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RESUMEN

Las dificultades que aun persisten en el tratamiento de las leishmaniosis justifican el ensayo de la accién de nuevasopreductos
formas del parasito, en la busqueda de una alternativa terapéutica a esta parasitosis. Dada la necesidad de estaldén@nio proce
para evaluar la actividad vitro de productos naturales y sintéticos en las condiciones cubanas, el propdésito de este trabajo fue definir
la utilidad del uso del p-nitrofenilfosfato como sustancia cromoégena para la cuantificacion de parasitos en placas deP@6apozos.
normalizar este método colorimétrico se establecieron las etapas de la curva de crecimiento del parasito. El estudénldesateadion

del volumen de muestra que resultaba éptimo para la realizacion de los ensayos mostré que con 200 mm se obtuvo el nentieno coefic
de determinacion lineal. Asimismo, se comparo el coeficiente de variacion en presencia y ausencia del cromogeno y sdleshaiz la

de los cambios del medio de cultivo en la lectura de las absorbancias. El limite de cuantificacion establecido demesgialldeless

del cromogeno para los propdsitos de este trabajo y los resultados en general permiten recomendar esta metodologiajwagnos subje
simple de ejecutar y rapida, para ensayar los productos que resulten de interés en este campo.

Descriptores DeCS:COMPUESTOS CROMOGENICOS/farmacologia; NITROFENOLES/analogos y derivados;NITROFENOLES/

farmacologia; LEISHMANIA/efectos de drogas.

Leishmaniaexiste en 2 estructuras diferentes
en su morfologia y fisiologipromastigoteforma
en que se presenta en los vectoremmastigote
estadio que existe en los hospederos vertebtados.
La enfermedad es transmitida por la picadura de
moscas chupadoras de sangre (géneros
Phlebotomus y Lutzomyiapntaminadas a partir
de humanos (leishmaniosis antropozoonética) o
animales infectados (leishmaniosis zoonatica). Existe
en todos los continentes habitados, excepto
Australia? Se presentan anualmente 1 500 000
a 2 000 000 de casos nuevos de esta parasitosis,
se estima que existan mas de 12 000 000 de
enfermos en el mundo y 350 000 000 con riesgo de
contraer la enfermedad cada &fio.

Durante mas de 50 afios los derivados de

de elecciért. En la actualidad, el pentostédm
(gluconato sodico de antimonio) y el glucantime
(antimoniato de meglumina) son las formas de
antimonio pentavalente existentes en el mercado.
Estas no son eficaces contra todas las especies,
resultan en particular poco sensilileaethiopica

y L. major*® Su eficacia contra las especies
normalmente susceptibles no es de 100 %, y es
cada vez mayor el nUmero de cepas que desarrollan
resistencia a los derivados de antimonio
pentavalenté.Su uso ha sido limitado por los
efectos adversos, y es causa frecuente de
interrupcién del tratamiento. Se asocian con los
derivados de antimonio pentavalente la pancreatitis
subclinica (31 %), la cardiotoxicidad (15 %) y la
nefrotoxicidad en 5 % de los casdss pacientes

antimonio pentavalente han sido los medicamentos con SIDA coinfectados coheishmaniason en
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particular sensibles a la pancreatitis, al punto de
ser considerada una causa potencial de muerte en
estos individuo8.

La anfotericina B y la pentamidina son los otros
2 medicamentos disponibles para el tratamiento de
la leishmaniosis. Por causa de su toxicidad se
reservan para los casos resistentes a los derivados
de antimonio pentavalenté’. De la anfotericina
B se han desarrollado formulaciones en lipidos
(alphociP y ambison®) con menor toxicidad y
adecuada eficacia, pero el precio no es asequible
a la mayoria de la poblacion afectddha
anfotericina B es un antifungico de potente
actividad in vitro e in vivo contra
Leishmanig®!*'2 no obstante, puede causar
anafilaxis, trombocitopenia, dolor generalizado,
convulsiones, fiebre, escalofrios, flebitis, anorexia,
anemia, insuficiencia renal (glomerulolubular) e
hipocalcemi&.

Muchos productos han demostrado efectividad
in vitro, unos pocos en modelos animales y algunos
se encuentran en evaluacion clinicde han
ensayado derivados naturales de plaftgs
productos sintético;'para esto se han empleado
diversas metodologias.

