptidos antimicrobianos luego de 72 horas de exposicion.

1774 U937 u937no MSPH L. (\(.) L (_L.) L.(V.) panamensi§ L. (I.) major _
adherente  adherente panamensis major IS = (Clso / CEsp promastigotes) IS = (Clso / CEsp promastigotes)
Analito Cl 5o Cl 50 Cl 50 Cl 50 CE 50 CE 50 U93 U937 no U937 U937 no

(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ug/mL) Jrra adherent adherente MSPH Jrra adherente adherente MSPH
Maganina 1 25.3 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 0.5 1.0 1.0 1.0 0.5 1.0 1.0 1.0
Dermaseptina S1 36.7 >50.0 46.3 49.9 24.6 25.4 1.5 2.0 1.9 2.0 1.4 2.0 1.8 2.0
Bombinina 27.4 >50.0 25.6 30.1 26.4 <6.3 1.0 1.9 1.0 1.1 4.4 8.0 4.1 4.8
Andropina >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
TAP >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 46.3 23.2 1.1 1.1 1.1 1.1 2.2 2.2 2.2 2.2
Cecropina B >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Cecropina P1 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Cecropina A >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Polistes MA >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 40.7 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2 1.2 1.2 1.2
Melitina 43.8 >50.0 >50.0 22.3 7.6 <6.3 5.8 6.6 6.6 2.9 7.0 8.0 8.0 3.6
Taquiplesina l >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 42.1 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2 1.2 1.2 1.2
Apamina >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Pr-2 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
MP-8 34.4 >50.0 20.9 49.6 27.0 15.9 1.3 1.9 0.8 1.8 2.2 3.1 1.3 3.1
MP-17 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
MP-X 35.4 >50.0 25.1 >50.0 49.9 >50.0 0.7 1.0 0.5 1.0 0.7 1.0 0.5 1.0
Isotionato de 8.5 > 30 20.5 <3.4 <31 <15 27 16.1 6.6 11 5.7 333 13.7 23
Pentamidina
Sulfato de >50.0 > 3.0 >50.0  >50.0 22.8 <15 22 2.2 2.2 22 333 33.3 333 333
paromomicina
CLIP >50.0 >50.0 > 50.0 >50.0 > 50.0 >50.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0







Las membranas de los eucariotes contienen predominantemente fosfolipidos neutros y
por lo tanto son generalmente menos susceptibles a la ruptura por los Péptidos
antimicrobianos; adicionalmente, la presencia de colesterol estabiliza la bicapa lipidica e
incrementa su resistencia a la accion de estas moléculas. Los Péptidos antimicrobianos
tienen generalmente menor afinidad por la membrana de las células que presentan una
carga neta neutra por una composicion fosfolipidica rica en zwitteriénicos
(fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina o esfingomielina) presente comiunmente en las
membranas citoplasmaticas de mamiferos (Matsuzaki et al., 1999; Shai, 1999).
Comparativamente, la membrana de la Leishmania presenta algunas caracteristicas
particulares; a) tiene una fuerte carga negativa debido a los altos niveles del polisacarido
anioénico LPG, que cubre mas del 60% de la superficie; b) esta asociada con una alta
actividad proteolitica debido a la presencia de Gp63 (mas de 5 x 10° copias/parasito) y c)
su composicion lipidica es caracterizada por tener un mas alto porcentaje de fosfolipidos
anionicos que las membranas de mamiferos estandar, teniendo un 30% de ergosterol en
lugar de colesterol; contribuyendo a aumentar la fluidez de la membrana (Diaz-Achirica et
al., 1998). Todo lo anterior ayudaria a explicar el porqué de la selectividad que tuvieron
los péptidos Melitina, MP-8, Dermaseptina S1, Bombinina, TAP, Polistes MA y

Taquiplesina | sobre los promastigotes (IS > 1).

