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Resumen 

 
El isetionato de pentamidina es una de las alternativas terapéuticas para el tratamiento de la 
leishmaniosis cutánea, enfermedad endémica en Colombia. A este medicamento se le han 
atribuido propiedades inmunosupresoras; sin embargo, estos estudios son limitados. Por tal 
razón se planteó evaluar el efecto del isetionato de pentamidina sobre la  expresión génica de IL-
12, IL-6 y TNF-α en células dendríticas humanas infectadas in vitro con promastigotes de L. (V.) 
guyanensis, para lo cual se utilizó el paquete globular de leucocitos obtenidos por leucoféresis (de 
donantes sanos de Bancos de sangre de la ciudad de Bogotá D.C), a partir de cuyos monocitos 
fueron diferenciadas las células dendríticas. Una vez obtenidas, las células dendríticas fueron 
infectadas con el parásito y tratadas con el isetionato de pentamidina. La producción y 
transcripción de las citoquinas fue determinada gracias a  herramientas como la citometría de 
flujo y la PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) en tiempo real. Con el desarrollo de este 
proyecto se logró evidenciar que: (i) el efecto del isetionato de pentamidina es selectivo 
(asociado a la especie parasitaria) siendo las especies del nuevo mundo (particularmente 
Leishmania (V.) guyanensis) más susceptibles a este ingrediente farmacéutico activo, (ii) este 
antileishmanial tiende a ejercer actividad inmunomoduladora sobre células dendríticas humanas 
infectadas con Leishmania (V.) guyanensis, en cuanto a la expresión de IL-6 y del TNF-α.  
 
 
Palabras clave: isetionato de pentamidina, L. (V.) guyanensis, inmunomodulación, expresión 
génica. 
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Abstract 

 
Pentamidine isethionate is a therapeutic alternative for the treatment of cutaneous 
leishmaniasis, endemic in Colombia. This drug has been attributed immunosuppressive 
properties, but these studies are limited. For this reason was to evaluate the effect of 
pentamidine isethionate on gene expression of IL-12, IL-6 and TNF-α on human dendritic cells 
infected in vitro with promastigotes of L. (V.) guyanensis, which was used for the buffy coat 
obtained by leukapheresis (from healthy donors of blood banks in the city of Bogotá), from whose 
monocytes were differentiated dendritic cells. Once obtained, the dendritic cells were infected 
with the parasite and treated with pentamidine isethionate. The transcription and production of 
cytokines was determined by tools such as flow cytometry and the real time PCR (reaction 
polymerase chain). With the development of this project was achieved show that: (i) the effect of 
pentamidine isethionate is selective (associated with the parasite species) being the New World 
species (particularly Leishmania (V.) guyanensis) more susceptible to pharmaceutical ingredient 
active and (ii) this antileishmanial tends to exert immunomodulatory activity on human dendritic 
cells infected with Leishmania (V.) guyanensis, regarding the expression of IL-6 and TNF-α. 
 
 
Keywords: pentamidine isethionate, L. (V.) guyanensis, immunomodulation, gene expression. 
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Producción académica 

 

Resultados parciales de la tesis generaron un artículo y la participación en dos eventos: 
 
 

 Artículo titulado “In vitro sensitivity of Leishmania promastigotes to pentamidine 
isethionate” aceptado para publicar, en la revista Latin American Journal of Pharmacy 
(ver anexo A). 

  
 
 “Efecto de la pentamidina sobre la producción de citoquinas en células dendríticas 

humanas infectadas in vitro con L. guyanensis” presentado en modalidad de Poster 
en el “12° Congreso Internacional del Colegio Nacional de Bacteriología CNB-
Colombia”, realizado en Cali-Colombia, durante los días 2,3 y 4 de noviembre de 2012 
(ver anexo B y C).  

 
 

 “Efecto de la pentamidina sobre promastigotes de L. panamensis y de L. major” 
presentado en modalidad oral en el “XX Congreso Federación Latinoamericana de 
Parasitología y XV Congreso Asociación Colombiana de Parasitología y Medicina 
Tropical” realizado en Bogotá D.C. entre el 27 de septiembre y el 1 de octubre de 
2011 (ver anexo D y E). 



Contenido IX 

 

Contenido 

                                                                                                                                                                        Pág. 