El indicador mas comun utilizado para medir
la actividadin vitro de un principio activo, es la
concentracion de éste que es capaz de inhibir el
crecimiento de los parasitos en 50 %. Para ello se
enfrentan cultivos del parasito a diferentes
concentraciones de droga y se determina la
cantidad de éstos luego de un periodo de incubacion
predeterminado. El conteo de los parasitos en
camara de Neubauer es la metodologia clasica
empleada para determinar las concentraciones
celulares que alcanzan los cultivos. No obstante,
por ser un procedimiento laborioso y algo subjetivo
se ha sustituido por contadores celulares
electrénicos y se han desarrollado técnicas
colorimétricas y radiactivas. Dentro de los métodos
colorimétricos se han empleado como cromdgenos
sales de metiltetrazolium que tienen el inconveniente
de ser insolubles en agua, por lo que requieren de
extracciones alcohdlicas que hacen latécnica mas
complejal’ Recién se ha adaptado el uso del
pnitrofenilfosfato (pNPP) al conteo de
tripanosomatideos. Este es un cromogeno incoloro
gue por la accién de las fosfatasas acidas de los
pardasitos cambia a p-nitrofenol, de color amarillo.
Tiene la ventaja de ser soluble en agua, lo que
permite realizar el ensayo en un solo paso.

En ensayos preliminares se encontré que al
leer una suspension de promastigotes en un
espectrofotdmetro de luz ultravioleta-visible, se
obtuvieron valores relativamente altos de
absorbancia, que disminuian en la medida en que
aumentaba la longitud de onda. Ademas se
encontré que existia una relacion lineal entre la
concentracion de promastigotes y los valores de
absorbancia obtenidos. Se utiliz6 como base esto
para conocer si podian realizarse lecturas en placas
de 96 pozos a las minimas longitudes de onda
disponibles sin emplear cromégeno, con la finalidad
de definir la necesidad de su uso en la cuantificacion
de promastigotes. Esta meta esta relacionada con
la necesidad de establecer un procedimiento
objetivo y rapido para la evaluacion de la actividad
in vitro de productos naturales o sintéticos en las
condiciones estudiadas.

METODOS

Para la realizacion de los ensayos se emple0
la cepa dd_eishmania amazonendidHOM/77/
/LTB0016, gentilmente cedida por el Departamento
de Inmunologia de la Fundacién Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, Brasil.

Curva de crecimientd?ara conocer las distintas
etapas del crecimiento de la cepa utilizada se estudio
su curva de crecimiento, se tuvo en cuenta la
necesidad de emplear promastigotes en fase
exponencial de multiplicacion. Partiendo deuliivo
deLeishmania amazonensisn 48 h de incubacion se
sembraron frascos para cultivos celulares (Nunc,
Denmark), de 25 cheon 1,25 x 1@promastigotes/mL
en medio de Schneider, suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (WL, Inmunoquimica, Rio de
Janeiro, Brasil), 200 Ul de penicilinay 200 mg/mL
de estreptomicina. Fueron incubados a 26 °C
durante 7 d. Se tomaron muestras diarias por
duplicado, que fueron fijadas en solucion de
formaldehido 1 %, para realizar diariamente,
durante los 7 d, el conteo del nUmero de parasitos
en camara de Neubauer. Se realizaron 3 experi-
mentos de 2éplicas cada uno y se dibujé la curva
de crecimiento de este parasito, en estas
condiciones. Se determin0d cuando comienza y
termina cada fase del crecimiento y se estimé el
tiempo medio de generacion.



Estudio de linealidad y seleccion del
volumen de muestra 6ptim@ara realizar un
estudio de linealidad y seleccionar el volumen de
muestra que resulta 6ptimo para la cuantificacion
de los promastigotes en los cultivos, se realizaron
diluciones seriadas 1/2 de éstos, se abarcé el rango
de 1,6 x 10a 8,5 x 10células/mL. Los parasitos,
en distintas concentraciones, fueron transferidos a
placas de cultivo Nunc de 96 pozos, de fondo plano.
Los volimenes de muestra evaluados fueron 100,
150, 200y 250 pL. Las placas fueron leidas en un
lector de ELISA (EMReade MF Version 2,4-0)

a 405 nm. A partir de los datos, se obtuvieron la
curvas de absorbancia en funcion de las
concentraciones de parasitos, para los diferentes
volumenes de muestra.

Coeficientes de variacidotuna vez evaluado
el volumen de muestra 6ptimo se compararon los
coeficientes de variacion en presencia o0 ausencia
de pNPP, con el objetivo de conocer las variaciones
gue introducia esta sustancia cromoégena al ser
adicionada a los cultivos. Siguiendo el protocolo
anterior fueron transferidos a los pozos 200 uL de
las mismas diluciones de promastigotes, la placa
se ley6 a 405 nndespués se agregaron en cada pozo
20 mL de pNPP (20 mg/mL) en Triton X-100 1 % en
acetato de sodio 1 M, pH 5,5. Se incubé la placa
durante 5 h a 37 °C, tiempo tras el cual se efectud
la lectura a 405 nm.

