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Efecto fototoxico de la terapia
fotodinamica en promastigotes
de Leishmania amazonensis
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RESUMEN

Introduccion: La terapia fotodinamica utiliza un compuesto fotosensibilizador que en presencia de luz y oxigeno
molecular se activa produciendo especies reactivas de oxigeno induciendo la muerte de la célula blanco por apoptosis o
necrosis. Estudios in vitro han mostrado que la ftalocianina de aluminio es fototdxica para Leishmania spp. Objetivo:
El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del tratamiento con ftalocianina de aluminio clorada en los
cambios morfologicos y de la actividad mitocondrial en promastigotes de Leishmania amazonensis. Materiales y
métodos: Promastigotes de L amazonensis fueron incubados con ftalocianina de aluminio clorada y posteriormente
irradiados con una fluencia de 17 Julios/cm2. De 0, 12 y 24 horas post irradiacion los parasitos fueron contados
microscopicamente para determinar la inhibicion del crecimiento, fueron coloreados con Giemsa para determinar el
efecto en los cambios morfoldgicos y fueron tratados con la sonda fluorescente JC-1 para determinar los cambios en
la actividad mitocondrial. Resultados: El tratamiento fotodinamico inhibi6 el nimero de promastigotes hasta en un
96,37 %. Se observo reduccion del tamafio, fragmentacion nuclear y pérdida de niicleo y/o kinetoplasto y pérdida de la
actividad mitocondrial. Conclusiones: La terapia fotodindamica es efectiva para la eliminacion de promastigotes de L.
amazonensis posiblemente por un mecanismo similar a la apoptosis. Sadud, UIS 2008; 40: 13-19
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SUMMARY

Introduction: Photodynamic therapy uses a photosensitizer compound that in presence of light and molecular oxygen
is activated producing reactive oxygen species and target cell death by apoptosis or necrosis. In vitro studies have
demonstrated the phototoxic effect of aluminium phthalocyanine on Leishmania spp. Objective: The purpose of this
study was to determine the effect of chloroaluminum phthalocyanine in the morphological and mitochondrial activity
changes of Leishmania amazonensis promastigotes. Materials and methods: Parasites incubated with chloroaluminum
phthalocyanine were irradiated with a fluency of 2.5 Julios/cm2. After 0, 12 and 24 hours post irradiation, they were
counted microscopically to determine the percentage of inhibition; stained with Giemsa to determine the morphological
changes; and treated with the fluorescent probe JC-1 to determine changes in activity mitochondrial. Results:
Phothodynamic treatment inhibited the number of promastigotes reaching values of 96.37 %. There was observed
downsizing, nuclear fragmentation and loss of nuclear core and / or kinetoplast and loss of mitochondrial activity
immediately after irradiation. Conclusions: Photodynamic therapy is effective in eliminating promastigotes of L.
amazonensis probably by an apoptosis like mechanism. Salud, ULS 2008; 40: 13-19
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades causadas
por diferentes especies del género Leishmania transmitida
al humano por insectos pertenecientes a la subfamilia
Phlebotominae'. Esta enfermedad afecta alrededor de 12
millones de personas en 88 paises diferentes®. Las formas
clinicas van desde ulceraciones en piel y mucosas hasta el
compromiso de érganos internos. En Colombia se estima
que 10 millones de personas estan en riesgo de adquirir la
enfermedad; se reportan alrededor de 6000 casos anuales
de los cuales el 95% obedece a manifestaciones de tipo
cutaneo, siendo L. panamensis el agente etiolégico mas
prevalente®®. Los tratamientos actuales se basan en la
utilizacion de antimoniales pentavalentes®® como el
antimoniato de meglumina (Glucantime®). En caso que este
medicamento falle, se utilizan otros como el isotianato de
pentamidina (Pentacarinat®)’, y en paises del viejo mundo la
anfotericina B (Fungizone®), paramomicina (aminosidine)®
y miltefosine (Impavido)”!’. Sin embargo, el uso de
estos medicamentos presentan efectividad variable'"3,
protocolos de administracion prolongados y efectos
secundarios no deseados®'?. Estos inconvenientes han
soportado la exploracion de nuevas alternativas terapéuticas
para la leishmaniasis cutanea donde se encuentra la terapia
fotodinamica (TFD)%™.

