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Resumen 

Diferentes especies del protozoo Leishmania son responsables de la infección 
cutánea, mucocutánea o visceral de millones de personas en el mundo conocida 
como Leishmaniosis [1]. Los efectos adversos generados por los medicamentos 
antileishmaniales, la aparición de resistencia antimicrobiana y la posibilidad de 
modular la respuesta inmunológica, han llevado a la contemplación de nuevas 
opciones terapéuticas como los péptidos con actividades antimicrobianas o 
inmunomoduladoras [2, 3]. Basados en lo anterior, en este proyecto se evaluó la 
citotoxicidad contra células dendríticas, la actividad hemolítica, las propiedades 
antileishmaniales sobre promastigotes de Leishmania panamensis (L. 
panamensis) y Leishmania major (L. major) y la efectividad sobre formas 
intracelulares de estas especies mediante infección de células dendríticas y su 
posterior exposición a diferentes concentraciones de un grupo de péptidos con 
alguna propiedad antimicrobiana reportada, los cuales fueron sintetizados a partir 
de las secuencias halladas en la naturaleza. Los péptidos Dermaseptina, Pr-2 y 
Pr-3 mostraron actividad inhibitoria contra promastigotes de L. panamensis. Contra 
la forma intracelular de ésta especie, presentaron actividad Andropina,  Cecropina 
A, CE50i = 23.45 µg/mL, Índice de Selectividad (IS): 4, y 2.48 µg/mL, IS: 40, 
respectivamente. En el caso de promastigotes de L. major  Melitina y 
Dermaseptina presentaron actividad, además ésta última mostró  una CE50i = 1.22 
µg/mL, IS = 8, contra la forma intracelular. La exposición de células dendríticas 
humanas infectadas con L. panamensis a los péptidos antimicrobianos se asoció a 
una mayor concentración de IL-8 en el sobrenadante como un posible indicio de 
su potencial inmunomodulador. 

Palabras clave: Leishmania, Péptidos antimicrobianos, Células Dendríticas.  



 
 

Abstract 

Different species of Leishmanial protozoan are responsible of cutaneous, 
mucocutaneous or visceral diseases known as Leishmaniasis affecting millions of 
people [1]. The adverse effects generated by antileishmanial drugs, drug 
resistance and the possibility to modulate the immune response, have conditioned 
the contemplation of new therapeutic options as antimicrobial or 
immunomodulatory peptides [2, 3]. Based on the former, in this project, citotoxicity 
against Dendritic Cells, hemolytic activity, and extra and intracellular 
antileishmanial activities were evaluated through the exposure of human monocyte 
derived Dendritic Cells, erythrocytes, promastigotes of Leishmania panamensis (L. 
panamensis) and Leishmania major (L. major), and L. panamensis infected 
Dendritic Cells respectively to different concentrations of selected peptides with 
reported antimicrobial activity, which were synthesized from the naturally occurring 
reported sequence. Dermaseptin, Pr-2 and Pr-3 shown inhibitory activity against L. 
panamensis promastigotes. Against the intracellular form of this specie Andropin 
and Cecropin A shown activity, CE50i = 23.45 µg/mL, Selectivity Index (IS): 4, and 
2.48 µg/mL, IS: 40, respectively. In the case of L. major promastigotes, Mellitin and 
Dermaseptin shown activity and the last show a CE50i = 1.22 µg/mL, IS = 8, 
against the intracellular form. The exposition of L. panamensis infected human 
dendritic cells to the antimicrobial peptides was associated with an increased 
concentration of IL-8 in supernatants as a possible signal of immunomodulatory 
potential.  

Keywords: Leishmania, Antimicrobial Peptides, Dendritic Cells. 
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Introducción 

La leishmaniosis es una enfermedad infecciosa causada por  diferentes especies 
de parásitos del género Leishmania, los cuales son depositados en la piel del 
hospedero, a través de la picadura de un vector, que para los casos de 
leishmaniosis del nuevo mundo, pertenece al género Lutzomia [4]. Esta 
enfermedad afecta a más de 12 millones de personas a nivel mundial y su 
incidencia es de aproximadamente 2 millones de nuevos casos al año [3, 5]. En 
Colombia, se reportaron en el 2009, 15477 nuevos casos de la enfermedad, cuyo 
seguimiento se torna difícil debido entre otros, a su elevado subregistro [6]. El 
tratamiento de elección se basa en la administración de sales de antimonio 
pentavalente que generan curación entre el 36% y el 96% de los casos [7, 8]. Sin 
embargo, se ha demostrado resistencia parasitaria y severos efectos adversos 
asociados con esta quimioterapia, cuyo esquema de administración contempla la 
aplicación intramuscular de 20mg/kg/día de antimonio pentavalente por 20 días. 
Los efectos colaterales asociados con su distribución sistémica, son muy variados, 
reportándose incluso muertes secundarias a hepatotoxicidad fulminante [9]. Para 
el caso de Leishmaniosis al igual que para otras enfermedades, la posibilidad de 
modular la respuesta inmunológica se ha convertido en una herramienta 
terapéutica potencial de gran interés; esto se ha considerado particularmente, 
mediante la observación de las funciones de los llamados péptidos 
antimicrobianos (PAMs), los cuales hacen parte del sistema inmune innato en 
invertebrados y diferentes vertebrados incluyendo al hombre. Los PAMs son 
moléculas entre 12 y 50 aminoácidos, codificados genéticamente y expresados en 
forma de propéptidos en diferentes tipos celulares incluyendo células epiteliales, 
neutrófilos, células NK siendo modificados postransduccionalmente [10]. Su 
actividad depende de la formación de poros en la membrana celular de 
microorganismos invasores, así como modulación de la función de células 
inmunológicas a través de mecanismos como la estimulación de receptores en la 
membrana o intracelulares, e inducción de actividad quimiotáctica, producción de 
citocinas, o cambios en la respuesta a las mismas [11, 12]. Se les ha reportado 
también actividad contra parásitos del género Leishmania [13].  A partir de estas 
observaciones, en el Grupo de Investigación en Inmunotoxicología de la 
Universidad Nacional de Colombia, se han evaluado PAMs, sintetizados a partir de 
las secuencias naturales reportadas en la literatura, con el fin de definir su 
potencial leishmanicida e inmunomodulador. De los resultados previos obtenidos, 
se seleccionaron  diez péptidos a los cuales se  evaluó su actividad hemolítica, 
citotoxicidad sobre células dendríticas, actividad leishmanicida sobre el estadío de 
promastigote de L. panamensis y L. major, así como su actividad leishmanicida 
contra la forma intracelular de L. panamensis en células dendríticas, y la actividad 
inmunomoduladora sobre las mismas, tanto en células provenientes de pacientes 
en distintos estadios clínicos de la enfermedad, como de donantes sanos. Se 
detectó actividad leishmanicida contra la forma extracelular del parásito en un 
péptido de los evaluados y contra la forma intracelular en éste, y dos péptidos 
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adicionales. El potencial inmunomodulador de los PAMs fue evaluado mediante 
diferentes ensayos y se encontraron datos correlacionables con su actividad 
leishmanicida. Se espera que, a partir de estos resultados, se logre continuar con 
el proceso de investigación, tendiente a describir un potencial medicamento de 
uso tópico para combatir Leishmaniosis Cutánea (LC). 
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1 LEISHMANIOSIS 

1.1 Aspectos Epidemiológicos de la Leishmaniosis 

Existen actualmente en el mundo más de 12 millones de personas con 
leishmaniosis y se reportan aproximadamente 2 millones de casos nuevos 
anualmente, de los cuales aproximadamente 1.5 millones corresponden a LC [14]. 
Se estima que probablemente estas cifras corresponden sólo a una pequeña parte 
de la realidad entre más de 450 millones de personas expuestas, dado que la 
enfermedad no es de notificación obligatoria en todos los países y la detección se 
ve afectada además por circunstancias socioeconómicas y ambientales, entre 
otras.  Además del gran número de casos reportados en diferentes países 
tropicales, el manejo de esta enfermedad se ha hecho más complejo, debido en 
parte a que el agente etiológico ha comenzado a mostrar resistencia a los 
medicamentos tradicionales (lo cual es en parte favorecido dado los múltiples 
efectos adversos de los mismos, lo cual condiciona una alta tasa de abandono del 
tratamiento). Todo esto ha llevado a la Organización Mundial de la Salud (OMS) a 
considerar como prioritarios los estudios tendientes a desarrollar nuevas 
estrategias de tratamiento para la enfermedad [3, 5]. 

1.2 Aspectos Clínicos de la Leishmaniosis 

Múltiples especies producen LC en niños y adultos. Especies como Leishmania 
major, Leishmania tropica y Leishmania (Leishmania) aethiopica se asocian con 
LC del viejo mundo); mientras que  Leishmania infantum y Leishmania chagasi 
(Mediterraneo y Mar Cáspio); y Leishmania mexicana, Leishmania (L) 
amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania [Viania (V)] panamensis, 
Leishmania (V) peruviana, y Leishmania (V) guyanensis se han visto involucradas 
en la generación de LC del nuevo mundo. Inicialmente se forma una pápula en el 
sitio de la picadura, la cual incrementa su tamaño hasta la formación de un nódulo 
y la posterior ulceración al cabo de 1 a 3 meses [4].   

Pueden formarse placas planas en las lesiones generadas por especies del Viejo 
Mundo. En la LC del viejo mundo, la mayoría de las lesiones son pápulas, 
nódulos, o ambas, mientras que en la del nuevo mundo, las lesiones más 
comunes son las úlceras [15]. En la infección con L. braziliensis el primer signo 
consiste en la aparición de adenopatías localizadas antes de la aparición de la 
ulceración [16].  

La infección por L. trópica se disemina con aparición de nuevas pápulas alrededor 
de una lesión cicatrizada (leishmaniosis recidivante). Ocurre diseminación con 
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especies del nuevo mundo como L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, en 
1 a 10% de los casos, y se desarrollan de 1 a 5 años luego de la cicatrización de 
las lesiones, pero en algunos casos coincide con lesiones activas; cerca del 90% 
de los pacientes tienen una cicatriz previa [17]. 

1.3 Diagnóstico de Leishmaniosis 

El diagnostico ideal se basa en la identificación microscópica del parásito, aunque 
se han logrado desarrollar pruebas serológicas y hasta moleculares. La 
combinación de microscopía y cultivo lleva a una sensibilidad en el diagnóstico 
cercana al 85% [18]. 

1.4 Evaluación inmunológica en diferentes presentaciones clínicas de 
Leishmaniosis 

La hipersensibilidad retardada se evalúa mediante la prueba de leishmanina y su 
positividad, así como la reactividad de células T específicas a  antígenos, y la 
activación de la secreción de citocinas se mantienen en pacientes con infección 
asintomática y LC localizada. Es de resaltar, que la prueba de leishmanina o 
Montenegro no se emplea como método diagnóstico. Su valor pronóstico denota 
exposición al parásito ó estado inmunológico del paciente [17]. 

1.5 Tratamiento de la Leishmaniosis 

La mayoría de las lesiones cicatrizan espontáneamente con algunas diferencias 
en el tiempo requerido para cada una de las especies de Leishmania. A pesar de 
esto, un buen número de pacientes requiere tratamiento farmacológico. Los 
antimoniales pentavalentes pueden ser efectivos en la mayoría de los casos de LC 
y son el tratamiento más empleado actualmente; sin embargo, se requieren en 
promedio 20 inyecciones, una por día, de estos medicamentos,  los cuales son 
moderadamente tóxicos, además de costosos, por lo cual se tratan de buscar 
nuevas estrategias terapéuticas como las inyecciones intralesionales de los 
medicamentos disponibles, o la crioterapia, todo en búsqueda de efectos adversos 
menores, mayor adherencia al tratamiento y  mejores resultados [19]. 
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2 RESPUESTA INMUNOLÓGICA CONTRA LEISHMANIA 

Los factores del hospedero que determinan el desenlace de la infección, han sido 
explorados usando generalmente modelos murinos, con comportamientos 
relacionables con los extremos del espectro clínico de la enfermedad. Por un lado 
la respuesta protectora, en el caso del ratón C57BL/6 con una leve inflamación del 
sitio de inoculación, y por otra parte, la aparición de úlceras irresolutas, con 
diseminación del parásito y finalmente la muerte, en ratones BALB/c [20]. 

Para evaluar la evolución de la infección y la cinética de la participación de células 
del sistema inmunológico en la respuesta a la infección, se han descrito modelos 
como el de la inoculación dérmica de promastigotes de L. major en bajo número, 
tratando de simular la infección natural, con lo  cual se ha observado una 
concentración casi constante de neutrófilos y macrófagos en el lugar de la 
inoculación durante las primeras cuatro semanas postinfección, tiempo  durante el 
cual el número de parásitos se incrementa. Posteriormente y durante 
aproximadamente dos semanas, se presenta un pico en el número de las mismas 
poblaciones celulares, el cual coincide con la aparición de la lesión. Pasadas 
entonces las primeras seis semanas, se comienza a presentar un incremento en el 
número de células dendríticas con una disminución de neutrófilos y macrófagos. 
Durante el período evaluado en este modelo, la cantidad de linfocitos permaneció 
constante en bajo número, lo cual coincide con el papel protagónico de neutrófilos 
y macrófagos en la fase inicial de la mayoría de las infecciones, y la posterior 
participación de las células dendríticas en la conexión entre el sistema inmune 
innato y el adaptativo [21]. 

2.1 Macrófagos 

Una vez inoculados, los parásitos de Leishmania son internalizados por 
macrófagos tisulares presentes en la dermis del hospedero. La internalización por 
parte de estas células puede ser exitosa y llevar a la destrucción del 
microorganismo, sólo si se produce la activación de los mecanismos celulares 
necesarios para tal fin, lo cual requiere de un contexto proinflamatorio con las 
consecuentes señales estimuladoras dentro de las cuales la más importante es 
IFNɔ. Esta citosina, es producida por linfocitos T o c®lulas NK en presencia de IL-
12, encontrándose incluso que el suministro de IL-12 recombinante al modelo 
murino susceptible ó BALB/c, deriva en la protección del mismo ante la infección 
con Leishmania [22]. 

La Interleucina 12 (IL-12) es producida principalmente por macrófagos y células 
dendríticas como parte de su respuesta a la infección, sin embargo, se han 
observado niveles de IL-12 y su mRNA relativamente menores en macrófagos 
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infectados con promastigotes de Leishmania versus estimulados con 
Lipopolisacárido (LPS), además de niveles inferiores de IL-1, TNF alpha, y NOS 
inducible, adicional a un incremento en los niveles de IL-10. Lo anterior en 
conjunto, coincide con la tolerancia a la proliferación del parásito en la fase inicial 
de la infección [23]. Adicionalmente, se ha mencionado, que uno de los 
componentes moleculares más abundantes del estadio promastigote de 
Leishmania como es el Lipofosfoglicano (LPG), está implicado en la unión del 
parásito y su fagocitosis por parte del macrófago, y además en la adherencia del 
macrófago a la matriz extracelular. Esta molécula también se denota relevante en 
la inhibición de la fusión fagolisosomal y en la inhibición del estallido oxidativo, 
aunque un estudio realizado con promastigotes deficientes en la enzima 
galactofuranosil transferasa necesaria para la síntesis del LPG, muestran 
diferencias principalmente en cuanto al número de parásitos intracelulares, entre 
los parásitos deficientes en dicha enzima versus par§sitos ñWild Typeò (WT), lo 
cual aunque está en concordancia con una función del LPG en la evasión de la 
respuesta inicial, deja dudas sobre la extensión de dicho papel en todas las 
funciones en las cuales ha sido implicado [24]. 

2.2 Polimorfonucleares Neutrófilos 

Se ha descrito que promastigotes de diferentes especies de Leishmania en cultivo, 
son capaces de liberar al sobrenadante factores inductores de quimiotaxis de 
polimorfonucleares (PMNs) neutrófilos, adicionalmente, en un estudio usando 
microscopía intravital, se observó que éstas células arriban al sitio de la infección 
un poco antes que los monocitos [25]. 

Una vez en el lugar de inoculación, los PMNs internalizan parásitos mediante el 
uso o no de opsoninas, especulándose que la presencia de las mismas podría 
mediar la destrucción del parásito intracelularmente. Además de ello, se ha 
observado que el parásito no es destruido dentro del PMN, y que permanece 
intracelularmente en su estadío de promastigote, retardando la apoptosis de la 
célula hospedera.  Una vez ocurre la muerte de la célula infectada, los parásitos 
son liberados recubiertos en vesículas endocíticas, las cuales son captadas, por  
macrófagos que arriban al sitio de la infección.  Lo anterior, permitiría proteger al 
parásito de la lisis mediada por complemento y del ambiente hostil del medio, y 
además, podría favorecer su entrada a macrófagos, dado que estas células 
participan en la fagocitosis y depuración de cuerpos apoptóticos de células propias 
sin generar inflamación, lo cual es fundamental en procesos reparativos en los 
cuales va acompañado de liberación de citocinas inmunomoduladoras como 
Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF ɓ), con las cuales se disminuye la 
respuesta inflamatoria y se favorece la cicatrización. Para el caso de la infección 
por Leishmania, se ha observado que efectivamente, este proceso se acompaña 
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de liberación de TGF ɓ favoreciendo la entrada ñsilenteò del par§sito al macr·fago, 
y por tanto, su tolerancia y consiguiente sobrevida[26, 27]. 