Lista de Figuras……………………………………………………………………………………………………………………………XI 
Lista de Tablas……………………………………………………………………………………………………………………………XII 
Lista de Símbolos y Abreviaturas………………………………………………………………………………………………XIII 
Introducción……………………………………………………………………………………………………………………………..…1 
1.  Objetivos…………………………………………………………………………………………………………………………………3 
     1.1  Objetivo general……………………………………………………………………………………………………….........3 
     1.2  Objetivos específicos…………………………………………………………………………………………………………3 
2.  Estado del Arte…………………………………………………………………………………………………………………………4 
     2.1  Células dendríticas…………………………………………………………………………………………………………….4 
     2.2  Leishmania…………………………………………………………………………………………………………………….....5 
            2.2.1  Ciclo de vida……………………………………………………………………………………………………………..5 
     2.3  Interacción entre células dendríticas y Leishmania……………………………………………………………5 
     2.4  Citoquinas y la infección con Leishmania…………………………………………………………………………..6 
             2.4.1  Interleuquina 12 (IL-12)……………………………………………………………………………………………7 
             2.4.2  Interleuquina 6 (IL-6)……………………………………………………………………………………………….7 
             2.4.3  Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α)…………………………………………………………….….8 
     2.5  Medicamentos antileishmaniales y su efecto inmunomodulador…………………………………...8 
3.  Materiales y Métodos…………………………………………………………………………………………………………….11 
     3.1  Cultivo de parásitos………………………………………………………………………………………………………….11 
     3.2  Isetionato de pentamidina……………………………………………………………………………………………….11 
     3.3  Diferenciación in vitro de células dendríticas a partir de monocitos de sangre 
             periférica (CDMSP)…………………………………………………………………………………………………………..11 
             3.3.1  Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (MSP)………………………11 
             3.3.2  Separación y diferenciación de monocitos a células dendríticas…………………………..12 
     3.4  Ensayo de citotoxicidad del isetionato de pentamidina sobre las CDMSP……………………….12 
     3.5  Ensayo de efectividad del isetionato de pentamidina sobre L. (V.) guyanensis……………….13 
            3.5.1  Actividad sobre promastigotes………………………………………………………………………………..13 
            3.5.2  Actividad sobre amastigotes intracelulares…………………………………………………………….14 
     3.6  Inmunomodulación………………………………………………………………………………………………………….14 
            3.6.1  Producción de IL-12, IL-6 y TNF-α cuantificados por citometría de flujo………………..15 
            3.6.2  Cuantificación relativa de IL-12, IL-6 y TNF-α  por qRT-PCR (PCR  en  
                       tiempo real con transcriptasa inversa…………………………………………………………………….15 
            3.6.3  Cuantificación de óxido nítrico……………………………………………………………………………….16 
     3.7  Análisis estadístico…………………………………………………………………………………………………………..16 
4.  Resultados y Discusión…………………………………………………………………………………………………….…....17 



Contenido X 

 

     4.1  Morfología característica de las células dendríticas derivadas de monocitos 
            de sangre periférica (CDMSP)…………………………………………………………………………..……….…….17 
     4.2  Actividad citotóxica del isetionato de pentamidina sobre células dendríticas……………….18 
     4.3  Efectividad del isetionato de pentamidina sobre L. (V.) guyanensis……………………………...18 
     4.4  Inmunomodulación……………………………………………………………………………………………………..….20 
            4.4.1  Producción de IL-12, IL-6 y TNF-α cuantificados por citometría de flujo……………….20 
            4.4.2  Expresión de los mRNAs de IL-12, IL-6 y TNF-α por qRT-PCR………………………………..24 
5.  Conclusiones y recomendaciones………………………………………………………………………………………...30 
     5.1  Conclusiones……………………………………………………………………………………………………………………30 
     5.2  Recomendaciones……………………………………………………………………………………………………………31 
7.  Referencias…………………………………………………………………………………………………………………………….32 
Anexos………………………………………………………………………………………………………………………………………..39 

                                                                                                                                                              



Contenido XI 

 

Lista de Figuras 

Pág. 

 
Figura 2-1: Medicamentos usados para el tratamiento de la leishmaniosis  
                     (modificado de Croft et al [39])……………………………………………………………………….………...9 
 
Figura 4-1: Cambios morfológicos en el proceso de diferenciación celular de monocitos 
                    a células dendríticas………………………………………………………………………………………………….17 
 
Figura 4-2: Actividad citotóxica del isetionato de pentamidina sobre las CDMSP……………………….18 
 
Figura 4-3: Efectividad del isetionato de pentamidina sobre promastigotes  
                    de L. (V.) guyanensis………………………………………………………………………………………………….19 
 
Figura 4-4: Efectividad del isetionato de pentamidina sobre amastigotes 
                     intracelulares de L. (V.) guyanensis …………………………………………………………………………19 
 
Figura 4-5: CDMSP infectadas con promastigotes de L. (V.) guyanensis……………………………………..20 
 
Figura 4-6: Producción de IL-6 y TNF-α por las CDMSP ante diferentes tratamientos…………………21 
 
Figura 4-7: Producción de óxido nítrico (medido indirectamente por la cantidad de nitritos) 
                    por las CDMSP ante diferentes tratamientos…………………………………………………………….24 
  
Figura 4-8: Cambio en los niveles de expresión de mRNAs de IL-6 y TNF-α……………………..………….25 
 

 

 

 



Contenido XII  

 

Lista de Tablas 

                                                                                                                                                                     Pág. 

 

Tabla 3-1: Primers específicos para cDNAs de citoquinas…………………………………………………………….16 
  
Tabla 4-1: Resultados  de cuantificación de IL-6………………………………………………………………………….20  
 
Tabla 4-2: Resultados de cuantificación de TNF-α……………………………………………………………………….22  
 
Tabla 4-3: Resultados de cuantificación de óxido nítrico……………………………..………………………………23 
 
Tabla 4-4: Compilado de los resultados obtenidos, distribuidos por muestra……………………………..27 
 

 

 



Contenido XIII 

 

Lista de Símbolos y Abreviaturas 

CBA Cytometric Bead Array (kit para citometría de flujo) 