Cambios en el medio de cultiv€on el
objetivo de conocer si el crecimiento de los
parasitos producia cambios en el medio de cultivo
que pudieran falsear las lecturas de las
absorbancias, se sembraron tubos que contenian
1,25 x 18 promastigotes/mL en medio de Schneider
completo y fueron incubados a 26 °C por 5 d. De
forma similar, se incubaron en iguales condiciones
tubos con medio de cultivo sin inocular. Luego de
ese tiempo se centrifugaron todos los tubos a 1 700
gravedades, durante 20 min, con la finalidad de
obtener los sobrenadantes y determinar sus
absorbancias a 405 nm, una vez transferidos a una
placa a razén de 200 L por pozo.

Determinacion del limite de cuantificacién
El limite de cuantificacién es uno de los indicadores
de sensibilidad de los métodos analiticos vy
representa, en este caso, la minima concentracion
de promastigates que el método es capaz de medir
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0 cuantificar con exactitud. Para determinar el
limite de cuantificacion se partié de un tubo de
cultivo en fase logaritmica de crecimiento, se
centrifugd a 1 700 gravedades durante 10 miny se
resuspendié en la mitad del volumen con medio
fresco. Se realizé el conteo en cadmara de
Neubauer y se ajusté aliromastigotes/mL a
partir de lo cual se prepararon diluciones con
medio para obtener 10 concentraciones entre
10" y 10* promastigotes/mL. Las distintas
diluciones fueron transferidas a placas de 96 pozos,
de aplicaron las concentraciones de parasitos en
las columnas 1-10y enlas 11y 12 se aplicé medio
de cultivo para determinar la absorbancia media y
la desviacion estandar de éstos. Las placas fueron
leidas inmediatamente a 405 nm. Después se aplico
el pNPP segun se describié en ensayos anteriores;
la placa se incub6 a 37 °C durante diferentes
tiempos, de manera que las lecturas fueron
realizadas cada 1 h, entre las 2y 6 h.

Se obtuvieron las ecuaciones de regresion lineal
para determinar los limites de deteccién y
cuantificacion mediante la férmula siguiente:

Lc = media blanco + 10 x DE blanco
pendiente

RESULTADOS

Curva de crecimientd_uego de las primeras
horas de evolucién del cultivo (fig.1) en que se
observé un crecimiento sostenido de parasitos, se
obtuvo una fase logaritmica de crecimiento que se
extendid entre las 24 y 96 h posteriores a la
inoculacion. A partir de aqui, se observd una
desaceleracion de casi 24 h de duracién, que
condujo a la fase estacionaria, en la que no se
produjeron nuevas divisiones de los parasitos. Esta
Ultima fase se extendié hasta las 168 h, final del
periodo estudiado. El tiempo de generacion fue de
12,4 h.

Estudio de linealidad y seleccion del
volumen de muestra éptimba evaluacién de
los diferentes volimenes de muestra (fig. 2)
evidenci6 que al emplear 250 pL se obtuvo la mayor
pendiente de la curva. Sin embargo, el intervalo
lineal resulté mas estrecho, pues se observé una
caida de la pendiente superior a 5 % por encima
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de 2 x 16 promastigotes/mL con lo que se reduce Coeficiente de variacidnEl coeficiente de
elintervalo de linealidad. Ca200 mL se obtuvo variacion medio y el rango en que oscilan éstos
el maximo coeficiente de determinacion lineal  paralas diferentes concentraciones de promastigotes
y el intervalo de linealidad se extendié hasta fue similar (tabla) para los pozos en que se evalué
4,2 x 10 promastigotes/mL, por lo que este el medio de cultivo libre de cromégeno y en aquéllos
volumen fue escogido para la realizacién de los que contenian esta sustancia.

trabajos posteriores.
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Fig. 2. Curvas de absorbancia en funcion de las concentraciones celulares con el empleo de diferentes volimenes de muestra.
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TABLA. Coeficientes de variacion y limites de cuantificacion antes y después de aplicar el p-nitrofenilfosfato

Tiempo de Coeficientes de variacion Pendiateteepto LC (células/mL)
incubacion media (%) minimo-maximo wAbs DE,.0 (x10)

sin pNPP 1,3 0,3-3,8 0,147 0,001 1,0617 0,150 9E+05

2h 1,9 0,7-4,0 0,266 0,006 5,6487 0,265 JE+05

3h 1,7 0,6-3,2 0,276 0,006 7,5934 0,277 404

4h 1,6 0,5-3,0 0,279 0,004 9,4676 0,282 GE+04

5h 2,1 0,7-2,9 0,292 0,009 11,206 0,294 8E+04

6h 2,0 0,7-3,3 0,294 0,008 12,564 0,300 -4,9E+03

LC: limites de cuantificacion. Apsg, - absorbancia del blanco; DE : desviacion estandar del blanco.

Cambios en el medio de cultivcEl
sobrenadante del medio de cultivo en que se
sembraron parasitos mostré una absorbancia media
(0,160) algo menor (p < 0,05) a la del medio no
inoculado (0,166).