Con el fin de ahondar en las repercusiones que podrían tener los pormenores de 
la interacción entre PMNs y macrófagos en la infección por Leishmania, se ha 
desarrollado un estudio en el cual se observan diferencias cruciales entre el 
modelo resistente (C57BL/6) y el modelo susceptible (BALB/c). Estos resultados 
muestran que al cocultivar PMNs del ratón C57BL/6, con macrófagos isogénicos 
infectados con L. major, se favorecía la destrucción del parásito,  contrario a lo 
reportado, al realizar el mismo procedimiento con células originarias del ratón 
BALB/c, en el cual, el parásito no era igualmente destruido; adicionalmente, los 
PMNs de C57BL/6 son capaces de inducir el mismo fenómeno, no solamente in 
vitro al ser cocultivados con macrófagos de BALB/c, sino que al ser transferidos a 
dicho ratón infectado con Leishmania, se promueve igualmente destrucción del 
parásito. Además, la transferencia de PMNs de BALB/c, una hora post infección, 
en el sitio de la inoculación de Leishmania en un ratón C57BL/6 depletado de 
PMNs, se asocia a una mayor proliferación del parásito en esta última cepa de 
ratón [28]. 

La inducción de la activación del macrófago con destrucción del parásito inducida 
al parecer por los PMNs de C57BL/6, parece depender de factores solubles y no 
del contacto célula-célula, planteándose que tales factores actúan a través de la 
estimulaci·n de ñToll Like Receptorò (TLR), principalmente TLR4, en lo cual es 
crucial la elastasa de los neutrófilos (NE), que es liberada al parecer en mayores 
concentraciones por parte de esta población de PMNs provenientes de C57BL/6 
[26, 29]. 

Es de resaltar, que aunque en humanos se pudiera esperar esta misma clara 
dicotomía (susceptibilidad/resistencia) reportada mediante el uso del modelo 
murino, se sabe que es más una gran mezcla de reacciones, las relacionadas con 
los perfiles clínicos detectados en humanos. En otras palabras, la cinética de la 
respuesta inmune a nivel de susceptibilidad/resistencia, en humanos, está siendo 
explorada en la actualidad. 

2.3 Células Dendríticas 

Las células dendríticas, se han convertido en una de las poblaciones celulares 
más importantes del sistema inmunológico dado que muchas de sus 
características (conexión relevante entre la inmunidad innata y la adaptativa), han 
llevado a considerarlas, las células presentadoras de antígenos profesionales por 
excelencia. La eficiencia en la presentación de antígeno, depende de su 
capacidad para reconocer, internalizar, procesar antígenos, migrar hacia nódulos 
linfoides, presentarlos sobre su superficie y acompañar esta presentación, de las 
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suficientes moléculas coestimuladoras sobre su membrana y de la secreción de 
citocinas apropiadas para inducir una respuesta en el linfocito a quien presenta el 
antígeno[30]. 

Para el caso de Leishmania, también se ha encontrado, que estas células, pueden 
ser infectadas por el parásito principalmente en su estadio amastigote. Una vez 
infectada la célula dendrítica, se desencadenan cambios en la expresión de 
moléculas de superficie, regulándose a la alta CD54, el complejo mayor de 
histocompatibilidad de tipo II (MHCII), y el CD86, moléculas involucradas tanto en 
la migración celular, como en la presentación, y la coestimulación, 
respectivamente [21]. 

Adicionalmente, se regula la expresión de quemoquinas y receptores de 
quemoquinas, mientras que se regula a la baja, la expresión del Receptor de 
Quemoquinas 3 (CCR3) y Receptor de Quemoquinas 5 (CCR5), con la respectiva 
disminuci·n a sus ligandos ñChemokine C-C motif ligandò (CCL), como se confirmó 
mediante ensayos de migración. Por el contrario, la expresión de Receptor de 
Quemoquinas 7 (CCR7) y su sensibilidad a CCL21, se ve incrementada en 
respuesta a la infección, todo esto tanto en células dendríticas derivadas de 
ratones susceptibles, como de ratones resistentes, encontrándose sólo una 
diferencia en cuanto a la expresi·n de la quemoquinas ñChemokine C-X-C motif 
ligandò 10 (CXCL10) involucrada en el reclutamiento de células al lugar de la 
infección, la cual se encuentra en menores proporciones en ratones BALB/c 
respecto a C57BL/6 [31]. 

La IL-12, se ha descrito como esencial, para la activación de la inmunidad 
mediada por células principalmente, NK y LT CD8+ [32]. En el caso de 
Leishmania, el bloqueo de IL-12 producida por células dendríticas, mediante 
anticuerpos en un modelo experimental, mostró que dicha actividad también era 
crucial para el desarrollo de una respuesta Th1, protectora, mediada por IFNɔ [31]. 

La forma funcional de IL-12 es un heterodímero denominado IL-12p70, 
conformado por una subunidad de 40kD y una subunidad de 35kD, la cual es 
secretada en general por células presentadoras de antígeno incluyendo 
macrófagos y células dendríticas en respuesta a la infección con L. major, 
principalmente si esta es llevada a cabo usando parásitos en el estadio 
amastigote.  IL-12 también puede ser secretada en forma de homodímero, 
conformado por dos  subunidades de IL-12p40, al cual se le describen funciones 
antagónicas sobre el receptor de IL-12. Interesantemente, esta forma de la 
citoquina se ha encontrado en el sobrenadante de células dendríticas infectadas 
con L. major, en mayor proporción cuando el origen de las mismas es el ratón 
BALB/c, a diferencia de lo que ocurre en células de origen en el ratón C57BL/6 
[33, 34]. 
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Una vez internalizados, los parásitos de Leishmania son procesados y sus 
antígenos presentados tanto en el contexto del CMH tipo I como en tipo II, a las 
células T vírgenes realizando la selección de las mismas hacia T  CD4+ y T CD8+, 
dando lugar a partir de este momento al desarrollo de la inmunidad adaptativa [32, 
33]. 

2.4 Células Efectoras 

Una vez se realiza la presentación antigénica por parte de células dendríticas, se 
requiere de la selección y proliferación de linfocitos T CD4+, CD8+ productores de 
IFNɔ [21]. Esta citoquina actúa sobre el macrófago e induce su activación y la 
destrucción del parásito siendo uno de los mecanismos más importantes, la 
generación de óxido nítrico (NO) mediada por la Óxido Nítrico Sintetasa Inducible 
(iNOS) [35]. 

Las moléculas efectoras actúan diferencialmente en piel y en bazo e hígado. 
Particularmente, la producción de iNOS se ha encontrado menor en bazo e hígado 
respecto a la piel, lo cual sugiere la presencia de otros mecanismos efectores en 
estos órganos dentro de los cuales, se ha considerado el papel de NADPH 
Oxidasa (phox), la cual se expresa en NE y macrófagos, y  para la cual, al igual 
que para iNOS, se ha visto no es el único mecanismo involucrado en la 
destrucción del parásito. Lo anterior se deduce, de la evaluación de la infección in 
vitro de células provenientes de un ratón phox -/-, las cuales presentan tasas de 
infección similares a  células WT [36]. 

Todo este conjunto de moléculas y mecanismos, termina o no en la destrucción 
del parásito y el triunfo ó derrota, del hospedero sobre el patógeno, no siendo 
siempre la erradicación del mismo sinónimo de triunfo. Su estudio y comprensión 
puede ayudar a la generación de nuevas estrategias terapéuticas, que permitan 
controlar este problema de salud pública a nivel mundial. 

2.5 Aspectos Inmunogenéticos Relevantes 

Se han realizado varios estudios involucrando pacientes con leishmaniosis, 
tratando de encontrar diferencias genéticas que puedan explicar a su vez, las 
diferencias en el curso de la infección por Leishmania. En un estudio realizado en 
Irán, se reclutaron 344 pacientes y 688 controles con LC crónica, infección 
asintomática y enfermedad autorresolutiva, y se evaluó la variación en las 
secuencias de diferentes genes de citocinas, encontrando que las variaciones 
genéticas en el promotor de IL-4 podían ser relevantes en cuanto al riesgo de 
desarrollar LC, mientras que el polimorfismo en el primer intr·n del gen de IFNɔ, 
podría influir en la progresión de la enfermedad hacia LC crónica [37]. 
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También se han hecho asociaciones familiares en la incidencia de LC versus 
leishmaniosis mucosa, encontrándose presentaciones clínicas características y 
diferenciales entre familias diferentes a pesar de compartir la región geográfica 
endémica para leishmaniosis, lo cual es un indicio adicional de la importancia de 
los factores inmunogenéticos en el contexto de esta enfermedad [38]. 

Factores del parásito también pueden influir en el curso de la enfermedad, como 
se ha sugerido a partir de estudios en que se muestra que diferentes aislados de 
Leishmania presentan susceptibilidades diferenciales al NO, con un incremento de 
su sobrevida dentro del macrófago, lo cual podría repercutir en la severidad del 
cuadro clínico [39]. 
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3 PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAMs)  

Los llamados Péptidos Antimicrobianos (PAMs), corresponden a moléculas entre 
12 y 50 aminoácidos con estructuras variables, desde lineales hasta 
combinaciones entre hojas plegadas beta y hélices alfa, los cuales son codificados 
genéticamente y expresados en forma de propéptidos que posteriormente son 
modificados postransduccionalmente y secretados por diferentes tipos celulares 
(incluyendo células epiteliales, NE y células NK (Natural Killer) a bajas 
concentraciones. A los PAMs se les han encontrado funciones antimicrobianas, las 
cuales son alcanzadas tanto por acción directa e individual sobre los 
microorganismos como por sinergirsmo o por efecto indirecto mediante la 
modulación de la función de Células Dendríticas o Linfocitos T, por ejemplo, 
involucrando mecanismos como los dependientes de TLR. Estos péptidos no sólo 
se producen en células humanas, son expresados ampliamente en vertebrados e 
invertebrados y el estudio de sus funciones extrapolado al contexto de diferentes 
afecciones clínicas (además de infecciones, enfermedades autoinmunes y cáncer) 
ha abierto la ventana de una nueva herramienta terapéutica, también en el caso 
de leishmaniosis [10]. 

Los PAMs además pueden ejercer sus efectos mediante la inducción de  
liberación de histamina y prostaglandinas por parte de mastocitos [40, 41], o la 
inducción de actividad quimiotáctica en los mismos [42], en otros grupos  celulares 
como es el caso de monocitos, linfocitos T vírgenes y células dendríticas [43], lo 
cual afecta el curso de la respuesta innata y adaptativa. 

Adicionalmente, existen ejemplos de la capacidad de los péptidos de promover la 
resolución de infecciones bacterianas in vivo mediante inducción de la producción 
de citocinas específicas [44]. 

3.1 Andropina 

Los autores que realizaron la búsqueda del locus de cecropina en Drosophila 
encontraron el gen de un nuevo péptido, la andropina con propiedades 
antimicrobianas. Transcritos de este gen, Anp, pueden ser detectados en machos 
nuevamente alcanzando los niveles estacionarios luego de 1 día. La transcripción 
fue inducida fuertemente en respuesta al apareamiento y está, estrictamente 
confinado al ducto eyaculatorio de machos adultos. La secuencia deducida revela 
un dominio amino terminal hidrofóbico, con una similitud sorprendente con el 
péptido señal de las cecropinas. La secuencia de la andropina madura predicha no 
muestra homología con las cecropinas, pero los dos péptidos pueden tener 
estructuras secundarias similares. Los extractos crudos del tracto genital del 
macho, muestran actividad bactericida potente, y la separación electroforética 
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revela al menos tres componentes antibacterianos, uno con la misma movilidad 
del péptido sintético. Parece que los insectos han desarrollado un mecanismo de 
protección del fluido seminal y el tracto genital masculino contra las infecciones 
[45]. 

El sistema humoral de defensa antibacteriana de insectos, ha sido relativamente 
bien caracterizado. Como una respuesta a la infección, varios péptidos y proteínas 
son sintetizados y exportados a la circulación. En Drosophila, los genes de 
cecropina son encontrados en un cluster denso de varios genes y pseudogenes en 
la posición 99E en el tercer cromosoma, codificando al menos dos clases 
diferentes de cecropinas [46]. 

3.2 Cecropinas 

Las cecropinas son un grupo de péptidos libres de cisteinas y ocasionalmente 
forman hélices K anfipáticas. La estructura tridimensional de la cecropina A ha 
sido determinada [47]. Se han diseñado también péptidos híbridos basados en la 
secuencia de cecropina y otros como la melitina a los cuales se  ha encontrado 
actividad contra bacterias y protozoos [48, 49].  

Las cecropinas fueron aisladas inicialmente en la hemolinfa del gusano de seda 
gigante Hyalophora cecropia. Las principales cecropinas A, B y C, tienen entre 35 
y 37 aminoácidos. 

La estructura general deducida por resonancia magnética nuclear (NMR) para la 
cecropina A, es de dos segmentos anfipáticos unidos por un lazo de Glicina 
Prolina [47]. 

Un péptido similar a prolina de 31 residuos llamado cecropina P, ha sido aislado 
del intestino delgado del cerdo, sugiriendo que las cecropinas pueden estar 
distribuidas en todo el reino animal [48]. 

3.3 Pr-1, Pr-2, Pr-3, Taquiplesina y Melitina 

La protamina es un péptido policatiónico derivado del esperma de varios animales 
al cual se ha descrito actividad antimicrobiana [50], a partir de cuya secuencia 
fueron propuestas tres secuencias secundarias denominadas Pr-1, Pr-2 y Pr-3  a 
los cuales les fue evaluada la actividad contra gram positivos, gram negativos y 
contra plasmodium falciparum encontrando inhibición de la entrada de este 
parásito a eritrocitos humanos por parte de los tres fragmentos [51]. Taquiplesina 
es un péptido catiónico de 17 aminoácidos aislado de los detritos de hemocitos de 
Tachypleus tridentatus [52]. Éste péptido fue evaluado y encontrado efectivo 
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contra la forma promastigote de Leishmania braziliensis  y contra epi y 
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi [53]. Melitina es otro péptido reportado 
originalmente como un componente importante del veneno de abeja. De éste se 
ha empleado un segmento de 18 residuos de su secuencia original como parte de 
un péptido sintético unido a una parte de la secuencia de cecropina A el cual 
mostró actividad leishmanicida en un modelo usando promastigotes de 
Leishmania donovani sobre los cuales mostró afectar principalmente su membrana 
celular [54, 55]. 

3.4 Dermaseptinas 

La piel de los anfibios es una fuente importante de PAMs codificados 
genéticamente, habiéndose obtenido un gran número de péptidos a partir de la 
piel de ranas arborícoras Sur Americanas (Hylidae) o Europeas Asiáticas y Norte 
Americanas (Ranidae). Existen 51 géneros clasificados en tres subfamilias: 
Pelodryadinae, Phyllomedusinae, e Hylinae. De la subfamilia Phyllomedusinae se 
han aislado más de 80 PAMs provenientes de 12 especies pertenecientes a los 
géneros Agalychnis, Hylomantis, Pachymedusa, y Phyllomedusa. Además de 
estas, existen otras 45 especies distribuidas en 3 géneros adicionales, Cruziohyla, 
Phasmahyla y Phrynomedusa.  

Análisis de alineamientos múltiples muestran que esos péptidos pueden agruparse 
para formar 7 familias diferentes que incluyen  las dermaseptinas (sensu stricto) 
de Phyllomedusa sauvagii, P. bicolor, P. hypochondryalis, P. distincta, P. oreades, 
P. tarsius, P. trinitatis, Pachymedusa dacnicolor, Agalichnis annae, A. callidryas, A. 
litodryas, e Hylomantis lémur, las cuales comparten un patrón característico 
consistente en un residuo Trp conservado en la posición 3 y un motivo consenso 
en la región AA(A/G)KAAL(G/N)A; phylloseptinas de Phyllomedusa bicolor, P. 
hypochondryalis, P. oreades, e Hylomantis lemur; plasticinas de Phyllomedusa 
sauvagii, P. bicolor, Pachymedusa dacnicolor, y Agalichnis annae, que son ricas 
en residuos de Gly y Leu organizadas en motivos regulares de 5 aminoácidos 
GXXXG (donde X es cualquier residuo de aminoácido); las dermatoxinas de 
Phyllomedusa sauvagii, P.bicolor, Pachymedusa dacnicolor, y Agalichnis annae; 
las phylloxinas de Phyllomedusa sauvagii y P. bicolor; hypoxinas de Phyllomedusa 
hypochondryalis, y péptidos huérfanos de Phyllomedusa sauvagii, Pachymedusa 
dacnicolor, y Agalichnis annae, que no se asemejan  a ninguno de los miembros 
de las otras familias. Todas estas familias de péptidos muestran una variedad 
estructural considerable de tal manera que sus relaciones evolutivas no serían 
aparentes sin la fuerte conservación de sus preproregiones precursoras 
biosintéticas que son la marca de la superfamilia de dermaseptinas[45]. 

Los péptidos de esta superfamilia son sintetizados en células multinucleadas de 
glándulas granulares de la piel en forma de propéptidos, a los cuales se remueve 



 

28 
 

el péptido señal para convertirse en una proforma que es almacenada en 
gránulos. El contenido de estas glándulas puede ser exportado a la superficie de 
la piel por un mecanismo holocrino, que involucra la ruptura de la membrana 
plasmática y la extrusión de los gránulos a través de un ducto que comunica a la 
superficie. Cada precursor resulta de la transcripción de un único locus que 
codifica para un único péptido [56]. 