En conclusion, los péptidos seleccionados como promisorios son aquellos efectivos sobre
los promastigotes de Leishmania (IS > 1) e inductores de porcentajes de hemdlisis
(criterio de seguridad) a concentraciones superiores a las inhibitorias de la viabilidad de
las células nucleadas de origen humano (Tabla 5-4). Ellos son: MP-8, Bombinina,
Dermaseptina S1 y TAP para ambas especies de parasito y Taquiplesina | y Polistes MA
selectivamente para L. (L.) major, cuya efectividad debe corroborase con los estudios
sobre la forma intracelular o de amastigote. Aunque Melitina presentd altos IS no se
puede considerar como promisorio debido a su comportamiento altamente hemolitico y

citotoxico, previamente reportados (Tosteson et al., 1985; Maher and McClean, 2006).

Las CE50 publicadas en estudios anteriores para Taquiplesina |, Dermaseptina S1 y
Melitina sobre promastigotes de Leishmania, son muy cercanas a las reportadas en el
presente estudio (Tabla 8-4) y las diferencias pueden deberse a las caracteristicas
propias de las membranas de las diferentes especies, a variaciones lote y lote de los

péptidos, a los porcentajes de impurezas presentes luego del proceso de sintesis, 0 a la
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técnica utilizada para evaluar la actividad antileishmanial. En este estudio, se utilizo la
reduccion de la resazurina para evaluar la actividad de los péptidos sobre los parasitos,
con el inconveniente que no fue posible retirar el medio consumido durante 72 horas de
incubacion por estar los parasitos en suspension, los que adicionalmente estuvieron
expuestos a los compuestos 48 horas adicionales reduciendo la resazurina a resofurina,
situacion que pudo influir en los resultados obtenidos. En el caso de los péptidos
utilizados, la pureza fue del 95%.

Tabla 8-4: Péptidos antimicrobianos y efectividad sobre promastigotes de Leishmania
reportados y comparados con los encontrados en el presente estudio, expresados en
MM/mL.

Péptido Parasito (promastigotes) CEsp Referencia
Taquiplesinal L. braziliensis 12.50 pM/ mL Lofgren et al, 2008
L. panamensis >22.2 uM/mL Presente estudio
L.major 18.7 uM/mL Presente estudio
Dermaseptina L. major, L. amazonensis, L. 1.0 a 20 pM/mL Brand et al, 2006 y
S1 chagasiy L. mexicana Savoia et al, 2008
L. panamensis y L. major 185+0.7y 5.2+ 0.6 uM/mL Pérez-Cordero et al,
2011
L. panamensis 7.2 pM/mL Presente estudio
L. major 7.4 uM/mL Presente estudio
Melitina L. donovani < 1.0 uM/mL Luque-Ortega et al,
2008
L. panamensis y L. major >35.3y26.2+0.4 uM/mL Pérez-Cordero et al,
2011
L. panamensis 2.7 uM /mL Presente estudio
L. major 2.2 uM/mL Presente estudio

Para el célculo de las CEso se tuvieron en cuenta los pesos moleculares calculados y reportados durante el proceso de
sintesis para Taquiplesina (PM 2251.2), Dermaseptina S1 (PM 3437.6) y Melitina (PM 2829.7).

Péptidos como Andropina, Cecropinas A, B y P1, Apamina, Pr-2 y MP-17 y MP-X
(Figuras 15-4 y 17-4), no fueron muy efectivos sobre la forma de promastigotes de
Leishmania a las maximas concentraciones utilizadas (50 pg/mL), sin embargo, no se
deben descartar como sustancias sin actividad antileishmanial en especial cuando
(excepto MP-X) a) no indujeron inhibicién del crecimiento celular ni hemdlisis a las
maximas concentraciones del estudio, lo que los haria seguros, b) pueden utilizar un
mecanismo de entrada diferente al de formar poros de membrana (Luque-Ortega et al.,
2008) lo que se evidenci6 al observarlos al microscopio induciendo cambios morfoldgicos
(Tabla 5-4), c) pueden requerir de mecanismos celulares para poder ejercer su accion, y
por lo tanto no sean activos sobre los promastigotes pero si sobre amastigotes; es