Determinacion del limite de cuantificacion
El limite de cuantificacién (tabla ) sin aplicar pNPP
fue de casi 1promastigotes/mL. Por el contrario,
pudo comprobarse que cuando éste se adicionaba,
el limite de cuantificacion disminuia en funcién del
tiempo: a las 2 h, resulté aln superior & f6ro
luego de 3 h pudieron hacerse mediciones con
suficiente confiabilidad a concentraciones inferiores
a ésta.

DISCUSION

En el estudio de la curva de crecimiento de los
promastigotes en medio de Schneider se
evidenciaron las fases caracteristicas del desarrollo
de estos microorganismaos en los cultivosgtro.'®
La lectura de los ensayos de inhibicién del
crecimiento se realiza generalmente durante la fase
exponencial, de forma tal que su delimitacion
permitié seleccionar cultivos con 24-96 h de
incubacion para el disefio de los demas ensayos.

El estudio de los diferentes volumenes de
muestra evidencié una mayor sensibilidad al
emplear 250 pL. Sin embargo, el intervalo lineal
es mas reducido que al aplicar 200 uL, volumen
con el que se obtuvo el maximo coeficiente de
determinacion lineal; de ahi que fuera escogido
como volumen de muestra 6ptimo.

El estudio de los coeficientes de variacion con
el empleo o no de pNPP demostrd que, en este
aspecto, ambas técnicas son similares. Asimismo,

para todas las concentraciones de promastigotes los
coeficientes de variacion fueron inferiores a 5 %,
de manera que la variabilidad mostrada por las
2 técnicas es aceptabfeAdemas, estos valores
son similares a los obtenidos [Bwdleyy otros®
al emplear el procedimiento descrito para el pNPP.
Al evaluar la influencia del crecimiento de los
parasitos sobre las propiedades colorimétricas del
medio de cultivo pudo comprobarse que se
producia una disminucién de su absorbancia. No
obstante, la diferencia entre las medias de los grupos
fue solo de 0,006. Lo anterior sugiere que es posible
realizar las lecturas de las placas de cultivo sin
necesidad de centrifugarlas para eliminar el medio,
con lo que se simplifica la realizacion del ensayo.
Sin aplicar pNPP el limite se cuantificacion
no fue lo suficientemente bajo, si se tiene en
cuenta que la minima cantidad de células que
podrian estar presentes en los ensayostro
es de 1®promastigotes/mL, indculo del cual se
parte con mayor frecuencia. No obstante, se
reporta el uso de indculos iniciales superiores
(5 x 10- 5 x 10) a esta cifra?'??lo que sugiere
la posibilidad de prescindir del pNPP si se modifica
la concentracion inicial de parasitos en los ensayos.
Segun los coeficientes de determinacion lineal,
los intervalos de linealidad y los coeficientes de
variacion, ambos procedimientos son similares. Sin
embargo, el limite de cuantificacién sin usar pNPP
resulté 10 veces superior al requerido; mientras que
al emplear pNPP se logran mediciones exactas en
todo el rango de concentraciones posibles de
promastigotes. Por lo tanto, se concluye que si se
parte de 10 promastigotes/mL en los ensayos de
actividad de drogas si es necesario el uso de
cromégenos. Se evidenciéo ademas que la
cuantificaciéon en placas de 96 pozos con el empleo
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del pNPP como cromégeno es un método preciso
y practico para el estudio de la actividad de
productos naturales o sintéticos sobre promastigotes

de Leishmania,condicién indispensable en la

busqueda de nuevas alternativas terapéuticas contra

la leishmaniosis.

SUMMARY

The existing difficulties in the treatment of leishmaniosis justify

the testing of the effect of new products on parasite forms in
the search of a therapeutic alternative for the parasitosis. Given
the need of establishing a method to evaluate the activity of

natural synthetic products vitro under the Cuban conditions,

this paper was aimed at defining the usefulness of p-
nitrophenilphosphate as a chromogenic substance for
quantification of parasites in plaques from 96 wells. To standardize
this colorimetric method the stages of the parasite growth curve
were set. The study of linearity and selection of the sample size,
which was optional for these assays, showed that it was possible

to obtain maximum linear determination coefficient with 20

mm. Likewise, the variation coefficient was compared with and
without the chromogen and the effect of changes in culture
medium on the reading of absorbences was analyzed. The set
limit of quantification proved the need of using chromogen for
the purposes of this paper and the general results allow to
recommend this less subjective, simpler and quicker methodology

to test products of interest in this field.

Subject headings:CHROMOGENIC COMPOUNDS/pharmacology;

NITROPHENOLS/ analogs and derivatives; NITROPHENOLS/

pharmacology; LEISHMANIA/drug effects.
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