La estructura general del precursor consiste en una preprosecuencia amino 
terminal muy conservada de alrededor de 50 residuos, de los cuales 22 
corresponden al péptido señal, el cual se sigue de una secuencia que termina en 
Lys-Arg como ocurre con las prohormonas; éste precede a una secuencia 
carboxilo terminal, que corresponderá al péptido maduro, el cual es altamente 
variable [45]. 

Las dermaseptinas dañan las membranas y  adoptan una conformación helicoidal 
cuando se unen a las bicapas lipídicas. El primer miembro de la familia de 
dermaseptinas, llamado dermaseptina S1, fue aislado de un  extracto de piezas 
secas de piel de Phyllomedusa sauvagei en 1990 [57]. Este péptido de 34 
residuos tiene actividad lítica contra bacterias Gram Positivas y Gram negativas, 
hongos y protozoos, sin efectos dañinos contra células de mamíferos. Fue el 
primer péptido eucariótico identificado como péptido codificado genéticamente, el 
cual mostró efecto letal contra hongos filamentosos responsables de infecciones 
oportunistas en pacientes inmunodeprimidos. 

Dermaseptinas (sensu stricto) tienen efecto microbicida contra un gran espectro 
de microorganismos, incluyendo molicutes, bacterias, hongos, protozoos, 
levaduras y virus envueltos. A pesar de la gran similitud en la secuencia, las 
dermaseptinas difieren en su potencia microbicida. Dermasetina S exhibe sinergia 
de acción en combinación, resultando en algunos casos en un incremento de la 
actividad antibiótica de la mezcla sobre la actividad de péptidos separados [58].  

El acortamiento de la cadena de dermaseptina S3 a dermaseptina S3-(1-16)-NH2, 
no afecta su potencia. Una reducción mayor de la longitud de la cadena, lleva a 
derivados con actividad gradualmente menor. Sin embargo, análogos tan cortos 
como de 10-12 residuos de longitud, mantienen actividad completa contra varias 
cepas de bacterias [59]. 

Los derivados de Dermaseptina S con toxicidad mejorada: de 28 residuos (K4, 
K20)-dermaseptina S4 y 2 versiones más cortas (K4)-dermaseptina, S4-(1ï16) y  
(K4, K20)-dermaseptina S4-(1ï13), han sido estudiados para su actividad 
antibacteriana in vivo, usando un modelo de peritonitis murino infectado con 
Pseudomona aeruginosa (38). El ratón virgen mostraba una mortalidad del 75%, 
comparado con 18% y 36% de mortalidad en el ratón que recibió una dosis única 
intraperitoneal (i.p.) de 4,5mg/Kg de (K4)-dermaseptina S4-(1ï16) y (K4, K20)-
dermaseptina S4-(1ï13), respectivamente. 
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Los estudios de inmunocitoquímica, y fractura por congelación,  muestran que el 
péptido genera perturbaciones severas de la membrana lipídica, llevando a la 
muerte de otros microorganismos como parásitos. La dermaseptina S3 y 
derivados de la dermaseptina S4, alteran  selectivamente la membrana del 
parásito intracelular Plasmodium falcíparum, sin daño a la célula del hospedero 
mamífero. La actividad antimalárica resultante, se cumple luego de la unión del 
péptido a la membrana de la célula del hospedero, seguida de la translocación  al 
interior celular y su encuentro final con el parásito intraeritrocítico [60]. 
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4 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Hematíes 

Para la obtención de glóbulos rojos se obtuvo sangre periférica de voluntarios 
sanos O positivos [Acorde con la normatividad vigente, respecto a la donación de 
muestras con fines de investigación, disposiciones legales vigentes emanadas del 
Ministerio de la Protección Social de la República de Colombia, Resolución No. 
008430 DE 1993 (4 de Octubre 1993)]. Los hematíes fueron separados de sangre 
completa mediante centrifugación y diluidos en Phosphate buffered saline (PBS) 
para su empleo en ensayos de hemólisis. 

4.2 Células Dendríticas 

Células dendríticas fueron obtenidas a partir de separación de glóbulos blancos 
por centrifugación en gradiente de Ficoll (Ficoll-Hypaque, Sigma AldrichïSt Louis. 
USA) a 2800 revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 30 minutos, a partir de 
muestras de voluntarios sanos donadas por el Banco de Sangre de la Cruz Roja 
Colombiana. Es de resaltar, que esta fracción, es generalmente desechada, dada 
su reactividad potencial durante procesos de transfusión. La fracción de glóbulos 
blancos, fue lavada tres veces en PBS mediante centrifugación y posteriormente 
sembrada en cajas de Petri de Poliestireno (BD Biosciences, Falcon) en medio 
RPMI 1640 (Gibco BRL-life Technologies Inc, Grand Island, NY) durante 2 horas 
de incubación, al cabo de las cuales, la fracción no adherente fue removida. La 
fracción de monocitos adheridos, fue expuesta a IL-4 recombinante (Pharmingen, 
San Diego, CA, USA) a 500UI/mL y GM-CSF (Leucomax, Essex Chimie SA, 
Lucerne) a 1000UI/mL, cada 48 horas por tres veces. Luego de este periodo, se 
logra la diferenciación  a células dendríticas de fenotipo inmaduro (DCi). 24 horas 
después, las DCi fueron removidas y sembradas en cajas de 96 pozos fondo plano 
(TPP Tissue Culture Labware 92096, Suiza) e incubadas durante 24horas a 37ºC 
con atmósfera de CO2 al 5%. Pasado este periodo, las DCi son usadas en 
ensayos de citotoxicidad. 

4.3 Parásitos 

Promastigotes de L. panamensis y L. major fueron cultivados en medio RPMI 1640 
(Gibco, Scotland, UK) suplementado al 10% con Suero Fetal Bovino (FBS, 
Microgen, Bogotá, Colombia), y L-glutamina (Gibco BRL-Life Technologies Inc, 
Grand Island, NY) 10X,  a 26ºC. Los parásitos en fase estacionaria fueron usados 



 

31 
 

en ensayos de efectividad sobre formas extracelulares de estas especies de 
Leishmania. 

4.4 Péptidos y Controles 

Un grupo de 10 PAMs, fue seleccionado a partir de reportes de literatura, en los 
cuales, para algunos de ellos, ha sido descrita actividad antimicrobiana o 
inmunomoduladora frente a diferentes microorganismos. Todos los péptidos 
fueron gentilmente donados por Fundación Instituto de Inmunología de Colombia 
(FIDIC), donde fueron sintetizados manualmente en el laboratorio de biocatálisis 
usando el protocolo de Merrifield para síntesis peptítica basada en t-Boc (SPPS) 
[61, 62], y purificados mediante HPLC alcanzando una pureza superior al 98%. 
Como péptido control fue utilizado CLIP, que corresponde a la cadena peptídica 
invariable naturalmente cargada en el CMH y que para el caso del tipo II es 
reemplazado enzimáticamente dentro de los endosomas para cargar esta 
molécula con fragmentos peptídicos en el proceso de presentación de antígenos. 
[63, 64]. Como control positivo de tratamiento, se usó el isotianato de pentamidina, 
el cual se ha convertido en el medicamento de elección para el tratamiento de LC 
en varios países donde la enfermedad es endémica, presentando eficacia similar a 
antimoniales pentavalentes pero con incidencia menor de efectos adversos, lo cual 
se ha evaluado también en Colombia tanto en población militar como en población 
civil ([9, 65]). Además de lo anterior, pentamidina, tiene efecto compartido para 
promastigotes y amastigotes, lo cual favorece los protocolos experimentales, a 
diferencia de las sales antimoniales como el antimoniato de meglumina, que al ser 
un profármaco, sólo resulta efectivo sobre formas intracelulares ó amastigotes. 
Pentamidina, fue usada en concentraciones seriadas a partir de 25µg/mL en los 
ensayos de citotoxicidad y de efectividad contra formas extracelulares de L. 
panamensis y L. major. La identificación de los PAMs (nombre y secuencia) se 
presentan en la Tabla 1.  



 

32 
 

 

Tabla 4.4-1 Secuencia de los PAMs evaluados 

Se presentan los nombres de los péptidos seleccionados frente a cada una de las 
secuencias reportadas en la naturaleza a partir de la cual fueron sintetizados por 
el método de síntesis en fase sólida. 

4.5 Ensayos de Hemólisis 

Para determinar la actividad hemolítica de las secuencias de los PAMs de interés, 
como parte del efecto no deseado de formulaciones antileishmaniales, se 
sembraron en cajas de 96 pozos fondo en V (Corning, USA), 0,1 mL de 
suspensión de eritrocitos humanos de donantes sanos grupo O Rh positivo por 
pozo, a una concentración de 2% de su hematocrito final en solución salina 
fisiológica al 0,9% (Baxter, Colombia). Se evaluaron por duplicado, ocho 
concentraciones distintas del péptido, adicionando un volumen de 0,1mL/pozo de 
cada dilución. Fueron incluidos pozos controles con iguales diluciones de CLIP, 
pentamidina, eritrocitos sin péptido en Solución Salina correspondiente al 0% de 
hemólisis, y eritrocitos en agua destilada estéril como control del 100% de 
hemólisis. Luego de incubación a 37ºC con CO2 al 5% durante 2 horas, las cajas 
fueron centrifugadas a 3500 r.p.m. y los sobrenadantes fueron recolectados para 
la determinación de la concentración de hemoglobina mediante la determinación 
de la absorbancia a 550nm en un espectrofotómetro digital (Ultramark Microplate 
Reader, Bio-Rad, USA). Tomando como control negativo o 100% de viabilidad, las 
unidades de absorbancia de eritrocitos no expuestos a ninguna sustancia y 
diluidos en solución salina. Las unidades de absorbancia obtenidas de la lectura 
de la solución de eritrocitos expuestos a agua destilada estéril, fueron 
consideradas como 100% de hemólisis y respecto a ella fueron normalizados los 
datos obtenidos en unidades de absorbancia de sobrenadantes de diferentes 
pozos con solución de eritrocitos, expuestos a cada uno de los péptidos y 

Andropina VFIDILDKMENAIHKAAQAGIG

Cecropina A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAWVGQATQIAK

Cecropina B KWKVFKKIEKNGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL

Cecropina P1 SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAQGPR

Dermaseptina ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ

Melitina GIGAVLTTGLPALISWIKRKRQQ

Taquiplesina KWCFRVCYRGICYRRCR

Pr-1 PRRRRSSSRP

Pr-2 VRRRRRPR

Pr-3 VSRRRRRRGGRRRR

CLIP LPKPPKPVSKMRMATPLLMQALPM

Secuencias de los Péptidos Seleccionados
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pentamidina (a sus diferentes concentraciones) siendo calculado entonces, el 
porcentaje de hemólisis para cada caso según la siguiente fórmula: % hemólisis a 
una concentración X = (Unidades de Absorbancia a concentración X x 100) / 
unidades de absorbancia de solución de eritrocitos expuestos a agua destilada. 
Posterior a la obtención de los porcentajes de hemólisis, los datos fueron 
exportados al programa GraphPad Prism 5 Demo Software (GraphPad Software 
Demo, Inc, La Jolla, CA, USA) para la obtención de una curva concentración-
respuesta y el cálculo de la concentración hemolítica media (CH50), que equivale a 
la concentración de un péptido que produce la lisis del 50% de eritrocitos en una 
solución. Cada ensayo se realizó por triplicado y en tres ocasiones distintas. 

4.6 Ensayos de Citotoxicidad 

Para establecer el efecto deletéreo (citotoxicidad) de los PAMs sobre DCi, se 
sembraron en cajas de 96 pozos, 0,1 mL de suspensión celular por pozo, a una 
concentración de 1 x 105 DCi/mL en medio RPMI 1640 suplementado con FCS al 
5%. Luego de 24 horas de incubación a 37ºC con CO2 al 5% para permitir la 
adhesión celular, se evaluaron por duplicado ocho concentraciones distintas de 
cada PAMs en RPMI 1640 a partir de 100µg/mL, adicionando un volumen de 
0.1mL/pozo de cada dilución. Fueron incluidos pozos controles con iguales 
diluciones de CLIP, pentamidina, DCi sin AMP, y RPMI 1640 sólo. Luego de 
incubación a 37ºC con CO2 al 5% durante 72 horas, la viabilidad celular fue 
evaluada mediante el método de Alamar Blue (3,4) el cual fue validado 
previamente en el modelo de este trabajo como se describe a continuación. 
Brevemente, se adicionó resazurina (Sigma Aldrich, USA) a una concentración de 
44mM y luego de 4 horas adicionales de incubación bajo las mismas condiciones 
anteriores, se leyeron las unidades arbitrarias de fluorescencia (UFA) utilizando un 
espectrofluorómetro (Genios Tecan Plate Reader) y el Software Magellan®). Los 
datos obtenidos en UFA, fueron exportados al programa Microsoft Excel 2000 y 
procesados para la obtención de los porcentajes de viabilidad celular con cada 
uno de los tratamientos y controles a sus respectivas concentraciones. Se 
consideró como 100% de viabilidad, las UFA obtenidas de la lectura de los pozos 
de células no tratadas, ni expuestas a ninguno de los controles. Los datos 
obtenidos de los demás tratamientos y controles, fueron procesados con respecto 
a éste mediante la fórmula: % de viabilidad a una concentración X = (UFA a 
concentración X x 100) / UFA de células en condiciones normales de cultivo y no 
expuestas a ningún tratamiento. Estos porcentajes fueron exportados 
posteriormente al programa GraphPad Prism 5 Demo Software (GraphPad 
Software, Inc, La Jolla, CA, USA) para el trazo de una curva concentración-
respuesta y posterior obtención de la concentración citotóxica media (CL50), la cual 
corresponde a la concentración de un péptido, que genera muerte del 50% de las 
células en el cultivo expuesto. Cada ensayo se realizó por triplicado y en tres 
ocasiones distintas. 
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4.6.1 Evaluación de la sensibilidad del método de Alamar Blue para la 
evaluación de la disminución en el número de Células Dendríticas viables en 
cajas de 96 pozos. 

Se obtuvieron células dendríticas a partir de monocitos de sangre periférica 
provenientes de la fracción de glóbulos blancos de unidades de donación del 
Banco de Sangre de la Cruz Roja Colombiana, los cuales fueron procesados como 
se mencionó previamente. Se sembraron en cajas de 96 pozos, 10 diluciones 
seriadas de  

Se obtuvieron DCi a partir de una concentración de 1 x 105 DCi/mL en medio 
RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (FCS) al 5% adicionando un 
volumen de 0.2mL/pozo de cada dilución de células. Se incluyeron pozos control 
que contenían solución salina o medio RPMI 1640 suplementado y en ausencia de 
células. Luego de la incubación a 37ºC con CO2 al 5% durante 72 horas, se 
adicionó resazurina (Sigma Aldrich, USA) a una concentración de 44mM y luego 
de 4 horas adicionales de incubación bajo las mismas condiciones anteriores, se 
leyeron las UFA, utilizando un espectrofluorómetro (Genios Tecan Plate Reader) y 
el Software Magellan®). Los datos obtenidos en UFA, fueron exportados al 
programa Microsoft Excel 2000 y procesados para la obtención de una curva de 
correlación entre UFA y número de células. Se encontró que es posible evidenciar 
diferencias en las UFA aún cuando el número de Células dendríticas por pozo está 
entre 600 y 300. Por debajo de 300 células no se logra evidenciar diferencias en 
las UFA. 

 

Tabla 4.6-1 Evaluación de la Sensibilidad del Método de Alamar Blue  para la 
determinación de la viabilidad de células dendríticas inmaduras (DCi) en cajas de 
96 pozos para ensayos de citotoxicidad.  

Se muestra el promedio de dos ensayos por triplicado y la desviación estándar en 
unidades de fluorescencia arbitraria (UFA) para cada número de células por pozo 
desde 20000 hasta 39. En la parte inferior la disminución progresiva de las UFA 
considerando como 100% las UFA del mayor número de células. Se observa un 
poder de discriminación de la técnica hasta el rango entre 600 y 300 DCi por pozo. 

Células por Pozo 20000 10000 5000 2500 1250 625 313 156 78 39

Promedio UFA 42942,5030021,5019815,8316010,0011890,0010196,178858,678386,508252,508405,83

Desviación 718,43 532,56 842,52 1745,06 507,97 651,17 411,92 278,08 368,89 197,99

% UFA 100,00 69,91 46,15 37,28 27,69 23,74 20,63 19,53 19,22 19,57

Sensibilidad del método de Alamar Blue para evidenciar diferencias en el número de Células Dendríticas 
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4.7 Ensayos de efectividad sobre formas extracelulares de Leishmania 
panamensis y Leishmania major. 