CD Grupo de Diferenciación 

cDNA DNA complementario 

CDMSP Células Dendríticas derivadas de Monocitos de Sangre Periférica 

CE Concentración Efectiva 

CL Concentración Letal 

DC-SIGN CD209, Receptor de Manosa  

DNA Ácido desoxirribonucleico 

dNTPs Desoxirribonucleótidos 

GM-CSF Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macrófagos  

GRO- α Gen alfa relacionado con el crecimiento 

HLA-DR Antígeno Leucocito Humano DR 

IFN-γ Interferón gamma 

IL-1 Interleuquina 1 

IL-10 Interleuquina 10 

IL-12 Interleuquina 12 

IL-4 Interleuquina 4 

IL-6 Interleuquina 6 

IL-8 Interleuquina 8 

KMP-11 Proteína de Membrana del Kinetoplasto-11 

L. Leishmania 

MCP-1 Proteína Quimiotáctica de Monocitos-1 

MHC-II Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II 

mRNA RNA mensajero 

NO Óxido nítrico 

NK Célula Asesina Natural 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

qRT-PCR PCR  con transcriptasa inversa en tiempo real 

RNA Ácido ribonucleico 

SIDA Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

SFB Suero Fetal Bovino  



Contenido XIV  

 

Th1 Linfocitos T “helper” 1 

Th2 Linfocitos T “helper” 2 

TLR Receptor tipo “Toll” 

TNF-α Factor de Necrosis Tumoral alfa 

V. Viannia 

 
 



 

Introducción 

La leishmaniosis es una enfermedad tropical, cuya prevalencia mundial se acerca a 20 millones de 
casos [1], y que la padecen anualmente entre 1.5 y 2 millones de personas en el mundo, quienes, 
cerca de 1.5 millones exhiben la manifestación cutánea caracterizada por lesiones ulcerativas en 
la piel [2]. En Colombia, para los años 2003 y 2004 se diagnosticaron cerca de 10.000 casos y 
hacia el 2005, aumentó considerablemente a cerca de 18.000 [3]. Aunque, el número de casos ha 
disminuido cerca del 50% con 9241 casos para el año 2011 [4], la leishmaniosis cutánea sigue 
siendo la forma más prevalente en la población expuesta, seguida por la leishmaniosis mucosa y 
la leishmaniosis visceral, forma letal de la enfermedad si no se trata adecuadamente. Es de 
resaltar que la especie de Leishmania y la respuesta inmune del huésped vertebrado son factores 
determinantes en la generación de una u otra forma de leishmaniosis.    
 
 
Para lograr en el hospedero un apropiado control de la enfermedad después de una infección 
natural, es importante una efectiva participación de la respuesta inmune, caracterizada entre 
otras, por la activación de las células dendríticas que han estado en contacto directo o indirecto 
con el parásito, y que son capaces de realizar la presentación antigénica a las células T “vírgenes” 
localizadas en los nodos linfáticos. Estos linfocitos van a diferenciarse y proliferar a células de tipo 
Th1, que secretan citoquinas como IFN-γ, esencial en la activación de las células infectadas, de tal 
forma que el organismo parasitado logra depurar el microorganismo y limitar la enfermedad 
causada por Leishmania. Caso contrario ocurre, cuando el que se activa es el compartimiento 
celular de fenotipo Th2, en cuyo caso, la infección no se controla y la enfermedad evoluciona a 
diversas formas clínicas [5]. Por tanto, la alteración en la expresión génica de citoquinas 
específicas en las células dendríticas que intervienen en la diferenciación de estos fenotipos 
celulares como IL-12 (Th1) y IL-6, IL-10, IL-13 (Th2), puede ser determinante para la 
resolución/progresión de la enfermedad. 
 
 
Cuando la enfermedad no se puede controlar de forma natural, se requiere tratamiento, en cuya 
primera línea están los antimoniales pentavalentes; aunque por su pérdida de eficacia y 
demostrada toxicidad, se contemplan alternativas terapéuticas dentro de las que se destaca el 
isetionato de pentamidina, administrada a pacientes quienes no se les puede suministrar el 
antimonio o a quienes presentan fallo terapéutico, principalmente. La importancia del uso de 
esta alternativa antileishmanial radica entre otros en que el volumen total que se inyecta es 
veinte veces menor y el tiempo de tratamiento se reduce a la mitad con relación a los 
antimoniales [6]. Sin embargo cabe resaltar que, los gastos de hospitalización y seguimiento al 
paciente tratados con el isetionato de pentamidina, también son mayores, comparativamente 
con los pacientes tratados con sales pentavalentes. Su eficacia en Colombia se registra desde 
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1993 en un estudio comparativo con otros medicamentos en población militar [7] y en población 
civil sin efectos colaterales serios, como lo anota Robledo et al [3] en el 2006.  
 
 
Adicionalmente, se ha reportado que el isetionato de pentamidina tiene efectos sobre el sistema 
inmune ya que actúa como inmunomodulador, específicamente altera la secreción de citoquinas, 
elementos claves en la respuesta celular frente a microorganismos.  Se ha observado que el 
isetionato de pentamidina inhibe la producción de varias citoquinas que participan en el proceso 
inflamatorio como la IL-1 [8], TNF-α [9] en macrófagos de rata y en seres humanos infectados con 
Pneumocystis carinii, respectivamente.  La IL-6 y citoquinas quimiotácticas (MCP-1, GRO-α e IL-8) 
en experimentos con sangre total humana también se han visto moduladas por el isetionato de 
pentamidina [10]. Además, se ha determinado que el isetionato de pentamidina exhibe toxicidad 
selectiva sobre esplenocitos, situación observada en cepas de ratón susceptibles a Leishmania 
[11]. Estas investigaciones han permitido conferir al isetionato de pentamidina un efecto 
inmunosupresor, lo cual, sugiere no favorecería la inducción de una memoria inmunológica 
secundaria, post-tratamiento de la infección. Sin embargo, los estudios son limitados y es 
importante evaluar este hecho en diferentes tipos celulares, particularmente sobre las células 
dendríticas, relevantes en las infecciones microbianas (principalmente por patógenos 
intracelulares). Por lo anterior, en este estudio se planteó evaluar el efecto del isetionato de 
pentamidina sobre la expresión de los genes IL-12, IL-6 y del TNF-α, en células dendríticas 
humanas infectadas in vitro con promastigotes de Leishmania (V.) guyanensis, causante de la 
forma cutánea de la leishmaniosis en América; valiéndonos de herramientas como la citometría 
de flujo y la PCR en tiempo real con transcriptasa inversa (qRT-PCR). Con el desarrollo de este 
proyecto se logró evidenciar que el efecto del isetionato de pentamidina es selectivo (asociado a 
la especie parasitaria) siendo las especies del nuevo mundo (particularmente Leishmania (V.) 
guyanensis) más susceptibles a este ingrediente farmacéutico activo. Finalmente, logramos 
determinar que este antileishmanial no ejerce actividad inmunomoduladora sobre células 
dendríticas humanas infectadas con Leishmania (V.) guyanensis, en cuanto a la expresión  de IL-
12, IL-6 y del TNF-α.  
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1. Objetivos  