La TFD se basa en la utilizacion de fotosensibilizadores
(FS) los cuales se activan a una luz de longitud de onda
apropiada produciendo especies reactivas de oxigeno (ERO)
altamente inestables y toxicas para los sistemas biologicos
1516 La interaccion de las ERO con lipidos, proteinas y otras
moléculas cercanas al sitio donde estas se producen pueden
activar mecanismos de muerte celular como apoptosis o
necrosis ' ¥, El tipo de FS, el tiempo de exposicion al FS
antes de la irradiacion, el tipo celular estudiado y el sitio
de localizacion intracelular entre otros determinan si las
sefiales activadas luego del tratamiento fotodinamico llevan
a la muerte celular por apoptosis o necrosis 2. Algunos
FS como la ftalocianina de aluminio, la ftalocianina de
silicio o la protoporfirina IX producida internamente por
la célula previo tratamiento con acido d-aminolevulinico
(ALA), pueden inducir la muerte de células tumorales por
apoptosis*'®. Aunque la apoptosis se pensaba como un
proceso exclusivo de organismos pluricelulares, diferentes
estimulos pueden inducir las muerte de promastigotes de
Leishmania spp.por un proceso parecido a la apoptosis
denominado “Apoptosis-like”?*?’. Algunos medicamentos
como los antomoniales pentavalentes entre el estos el
estibogluconato de sodio (SbY)*®, la miltefosina®’, la
novobiocina® y otros compuestos como el perdxido de
hidrogeno® inducen la condensacion del citoplasma,
exposicion de fosfatidilserina, fragmentacion del ADN en
ausencia de alteraciones de la membrana celular. También
se ha visto la activacion de proteasas que comparten los
mismos sustratos de las caspasas en las células de mamifero®.
La apoptosis posterior a la TFD, se desencadena por el
dafio directo a la mitocondria que permite que se libere el
citocromo C y se active la via de las caspasas 337,
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En leishmaniasis la efectividad de la TFD ha sido demostrada
en pacientes, en algunos modelos experimentales e in vitro
utilizando diferentes FS*%*. Tratando de aportar en el
conocimiento de los efectos que tiene la TFD en Leishmania
spp, este estudio evalud los cambios en el crecimiento,
en la morfologia y en la actividad mitocondrial (Ay_) de
promastigotes de L. amazonensis luego de la TFD utilizando
ftalocianina de aluminio clorada (PcAICI) como FS.

MATERIALES Y METODOS

Fotosensibilizador y parasitos

Se prepararon soluciones stock de PcAICI (Sigma-Aldrich,
USA) en dimetilsulfoxido (DMSO, Carlo Erba, Italy)
100X. Las soluciones de trabajo se prepararon diluyendo la
PcAICI en medio de cultivo (menor de 1X).

Se utilizaron promastigotes de L. amazonensis cepa
MHOM/BR/73/LV78 (LV78) (donada gentilmente por
la Dra Sara M. Robledo, PECET, UDEA). Los parasitos
fueron mantenidos en cultivos seriados utilizando medio
liquido Schneider suplementado con 10% de suero bovino
fetal inactivado (SBFi, GIBCO Grand Island, NY, USA) a
28°C.

Ensayos de viabilidad

La viabilidad fue determinada siguiendo el protocolo
descrito por Escobar y colaboradores, 2006*. Promastigotes
fueron tratados con 3 diluciones seriadas 1:3 (0 a 0.06 uM)
de PcAICl y con HCL (1N, como control de inhibicion)
en placas de 24 pozos (Becton Dickinson, New Jersey,
USA) por 24 horas a 28°C. Los parasitos fueron irradiados
utilizando un fotorreactor bioldégico (A=597-752 nm) y una
fluencia de 17 J/cm?. Parasitos controles fueron mantenidos
sinirradiar. De 0, 12 y 24 horas post irradiacion, los parasitos
fueron contados microscopicamente en camara de Neubauer
diluidos en eosina amarilla 0,25 % en PBS pH=7,2 para
determinar el nimero de parasitos vivos. Los resultados
fueron expresados como el promedio de la concentracion de
parasitos (parasitos vivos/mL) + desviacion estandar de 2
experimentos independientes. La inhibicion del crecimiento
de los parésitos fue calculada utilizando la formula: % de
inhibicion = 1- (nimero de parasitos del grupo tratado /
numero de parasitos del grupo control) x 100. La actividad
de la PcAICI fue expresada como concentracion inhibitoria
50 (CI,)) y 90 (CI, ) con ayuda del programa Msxifit™ (ID
Business Solution, Guildford, UK)

Determinacion de cambios morfologicos

Los parasitos fueron tratados con PcAICI e irradiados como
en el numeral 2.2. De 0, 12 y 24 horas post-irradiacion, los
parasitos fueron lavados con PBS (pH=7,2) y resuspendidos
en PBS mas 2 % de formalina. Aproximadamente 2x10°
parasitos fueron colocados en cada pozo de placas para
fluorescencia, secados y coloreados con Giemsa. Fueron
observados con microscopio de luz y fotografiados
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utilizando una camara digital (Nikon Coolpix 5000). Las
caracteristicas analizadas fueron presencia o ausencia de
nucleo, kinetoplasto y/o flagelo, fragmentacion del nucleo,
presencia de vacuolas y pérdida de la morfologia tipica del
promastigote.