Una suspensión de promastigotes de L. panamensis y L. major a una 
concentración de 2 x 106 promastigotes por mL, fueron expuestos a PAMs a 8 
concentraciones distintas, obtenidas por diluciones seriadas a partir de 100µg/mL. 
Los cultivos fueron sembrados en cajas de 96 pozos fondo plano (TPP Tissue 
Culture Labware, Suiza), a 0,1 mL/pozo e incubados a 26ºC en RPMI 1640. La 
viabilidad de los parásitos fue evaluada mediante el método de Alamar Blue 
adicionando este colorante a una concentración final de 44mM, e incubando 
durante 48 horas a 26ºC, luego de lo cual, las UFA, derivadas del metabolito 
secundario resofurina, fueron determinadas mediante el uso del 
espectrofluorómetro Genios Tecan. Los datos fueron transferidos al programa 
Microsoft Excel 2000 para su posterior procesamiento considerando las UFA, 
obtenidas de los pozos con promastigotes cultivados en las condiciones descritas 
y no expuestos a ningún tratamiento (100% de viabilidad). De otra parte, los datos 
obtenidos de la lectura de cada uno de los tratamientos, fueron procesados con 
respecto al 100% de viabilidad, mediante la fórmula: % de viabilidad a X 
concentración = (UFA a X concentración x 100) / UFA de parásitos en condiciones 
normales de cultivo y no expuestos a ninguna sustancia. Posteriormente, los 
porcentajes obtenidos, fueron exportados al programa GraphPad Prism 5 Demo 
Software (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, USA) para el trazo de una curva 
concentración-respuesta y la determinación de la concentración efectiva 50 (CE50), 
que corresponde a la concentración de un péptido capaz de inducir la muerte del 
50% de los parásitos expuestos. Cada ensayo fue realizado por triplicado y en tres 
ocasiones distintas. 

4.8 Ensayos de efectividad sobre formas intracelulares de Leishmania 
panamensis y Leishmania major. 

Para la determinación de la actividad leishmanicida sobre formas intracelulares de 
los PAMs (el efecto más específico que se debe buscar, dada la naturaleza 
intracelular de la infección), se sembraron en cajas de 24 pozos fondo plano (TPP 
Tissue Culture Labware, Suiza), un total de 20 x 104 DCi fueron infectadas con 
promastigotes de L. panamensis o L. major, en una proporción 1:25 DCi: 
parásitos. Los co-cultivos fueron incubados durante 24 horas, y luego de este 
tiempo fueron retirados los parásitos no internalizados. Posteriormente, las DCi 
infectadas, fueron tratadas con cuatro concentraciones de los PAMs (por 
duplicado), además de exponerlas a los respectivos controles experimentales. La 
infección fue cuantificada luego de 48 horas mediante el método de SYBR® Safe 
según Delgado, Sánchez y Pérez (Datos aún no publicados descritos brevemente 
en capítulo 5 de este trabajo) utilizando microscopio invertido de fluorescencia 
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(Carl Zeiss Axiovert 40 CFL, Alemania). Cada ensayo fue leído por dos 
observadores distintos, y realizado en 3 ocasiones distintas. Se contó un mínimo 
de 200 DCi por pozo analizado y el número de células infectadas y no sometidas a 
ningún tratamiento fue considerado como el porcentaje de máxima infección y 
comparado con los porcentajes de infección de las células sometidas a cada uno 
de los tratamientos. La CE50 sobre las formas parasitarias internalizadas ó 
amastigotes (CE50i), se  calculó mediante el método de Probit [66] y corresponde a 
la concentración a la cual un tratamiento reduce el porcentaje de infección en un 
50%. El índice de selectividad (IS), es un indicador de eficacia-seguridad de una 
sustancia, en el cual se compara la concentración citotóxica media de una 
sustancia sobre las células del hospedero, con la concentración efectiva 50 
establecida en los ensayos de infección intracelular. El IS fue calculado mediante 
la fórmula: IS=CL50/ CE50i. Para el caso de los PAMs analizados en este estudio, 
se consideró como promisorio un IS de 2 (el cual implica que la concentración a la 
cual un péptido es efectivo, es al menos la mitad de la concentración a la cual es 
citotóxico, lo cual es arbitrario y depende de los alcances que cada grupo ó 
proyecto de investigación, pretendan para cada sustancia ó molécula). Cada 
ensayo fue realizado por duplicado y en tres ocasiones distintas. 

4.9 Ensayos de Linfoproliferación. 

Para realizar este ensayo, fueron reclutados un total de 24 voluntarios distribuidos 
entre Expuestos (N=10), Pacientes previamente tratados o en tratamiento (N=10), 
un paciente con enfermedad activa sin tratamiento, y voluntarios sanos no 
expuestos (N=3). Previo consentimiento informado, se recolectó un volumen de 
12mL de sangre periférica y a partir de la misma, se obtuvieron monocitos para su 
diferenciaci·n a DCi, como se describe en el aparte correspondiente a ñc®lulasò. 
La fracción no adherente fue recolectada, congelada en dimetil sulfóxido al 10% 
en plasma autólogo y almacenada a -70º para su empleo posterior. Luego de su 
diferenciación, las DCi fueron recolectadas y sembradas en cajas de 96 pozos 
fondo plano, donde luego de 24 horas fueron infectadas con L. panamensis y 
tratadas con una concentración de 8µg/mL de los PAMs Andropina, Cecropina A, 
Cecropina P1, Taquiplesina-I, Dermaseptina. Adicionalmente, se empleó 
pentamidina y Fitohemaglutinina (PHA) como controles. Luego de 48 horas de 
tratamiento, la fracción no adherente fue descongelada y adicionada, llevando los 
co-cultivos a incubación durante 48 horas adicionales.  Luego de este periodo, los 
sobrenadantes fueron recolectados para su análisis posterior, y se adicionó 
resazurina a una concentración final de 44mM, para realizar luego de 4 horas 
adicionales de incubación, la determinación de las UFA en el espectrofluorómetro 
Genios Tecan usando el Software Magellan R. Los datos fueron exportados a 
Microsoft Excell 2000 para su análisis estadístico. Los IS fueron calculados en 
relación con las células no estimuladas. 
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4.10 Cuantificación de Citocinas 

Los niveles de las citocinas-interleuquinas (IL) IL-1ɓ, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, 
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Interfer·n gamma (IFNɔ) y Transforming 
Growth Factor beta (TGF-b) fueron cuantificados mediante Cytometric Bead Array 
(CBA) (B.D. BiosciencesïSan Diego, CA, USA). Brevemente, se mezclaron 50 ɛL 
de perlas de captura, 50 ɛL del reactivo de detecci·n de PE y 50 ɛL de los 
sobrenadantes. Simultáneamente, se montaron estándares de calibración para 
cada una de las citocinas. Todas las mezclas fueron incubadas durante tres horas 
a temperatura ambiente, protegidas de la luz. Finalmente, las muestras fueron 
lavadas para remover el anticuerpo de detección - PE no unido. Las muestras 
fueron leídas y analizadas mediante citometría de flujo (FacsCanto II - B.D  
Biosciences ï San Diego, CA, USA) utilizando el software BD FACSDiva (B.D  
Biosciences ï San Diego, CA, USA) para la adquisición de los datos y el software 
FCAP Array (Soft Flow) para el correspondiente análisis. 

4.11 Cuantificación de Óxido Nítrico 

Como un indicador de generación de NO, se determinó la concentración de NO2 
en los sobrenadantes de cultivo, mediante el uso del reactivo de Griess 
[Sulfanilamida al 1% (Sigma, USA) y Dihidrocloro N-(1-Naftil) Etilen diamina al 
0,1% (Panreac Química SAU, España), H3PO4 al 2,5%] del cual se tomaron 50µL 
y se adicionaron a un volumen igual de sobrenadante del cultivo en una caja de 96 
pozos fondo plano. Se incluyeron pozos con diluciones seriadas a concentraciones 
conocidas de Nitrito de Sodio (Merk, USA) por triplicado, para el trazo de una 
curva patrón, y pozos con medio sólo para determinar la concentración basal de 
nitritos. La mezcla de reactivo de Griess y los sobrenandantes de cultivo, fue 
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos luego de los cuales se 
determinó la absorbancia a 540nm en un espectrofotómetro digital (Ultramark 
Microplate Reader, Bio-Rad, USA). Finalmente, se calcularon las concentraciones 
de NO2 a partir de la extrapolación de los datos, respecto a la curva patrón y la 
resta de los valores basales de nitritos en el medio empleando el software  MPM 
5.0 (Bio-Rad, USA). 
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5 SYBR®SAFE PARA EL DIGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN IN VITRO POR 
LEISHMANIA 

5.1 Tinciones de Giemsa y SYBR® Safe  

Sobre células dendríticas obtenidas e infectadas con L. panamensis como se 
mencionó arriba, en cajas de 24 pozos, se evaluaron diferentes concentraciones 
de SYBR® Safe hasta encontrar aquella que brindaba la mejor relación entre 
intensidad de la tinción, resolución de las imágenes y estabilidad de la 
fluorescencia. Luego de determinar la concentración ideal en nuestras condiciones 
de trabajo, se eligió una concentración ideal final de SYBR® Safe de 5x en el 
sobrenadante del cultivo, con una exposición de 5  a 10 minutos antes de la 
evaluación por microscopía; luego de este tiempo, el sobrenadante fue retirado del 
primer pozo para eliminar interferencia óptica del colorante y el medio de cultivo y 
se inició la evaluación microscópica. El sobrenadante fue retirado de cada pozo 
máximo 10 minutos antes del inicio del conteo para evitar cambios celulares 
asociados a la ausencia de medio principalmente en los últimos pozos a evaluar. 
Se empleó un microscopio invertido de fluorescencia (Carl Zeiss Axiovert 40 CFL, 
Alemania) y una cámara Canon Power Shot ® y se realizaron recuentos de 
mínimo 200 células por pozo de cada placa de 16 pozos. Luego del conteo 
mediante la tinción con SYBR® Safe, se retiraron los remanentes de medio y se 
permitió el desecado de las placas luego de lo cual se realizó fijación con metanol 
y se realizó tinción con Giemsa al 10% (Chemí, Colombia) para la determinación 
del porcentaje de infección mediante conteo adicional según se describe para este 
método tradicionalmente. Cada recuento tanto con SYBR® Safe como con 
Giemsa fue realizado por dos observadores diferentes y cada ensayo se repitió en 
tres ocasiones distintas.  

Se realizaron ensayos en células dendrítias empleando diferentes variaciones 
para evaluar en diferentes condiciones la utilidad de la nueva técnica. En un grupo 
de ensayos con células dendríticas infectadas con L. panamensis, se evaluó la 
efectividad de un tratamiento conocido (Estibogluconato a partir de 200µg/mL) 
para obtener una curva concentración vs infección. Se encontraron curvas 
equiparables al realizar la lectura tanto con SYBR® Safe como con Giemsa con 
índices de correlación superiores a 0,9. 

Luego de la realización de los ensayos descritos, los datos fueron recolectados y 
éstos junto con las fotografías fueron analizados estadística y gráficamente como 
se muestra a continuación. 
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Figura 5.1ï1 Índices de correlación entre las técnicas de Giemsa y SYBR® Safe 
en la lectura de un ensayo de efectividad de Estibogluconato contra formas 
intracelulares de L. panamensis.  

En todos los casos se muestran en X las concentraciones empleadas de 
Estibogluconato en µg/mL y en Y los porcentajes de infección para cada 
concentración empleada. A. Resultados evaluación mediante técnica de Giemsa. 
B. Resultados evaluación mediante técnica de SYBR® Safe. C. Comparación 
curvas obtenidas mediante ambas técnicas para un mismo ensayo. 

El coeficiente de correlación de Pearson entre los resultados de la tinción de 
Giemsa y SYBR® Safe es r2 = 0,953 con un p = 0,0003. 
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Figura 5.1ï2 Morfología de las células dendríticas observadas luego de tinción con 
SYBR® Safe mediante microscopía de Luz y de Fluorescencia.  

A. Aspecto de un cultivo de células dendríticas a 40x en microscopía de Luz. B. El 
microscopio empleado permite la visualización de la apariencia tridimensional de 
una célula dendrítica coloreada con SYBR® Safe y observada con un aumento de 
80x con la ayuda de una cámara digital. C. Es fácil observar también la morfología 
de un promastigote de L. panamensis (*) en comparación con la morfología de los 
parásitos intracelulares en células adyacentes. D. La observación bajo 
estimulación con luz visible en el mismo microscopio permite determinar la 
morfología de parásitos con menos detalle (*) sin la observación de la forma 
intracelular de los mismos. 

 



 

41 
 

 

Figura 5.1ï3 La tinción con SYBR® Safe permite determinar la infección de las 
células dendríticas con parásitos del género Leishmania.  

A.y B. Células dendríticas observadas por microscopía de fluorescencia a 40X y 
80X respectivamente. La posibilidad de evaluar las imágenes a mayor aumento 
permite notoriamente diferenciar imágenes en pequeños focos de fluorescencia 
como en (*) haciendo más clara la visualización de parásitos intracelulares  y 
permitiendo con facilidad no sólo la determinación de la infección sino el índice 
parasítico. C. El mismo campo que en B, pero con excitación UV simultánea con 
luz visible. D. El mismo campo observado únicamente con luz visible insinúa sólo 
ligeramente la infección. 
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Figura 5.1ï4 La observación microscópica tanto bajo excitación UV como de luz 
visible, permite determinar con mayor claridad la ubicación intra o extracelular de 
los parásitos.  

En A, B y C. se observa el mismo campo. A. Células dendríticas infectadas con L. 
panamensis observadas bajo excitación U.V. microscopía de luz  a 40X; las 
imágenes marcadas como (**) corresponden a parásitos extracelulares libres o 
adheridos a la supericie de una célula. Las imágenes marcadas como (*) 
corresponden a células donde se observan parásitos intracelulares de morfología 
distinta B. Todas las imágenes resaltadas en A, se observan resaltadas con (*) 
bajo excitación UV y de luz simultáneamente. C. La eliminación de la excitación 
fluorescente permite diferenciar con mayor claridad la ubicación extracelular de ls 
parásitos marcados como (**). La posibilidad de observar simultáneamente con 
microscopía invertida de Luz y una tinción fluorescente en células vivas e intactas 
favorece enormemente el diagnóstico mientras que la técnica de Giemsa aunque 
también permite con la ayuda de la fotografía observar a mayores aumentos,  D.La 
imagen resaltada con (*) hace evidente que la capacidad de diferenciar parásitos 
extra o intracelulares es menor al igual que la posibilidad de discriminar los 
detalles morfológicos de cada forma del parásito. 
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Figura 5.1ï5 Determinación del Índice Parasítico (IP) en células dendríticas 
infectadas con parásitos del género Leishmania.  

A. Células dendríticas infectadas con L. panamensis, observadas luego de tinción 
con SYBR®  Safe y excitación UV en microscopio invertido de fluorescencia. Se 
definen claramente la ubicación intracelular de los parásitos (*) y el número de 
parásitos intracelulares por célula. La observación con microscopía de Luz 
confirma de manera clara que los parásitos observados se encuentran en el 
compartimiento intracelular B (*). En C y D un ejercicio similar al de A y B, sin 
embargo, la sustracción del sobrenadante completo permite un fondo más obscuro 
en el campo excitado con fluorescencia lo cual favorece el contraste al eliminar el 
ruido óptico del medio y el colorante diluido; nótese en éstas imágenes la 
posibilidad de observar el parásito dentro de vacuolas parasitóforas y su núcleo y 
kinetoplasto evidentes. 
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Figura 5.1ï6 Uso de la tinción con SYBR® Safe para la evaluación de la actividad 
de potenciales antileishmaniales.  

A, C y D. Células dendríticas infectadas con L. panamensis en diferentes 
condiciones. Obsérvese la diferencia para cada imagen, del número de células 
infectadas por campo y el número de parásitos por célula infectada lo cual es 
claramente apreciable mediante la técnica de SYBR® Safe. Adicionalmente, al 
igual que en imágenes anteriores, se pueden identificar vacuolas parasitóforas y 
parásitos intracelulares en los cuales se puede distinguir núcleo y kinetoplasto con 
cierta facilidad (*). B. Células dendríticas infectadas con L. panamensis y tratadas 
con estibogluconato de sodio a 200µg/mL (cuya actividad como profármaco se 
evidencia al interior de la célula blanco). Nótese posibilidad de observar la 
presencia de parásitos extracelulares vs vacuolas parasitóforas sin parásitos (*) en 
su interior lo cual permite observar el efecto de sustancias de antileishmaniales en 
una infección in vitro.  
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5.2 Validación del uso de SYBR® Safe para la determinación de la 
infección por Leishmania 

Con los resultados anteriores, se demostró en nuestro modelo una sensibilidad 
muy similar entre la técnica de Giemsa y la técnica de SYBR® Safe con un 
excelente índice de correlación entre ambas técnicas. Además de éstas 
observaciones vale la pena resaltar otras particularidades de la nueva técnica, a 
saber:  

(i) Permite observar claramente la morfología de una célula dendrítica, incluso con 
mayor detalle que la microscopía de luz (Figuras 5-2A y 5-2B).  

(ii) Se pueden observar detalles claros de parásitos de Leishmania, por ejemplo, 
se puedo visualizar un parásito no internalizado, presentado en la Figura 5-2C.  

(iii) Luego de identificar rasgos morfológicos tanto de parásitos no internalizados 
como de células dendríticas no infectadas, se puede observar la infección de las 
mismas con parásitos del género Leishmania (Figura 5-3). En algunas ocasiones 
los parásitos pueden no ser completamente removidos de la placa de cultivo 
dificultando la determinación de su ubicación extra o intracelular, lo cual es bien 
conocido como una limitante del método tradicional de Giemsa (Figura 5-4D), sin 
embargo, mediante el empleo de la tinción fluorescente con SYBR® Safe, al 
observar un campo bajo excitación fluorescente y microscopía de luz, es posible 
distinguir parásitos ubicados extracelularmente y evidenciar a su vez los 
intracelulares (Figura 5- 4C). 
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6 RESULTADOS 

6.1 Actividad Hemolítica de los péptidos evaluados:  

Del grupo de PAMs evaluados, sólo Melitina y Pr-3, indujeron hemólisis dentro del 
rango de concentraciones utilizadas [CH50 = 69.95 µg/mL intervalo de confianza 
(IC: 45.74 ï 107.0), y 16.28 µg/mL (IC: 11.28 ï 23. 84), r2 >  0.9, respectivamente]. 
Las demás secuencias no se consideran hemolíticas. Ver Tabla 6-2.  