1.1 Objetivo general 

 
Evaluar el efecto del isetionato de pentamidina sobre la expresión de los genes IL-12, IL-6 y 
del TNF-α, en células dendríticas humanas infectadas in vitro con Leishmania (V.) guyanensis. 

 

 

1.2  Objetivos específicos  
 
 

 Cuantificar los niveles de mRNA de los genes de IL-12, IL-6 y del TNF-α en células 
dendríticas humanas sin infectar e infectadas con Leishmania (V.) guyanensis. 

 
 

 Realizar el análisis de expresión diferencial de IL-12, IL-6 y del TNF-α en células dendríticas 
humanas sin infectar e infectadas con Leishmania (V.) guyanensis, y en respuesta frente 
al tratamiento con el isetionato de pentamidina. 

 
 

 Determinar cantidades de proteína para IL-12, IL-6 y TNF-α en las células dendríticas sin 
infectar, infectadas y, tratadas con y sin el isetionato de pentamidina. 
 
 

 Establecer relaciones entre los niveles de mRNA de IL-12, IL-6 y TNF-α, con la cantidad de 
proteína secretada y las posibles implicaciones biológicas en las células dendríticas sin 
infectar, infectadas y tratadas con el isetionato de pentamidina.



 

2. Estado del Arte 

2.1 Células dendríticas  

Las células dendríticas son células presentadoras de antígeno especializadas, que están presentes 
en los órganos linfáticos, en los epitelios cutáneos y mucosos de los aparatos digestivo y 
respiratorio, así como en la mayor parte de los órganos parenquimatosos.  Estas células se 
identifican morfológicamente por sus proyecciones membranarias o espículadas. Hay 
subconjuntos de células dendríticas que se pueden distinguir por la expresión de diversos 
marcadores de superficie de membrana y pueden tener funciones diferentes en las respuestas 
inmunitarias. Se piensa que todas las células dendríticas derivan de precursores de la médula 
ósea y la mayoría, denominadas células dendríticas mielocíticas, se relacionan en su linaje con los 
fagocitos mononucleares [12]. 
 
 
Normalmente, las células dendríticas epiteliales y tisulares están en un estado de reposo 
(inmaduras). Estas células captan antígenos proteínicos microbianos y los transportan hasta los 
ganglios linfáticos de drenaje. En respuesta a su encuentro con los componentes microbianos, las 
células dendríticas sufren un complejo proceso de maduración que va desde una célula capaz de 
internalizar antígenos hasta una célula presentadora de los mismos. Este proceso se caracteriza 
por: cambios morfológicos tales como la pérdida de estructuras de adhesión, reorganización del 
citoesqueleto, y adquieren una alta movilidad celular; pérdida de receptores 
fagocítico/endocítico; secreción de quemoquinas y citoquinas; regulación de moléculas 
coestimulatorias, tales como CD40, CD80 y CD86; y translocación de MHC-II hacia la superficie 
celular [13]. Este proceso ocurre mientras migran hacia los ganglios y se hacen muy eficientes en 
la estimulación de los linfocitos T “vírgenes”. Las células dendríticas maduras residen en las zonas 
de linfocitos T de los ganglios linfáticos, lugar donde ocurre la presentación antigénica a las 
células efectoras. Estas células dendríticas ubicadas en los ganglios linfáticos se denominan 
células dendríticas interdigitantes o, simplemente células dendríticas [12]. 
 
 
Las células dendríticas cumplen las siguientes funciones, según lo menciona Rojas et al [14] en 
2010: 
 Vigilan el medio ambiente en la piel y en las mucosas en busca de patógenos, a los cuales  

capturan y procesan para extraer de ellos las moléculas más inmunogénicas y presentarlas a 
los linfocitos T. 

 Participan en el desarrollo de algunos tipos de tolerancia a moléculas propias. 
 Fagocitan cuerpos apoptóticos y activan a las células NK.                                                               
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2.2 Leishmania 

Los  organismos del género Leishmania son protozoarios que pertenecen al orden Kinetoplastidae 
y cuentan con 30 especies conocidas, de las cuales 20 son patógenas para el ser humano [15] y se 
asocian con la generación de la enfermedad denominada leishmaniosis, zoonosis propia de zonas 
tropicales y subtropicales del mundo y endémica en 98 países [16]. Esta enfermedad se 
caracterizada por presentar varias manifestaciones clínicas como: lesiones ulcerativas en la piel, 
inflamación de la mucosa e infección visceral diseminada. Estas manifestaciones se presentan de 
acuerdo con factores genéticos, el estatus inmunológico del individuo y la especie de Leishmania 
[17]. Se conocen alrededor de 30 especies de insectos que transmiten la enfermedad, los cuales 
pertenecen a los géneros Phlebotomus (viejo mundo) o Lutzomyia (nuevo mundo) del orden 
Díptera. 
 