Ensayos de actividad mitocondrial

Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial
(Ay, ) fueron determinados utilizando la sonda JC-1 (Ioduro
de 5,5, 6, 6’-tetracloro - 1, 1°, 3, 3” - tetraetilbenzimidazol
carbocianida, Sigma Aldrich) donada amablemente por
la Dra. Susana Fiorentino del grupo de Inmunobiologia y
Biologia Celular de la Universidad Javeriana. Los parasitos
fueron tratados como se describio para los ensayos de
fototoxicidad. De 0, 12 y 24 horas post-irradiacion, los
parasitos fueron lavados con PBS y tratados con 1 uM de
la sonda JC-1 por 10 minutos a 37°C. Los parasitos fueron
observados microscopicamente utilizando un microscopio
de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) equipado con el filtro
B2A (Ex=450-490, DM= 500, BA=515). Se tomo registro
fotografico utilizando una camara digital (Nikon Coolpix
5000).y las fotos fueron procesadas utilizando el programa
ADOBE Phtoshop CS2. Los resultados se expresaron
como presencia o ausencia de Ay . y como porcentaje
de despolarizacion (promedio + la desviacion estandar)
de cuatro (4) conteos realizados en fotos independientes
utilizando la formula: % de despolarizacion = (# de células
despolarizadas X 100) / total de células contadas.

RESULTADOS

Tratamiento con PcAICl inhibe el crecimiento de
promastigotes de L. amazonensis post-irradiacion

El tratamiento de promastigotes de L. amazonensis con
PcAICI y posterior irradiacion con 17 J/cm? inhibio el
crecimiento de los parasitos (Figura la) y este efecto fue
dependiente de la dosis utilizada. El crecimiento de los
parasitos no tratados con luz o sin luz fue similar. El mayor
porcentaje de inhibicion fue observado 24 horas después de
la irradiacion cuando se utilizé 0,06 uM de PcAICI (96,37
% +5,12) (Figura 1b) en este mismo tiempo y con esta
concentracion, el crecimiento de los parasitos no irradiados
fué¢ inhibidos solo en un 19,17% (£1,42). El maximo
efecto fue encontrado 24 horas después de la irradiacion
encontrandose una CL, = 0,0157 pM (+ 0.004) y CI =
0,041 uM (+ 0.026).

Tratamiento con PcAICI induce cambios morfologicos
progresivos en los parasitos post-irradiacion

Los promastigotes de Leishmania no tratados se
caracterizaron por presentar forma alargada, flagelo
anterior, nucleo y kinetoplasto intactos. Inmediatamente
después de irradiar, previo tratamiento con PcAICI 0,06
uM, se empezaron a observar cambios morfologicos. Los
promastigotes comenzaron a hincharse perdiendo su forma
alargada y presentaron vacuolas (Figura 2). A medida que
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Figura 1. Crecimiento de promastigotes de L. amazonensis post-irradiacion
Los parasitos fueron tratados con 0,06 uM de PcAICI o con medio solo (no
PcAICI) e irradiados a una fluencia de 17 J/cm2 (con luz) o mantenidos
en oscuridad (sin luz). La figura A muestra el promedio + la desviacion
estandar del nimero de parasitos vivos/mL contados 0, 12, 24 horas post-
irradiacion en dos experimentos independientes. La figura B muestra
el porcentaje de inhibicion de los parasitos tratados con las diferentes
concetraciones de PcAICI o HCI 24 horas después de la irradiacion.

transcurri6 el tiempo post-irradiacion (12 y 24 horas) los
parasitos afectados captaron débilmente la coloracion de
Giemsa, algunos nucleos se observaron fragmentados
y algunos parasitos se observaron sin nicleo y/o sin
kinetoplasto (Figura 2). Estas variaciones morfoldgicas
no se observaron en todos los parasitos. No se observaron
cambios morfoldgicos en los parasitos tratados con PcAICI
no irradiados.

El tratamiento fotodinamico con PcAlCl induce perdida
del potencial de membrana mitocondrial (Ay )