6.2 Citotoxicidad de los AMPs sobre DCs derivadas de monocitos 
humanos:  

La mayoría de los PAMs fueron citotóxicos para células dendríticas. Las CL50 
oscilaron entre 10.49 µg/mL (IC: 7.85 - 14.00) (Dermaseptina) y 76.49 µg/mL (IC: 
62.55 - 93.53) (Pr-1) r2 > 0.9. Los péptidos Andropina, Cecropina A y Cecropina B, 
no demostraron efectos citotóxicos a la máxima concentración analizada (100 
µg/mL).  

 

Tabla 6.2-1 Actividad hemolítica y citotoxicidad sobre células dendríticas para 
cada uno de los péptidos seleccionados. 

La concentración hemolítica media (CH50) y la concentración letal media sobre 
células dendríticas (CL50), expresadas en µg/mL. Los valores obtenidos luego de 
10 repeticiones de cada ensayo para cada péptido, se presentan con su respectivo 

  CH50    [µg/mL]   CL50   Células Dendríticas [µg/mL]

Andropina >100 >100

Cecropina A >100 >100

Cecropina B >100 >100

Cecropina P1 >100 21.82 (16.65 - 28.60)

Dermaseptina >100 10.49 (7.85 - 14.00) 

Melitina 16.28 (11.28 - 23.84) 42.81 (39.68 - 46.18)

Taquiplesina-I >100 51.10 (29.19 - 89.48)

Pr-1 >100 76.49  (62.55 - 93.53)

Pr-2 >100 37.38 (27.83 - 50.22)

Pr-3 69.95 (45.74 - 107.0) 22.01  (19.20 - 25.24)

Pentamidina >100 0,76 (0.52 - 1.09)

Estibogluconato >100 >100

CLIP >100 >100

Actividad Hemolítica y Citotoxicidad sobre Células Dendríticas
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intervalo de confianza al 95%, entre paréntesis. Para algunos de los péptidos no 
se encontró actividad hemolítica o citotóxica a las máximas concentraciones 
empleadas, datos expresados como >100. 

6.3 Actividad citotóxica sobre promastigotes de Leishmania panamensis y 
Leishmania major.  

Del grupo de PAMs estudiados, sólo Dermaseptina presentó actividad contra 
promastigotes de ambas especies parasitarias (contra L. panamensis con una 
CE50 = 63.40 (IC: 54.00 - 74.45) µg/mL y frente L. major con una CE50 = 16.38 (IC: 
14.82 - 18.10) µg/mL, r2 > 0.9. Las secuencias de  Pr-2 y Pr-3 presentaron 
actividad selectiva contra L. panamensis, CE50 = 23.96 (IC: 21.53 - 26.67) µg/mL y 
11.54 (IC: 10.63 - 12.53) µg/mL, respectivamente, r2 > 0.9; mientras que Melitina 
presentó actividad específica contra L. major, CE50 = 70.83 (IC: 66.88 - 75.00) 
µg/mL, r2 > 0.9. Los demás PAMs, no presentaron actividad (disminución de la 
viabilidad superior al 15%, datos no mostrados) a la máxima concentración 
estudiada. Las CL50 para este ensayo se muestran en la Tabla 6.3-1.  

 

Tabla 6.3-1  Efectividad de cada uno de los PAMs evaluados contra promastigotes 
de L. panamensis y L. major.  

La concentración efectiva 50 (CE50) sobre promastigotes de L. panamensis y 
L.major, obtenida luego de al menos 10 repeticiones por ensayo para cada 
péptido, se presentan en µg/mL frente a su respectivo intervalo de confianza al 
95% entre paréntesis. Algunos PAMs no mostraron actividad contra este estadio 
del parásito a las máximas concentraciones empleadas, datos expresados como 
>100. 

Péptido CE50 L. panamensis  [µg/mL] CE50 L. major  [µg/mL]

Andropina >100 >100

Cecropina A >100 >100

Cecropina B >100 >100

Cecropina P1 >100 >100

Dermaseptina 63.40 (54.00 - 74.45) 16.38 (14.82 - 18.10)

Melitina >100 70.83 (66.88 - 75.00)

Taquiplesina-I >100 >100

Pr-1 >100 >100

Pr-2 23.96 (21.53 - 26.67) >100

Pr-3 11.54 (10.63 - 12.53) >100

Pentamidina 0.47 (0.3070 - 0.73) 0.71 (0.37 - 1.3)

CLIP >100 >100

Efectividad sobre Promastigotes de L. panamensis  y L. major
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6.4 Actividad leishmanicida de los AMPs contra formas intracelulares de 
Leishmania panamensis y Leishmania major 

La reducción de la infección en los co-cultivos tratados comparados con los 
porcentajes de infección de células dendríticas infectadas sin tratamiento, permitió 
establecer la CE50i. Se pudo observar, que el efecto sobre parásitos intracelulares 
es dependiente de la especie parasitaria, siendo aparentemente más sensibles al 
efecto de la Andropina y Cecropina A, los amastigotes de Leishmania panamensis, 
CE50i = 23.45 (IC: (10.20 - 53.90) µg/mL, y CE50i = 2.48 (IC: 0.7198 - 13.08 ) 
µg/mL, respectivamente. Para el caso de la Dermaseptina, éste péptido, mostró 
ser mucho más efectivo sobre las formas intracelulares de L. major, CE50i = 1.22 
(IC: 0.78 - 1.91) µg/mL, IS=8, comparativamente con los resultados obtenidos para 
L. panamensis, CE50i = 11.29 (IC: 7.43 - 17.15) µg/mL, IS=1.  Cuando se 
calcularon los IS para cada uno de los PAMs analizados, se encontró que la 
actividad de Andropina y Cecropina A contra formas intracelulares de L. 
panamensis es selectivamente significativa con índices de 4 y 40 respectivamente. 
Los IS son establecidos de forma arbitraria y aunque se considera más segura y 
prometedora la sustancia cuanto más alto sea su IS, algunos autores consideran 
éste índice como promisorio a partir de 2 [67]. Para el caso de la Dermaseptina, la 
actividad resultó preferencialmente selectiva contra formas intracelulares de L. 
major, con un IS de 8. Para los demás PAMs a las concentraciones evaluadas, no 
se encontró actividad leishmanicida contra formas intracelulares del parásito 
(Tabla 6-4). 

 

 

Tabla 6.4-1 Efectividad contra formas intracelulares de L. panamensis y L. major e 
índices de selectividad (IS) para cada péptido evaluado.  

Péptido

Andropina 23.45 (10.20 - 53.90) 4 ND ND

Cecropina A 2.48 (0.71 - 13.08 ) 40 ND ND

Cecropina B ND Ò 1 ND ND

Cecropina P1 Ó20 Ò 1 Ó20 ND

Dermaseptina 11.29 (7.43 - 17.15) 1 1.22 (0.78 - 1.91) 8

Melitina Ó10 Ò 1 ND ND

Taquiplesina-I Ó10 Ò 1 ND ND

Pr-1 Ó10 Ò 1 ND ND

Pr-2 Ó10 0 ND ND

Pr-3 Ó10 0 ND ND

Estibogluconato 139.6 (111.5 - 174.9) > 1 67.78 (54.27 - 84.65) > 2

CLIP Ó10 Ò 1 Ó10 Ò 1

Efectividad sobre formas intracelulares de L. panamensis  y L. major

CE50 Int  e IS L. panamensis [µg/mL] CE50 Int e IS L. major [µg/mL]
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La concentración efectiva 50 contra formas intracelulares (CE50i) de L. panamensis 
y L. major se presentan en µg/mL frente a su respectivo intervalo de confianza del 
95%, y su IS calculado a partir de este valor y la CL50 sobre células dendríticas. 
Algunos péptidos no mostraron actividad contra la forma intracelular de los 
parásitos evaluados a la máxima concentración evaluada, la cual fue determinada 
luego de considerar las CL50 obtenidas para cada uno de los péptidos. En rojo se 
encuentran los resultados que lucen significativos (IS > 2). 

6.5 Cuantificación de citoquinas y Óxido Nítrico (NO) en sobrenadantes de 
ensayos de efectividad contra formas intracelulares de L. panamensis 

 

Tabla 6.5-1 Evaluación de la concentración de citocinas y Óxido Nítrico en 
sobrenadantes de cultivo de Células Dendríticas infectadas con L. panamensis y 
sometidas a diferentes tratamientos.  

Se presenta el promedio de los datos y las desviaciones estándar obtenidos 
mediante CBA en términos de intensidades medias de fluorescencia (MFI) para el 
caso de las citocinas, y en µM para la concentración calculada de NO. Se 
evaluaron por duplicado estas variables en relación con la exposición a tres 
concentraciones distintas de los péptidos Andropina, Cecropina A y Dermaseptina 
en el contexto de la células infectadas. Se emplearon como controles las células 
dendríticas no infectadas, las células dendríticas infectadas y no sometidas a 
tratamientos o expuestas a cada uno de los PAMs o a estibogluconato, y células 
tratadas con estibogluconato a tres concentraciones distintas. Se seleccionaron 
los PAMs que mostraron efectividad contra formas intracelulares de L. panamensis 
o L. major en ensayos previos, y se empleó la concentración más cercana a la 
CE50i, además de las dos concentraciones superiores empleadas en esos 
ensayos. Se subrayan en negrilla los datos llamativos de este ensayo. And 

IL-8 IL-1̡ IL-6 IL-10 TNF IL-12p70 NO (µM)

And 20 µg/mL 1465 ± 260.92 210 ± 1.41 278.5 ± 67.18 191.25 ± 4.6 198.25 ± 24.4 271.5 ± 10.61 7.11 ± 3.96

And 10 µg/mL 1722 ± 701.45 191.5 ± 16.26 317.5 ± 122.33 179 ± 1.41 176 ± 29.7 255.5 ± 19.09 6.81 ± 1.57

And CE 50 1861.75 ± 259.15 234 ± 39.6 299.75 ± 22.27 194.5 ± 21.92 209.5 ± 30.41 296.5 ± 3.54 7.11 ± 3.96

No infect + And 57920 ± 15205.62 280 ± 48.08 2667.5 ± 1112.28 247.5 ± 23.33 258 ± 16.97 259.75 ± 40.6626.41 ± 12.06

CA 20 µg/mL 16707.75 ± 3061.42 192 ± 9.9 184.5 ± 12.02 173.5 ± 3.54 171.75 ± 10.96 196.25 ± 3.89 7.41 ± 1.09

CA 10 µg/mL 11054 ± 1310.98220.75 ± 42.78 189 ± 31.11 195.75 ± 35.71 196 ± 32.53 217 ± 41.01 3.59 ± 0.83

CA CE 50 13583 ± 3189.05 193.5 ± 3.54 189 ± 43.84 199.5 ± 37.48 202 ± 31.11 211.25 ± 13.08 5.69 ± 0.24

No infect + CA 44857.5 ± 4520.53 199 ± 28.28 1917.25 ± 334.11 180.75 ± 26.52 173.25 ± 39.95 185 ± 21.21 7.26 ± 0.32

Derm 20 µg/mL 57292.5 ± 18157.8202.5 ± 17.68 343.25 ± 144.11 188.75 ± 12.37 849 ± 504.87 184.5 ± 33.23 16.69 ± 0.00

Derm 10 µg/mL 45147.5 ± 7411.19202.5 ± 17.68 361.5 ± 19.09 181.5 ± 2.12 647.75 ± 121.27 197.25 ± 20.15 6.29 ± 0.55

Derm CE 50 27400.75 ± 2132.28 198.5 ± 2.12 225 ± 52.33 178 ± 5.66 391.25 ± 121.27 192.5 ± 7.78 6.29 ± 0.55

No infect + Derm 42886.5 ± 11284.72208.5 ± 12.02 1318.5 ± 6.36 185 ± 12.73 194.5 ± 6.36 205 ± 21.21 4.05 ± 0.27

Stib 20 µg/mL 72233 ± 2640.34228.75 ± 20.86 392.5 ± 89.8 234.25 ± 54.8 518.75 ± 429.57 220.75 ± 53.39 15.72 ± 7.26

Stib 10 µg/mL 62621.75 ± 14244.31180.5 ± 34.65 332.5 ± 64.35 171.25 ± 0.35 222 ± 31.11 179.75 ± 8.13 5.84 ± 2.17

Stib CE 50 74384.75 ± 5534.88223.5 ± 28.99 395 ± 91.92 234.5 ± 44.55 366.75 ± 172.89 220.5 ± 28.99 15.72 ± 7.26

No infect +  stib 32242.5 ± 6255.77 231.5 ± 7.78 253.5 ± 10.61 227.5 ± 40.31 242.25 ± 8.13 236 ± 18.38 9.81 ± 2.23

Células No Inf sin Tto 17973.6 ± 2126.11204.5 ± 16.44 464,56 ± 420.74 183.93 ± 13.36 191.5 ± 13.9 199.25 ± 15.27 4.79 ± 1.41

Infectadas sin Tto 20188.5 ± 3752.54234.21 ± 50.7 286,78 ± 50.09 213.28 ± 48.8 209.71 ± 43.66 226.14 ± 45.04 1.80 ± 0.02

Citoquinas y NO en sobrenadantes ensayos de efectividad contra la forma intracelular de L. panamensis
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(Andropina), CA (Cecropina A), Derm (Dermaseptina), Stib (Estibogluconato), Inf 
(Infectadas), Tto (tratamiento). 

En general No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el 
comportamiento de los péptidos. Pero en relación con la exposición a los mismos, 
se encontró un comportamiento particular en las concentraciones de IL-8 versus 
las demás citocinas. El comportamiento de esta citocina se grafica en la Figura 
6.5-1. 

Se insinúa un incremento de la concentración de IL-6 en relación con la exposición 
de células no infectadas a cada uno de los 3 péptidos. Ésta respuesta parece 
estar abolida en el caso de las células infectadas. Igualmente pareciera 
presentarse un incremento en la concentración de TNF en células no infectadas 
tratadas con Andropina pero éste efecto desaparece en el caso de células 
infectadas. En contraste, en sobrenadantes de células no infectadas y tratadas 
con Dermaseptina, no se observa aumento de TNF, mientras que sí se observa en 
el caso de células infectadas. Sólo para el caso de células infectadas o no, y 
tratadas con Andropina, se observa un ligero incremento en los niveles de IL-
12p70. Aunque estas tendencias son llamativas, su significado es indeterminado y 
debería confirmarse dado que al análisis estadístico no se encontraron 
significativas.  

 

Figura 6.5ï1 Niveles de IL-8 en sobrenadantes de células dendríticas infectadas 
con L. panamensis y expuestas a los péptidos Andropina, Cecropina A, y 
Dermaseptina.  
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Las unidades de fluorescencia arbitraria en términos de MFI obtenidas mediante la 
técnica de CBA, se muestran en el eje Y para cada uno de los péptidos evaluados 
(columnas), versus los respectivos controles de células no infectadas y expuestas 
a cada uno de los péptidos evaluados, células no infectadas y no tratadas, células 
infectadas sin tratar, y células infectadas o no y expuestas a estibogluconato. 

Luego del análisis estadístico, a pesar de las observaciones mencionadas, No se 
encontraron  diferencias en el comportamiento de cada uno de los péptidos en 
cuanto a las concentraciones de citocinas encontradas en los sobrenadantes de 
cultivo. P = 0.8071. 

Aunque no son evidentes diferencias entre péptidos, si se encuentran diferencias 
entre citocinas y específicamente a la comparación de IL-8 en relación con las 
demás citocinas. P = 0.0030. 

 

Figura 6.5ï2 Niveles de Óxido Nítrico en sobrenadantes de células dendríticas 
infectadas con L. panamensis y posteriormente expuestas a los péptidos 
Andropina, Cecropina A y Dermaseptina.  

Se cuantificaron las concentraciones de nitritos en sobrenadantes de células 
dendríticas sometidas a infección y tratamiento con cada uno de los péptidos 
mencionados como un indicador indirecto de la liberación de óxido nítrico al 
sobrenadante. Las concentraciones en ng/mL (eje Y) se muestran para cada uno 
de los péptidos y los controles (barras) los cuales incluyen células no infectadas y 
expuestas a cada uno de los péptidos evaluados, células no infectadas y no 
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tratadas, células infectadas sin tratar, y células infectadas o no y expuestas a 
estibogluconato. 

La exposición de las células dendríticas infectadas a Dermaseptina, parece 
relacionase con un incremento en los niveles de óxido nítrico en el sobrenadante 
del cultivo sin encontrarse otras diferencias significativas para los demás grupos 
experimentales en relación con los respectivos controles.  

 

6.6 Cuantificación de citoquinas en sobrenadantes de ensayos de 
efectividad de Dermaseptina contra formas intracelulares de L. major 

En los ensayos de efectividad intracelular también, se encontró actividad selectiva 
de Dermaseptina contra la forma intracelular de L. major, por lo cual se decidió 
evaluar en este caso, la liberación de citocinas hacia el sobrenadante en 
búsqueda de indicios sobre los mecanismos involucrados en la actividad 
leishmanicida de éste péptido.  