2.2.1 Ciclo de vida  

Los protozoos del género Leishmania son digenéticos porque presentan dos estadíos durante su 
ciclo de vida: uno extracelular que se desarrolla en el vector (insectos de la familia 
Phlebotomidae) llamado promastigote y el estadío intracelular desarrollado en el huésped 
vertebrado, denominado amastigote [15]. 
 
 
En el huésped vertebrado los amastigotes se reproducen intracelularmente por división binaria y 
al lisar las células (células del sistema mononuclear fagocítico) se diseminan rápidamente a otras 
adyacentes. El insecto hematófago al picar el huésped infectado, succiona los amastigotes que 
van a invadir el tubo digestivo del insecto. Allí, los parásitos se alargan, desarrollan rápidamente 
el flagelo y constituyen las formas móviles o promastigotes que igualmente se reproducen por 
división binaria. Los promastigotes infectivos (forma metacíclica) migran a la parte anterior del 
insecto hasta que son inoculados a través de la probóscide a otro huésped vertebrado, y cuando 
es picado por uno de estos dípteros, comienza nuevamente el ciclo de vida [15]. 
  

2.3 Interacción entre células dendríticas y Leishmania 

La capacidad que tienen las células dendríticas para reconocer e internalizar parásitos de 
Leishmania en diferentes estadíos, depende de su origen, como es el caso de las células 
dendríticas de Langerhans que captan solamente amastigotes, o células dendríticas derivadas de 
precursores de sangre periférica o de médula ósea cultivadas in vitro en presencia de IL-4 y/o 
GM-CSF que internalizan tanto amastigotes como promastigotes [13]. Este parásito dependiendo 
de la especie puede evadir los mecanismos de defensa del sistema inmune, remodelando 
compartimentos y vías intracelulares, dañando el funcionamiento de macrófagos y células 
dendríticas -como eventos fundamentales- las cuales participan en la estimulación de células T y 
particularmente en el desarrollo de una eficiente respuesta Th1, que logra controlar la infección. 
Sin embargo, cuando las células dendríticas de individuos susceptibles son afectadas por el 
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parásito, se genera una inhibición de su capacidad migratoria, de su maduración, activación y 
alteración de los niveles de citoquinas que producen [5,18]. 
 
 
Con relación a lo anterior, se destacan estudios como el realizado por Chaussabel et al [19], en el 
cual evaluaron la respuesta de células dendríticas y macrófagos humanos, derivados de 
monocitos de sangre periférica, a la infección con diferentes patógenos, comparando perfiles de 
expresión de genes. Después de la infección con promastigotes de dos especies de Leishmania, 
las células dendríticas presentaron mayor alteración que los macrófagos, mostrando un 
incremento en la expresión de genes asociados con la inflamación y determinando que L. (L.) 
major  tiene mayor capacidad de inducir una respuesta inflamatoria respecto a L. (L.)  donovani. 
Sin embargo, estas especies indujeron, además de la expresión de moléculas de superficie (CD40, 
CD86, HLA-DR y DC-SIGN), la secreción de IL-10 e IL-12p70 con relación a células dendríticas no 
infectadas [20]. Igualmente, promastigotes de L. (L.) amazonensis disminuyeron la expresión de 
CD80, CD1a y favorecieron el incremento de CD86 en las células dendríticas, afectando la 
capacidad de presentación antigénica de las mismas, así como la maduración. También se notó 
una disminución en los niveles de citoquinas como IL-6, IL-10 y IL-12, indicando una respuesta Th1 
ineficiente, que permite la persistencia de la infección por este parásito [21]. 
 
 
En Colombia, se reporta el estudio realizado por Zuluaga et al [22], quienes evaluaron los cambios 
fenotípicos y funcionales inducidos por la infección con promastigotes de L.(V.) panamensis en 
células dendríticas humanas derivadas de monocitos de sangre periférica, cuyos resultados 
preliminares muestran una disminución en CD80, CD1a y el aumento de moléculas HLA, a partir 
de lo cual sugieren que durante la presentación de antígenos a través de estos receptores, existen 
diferentes mecanismos de regulación e interacción entre el parásito y la célula dendrítica y que el 
balance resultante de esta interacción, es el que probablemente define el curso de la infección 
hacia la curación o la enfermedad. También, gracias a la capacidad de presentación antigénica de 
las células dendríticas, Delgado et al [23] en el  2003, describieron in vitro nuevos epítopes de la 
proteína KMP-11 de L. (V.) panamensis, al pulsar dichas células humanas con péptidos sintéticos 
derivados de esta proteína, aproximación que puede resultar útil para el diseño de candidatos a 
vacunas contra esta patogénesis.  
 