conocido que sustancias como las sales de antimonio pentavalente no muestran efectos
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sobre los promastigotes debido a que requieren de estos mecanismos intracelulares para
poder actuar sobre los parasitos (Lucumi et al., 1998), adicionalmente, se ha reportado
efecto de Andropina y Pr-2 sobre la forma de amastigotes intracelulares en un modelo de
infeccion con células dendriticas (Perez-Cordero et al., 2011), d) es posible que los
péptidos hayan sido sensibles a la accién de las metaloproteasas de superficie
producidas por los parasitos (Kulkarni et al., 2006) y e) hay diferencias significativas entre
los promastigotes y los amastigotes en su bioquimica y sensibilidad a farmacos estandar
y experimentales (Escobar et al., 2002); se ha descrito que los promastigotes son mas
resistentes que los amastigotes (Vermeersch et al., 2009), por ejemplo, Travi encontré
que al evaluar 73 moléculas guia utilizando un sistema ex vivo y promastigotes en cultivo,
hubo una falta de correlacion entre los resultados, siendo los promastigotes mas
resistentes (69.8%) que los amastigotes intracelulares (Travi, 2009), y es por todo lo
anterior que los tamizajes que solo utilizan la forma de promastigote o de amastigotes
axénicos no son suficientes para decidir sobre la efectividad de una determinada
sustancia (De Muylder et al., 2011), lo que motiva a proponer el inicio del estudio in vitro
sobre la forma de amastigotes intracelulares pero con al menos ocho diluciones seriadas,
partiendo de una concentracion de 10 ug/mL o sea 5 veces menos a la que se espera
produzca efecto inhibitorio de la viabilidad de las células hospederas (Mufioz et al., 2006;
Perez-Cordero et al., 2011).

Por otro lado y aunque el modelo de infeccion en células de origen humano U937 ha sido
ampliamente utilizado para evaluar actividad antileishmanial (Rey et al., 1990), la
produccion de proteasas por estas células podria causar dafio en los péptidos e inhibir su
actividad, razéon por lo que se propone utilizar ademas otros tipos de macréfagos de
origen humano para realizar los ensayos in vitro, amparados también en las diferencias
encontradas entre las CEsy en los dos fenotipos evaluados y que necesitan ser
confirmadas. Como ejemplo de otro tipo de macréfagos humanos estan la linea celular
TPH-1 (Dasgupta et al., 2003) o macrofagos diferenciados a partir de los MSPH (Berman
et al., 1979).

Adicionalmente, todavia deben resolverse algunos problemas relacionados con su uso in
vivo ya que algunos de estos péptidos naturales (por ejemplo, Melitina) son
particularmente hemoliticos o presentan una semivida corta debido a su baja estabilidad

en la sangre posiblemente por la presencia de proteasas y, en particular de peptidasas,
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lo cual hace indispensable que a los péptidos que resulten promisorios luego del estudio
en modelos de infeccion in vitro e in vivo en hdmster, se les evallie su perfil de
resistencia o sensibilidad a la accién de proteasas en especial si se considera utilizarlos
por una via diferente a la tépica y porque la Leishmania también produce proteasas
capaces de dafiar a los péptidos inhibiendo su accién (Kulkarni et al., 2006). La
resistencia mostrada por las células HeLa y HepG2 sugiere que al menos los péptidos
evaluados y excepto la Melitina, podrian no tener efecto deletéreo sobre los epitelios y

hepatocitos, lo que favoreceria aiin mas el uso que tépico que se pretende darles.



5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten concluir que:

= Del grupo de Péptidos antimicrobianos evaluados solo el TAP tiene un 48% de
identidad con proteinas humanas y homologia con el Péptido antimicrobiano B-
Defensina 4A, y dado su peso molecular inferior a 5000 Da y su potencial uso tépico

no induciria inmunogenicidad.

= Los péptidos hemoliticos fueron Melitina, MP-X, Dermaseptina S1 y MP-8, siendo
Melitina, el péptido que presentd la actividad hemolitica mas fuerte, superior a la del

agua destilada utilizada como control de hemdlisis (100%).

= Los péptidos Melitina, Bombinina, MP-8, MP-X y Dermaseptina S1 disminuyeron la
viabilidad de las potenciales células hospedadoras humanas y murinas a mayores
concentraciones (Clsg de 20.9 a 49.9 pg/mL) que la pentamidina (CI50, de < 3.4 a
20.5 pg/mL), siendo los monocitos no activados: MSPH y U937 no adherentes, las
células mas sensibles a la accion de los péptidos y Melitina el péptido que tuvo un
efecto deletéreo sobre todas las células evaluadas: monocitos — macréfagos,

hepaticas, epiteliales, hematies, limitando su potencial uso en humanos.