 

Tabla 6.6-1  Evaluación de la concentración de citocinas en sobrenadantes de 
cultivo de Células dendríticas infectadas con L. major y tratadas con 
Dermaseptina.  

Se presenta el promedio de los datos y las desviaciones estándar obtenidos 
mediante CBA en términos de intensidades medias de fluorescencia (MFI). Se 
evaluó por duplicado la concentración de 6 citocinas en el sobrenadante de células 
dendríticas infectadas con L. major y tratadas con 3 concentraciones de 
Dermaseptina incluyendo la más cercana a su CE50. Como controles se emplearon 
células dendríticas no infectadas, células dendríticas infectadas y no sometidas a 
tratamientos o expuestas a Dermaseptina. Se subrayan en negrilla los datos 
llamativos de este ensayo. Derm (Dermaseptina). 

De forma similar a lo ocurrido para el caso de las células dendríticas infectadas 
con L. panamensis, en los sobrenadantes de las células dendríticas infectadas con 
L. major se encontró una diferencia significativa en cuanto a las MFI reportadas 
para IL-8. El comportamiento de esta citocina se grafica en la Figura 6.6-1. 

Tratamiento IL-8 IL-1B IL-6 IL-10 TNF IL-12p70

Derm 20 µg/mL 26653.75 ± 2894.54361 ± 104.65557 ± 272.94 311.5 ± 85.56301.5 ± 79.90 338 ± 107.48

Derm 10 µg/mL 22813.25 ± 3568.41306.5 ± 40.31 394 ± 32.53 252.5 ± 26.16 250 ± 21.21286.25 ± 15.91

Derm CE 50 29612.75 ± 15324.06274.5 ± 4.95 518 ± 272.94 208.5 ± 2.12244.5 ± 10.61 249 ± 2.83

células solas mas péptido 38874.25 ± 1138.09316.5 ± 28.99 586 ± 18.38 286 ± 19.80268.75 ± 8.13 273.25 ± 1.77

células solas 28485.75 ± 8594.53 298 ± 28.28375.5 ± 45.96271.75 ± 35.71 253 ± 29.70 266 ± 21.21

células infectadas sin tratar 5159.5 ± 1952.32277.5 ± 48.79 319.5 ± 2.12252.25 ± 20.15 253 ± 18.38 272 ± 19.80

Citocinas sobrenadantes células dendríticas infectadas con L. major y tratadas con Dermaseptina



 

53 
 

 

 

Figura 6.6ï1 Niveles de IL-8 en sobrenadantes de ensayos de efectividad 
intracelular para Dermaseptina en células dendríticas infectadas con L. major.  

Se muestra la MFI en unidades de fluorescencia arbitraria (eje Y) para las células 
dendríticas infectadas con L. major y expuestas a Dermaseptina en relación con 
los respectivos controles (barras). 

En los sobrenadantes de las células infectadas con L. major, se encontró una 
diferencia entre citocinas lo cual corresponde a la comparación de las MFI para IL-
8 vs las encotradas para las demás citocinas. P= 0.0174.  

Se hace llamativo que no se presenta elevación significativa de IL-8 en el contexto 
de la infección de las células dendríticas con L. major y su exposición a 
Dermaseptina, la cual se relacionó con una efectividad selectiva en comparación 
con lo ocurrido en el caso de la infección con L. panamensis. Este comportamiento 
de esta citocina es similar también en el caso de las células infectadas con ésta 
última y su exposición a Andropina y Cecropina A con los cuales se presenta 
también una actividad leishmanicida selectiva. 

6.7 Ensayos de Linfoproliferación.  

Dado que se evaluó el potencial leishmanicida contra formas intracelulares de L. 
panamensis y L. major en los casos mencionados, y la liberación de factores 
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solubles al medio de cultivo, en relación al tratamiento con los PAMs, y dado que 
es conocido que hay factores dependientes del hospedero que condicionan el 
desarrollo o no de enfermedad, se procedió a realizar ensayos de tamizaje 
empleando células dendríticas obtenidas a partir de monocitos de sangre 
periférica de voluntarios clasificados en diferentes grupos experimentales, 
incluyendo pacientes con LC activa, pacientes post tratamiento (esquema 
completo de tratamiento convencional en el cual se administró 20mg/Kg/día por 20 
días), expuestos (individuos que habitan en área endémica para LC por más de un 
año) sin evidencia de enfermedad activa y voluntarios sanos no expuestos 
(individuos que nunca han habitado en área endémica para LC). Se realizaron 
ensayos de linfoproliferación, con el fin de determinar si los PAMs, eran capaces 
de modular la respuesta inmune de memoria inducida por la infección o por la 
exposición natural. Además, se evaluó la liberación de citocinas al sobrenadante 
del cultivo antes y después de adicionar la fracción no adherente, la cual contenía 
las células T efectoras (incluidas las de memoria). Los datos obtenidos de estos 
ensayos se resumen en las tablas 6-7 a 6-9-2 y las gráficas correspondientes en 
cada caso. 

Por razones éticas y logísticas, el número de voluntarios para cada grupo 
experimental fue reducido, particularmente el de pacientes con enfermedad activa 
sin tratamiento (Estos pacientes no podían esperar a que se les colectara la 
muestra sin recibir el tratamiento correspondiente. Hubo que esperar a que el 
desplazamiento al área endémica, coincidiera con la llegada del tratamiento y la 
colección de la muestra, previa a su administración).  Adicionalmente, dado que 
los ensayos realizados tenían como objetivo inicial, el tamizaje en busca de 
particularidades relacionadas con los antecedentes de cada voluntario y en 
relación con los péptidos, y los hallazgos iniciales no mostraron grandes 
diferencias, se decidió no ampliar el número de voluntarios. Por esta razón, los 
resultados que se presentan a continuación se analizan de manera descriptiva, 
dado que no es posible obtener inferencias estadísticas. 

 

Tabla 6.7-1  Índices de estimulación para cada péptido y voluntario.  

Activo

Tratamientos 5 9 12 13 17 18 19 20 23 10 15 16 22 21 25 28 31 32 A D J

Andropina 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 5 1 1 2 1 2 2

Cecropina A 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 3 7 2 1 1 1 2 2

Melitina 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2 6 2 1 2 1 2 2

Cecropina P1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 3 1 3 11 2 1 2 1 2 2

Dermaseptina 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 2 6 2 1 2 1 2 2

Estibogluconato 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2 6 1 1 1 1 2 1

Índices de Estimulación por péptido y voluntario

Voluntarios Sanos Expuestos Voluntarios Tratados Controles
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Se presentan los valores de los índices de estimulación en un ensayo de 
linfoproliferación en relación con la exposición a diferentes tratamientos. Se 
emplearon como controles células sin infectar, PHA y estibogluconato. Los índices 
fueron calculados respecto a las células no estimuladas. Se empleó 
Estibogluconato a 200µg/mL y fitohemaglutinina (PHA) a una concentración de 
10µg/mL. 

Los índices de estimulación para cada PAMs, por voluntario, se muestran en la 
tabla 6-7. Se consideran significativos valores de IE superiores a 2, los cuales 
fueron encontrados principalmente en el grupo de voluntarios con enfermedad 
activa o en tratamiento, mientras que en el grupo de expuestos sin antecedente de 
enfermedad, sólo el voluntario 5 se encontró con índices cercanos o superiores a 
2 con la mayoría de los tratamientos empleados. 

Luego de las consideraciones estadísticas intraensayo y sin poder definir 
diferencias entre grupos de voluntarios, se concluye que no hay diferencias en la 
inducción de linfoproliferación relacionadas con la exposición de las células a los 
diferentes tratamientos. P = 0.9554. 

Las diferencias encontradas podrían depender principalmente de las diferencias 
entre los voluntarios, principalmente entre sanos y expuestos, versus pacientes 
post tratamiento, lo cual es compatible con la posible presencia de células de 
memoria para antígenos de Leishmania derivadas de sus antecedentes de 
exposición al parásito en el contexto natural, sin embargo, el número muestral no 
permite obtener conclusiones estadísticas sobre la significancia de estos 
resultados. 

6.8 Evaluación de citoquinas en sobrenadantes ensayos de 
linfoproliferación previa a la exposición a fracción no adherente 

Posterior a la evaluación general del efecto que presentaron los PAMs sobre el 
proceso de presentación antigénica en células de voluntarios, se evaluó la 
liberación de factores solubles en el sobrenadante de cultivo, en relación con la 
infección y el subsecuente tratamiento con cada uno de los PAMs, en búsqueda 
de indicios del mecanismo de acción leishmanicida y/o el potencial 
inmunomodulador de los mismos, los datos obtenidos de estos ensayos se 
presentan en las Tablas 6-8-1 y 6-8-2. 
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Tabla 6.8-1 Evaluación de las proporciones de IL-8, IL-1ɓ e IL-6 en sobrenadantes 
de cultivo de Células dendríticas de voluntarios expuestos, infectados, o tratados 
para Leishmaniosis e infectadas in vitro con L. panamensis y sometidas a 
diferentes tratamientos.  

Se seleccionaron para tamizaje los sobrenadantes de cultivos de células de un 
voluntario representativo de cada grupo experimental dentro del ensayo de 
linfoproliferación, cuyas células dendríticas obtenidas como se menciona en los 
métodos, fueron infectadas con L. panamensis, previa a la adición de la fracción 
no adherente. La cuantificación de citocinas, se evaluó mediante la técnica de 
CBA (presencia de IL-8, IL-1ɓ, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70). Se muestran datos 
obtenidos para las tres primeras variables en términos de Intensidad Media de 
Fluorescencia (MFI) para cada uno de los PAMs evaluados y para cada uno de los 
voluntarios según la nomenclatura empleada en el ensayo (Exp 20: voluntario 
Expuesto, Act 10: voluntario con enfermedad activa, Trat 28: voluntario tratado 
para la enfermedad, Control: voluntario sano sin antecedente confirmado de 
exposición). Se emplearon como controles células dendríticas infectadas y 
tratadas con estibogluconato, infectadas sin tratamiento, expuestas a una 
concentración estándar de lisado de promastigotes de L. panamensis, células 
dendríticas no infectadas ni tratadas y células dendríticas expuestas a PHA. Se 
resaltan en negrilla los datos llamativos.  

El análisis permite encontrar diferencias entre las MFI halladas para cada citocina, 
principalmente en relación con IL-8 vs las demás citocinas evaluadas, P = 0.0164, 
al igual que se encontró en los sobrenadantes de las células obtenidas a partir de 
Buffy coats del Banco de Sangre de la Cruz Roja Colombiana. 

Pareciera encontrarse una diferencia entre los patrones de MFI para las diferentes 
citocinas entre los sobrenadantes de células provenientes de los diferentes 
voluntarios y de manera más marcada entre el control y el voluntario con 
enfermedad activa, lo cual es compatible con resultados previos de nuestro grupo 
de investigación y de otros grupos, donde los pacientes con infección activa, en 
general, inducen una  producción inferior de citocinas versus voluntarios sanos 

Tratamientos Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control

Andropina 13315,5 4140 8917 18694 294 203 218 220 373 186 197 229

Cecropina A 10436 4465 7830 17495,5 245 206 202,5 194 232 202 208 224

Melitina 13677,5 6271 11780 19794 234 217,5 187 231,5 245 215 180 234

Cecropina P1 14994 6477,5 8721 18844,5 214 197 205 214 272 194 211 217

Dermaseptina 10924 7228,5 9457 22454 199,5 222 235 226 199 193,5 243 245

Stibo 8306 5936 7492,5 27788 235 249 208 203 193,5 235 212 301,5

Inf sin tto 6885 4532 8211,5 27764,5 217 230 209,5 228 182 167 228 353

No infectadas +Lisado 6735,5 9341,5 12962 33192 258,5 205 214 262 211 179 235 420

DCs solas 9705 6087,5 15457 21074 221 199 215 200 196,5 192 218 300

DCs + PHA 8913 9725,5 13362 22269 196 197 173 230 179 205 183 361

IL-8, IL-1̡  Ŝ L[πс en sobrenadantes de ensayos de linfoproliferacion antes de la adición de la fracción no adherente

IL-8 IL-1̡ IL-6
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(como un indicador indirecto de inmunodepresión), sin embargo, el número 
muestral no permite dar validez estadística a estas diferencias. 

La comparación entre péptidos tampoco muestra diferencias entre los grupos, de 
igual modo que lo ocurrido para los ensayos anteriormente mencionados.  

 

Tabla 6.8-2  Evaluación de las proporciones de IL-10, TNF e IL-12p70 en 
sobrenadantes de cultivo de células dendríticas de voluntarios expuestos, 
infectados, o tratados para leishmaniosis e infectadas in vitro con L. panamensis y 
expuestas a diferentes tratamientos.  

Se seleccionaron los sobrenadantes de cultivos de células de un voluntario 
representativo de cada grupo experimental dentro del ensayo de linfoproliferación 
con células dendríticas obtenidas como se menciona en los métodos e infectadas 
con L. panamensis, previa a la adición de la fracción no adherente y se evaluó 
mediante la técnica de CBA, la presencia de IL-8, IL-1ɓ, IL-6, IL-10, TNF e IL-
12p70. Se muestran los datos obtenidos para las tres últimas variables en 
términos de Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) para cada uno de los PAMs 
evaluados y para cada uno de los voluntarios según la nomenclatura empleada en 
el ensayo (Exp 20: voluntario Expuesto, Act 10: voluntario con enfermedad activa, 
Trat 28: voluntario tratado para la enfermedad, Control: voluntario sano sin 
antecedente confirmado de exposición). Se emplearon como controles células 
dendríticas infectadas y tratadas con estibogluconato, infectadas sin tratamiento, 
expuestas a una concentración de 100µg/mL de proteínas de Leishmania obtenida 
a partir de un lisado de promastigotes de L. panamensis, células dendríticas no 
infectadas ni tratadas y células dendríticas expuestas a PHA. Se resaltan en 
negrilla los datos llamativos. 

Al igual que los ensayos previos, los resultados encontrados no muestran 
diferencias dependientes de la exposición a los péptidos en cuanto a las MFI 
encontradas en la evaluación de los sobrenadantes (citoquinas provenientes de 
las células efectoras) de células infectadas con L. panamensis, no pudiéndose 
comparar resultados por grupo de voluntarios.  

Tratamientos Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control

Andropina 297,5 166 182 191 308 179 185 192,5 290,5 209 220 188

Cecropina A 194 201 191 186 217,5 188 199 180 221 200 200 203

Melitina 197 180 148 183 208 177 168 184 200 229 180 206

Cecropina P1 177 174 186 184,5 194 191 190 177 230 174 200 203

Dermaseptina 177,5 177 195 180 209 189 212 176,5 213,5 215 228 212

Stibo 186 202 200 184,5 194 200 191 198 203 235 228 202

Inf sin tto 173 192,5 195,5 199 183 199 205 186 199 191 214 194

No infectadas +Lisado 217 179 179 193 200 167 197 208 218 193,5 207 221

DCs solas 199 163 180 192 213,5 166 185 171 213 175 201 200

DCs + PHA 169 168 163 202 182 190 148 209 185 180 174 218

IL-10, TNF e IL-12p70 en sobrenadantes de ensayos de linfoproliferacion antes de la adición de la fracción no adherente

IL-10 TNF IL-12p70
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Aunque no dependientes de los péptidos evaluados, si se encontraron diferencias 
entre las MFI para diferentes citocinas, principalmente entre IL-12p70 vs IL-10 y 
TNF. Éste hallazgo no se compara entre voluntarios como se ha venido 
mencionando sistemáticamente. 

 

El análisis global de los resultados mencionados permite observar un 
comportamiento diferencial de IL-8 respecto a las demás citocinas que en términos 
generales no depende de ningún péptido individual  y que se contrasta con los 
niveles encontrados de las demás citocinas para las cuales se presentan 
pequeñas variaciones las cuales tampoco parecen ser dependientes, de la 
exposición a los péptidos. Esto puede ser visualizado fácilmente en la Figura 6.8-
1. 

  

Figura 6.8ï1  Citocinas en sobrenadantes de células dendríticas obtenidas de 
diferentes voluntarios infectadas con L. panamensis y expuestas a diferentes 
péptidos y controles en ausencia de la fracción no adeherente.  

Se muestra en el eje Y, la MFI en unidades arbritrarias de fluerescencia para cada 
citocina en relación con cada péptido y agrupadas por voluntario (Columnas). 

Adicional a las diferencias sugeridas (sin validez estadística dado el número 
muestral) para los niveles de IL-8 (que no son probablemente dependientes de un 
péptido específico), se podrían apreciar diferencias entre individuos como se 
observa en la Figura 6.8-2. 
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Figura 6.8ï2 Comparación visual entre niveles de IL-8 en relación con la 
exposición a los diferentes péptidos y controles por voluntario.  

Al comparar los diferentes voluntarios en cuanto a las variables evaluadas se 
podrían observar diferencias individuales a pesar de la imposibilidad para 
establecer una significancia estadística para estos datos dado el número muestral 
limitado. 

Al observar estas variaciones individuales en los niveles de IL-8 se puede notar un 
incremento en las MFI para IL-8 en los sobrenadantes de las células del voluntario 
control en relación con la infección y con la exposición al lisado vs las células no 
infectadas mientras que en los demás voluntarios se evidenció por el contrario una 
disminución de dichos valores.   