2.4 Citoquinas y la infección con Leishmania 

Las citoquinas son moléculas pequeñas, proteicas o glucoprotéicas, que actúan estimulando el 
contacto intercelular, algunas el crecimiento y diferenciación de células del sistema inmune, otras 
inducen su parálisis o su muerte por apoptosis, varias colaboran en la quimiotaxis, activan la 
fagocitosis y facilitan la adherencia de células a la matriz extracelular, entre las funciones 
establecidas con mayor relevancia [14]. 
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2.4.1 Interleuquina 12 (IL-12) 

La IL-12 es un heterodímero compuesto por las subunidades p35 y p40, codificadas por diferentes 
genes cada una de las cuales debe ser expresada para generar la forma activa de la proteína que 
es IL-12p70. Es el principal factor estimulante de la producción de IFN-ү y desarrollo de los 
linfocitos Th1, es producida por macrófagos y células dendríticas. En la infección por Leishmania 
esta interleuquina al ser secretada por células dendríticas, favorece la diferenciación de células T 
a Th1, fenotipo que a su vez produce IFN-ү asociada con el control de la infección [24]. 
 
 
El efecto de la infección con Leishmania sobre la inducción de IL-12 por células dendríticas 
estimuladas con CD40L, puede variar según la especie del parásito, hecho evidente en humanos 
donde células dendríticas derivadas de monocitos infectadas con promastigotes de tres especies 
diferentes de Leishmania, permitió evidenciar que L. (L.) major responsable de leishmaniosis 
cutánea autolimitada, induce liberación de IL-12p70, a diferencia de L. (L.) tropica, la cual puede 
causar lesiones cutáneas persistentes y de especies viscerotrópicas como L. (L.) donovani [25].  
 
 
Al comparar el funcionamiento de células dendríticas derivadas de piel fetal, entre cepas de 
ratones susceptibles y resistentes a la infección con L. (L.) major, se determinó que la 
susceptibilidad genética a este parásito que resulta de un predominio de respuesta Th2 después 
de la infección, no parece reflejar alguna falla en las células dendríticas de la piel para internalizar 
o responder a los parásitos debido a que se obtuvieron niveles comparables de expresión de 
moléculas coestimulatorias y de la producción de citoquinas en especial las fracciones de IL-
12p40 y p70 en ambas cepas [26]. 
 
 
La no expresión de moléculas de superficie como fosfoglicanos en L. (L.) major generan mayor 
producción de IL12p40 en células dendríticas infectadas con estos mutantes respecto a parásitos 
silvestres, lo que indica la importancia de estas moléculas en la modulación de la respuesta en 
células dendríticas [27]. Adicionalmente, se ha comprobado que en el subgrupo mieloide de 
células dendríticas, la liberación de IL-12 y TLR9, son primordiales en la activación de células NK y 
el subsecuente control del parásito en la leishmaniosis visceral en estudios de ratones infectados 
con L. (L.) infantum [28]. 
 

2.4.2 Interleuquina 6 (IL-6) 

Es considerada una citoquina pleiotrópica, producida en respuesta a un amplio rango de 
estímulos inflamatorios, incluyendo infecciones intracelulares. Es considerada un factor pro 
inflamatorio que se expresa en infecciones cutáneas y viscerales causadas por especies de 
Leishmania sp. Su acción se ha ilustrado in vitro e in vivo indicando que puede promover ó 
suprimir la respuesta del huésped frente a Leishmania [29].  
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En el modelo murino, se ha establecido su papel en la supresión de una respuesta protectora. 
Con el empleo de cepas mutantes C57BL/6 deficientes en IL-6 (IL-6-/-) infectadas con 
promastigotes de L. (L.) major  [30], se evidenció una disminución del tamaño de la lesión y de la 
carga parasitaria en el nódulo linfático con relación a cepas silvestres, lo cual favoreció la 
resolución de la enfermedad. Resultados similares obtuvo posteriormente Murray en el 2008, al 
infectar mutantes C57BL/6 IL-6-/- con amastigotes de L. (L.) donovani en el hígado, mostrando un 
control potencial de la infección acompañado de niveles superiores de IFN-ү, comparados con la 
cepa silvestre en las primeras semanas post-infección. Lo anterior sugiere que la IL-6 puede ser 
un blanco de bloqueo terapéutico, para el control inmune de la parasitosis. 
 

2.4.3 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) 

Pertenece a una familia de citoquinas con más de 19 miembros que interactúan con más de 29 
receptores diferentes. Su principal productor son los macrófagos, seguido por linfocitos T, NK, 
mastocitos y células dendríticas. Su producción se incrementa notoriamente en la malaria y en la 
meningitis, así como en la fase inicial de la leishmaniosis [31]. 
 
 
La deficiencia de esta citoquina en ratones resistentes (C57BL/6), incrementa la susceptibilidad a 
la infección hepática por amastigotes de L. (L.) donovani, sugiriendo que TNF-α es requerido para 
el ensamble de granulomas y necesario para el control de la replicación del parásito [32]. Así 
mismo, infecciones a estos mutantes con otras especies como L. (L.) major, rápidamente 
generaron una leishmaniosis fatal a causa de la deficiencia en la respuesta Th1, evidenciado en la 
disminución de células dendríticas en el sitio de infección y niveles bajos de IFN-γ. Se pudo 
concluir que el TNF-α es esencial en el inicio de una respuesta inflamatoria en el sitio de la 
infección [31]. 
 
 
Adicionalmente, la producción de TNF-α por células dendríticas derivadas de médula de ratones e 
infectadas con L. (V.) braziliensis, se vio incrementada con relación a las células dendríticas no 
infectadas, lo cual puede contribuir al control local del parásito, como lo demostró Carvalho et al 
[33]. 
 