Los parasitos sin irradiar no tratados incubados con la
sonda fluorescente JC-1 se caracterizaron por presentar su
cuerpo alargado con citoplasma verde mostrando actividad
mitocondrial (A, ) evidenciada por la fluorescencia roja
o amarilla observada en las mitocondrias (Figura 3A).
Después de irradiar, los parasitos tratados PcAICl empezaron
a mostrar perdida en la Ay caracterizada por disminucion
en el numero de pardsitos con mitocondrias tefiidas,
adicionalmente se observo perdida de la forma alargada.
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Figura 2. Cambios morfologicos inducidos para la PcAICI post-irradiacion. La figura muestra fotos de los parasitos coloreados con Giemsa y observados
microscopicamente previo tratamiento con 0,06 uM de PcAICl e irradiacion con 17 J/em2. A. Registro de los parasitos realizado inmediatamente (A2),
12 horas (A3) y 24 horas (A4) post-irradiacion. La figura A1 muestra la morfologia de los parasitos controles mantenidos en oscuridad. Presencia de
vacuolas (flechas negras), de nticleos fragmentados (flechas rojas), perdida de nucleo y/o el kinetoplasto (flechas verdes) B. Caracteristicas morfologicas
encontradas. B1: vacuolas y perdida de la forma alargada; B2: nucleo fragmentado; B3: perdida del nucleo y el kinetoplasto. En B2 y B3 se observa la
coloracion tenue en el citoplasma. Aumento 100X.
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Figura 3. Cambios en la actividad mitocondrial inducidos para la PcAICI post-irradiacion. La figura muestra fotos de los parasitos tratados con la
sonda fluorescente JC-1 y observados microscopicamente previo tratamiento con 0,02 uM de PcAICl e irradiacion con 17 J/cm2. Los parasitos fueron
registrados 0 h (B), 12 horas (C) y 24 horas (D) post-irradiacion. La foto 3A muestra las mitocondrias tefiidas de rojo o amarillo (flechas blancas)
de parasitos mantenidos en oscuridad; la foto 3E muestra los parasitos tratados con HCI (IN). En F se muestra la perdida progresiva de Aym. Las
fotografias son representativas de dos experimentos independientes. El porcentaje de despolarizacion es el promedio + la desviacion estandar de 4
conteos realizados en fotos independientes.
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La perdida de Ay,_alas 0, 12 y 24 horas fue de 39,42% +
4,49, 85,87% + 2,42y 93,27% =+ 3,88 respectivamente. Los
parasitos tratados con PcAICl no irradiados no presentaron
perdida de Ay, . Los parasitos tratados con HCL (IN) se
observaron verdes, demostrando perdida total de la Ay_.

DISCUSION

La PcAICI, es un FS utilizado en terapia fotodinamica
para la eliminacion de células tumorales y parasitos 02
Este trabajo demostréd el efecto fototdxico de la PcAlCI
en promastigotes de L. amazonensis en diferentes tiempos
después de irradiacion. Tratamiento con PcAICI inhibid
progresivamente el crecimiento de promastigotes de L.
amazonensis llegando a un maximo de 96,37 % 24 horas
post-irradiacion. Se sabe que FS como la PcAICI cuando
son irradiados a una longitud de onda especifica (maxima
absorcion entre 650 y 770 nm)* se excitan hasta su
estado de energia mas alto regresando a su estado original
permitiendo la transferencia de electrones al oxigeno
directamente o a través de otras moléculas > *. Dado que
las ERO son producidas en el momento de la irradiacion
y que estas tienen una vida media muy corta * es posible
que el aumento gradual en los porcentajes de inhibicion
de los parasitos observados post-irradiacion se deba a la
activacion de mecanismos de muerte en los parasitos de
tal forma que pese a la ausencia del estimulo, el parasito
continiie su camino hacia la muerte.

En Leishmania la muerte celular programada es un
mecanismo que hace parte de algunas fases del ciclo de
vida*, en la infeccion ya establecida*’, como respuesta a
agentes fisicos como la temperatura®® y a algunos farmacos
utilizados para su eliminacion (i.e antimoniales, miltefosine,
noboviocina)®3!. La ejecucion de este proceso involucra,
al igual que en los mamiferos, la pérdida de la actividad
mitocondrial con la subsecuente salida del citocromo C al
citoplasma® y la activacion de proteasas de cisteina’! *°.
También se ha visto que moléculas como la captotepcina
un alcaloide que inhibe la acciéon de la topoisomerasa
I en células de mamifero, puede inducir apoptosis en
promastigotes y amastigotes de L. donovani®'.

Los cambios morfologicos observados post-irradiacion
(presencia de vacuolas, reduccion del tamafio celular,
fragmentacion de nucleo, hinchamiento de los parasitos,
perdida del ntcleo y/o kineoplasto) y la perdida gradual
en la actividad mitocondrial sugieren la posibilidad que
procesos de tipo apoptotico estén relacionados con el
efecto fototoxico de la PcAICIl en promastigotes de L.
amazonensis. Sin embargo es necesario el estudio de otros
marcadores de muerte como la fragmentacion de ADN,
actividad de proteinas con actividad de caspasas y expresion
de fosfatidilserina para asociar los cambios morfoldgicos y
la pérdida de Ay, con la induccién de apoptosis por la TFD
en promastigotes de Leishmania.
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