Respecto a la presencia de IL-8 en relación a la infección y tratamiento con los 
PAMs, se evidenció un incremento de las MFI sólo en el caso del expuesto y en 
respuesta a todos los PAMs con un fenómeno similar en el paciente activo, 
aunque sólo con Melitina, Cecropina P1 y Dermaseptina aunque no se puede 
concluir respecto a ninguna de estas diferencias particulares dado el escaso 
número de muestras evaluadas. 

No se observan diferencias para IL-1B en relación con ningún tratamiento.  

Para IL-6 se evidenció un ligero incremento en el caso del voluntario expuesto, en 
relación al tratamiento con Andropina y en el control, en relación con la infección 
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sin tratamiento y la exposición a antígenos de L. panamensis, sin ningún cambio 
adicional en los demás voluntarios ni con los demás tratamientos. Este mismo 
fenómeno ocurrió, al evaluar las proporciones de IL-10, TNF e IL-12p70 en el caso 
del voluntario expuesto, en relación con la infección y tratamiento con andropina 
sin ningún cambio para estas variables con otros tratamientos ni en otros 
voluntarios. Al igual que se menciona para los otros datos llamativos, no se 
encuentra una significancia estadística en estas diferencias y no se pueden 
extraer conclusiones al respecto.  

6.9 Evaluación de citocinas en sobrenadantes de células efectoras 
(procedentes de los ensayos de linfoproliferación posterior a la exposición a 
la fracción no adherente) 

Luego de evaluar los hallazgos correspondientes al posible efecto que pudieran 
tener los péptidos sobre las células dendríticas infectadas provenientes de 
voluntarios con diferentes antecedentes, se decidió evaluar la posible incidencia 
que éstos pudieran tener sobre la interacción de éstas con la fracción de células 
no adherentes correspondiente al componente efector de la respuesta inmune. 

 

Tabla 6.9-1 Niveles de IL-2, TNF e IFNɔ en sobrenadantes de co-cultivos de 
células dendríticas de voluntarios infectadas in vitro con L. panamensis y 
expuestas a diferentes tratamientos y fracción celular no adherente autóloga 
(fracción efectora).  

Se seleccionaron los sobrenadantes de cultivos de células de un voluntario 
representativo de cada grupo experimental dentro del ensayo de linfoproliferación. 
La cuantificación de IL-2, TNF, IFNɔ, IL-4, IL-6 e IL-10, se evaluó mediante la 
técnica de CBA. Se muestran los datos obtenidos para las tres primeras variables 
en términos de Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) para cada uno de los 
PAMs evaluados y para cada uno de los voluntarios según la nomenclatura 
empleada en el ensayo (Exp 20: voluntario Expuesto, Act 10: voluntario con 
enfermedad activa, Trat 28: voluntario tratado para la enfermedad, Control: 

Tratamientos Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control

Andropina 322 363 300 310 264 275 205 296,5 261 296 183 265,5

Cecropina A 320 306,5 342 310,5 260 181 273 290 249 164,5 196,5 229

Melitina 293 329 291 313 261,5 293 223 237 217 270,5 242 220

Cecropina P1 275 314,5 294 303 198 229 220 259 206 254 191 253,5

Dermaseptina 325,5 465,5 304 326 220 389 266 235 284 351,5 222 231

Stibo 284,5 328 320 328,5 244 281,5 235 208,5 226 279 237 203

Inf sin tto 286 349 309 338 243 272 251 238,5 196,5 271,5 252 275

No infectadas +Lisado 325,5 307 290 299 264 194 235 202 256 217 220 200

DCs solas 298,5 345 304,5 448 277 263 228 234 290,5 228 242 251

DCs + PHA 291 980,5 655 1417 237 231,5 257 199 238 297 316 302

IL-2, TNF e IFNɹ en sobrenadantes de ensayos de linfoproliferación luego del cocultivo con la fracción no adherente

IFNɹIL-2 TNF
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voluntario sano sin antecedente confirmado de exposición). Se emplearon como 
controles células dendríticas infectadas y tratadas con estibogluconato a una 
concentración  de 200µg/mL, infectadas sin tratamiento, expuestas a una 
concentración estándar de lisado de promastigotes de L. panamensis, células 
dendríticas no infectadas ni tratadas y células dendríticas expuestas a PHA. Se 
resaltan en negrilla los datos llamativos. 

No se encontraron diferencias entre voluntarios en relación con la MFI de cada 
uno, para las citocinas IL-2, TNF e IFNɔ (P = 0.2044), y se desconoce si al ampliar 
en número muestral esta consideración pudiera arrojar un resultado diferente. Sin 
embargo, los hallazgos relacionados con la actividad de los péptidos (los cuales 
tampoco mostraron diferencias estadísticamente significativas al comparar estas 
citocinas en relación con la exposición a cada uno de ellos y a los respectivos 
controles, P = 0.5384), nos llevan a sugerir, un escaso efecto de diferencial de los 
péptidos sobre parámetros relacionados con la inmunomodulación, viéndose un 
comportamiento más dependiente de la naturaleza global de los mismos. A la luz 
de estos datos preliminares, nos permitimos proponer, que los PAMs aquí 
analizados, si llegaren a tener propiedades inmunomoduladoras, éstas, estarían 
limitadas a la célula infectada (que a su vez es presentadora de antígeno). 
Además, debemos considerar que es muy probable que el tratamiento con los 
PAMs, dependa de las particularidades propias de cada individuo 
(inmunogenotipo), de cada grupo clínico. 

 

Tabla 6.9-2 Niveles de IL-4, IL-6 e IL-10 en sobrenadantes de co-cultivos de 
células dendríticas de voluntarios infectadas in vitro con L. panamensis y 
expuestas a diferentes tratamientos y fracción celular no adherente autóloga 
(fracción efectora). 

Se seleccionaron los sobrenadantes de cultivos de células de un voluntario 
representativo de cada grupo experimental dentro del ensayo de linfoproliferación 
con células dendríticas obtenidas como se menciona en los métodos, infectadas 
con L. panamensis, y expuestas a la fracción no adherente. La cuantificación de 
IL-2, TNF, IFNɔ, IL-4, IL-6 e IL-10, fue determinada mediante la técnica de CBA.  

Tratamientos Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control Exp 20 Act 10 Trat 28 Control

Andropina 328 356,5 251 320 287 307 198,5 444 267 317 182 255

Cecropina A 305,5 256 281 323 277 249 258 801 266,5 194 260,5 255

Melitina 289 346 286 264 243,5 318 337,5 589 237 270 241 202

Cecropina P1 273 279 287 305,5 232 256 231 571 223 246,5 198 223

Dermaseptina 284 411 356 335,5 267 408 300 321 254 390 235 234

Stibo 277 346 299 288 255 465 268,5 1009 229 343,5 243 228

Inf sin tto 259,5 311 317 317,5 233 300 266 823 194 296 231,5 276

No infectadas +Lisado 311 261 294 276 325,5 206 261 358 279 226 238 214

DCs solas 323 335 265 307 287 291 238 515,5 276 249 200,5 264,5

DCs + PHA 308 326 337,5 293 234 411 331 684 175,5 304 206 254

IL-4 IL-6 IL-10

IL-4, IL-6 e IL-10 en sobrenadantes de ensayos de linfoproliferación luego del cocultivo con la fracción no adherente
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Se presentan los datos obtenidos para las tres últimas variables, en términos de 
Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) para cada uno de los péptidos evaluados 
y para cada uno de los voluntarios según la nomenclatura empleada en el ensayo 
(Exp 20: voluntario Expuesto, Act 10: voluntario con enfermedad activa, Trat 28: 
voluntario tratado para la enfermedad, Control: voluntario sano sin antecedente 
confirmado de exposición). Se emplearon como controles células dendríticas 
infectadas y tratadas con estibogluconato, infectadas sin tratamiento, expuestas a 
una concentración estándar de lisado de promastigotes de L. panamensis, células 
dendríticas no infectadas ni tratadas y células dendríticas expuestas a PHA. Se 
resaltan en negrilla los datos llamativos. 

No se observan diferencias en las citocinas IL-4, IL-6 e IL-10 en relación con la 
exposición a los diferentes tratamientos.   

Se observan diferencias en las concentraciones de IL-6 versus las demás 
citocinas (patrones de MFI para las variables evaluadas), principalmente entre los 
voluntarios tratados vs el voluntario con enfermedad activa y el control. No se 
cuenta con suficientes repeticiones de este ensayo, para inferir conclusiones 
estadísticas en cuanto estas diferencias. 

 

Figura 6.9ï1 Citocinas en sobrenadantes de células dendríticas de diferentes 
voluntarios infectadas con L. panamensis, expuestas a los PAMs y coincubadas 
con la fracción celular no adherente.  

Se muestran los valores de MFI en términos de unidades arbitrarias de 
fluorescencia (eje Y) para cada una de las citocinas evaluadas (Columnas) 
agrupadas por voluntarios.  
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Figura 6.9ï2 Diferencias entre IL-2 e IL-6 en sobrenadantes de células dendríticas 
de diferentes voluntarios infectadas con L. panamensis, expuestas a los PAMs y a 
la fracción no adherente.  

Se muestran las MFI en términos de unidades arbitrarias de fluorescencia  (eje Y) 
para IL-2 e IL-6 en relación con cada uno de los péptidos y controles agrupadas 
por voluntarios (Columnas). 

En general se observa que no hay diferencias en los niveles de citocinas 
relacionados con la exposición de las células a cada uno de los PAMs evealuados, 
encontrándose diferencias principalmente entre voluntarios de distinto origen. El 
significado de estas diferencias aunque es seguramente dependiente de la 
variabilidad entre individuos, no se puede correlacionar con los antecedentes 
conocidos para los voluntarios evaluados dado el pequeño número muestral.  



 

64 
 

7 DISCUSIÓN 

7.1 Efectividad de los péptidos antimicrobianos evaluados 

Partiendo del conocimiento adquirido en torno a la posibilidad de modular la 
respuesta inmune a partir de acciones sobre algunos de sus componentes, varios 
grupos de investigación, han centrado sus esfuerzos en extraer o sintetizar 
péptidos de la línea de defensa innata, más conocidos como PAMs, los cuales 
entre sus múltiples funciones han sido asociados como potentes antimicrobianos 
con espectro diferencial ([10]). Adicionalmente, a muchos les ha sido explorada su 
actividad para el control, la modulación ó la destrucción de células eucariotas ([68-
70]. Particularmente, a este grupo de PAMs con actividad frente a eucariotas, 
pertenecen PAMs, con efecto antiprotozoario, muchos de los cuales presentan 
actividad contra diferentes parásitos intracelulares incluyendo patógenos del 
género Leishmania ([71]). En este trabajo, se evaluó, la actividad leishmanicida de 
PAMs sintéticos, a partir de las secuencias naturales previamente reportadas. 
Para comenzar, se realizó una revisión en la literatura, de la cual se extrajo un 
grupo de diez péptidos con actividad reportada contra diferentes microorganismos 
incluyendo especies de Leishmania [72]. Los PAMs seleccionados, son de 
naturaleza catiónica y presentan la capacidad característica de unirse y afectar la 
funcionalidad de la membrana de las células con las cuales tienen contacto [73, 
74]. Sin embargo, esta capacidad puede ser selectiva dependiendo de la 
composición fosfolipídica de las membranas, lo cual puede conferir cierta 
selectividad en su efecto [75]. Por esta razón, previo a la determinación de la 
actividad leishmanicida de los PAMs seleccionados, se evaluó la capacidad de 
afectar las membranas de células eucariotas (humanas). La primera aproximación 
a los estudios de seguridad, se centró en la  actividad hemolítica (mediante 
ensayos de hemólisis), la cual fue inducida por las secuencias de Melitina y Pr-3. 
A partir de este ensayo, empezamos a encontrar un efecto específico de las 
secuencias de los PAMs analizados, sobre las membranas celulares; efecto 
independiente de la concentración. 

Además de la actividad sobre las membranas reportada para los péptidos de 
naturaleza catiónica, algunos pueden presentar actividad moduladoras sobre 
células y/o componentes del sistema inmune, induciendo en ellas señales que, en 
ocasiones, terminan en la destrucción de microorganismos, particularmente 
intracelulares [76]. Teniendo en cuenta la naturaleza de la infección por 
Leishmania, y enfatizando en que se trata de un microorganismo intracelular 
obligado, el cual paraliza la maquinaria microbicida de células fagocíticas [77], es 
relevante buscar el potencial deletéreo e inmunomodulador de las secuencias de 
PAMs analizados. A nivel de los fagocitos, las células dendríticas juegan un papel 
fundamental en el condicionamiento de la respuesta inmune contra Leishmania 
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[78-80], razón por la cual, el modelo empleado en este estudio, incluye la infección 
intracelular de esta población celular, la cual es obtenida a partir de la 
diferenciación de monocitos de sangre periférica humana. Empleando células 
dendríticas, se estableció la actividad citotóxica, así como la efectividad de los 
PAMs in vitro, sobre células sin infectar ó infectadas, respectivamente, luego de la 
exposición de las mismas a diferentes concentraciones de los PAMs. Se encontró 
actividad citotóxica contra células dendríticas en la mayoría de los péptidos 
excepto Andropina, Cecropina A, y Cecropina B, lo cual junto a su ausencia de 
hemólisis los mostraba como seguros para los posteriores ensayos. 

Una vez evaluadas las características citotóxicas de los PAMs seleccionados, se 
procedió a analizar particularmente, la actividad leishmanicida. Para lograr este 
objetivo, se emplearon las formas libres del parásito, los promastigotes, los cuales 
fueron expuestos a diferentes concentraciones de los péptidos para establecer 
una de las dos CE50. En estos ensayos se encontró actividad leishmanicida en los 
PAMs, Dermaseptina, Pr-2 y Pr-3 para el caso de L. panamensis y con 
Dermaseptina y Melitina para el caso de L. major. Aunque se sabe que las 
variaciones a nivel de membranas celulares de las distintas especies de 
Leishmania son menores [81, 82], el estudio sobre la variabilidad de la 
composición bioquímica de las membranas de las diversas especies de 
Leishmania, cobra particular importancia cuando se analiza el efecto de la 
actividad parasitocida de los PAMs utilizados en este estudio. Si se observa en la 
Tabla 3, promastigotes de L. major, son más sensibles al efecto de Dermaseptina 
y Melitina, respecto a L. panamensis, dado que concentraciones menores (entre 
3.5 y 1.3 veces menos) de los PAMs, se requieren para inhibir o destruir los 
promastigotes en cultivo. Sin embargo para el caso de las secuencias de Pr-2 y 
Pr-3, la sensibilidad se invierte y es L. panamensis, aparentemente más 
susceptible que L. major, al efecto de los PAMs, debido a que se  requieren entre 
4.1 y 9.1 veces más de concentración, para lograr un efecto inhibitorio ó 
destructivo sobre los parásitos de la especie del nuevo mundo. Estos PAMs, a 
pesar de su actividad leishmanicida, presentaron también actividad hemolítica o 
citotóxica, o ambas, siendo al parecer poco selectivos al ser empleados en sus 
secuencias originales. Aunque se ha reportado, la baja selectividad de los PAMs 
[83], estudios como este, han permitido establecer diferencias en el efecto, lo cual 
se asocia con una selectividad independiente de la concentración, más 
dependiente de la secuencia [84, 85]. Es de resaltar, que si bien, las formas 
promastigotes, no son las responsables del cuadro clínico en los vertebrados 
infectados (incluyendo los seres humanos), las razones por las cuales se incluyen 
en este tipo de estudios son: (i) La facilidad del acceso a condiciones más 
sencillas de cultivo, superior a las reportadas para amastiogotes intracelulares ó 
amastigotes axénicos) y (ii) Se sabe que promastigotes y amastigotes, conservan 
parte del repertorio bioquímico de sus membranas, lo cual sugerimos, conlleva a 
que compartan potenciales blancos terapéuticos. Partiendo de los puntos 
anteriores, se presume que la actividad leishmanicida de los PAMs, se asocie, 
bien sea con un efecto inmunomodulador capaz de inducir la activación de un 
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fagocito ñparalizadoò y/· con la capacidad de actuar directamente sobre los 
amastigotes liberados durante la lisis de los fagocitos, limitando ó inhibiendo, el 
ingreso de los parásitos a nuevas células blanco.  

Teniendo en cuenta las limitaciones de la información suministrada con el uso del 
modelo que utiliza promastigotes de Leishmania, y entendiendo que la 
aproximación ideal in vitro, conlleva al uso de una estrategia que emplee la forma 
intracelular del parásito, infectamos células dendríticas con promastigotes de 
Leishmania. Una vez establecida la infección (diferenciación de promastigotes 
internalizados a amastigotes), los co-cultivos fueron expuestos a concentraciones 
variables de los PAMs, siempre por debajo de los 20µg/mL, con el fin de explorar 
una actividad leishmanicida, a concentraciones en lo posible inferiores, a las 
citotóxicas o hemolíticas encontradas previamente.  

Como resultado de este ensayo, se encontró que los PAMs, Andropina y 
Cecropina A, presentaron una actividad selectiva contra formas intracelulares de 
L. panamensis. Es de recordar, que estas secuencias no mostraron actividad 
hemolítica, ni citotóxica, a las concentraciones evaluadas, razón por la cual, estos 
resultados nos permitieron calcular el IS, el cual fue de 4 y 40, respectivamente. 
Para el caso de Dermaseptina, aunque se encontró una actividad no selectiva 
contra la forma intracelular de L. panamensis, (CL50=10.66 ± 0.23, CE50i =12.41 ± 
1.59, SI=0.86), se decidió explorar su actividad contra formas intracelulares de L. 
major, dado que en los ensayos sobre las formas promastigotes, se había 
denotado un efecto dependiente de la concentración. El resultado fue promisorio, y 
refuerza la observación acerca de la selectividad del efecto dependiente de la 
especie de parásito, debido a que el índice de selectividad para Dermaseptina 
específico para L. major, fue 8.  