2.5 Medicamentos antileishmaniales y su efecto 
inmunomodulador  

El tratamiento de primera opción para todas las formas de leishmaniosis son los antimoniales 
pentavalentes [estibogluconato de sodio (Pentostam) y antimoniato de meglumina (Glucantime)] 
y como segunda opción están otros fármacos como el isetionato de pentamidina, la anfotericina 
B, paromomicina y la miltefosina (Figura 2-1). 

 
 

La pentaminida es una diamidina aromática, que ha sido usada clínicamente para tratar 
enfermedades como la tripanosomiasis, leishmaniosis y neumonía causada por P. carinii por más
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de 70 años [34]; este fármaco es considerado una alternativa en el tratamiento de la 
leishmaniosis para casos de resistencia (cada vez más frecuentes) a los antimoniales 
pentavalentes (SbV) y hasta el momento no se ha elucidado con claridad su mecanismo de acción 
[35, 36, 37]. 
 
 
Se postula que posiblemente el isetionato de pentamidina, ingresa a la célula parasítica por una 
vía mediada por transportadores que reconocen diamidinas con alta afinidad y, se acumula 
rápidamente en la mitocondria, donde se une al kinetoplasto como lo reportan Basselin et al [38] 
en el 2002 y más recientemente Wilson et al [34] en el 2008, lo cual puede generar la disminución 
o el colapso del potencial de la membrana mitocondrial [38]. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2-1: Medicamentos usados para el tratamiento de la leishmaniosis (modificado de Croft et al [39]) 

 
Estudios sobre el efecto que causan estos medicamentos leishmanicidas en células del sistema 
inmune son muy pocos, lo cual es relevante como criterio no sólo de eficacia (la reducción de la 
carga parasitaria por cuenta de los ingredientes farmacéuticos activos antileishmaniales, puede 
favorecer la función de células inmunitarias para depurar el parásito), sino de seguridad de la 
molécula.  A este nivel, El Fadili et al [40] en el 2008 evaluaron el efecto del estibogluconato de 
sodio sobre los macrófagos humanos comparando el perfil de expresión de genes de células 
infectadas y tratadas con el medicamento empleando un sistema de microarreglos. En ese trabajo 
se destaca, la alteración en genes implicados en la vía del IFN-y y la alta expresión de genes como 
HMOX-1 implicados en el mecanismo de acción de este pentavalente. También, se han evaluado 
transcritos de citoquinas en lesiones de pacientes después de ser tratados con antimoniales 
pentavalentes, destacándose un aumento en los niveles de TNF-α, IL-4, e IFN-y tanto en lesiones 
cutáneas como en mucosa, marcando la diferencia la IL-10 cuyos niveles de mRNA no se 
incrementaron en las lesiones mucosas de pacientes que respondieron al tratamiento [41].



Estado del Arte 10 

 

En cuanto al isetionato de pentamidina y su relación con el sistema inmune, específicamente a 
nivel de la producción de citoquinas, son pocos los estudios reportados. Uno de ellos realizado en 
macrófagos alveolares de pacientes con SIDA infectados con Pneumocystis carinii, en el cual se 
reportó que el medicamento reduce significativamente los niveles de TNF-α, en estos fagocitos, 
efecto descrito como irreversible [9].  Así mismo, en muestras de sangre total de humanos se 
estableció que citoquinas quimiotácticas como IL-8, GROα y MCP-1, y no quimiotácticas (como IL-
6) son inhibidas al ser tratadas con el isetionato de pentamidina, efecto además dosis-
dependiente [10]. Además, en un estudio ex vivo en dos cepas de ratón, se evaluó la mortalidad 
de subpoblaciones de esplenocitos mediante citometría de flujo al ser expuestas al medicamento 
donde Plazas et al [11] determinaron, que se induce una disminución diferencial en las 
subpoblaciones de células CD19+ y CD8+, más notoria en la cepa susceptible. 
 
 
También se ha evaluado el efecto inmunomodulador de diferentes formulaciones de anfotericina 
B sobre la expresión de citoquinas en monocitos humanos, entre las que se destaca el TNF-α cuya 
expresión se aumenta al tratar estas células con deoxicolato de anfotericina B y no se afecta o se 
disminuye cuando se realiza el tratamiento con anfotericina B de tipo lipídico [42].   
 
 
Además, recientemente se evaluó la eficacia de otra formulación antileishmanial, la 
hexadecilfosfocolina (miltefosina), sobre células dendríticas de murinos infectadas con L. (L.)  
major, observando que este medicamento no influye en la maduración de las células dendríticas, 
establecida mediante el seguimiento de las moléculas de MHC-II o por medio de la secreción de 
citoquinas. Muchos de estos resultados, sugieren que hexadecilfosfocolina, actúa independiente 
al sistema inmune y que su acción es directa sobre el parásito de Leishmania [43]. 
 