= Las células U937 en sus dos fenotipos adherente y no adherente, presentaron un
comportamiento diferente, con mayor efecto de los Péptidos antimicrobianos
Bombinina, MP-8 y MP-X sobre las células en suspension y casi nulo en el fenotipo

adherente a las concentraciones del estudio; situacion que necesita ser investigada
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para descartar un posible efecto de la técnica empleada, de tipo mecanico o una
produccion de enzimas proteoliticas por parte de las células U937 activadas.

La mayor actividad de los péptidos Melitina, MP-X, MP-8, Bombinina y Dermaseptina
S1 sobre las células nucleadas y anucleadas y los parasitos con reduccion de la
motilidad sin cambios aparentes de la morfologia de L. (V.) panamensis en las
primeras cinco horas, se relaciona con la tendencia de estructura secundaria en
hélice a (Dicroismo circular), sefialando un potencial modo de accién sobre
membrana. La actividad de los péptidos TAP (hélice a), Polistes MA (no estructurado)
y Taquiplesina | (hebra ) con selectividad sobre los promastigotes de L. (L.) major

podria indicar un modo de accién diferente al de tipo membranal.

Los péptidos Melitina, Bombinina, Dermaseptina S1, MP-8 y TAP fueron los més
efectivos sobre la forma de promastigotes de L. (V.) panamensis (CEs, entre 7.6 y
46.3 pug/mL) y L. (L.) major (CEs, entre < 6.3 y 42.1 ug/mL), siendo estos ultimos
sensibles a un mayor niumero de péptidos (7/16 (43.5%)) comparado con L. (V.)
panamensis (4/16 (25%)), permitiendo seleccionar los péptidos que podrian
considerarse como promisorios por inducir poca hemdlisis y tener un IS >1 a: MP-8,
Bombinina, Dermaseptina S1 y TAP para ambas especies del parasito y Taquiplesina
| y Polistes MA selectivamente sobre L. (L.) major. En la revision bibliogréfica
realizada a la fecha, no se encuentra ningln reporte previo (a excepcién de la
Dermaseptina) de actividad antileishmanial de MP-8, Bombinina, TAP y por lo tanto
merecen continuar siendo estudiados para identificar su efectividad sobre la forma de
pardsito intracelular en un modelo de infeccién in vitro e in vivo, con miras a elaborar
un producto de uso topico para el tratamiento de LC. Ademas, las CEs reportadas en
estudios anteriores para Taquiplesina |, Dermaseptina S1 y Melitina sobre
promastigotes de Leishmania pero de especies diferentes, son cercanas a las

encontradas en el presente estudio.
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5.2 Recomendaciones

» Realizar estudios de efectividad in vitro e in vivo en hamster evaluando
adicionalmente su potencial actividad inmunomoduladora de los péptidos promisorios:
MP-8, Bombinina, TAP y Dermaseptina S1 sobre L. (V.) panamensis, y MP-8,
Bombinina, TAP, Dermaseptina S1, Polistes MA y Taquiplesina | sobre L. (L.) major.

» Evaluar la estabilidad de los péptidos a la degradacion por proteasas.

» Identificar si en los sobrenadantes de los cultivos de las células, parasitos
(promastigotes, amastigotes axénicos y amastigotes intracelulares) hay presencia de

proteasas.

= Verificar la citotoxicidad de los péptidos en las células y en los parasitos.

= Confirmar el efecto de los péptidos sobre la integridad de la membrana plasmatica y/o
induccién de muerte por necrosis, autofagia o apoptosis en células y parasitos, con
ayuda de la microscopia y citometria de flujo y avanzar en la elucidacion del

mecanismo de accién sobre los parasitos.

= No descartar a péptidos como Maganina 1, Andropina, Cecropinas A, B y P1,
Apamina, Pr-2, MP-17 y MP-X, por no mostrar actividad sobre la forma de

promastigotes de Leishmania.
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