De forma interesante, la actividad leishmanicida de Andropina y Cecropina A, fue 
exclusiva contra sus formas intracelulares, además de no presentar efectos 
hemolíticos o citotóxicos. Sin embargo, es de resaltar, que el efecto observado no 
fue estrictamente concentración-dependiente (Datos no mostrados), y que las 
diferencias en relación a la capacidad parasitocida sugieren un mecanismo de 
acción no compartido entre la forma intracelular y extracelular del parásito, o un 
mecanismo dependiente del efecto del péptido sobre la célula infectada más que 
sobre el parásito (potencial propiedad inmunomoduladora) ó ambas (efecto sobre 
el parásito, con actividad sinérgica promovida desde la célula blanco). Para el 
caso de Dermaseptina, aunque presenta una actividad contra las formas 
promastigotes y amastigotes del parásito, llama la atención que en éstos últimos, 
las concentraciones efectivas medias (producto de la infección intracelular por L. 
major), son mucho menores que las concentraciones efectivas sobre formas 
extracelulares, a pesar de la existencia de una barrera entre el péptido y el 
parásito como es la célula hospedera. Lo anterior sugiere, que pueden existir 
diferencias en la susceptibilidad asociadas con la forma del parásito, además de la 
diferencia entre especies, evidenciada en las diferentes potencias del efecto de un 
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mismo PAMs (representadas en las CL50, CE50 y CE50i) sobre las mismas formas, 
pero provenientes de dos especies diferentes.  

Si bien estos resultados no permiten establecer con claridad un mecanismo de 
acción, nosotros sugerimos que dicho mecanismo, puede estar asociado con una 
actividad independiente ó dual (secuencial ó sinérgica) de los PAMs sobre célula 
hospedera y/ó sobre parásito. La posibilidad que tengan un efecto independiente 
sobre el fagocito y dual, es a nuestro juicio, la más probable, debido a que los 
PAMs, son muy bajo peso molecular, su interacción inicial y mayoritaria es 
mediada por receptores de membrana, y aún a elevadas concentraciones, la 
probabilidad que el PAMs irrumpa en la membrana, ingrese al citosol, migre al 
compartimiento fagolisosomal y ataque selectivamente al parásito internalizado, es 
mínima. A la luz de lo anterior, nosotros proponemos, que el efecto parasiticida 
directo sólo puede ser ejercido sobre los amastigotes liberados durante la lisis del 
macrófago (antes de una nueva invasión, reduciendo la densidad del nuevo 
ñin·culoò infectivo). En este sentido, un efecto sobre promastigotes y amastigotes 
internalizados, como el observado para Dermaseptina (particularmente con L. 
major), soporta esta hipótesis, aunque sugerirían también, un probable efecto dual 
(coordinado ó sinérgico, con la célula blanco). De otra parte, los resultados 
encontrados para Andropina y Cecropina A, muestran que la posibilidad de un 
efecto dual ó directo sobre el parásito sea mínima, y que el efecto antilesihmanial 
evidenciado pueda atribuirse a un efecto directo sobre la célula blanco, debido a 
que no se observó un efecto sobre las formas libres (promastigotes). Lo anterior 
nos permite sugerir, que el efecto en la reducción del porcentaje de células 
infectadas, pueda ser atribuido a una ñactivaci·nò de la c®lula fagocítica, que como 
consecuencia del tratamiento con los PAMs, hubiese revertido la actividad bajo-
regulada y permisiva hacia el patógeno internalizado, luego de la infección. 

Para aproximarnos a un potencial uso terapéutico de los PAMs que lucen como 
promisorios en este estudio (Andropina, Cecropina A y Dermasetina), se requieren 
estudios posteriores, incluida la posibilidad de modificar químicamente los PAMs 
de interés [86], procurando elucidar, el blanco de interacción sobre las membranas 
de las células sobre las que se busca el efecto (fagocito y/ó parásito), como punto 
de partida para establecer el mecanismo de acción. Sólo de este modo, se llegaría 
a mejorar la especificidad del efecto, mejorando además, aspectos relevantes a 
nivel de eficacia y seguridad de nuevas terapias para el control de la leishmaniosis 
cutánea.   

7.2 Evaluación de la actividad inmunomoduladora de los péptidos 
seleccionados (Linfoproliferación) 

El hallazgo de índices de estimulación claramente superiores en el grupo de 
voluntarios con antecedente de tratamiento previo para leishmaniosis, con un caso 
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de comportamiento similar en uno de los expuestos, sin evidencia de cambios en 
relación con la exposición a los péptidos sugiere que las diferencias individuales 
son probablemente dependientes de la existencia de memoria inmunológica 
relacionada con los antecedentes o probablemente con un fenotipo ñresistenteò en 
el caso del voluntario expuesto cuyo comportamiento fue similar en estos ensayos. 
De esta manera, este grupo de resultados comienza a sugerir que la interacción 
de los péptidos con las células dendríticas se limita a influir sobre la relación de 
éstas con el parásito sin influir en la actividad de las células efectoras al menos en 
lo relacionado con el parámetro evaluado por esta prueba. 

7.3 Evaluación de la actividad inmunomoduladora de los péptidos 
seleccionados (Liberación de factores solubles inflamatorios) 

Es conocido que patógenos de origen bacteriano liberan proteínas dentro de la 
célula hospedera, evento también identificado en Leishmania [87], mediante 
experimentos donde éste fenómeno, se relaciona selectivamente con la 
producción de IL-8 por parte de la célula hospedera. Lo anterior, es concordante 
con los hallazgos de este trabajo, en el cual, la cuantificación de citocinas en 
sobrenadantes de células de voluntarios, permitió describir niveles superiores de 
IL-8, en respuesta a la infección con L. panamensis y L. major, en ausencia de 
niveles superiores de TNF y con una ligera elevación de los niveles de IL-6. Este 
hallazgo es interesante, dado que se ha descrito que la IL-8 es inductora de la 
quimiotaxis de PMNs NE, al sitio de la infección siendo éstas poblaciones, las 
primeras células descritas en las primeras horas de la infección, y las primeras en 
interactuar en la captación de promastigotes (evento asociado con el retardo en su 
apoptosis y posterior infección silente de los macrófagos), considerándose este 
como uno de los factores cruciales en la virulencia de este parásito [26, 88]. No 
obstante, el hallazgo de mayores niveles de IL-8 en los sobrenadantes de las 
células provenientes de los controles en respuesta a la infección, llama la atención 
la menor concentración de ésta citocina en sobrenadantes de cultivos de en 
células de los demás voluntarios en relación con la infección y el incremento de la 
misma en respuesta a todos los tratamientos en el caso del expuesto cuyo 
significado real en el contexto de un tratamiento se debe determinar con ensayos 
en un modelo in vivo.  

7.4 Evaluación de la actividad inmunomoduladora de los péptidos 
seleccionados (Liberación de citocinas involucradas en la polarización de la 
respuesta Th1/ Th2) 

Dado que se han buscado determinantes de resistencia o susceptibilidad en la LC 
humana natural, la producción de citocinas y quemoquinas en respuesta a la 
infección, ha permitido  describir diferencias entre pacientes, al menos para el 
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caso de LC [89]. En este trabajo, se evaluaron las concentraciones de citocinas en 
sobrenadantes de células dendríticas infectadas in vitro o no, con L. panamensis,  
las cuales fueron diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica de 
voluntarios expuestos a la infección natural, o con infección activa o en tratamiento 
para la misma, encontrándose diferencias en los patrones de expresión de 
citocinas en respuesta a la infección por Leishmania, la cual fue notoria en el caso 
del paciente con infección activa, con respecto a los demás voluntarios. 
Particularmente se encontró una producción simultánea de IL-10  e IFNɔ sin 
cambios en la producción de TNF en  los sobrenadantes de las células obtenidas 
de dicho paciente. Esta mezcla de citocinas proinflamatorias y regulatorias en un 
paciente con fenotipo susceptible, es compatible con lo reportado en la literatura 
para pacientes con enfermedad causada por L. chagasi [90]. Adicionalmente, se 
ha mencionado que además de la actividad de los PAMs sobre los 
microorganismos, éstos pueden ejercer efectos inmunomoduladores, entre los 
cuales se ha evaluado recientemente la capacidad de alterar la producción de 
citocinas por parte de las células dendríticas [91]. Basados en esta posibilidad, se 
decidió también evaluar en células de pacientes y de voluntarios sanos, la 
respuesta a los diferentes PAMs en el contexto de la infección por Leishmania. De 
manera muy interesante se encontró, que en relación con la exposición al péptido 
Dermaseptina, se presentó un incremento en las concentraciones de todas las 
citocinas evaluadas cuyo efecto final sobre la respuesta podría significar una 
tendencia hacia la polarización Th1 (resistencia), si tenemos en cuenta que en los 
ensayos con células dendríticas de voluntarios sanos infectadas con L. 
panamensis, este tratamiento se asoció con una reducción de la infección además 
de una mayor producción de TNF y NO (comparado con los mismos parámetros 
en las células infectadas y sin tratamiento alguno). Concentraciones elevadas de 
las citocinas evaluadas en sobrenadantes de células dendríticas infectadas en 
respuesta a la exposición a dermaseptina, fueron también encontradas para el 
caso de la infección con L. major, y en este caso se encontró una reducción aún 
mayor en los porcentajes de infección con respecto a lo hallado para el caso de L. 
panamensis. La posible activación de la célula dendrítica y la consiguiente 
tendencia a la resolución de la infección, también es compatible con reportes para 
este péptido, donde se menciona un incremento en la producción de especies 
reactivas de oxígeno en otra célula crucial de la respuesta inmunológica [92]. El 
papel crucial del NO, cuyas concentraciones han sido a halladas elevadas en el 
modelo empleado y en relación con Dermaseptina, además de la Proteína 
Quimiotáctica de Monocitos (MCP-1) y la IL-8, ha sido previamente descrito [93], 
dando estos antecedentes, argumentos valiosos adicionales, para continuar a 
partir de estos resultados el estudio de éste péptido antimicrobiano en particular 
como un potencial leishmanicida e inmunomodulador. 
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8 CONCLUSIONES  

 

De los péptidos evaluados, Andropina y Cecropina A muestran actividad 
leishmanicida contra formas intracelulares de L. panamensis. 

La actividad leishmanicida de Andropina y Cecropina A no es evidente frente a 
promastigotes y en la forma intracelular no presenta un comportamiento 
concentración dependiente. 

Dermaseptina presenta actividad selectiva contra formas intracelulares de L. major  

La exposición de las células dendríticas infectadas con L. panamensis a Andropina 
y Cecropina A se asoció con una reducción en las concentraciones de IL-8 en el 
sobrenadante del cultivo al igual que en las células dendríticas infectadas con L. 
major y expuestas a Dermaseptina. 

La exposición de células dendríticas infectadas con L. panamensis a 
Dermaseptina se asoció a un incremento en las concentraciones de IL-8 y de 
Óxido Nítrico en el sobrenadante del cultivo. 

Las células dendríticas de voluntarios de área endémica infectadas in vitro y 
tratadas con los péptidos no modifican la respuesta efectora (linfoproliferación y 
producción selectiva de citocinas). 
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9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Luego del análisis de datos para la verificación de la normalidad de los mismos de 
determinó que la ausencia de este comportamiento en los mismos hacía necesaria 
la utilización de un Test No paramétrico para su evaluación por lo cual el conjunto 
de datos fue evaluado empleando la prueba de Kruskal-Wallis la cual se aplicó 
mediante el uso del software estadístico Statistix con el cual se obtuvieron las 
conclusiones que se presentan por grupo de procedimientos a continuación. 

9.1 Citoquinas y Óxido Nítrico en sobrenadantes de ensayos de 
efectividad contra la forma intracelular de L. panamensis 

Se evalúan los valores de la intensidad media de fluorescencia para cada citocina 
y en relación con cada tratamiento (Péptidos Antimicrobianos Andropina, 
Cecropina A y Dermaseptina y los respectivos Controles). 

Se obtienen los siguientes resultados: 

Kruskal-Wallis Statistic                  12.2389 

P-Value, Using Chi-Squared Approximation   0.7855 

Parametric AOV Applied to Ranks 

Source     DF       SS        MS       F        P 

Between    17    16320    960.00    0.69   0.8071 

Within    108   150362   1392.24 

Total     125   166682 

De lo cual se concluye que NO hay diferencias entre cada uno de los péptidos en 
cuanto a las concentraciones de citocinas encontradas en los sobrenadantes de 
cultivo. P = 0.8071 

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for valor by cit 

Kruskal-Wallis Statistic                  89.8540 

P-Value, Using Chi-Squared Approximation   0.0000 
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Parametric AOV Applied to Ranks 

Source     DF       SS        MS       F        P 

Between     6   119817   19969.5    50.7   0.0030 

Within    119    46866     393.8 

Total     125   166683 

Total number of values that were tied   20 

Max. diff. allowed between ties    0.00001 

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of valor by cit 

Alpha              0.05 

Critical Z Value  3.038     Critical Value for Comparison  36.981 

De lo cual se concluye que hay diferencias entre las MFI encontradas para cada 
citocina. La discriminación de este hallazgo muestra que esta diferencia se debe 
específicamente a la comparación de IL-8 en relación con las demás citocinas. P = 
0.0030. 

9.2 Citocinas en sobrenadantes de células dendríticas infectadas con L. 
major y tratadas con Dermaseptina 

Una vez evaluados los datos de MFI obtenidos por la determinación de citocinas 
mediante CBA en sobrenadantes de células dendríticas infectadas con L. 
panamensis, se evaluó el mismo grupo de datos pero para los ensayos con 
células dendríticas infectadas con L. major y tratadas con Dermaseptina dado que 
fue con éste péptido con el cual se encontró una efectividad contra la forma 
intracelular de esta especie del parásito y con un índice de selectividad de 8. 

Shapiro-Wilk Normality Test 

Variable        N         W         P 

Valor          36    0.4614    0.0001 

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for Valor by Trat 

Kruskal-Wallis Statistic                   4.5073 
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P-Value, Using Chi-Squared Approximation   0.4789 

Parametric AOV Applied to Ranks 

Source    DF        SS        MS       F        P 

Between    5    500.25   100.050    0.89   0.5021 

Within    30   3384.25   112.808 

Total     35   3884.50 

Total number of values that were tied    2 

Max. diff. allowed between ties    0.00001 

De lo anterior se concluye que  no hay diferencias significativas entre las MFI en 
general para las diferentes citocinas en relación con la exposición de las células 
dendríticas infectadas con L. major Dermaseptina vs los respectivos controles. P = 
0.5021. 

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for Valor by Cit 

Kruskal-Wallis Statistic                  27.3669 

P-Value, Using Chi-Squared Approximation   0.0000 

Parametric AOV Applied to Ranks 

Source    DF        SS        MS       F        P 

Between    5   3037.33   607.467    21.5   0.0174 

Within    30    847.17    28.239 

Total     35   3884.50 

Total number of values that were tied    2 

Max. diff. allowed between ties    0.00001 

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of Valor by Cit 

Alpha              0.05 

Critical Z Value  2.935     Critical Value for Comparison  17.854 
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Al igual que en el caso de las células dendríticas infectadas con L. panemensis y 
tratadas con los diferentes péptidos, en el caso de las células infectadas con L. 
major, se encontró también una diferencia entre citocinas lo cual corresponde a la 
comparación de las MFI para IL-8 vs las encotradas para las demás citocinas. P= 
0.0174.  

9.3 Ensayos de linfoproliferación y cuantificación de citocinas en los 
mismos antes o después de la adición de la fracción no adherente 

Los resultados encontrados en estos ensayos se comparan sólo mediante la 
observación y de la misma manera se contrastan con lor resultados obtenidos 
previamente, sin embargo, por razones éticas y logísticas se hicieron estos 
ensayos sólo a manera de sondeo para verificar diferencias gruesas en cuanto al 
efecto de los péptidos sobre células de diferentes orígenes. Estos ensayos 
preliminares mostraron un comportamiento global que no sugirió un 
comportamiento diferencial de los péptidos en relación con el origen de las células. 
Ésta conclusión, aunque es observacional, se compadece con los hallazgos 
relativamente constantes de los ensayos realizados con más de 10 repeticiones, 
con células de voluntarios de la Cruz Roja que seguramente no tienen el mismo 
transfondo genético. En ambos casos, se observan diferencias principalmente en 
una única citocina y en relación con todos los péptidos lo cual parece asociarse 
más bien a su naturaleza. Por estas observaciones preliminares y por las razones 
éticas y logísticas mencionadas, no se extendió el número muestral lo cual impide 
extraer conclusiones estadísticas de todos los ensayos mencionados en esta 
sección del trabajo. Adicionalmente, aunque se hacen algunas comparaciones 
internas en los resultados obtenidos mediante CBA, esto se hace únicamente para 
dar fuerza a ciertas observaciones y se aclara que estos ensayos no tienen el 
número de repeticiones apropiada para validar completamente tales 
observaciones. 
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