 
Adicionalmente, medicamentos usados para tratar otras enfermedades han sido evaluados en el 
contexto de la infección con este protozoo. Por ejemplo, células mononucleares de sangre 
periférica humanas infectadas con antígenos de L. (L.) donovani, generan una disminución en los 
niveles de mRNA de IL12p40, sin embargo después de aplicar el antiviral Rivabirina se restablecen 
considerablemente los niveles de esta proteína, destacándose su efecto inmunomodulador sobre 
estas células y su posible uso para el tratamiento de la leishmaniosis [44]. También se encuentra 
la pirazinamida, fármaco esencial contra la tuberculosis, evaluado en macrófagos y células 
dendríticas de origen diferente, infectadas con L. (L.) major, donde se observa un aumento en la 
producción de citoquinas y en la expresión de marcadores de superficie como CD80 y CD86 al ser 
tratadas con este fármaco, logrando potenciar la respuesta inmune efectiva contra el parásito 
[45]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

3. Materiales y Métodos 

3.1 Cultivo de parásitos 

Se emplearon promastigotes de L. (V.) guyanensis (MHOM/CO/84/CL-007) donados gentilmente 
por la Doctora Sara Robledo de la Universidad de Antioquia. Estos parásitos fueron cultivados en 
RPMI 1640 (Gibco  BRL-life  Technologies  Inc,  Grand Island,  NY) suplementado con 10% de suero 
fetal bovino (FBS, Microgen, Bogota, Colombia) y 2% L-glutamina (Gibco BRL, Life Technologies, 
Inc., Grand Island, NY, USA) en cajas de cultivo de 25-cm2 (Techno Plastic Products AG, 
Switzerland) a 26 °C.  
 
 
Es importante mencionar en este apartado que, inicialmente se planteó realizar el trabajo de 
investigación con promastigotes de L. (V.) panamensis, principal agente etiológico de la 
leishmaniosis cutánea en Colombia, pero se presentaron inconvenientes relacionados con la baja 
infectividad de las cepas con las cuales contábamos en el laboratorio, la cual fue evidenciada  con 
los porcentajes de infección (en CDMSP) inferiores al 50% que no se sostenían por más de 24 
horas en cultivo (anexo F). Por lo anterior, fue necesario buscar alternativas entre las cuales 
estuvo cambiar de cepa (se analizaron dos más de diferente procedencia) con resultados 
similares o por la que finalmente se optó, cambiar de especie y usar promastigotes de L. (V.) 
guyanensis.   
 

3.2 Isetionato de pentamidina  

Se empleó PENTACARINAT® (Sanofi-aventis S.A., Dagenham, Reino Unido) de 300mg, disuelto en 
solución salina estéril a una concentración de 2mg/mL para realizar los tratamientos. 
 
 

3.3 Diferenciación in vitro de células dendríticas a partir de 
monocitos de sangre periférica (CDMSP) 

3.3.1  Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (MSP) 

Se tomaron muestras de voluntarios sanos que fueron donadas de diferentes Bancos de Sangre 
(Clínica de Marly, Hemocentro Distrital, Cruz Roja Colombiana y Fundación Kalai) de Bogotá D.C. 
en donde el paquete globular de células blancas es normalmente desechado.   
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La obtención de células mononucleares se realizó con el uso de gradiente de densidad (Ficoll-
Hypaque, Sigma Aldrich St Louis. USA). La muestra de sangre se centrifugó a 3500 rpm durante 10 
minutos.  Se extrajo el buffy-coat y se diluyó 1:1 en solución salina estéril. Luego, esta dilución se 
colocó sobre el gradiente de Ficoll en una proporción 2:1 y se centrifugó a 3500rpm por 30 
minutos. Se extrajo la interfase que contenía las células mononucleares y se realizaron tres 
lavados con solución salina a 2000 rpm durante 10 minutos cada uno. El rendimiento y la 
viabilidad celular se determinaron empleando la tinción con azul de tripán (Lonza, Walkersville, 
M.D. USA) y conteo en cámara de Neubawer. 
 

3.3.2  Separación y diferenciación de monocitos a células dendríticas 

Las células mononucleares obtenidas a partir de la muestra de sangre se resuspendieron en 
medio RPMI 1640  (Gibco  BRL-life  Technologies  Inc,  Grand Island,  NY) en cajas de seis pozos o 
de petri estériles (BD Biosciences,  Falcon) y se incubaron durante dos horas a 37ºC en 5% de CO2 
y 90% de humedad, para permitir la adherencia de los monocitos al fondo de la caja. Después de 
este tiempo, se retiró el sobrenadante, que contiene la fracción celular no adherente. 
Posteriormente, para la diferenciación, a las células adherentes se les adicionó medio de cultivo 
RPMI 1640 suplementado con plasma autólogo al 5% y enriquecido con 1000 U/mL de GM-CSF y 
500 U/mL de IL-4, se incubaron por 48 horas a 37ºC en 5% de CO2 y 90% de humedad. Culminado 
este tiempo, se reemplazó el medio y se adicionaron nuevamente estas citoquinas, esto último se 
realizó una vez más, hasta completar 7 días de diferenciación. De esta manera y al séptimo día de 
incubación, las células ya se habían diferenciado a dendríticas inmaduras, las cuales fueron 
utilizadas para posteriores experimentos. La diferenciación de monocitos a células dendríticas 
inmaduras se verificó mediante tinción con anti CD14 (Pharmingen, San Diego, USA). La 
diferenciación a un fenotipo maduro, se determinó comparativamente con un control positivo 
[pulsando las células dendríticas inmaduras con lipopolisacárido (LPS)] y determinando en 
superficie, marcadores propios de la maduración. Para ello se utilizó  anti-CD209 y anti-HLA-DR 
(Pharmingen, San Diego, USA). La fluorescencia se analizó por citometría de flujo en el equipo 
FACSCanto II (BD Bioscience, USA). Además, el análisis por microscopía permitió evidenciar, 
cambios compatibles con la diferenciación de monocitos a células dendríticas. 
 

3.4 Ensayo de citotoxicidad del isetionato de pentamidina sobre 
las CDMSP 

Se sembraron 1x104 CDMSP/pozo en cajas de cultivo de 96 pozos fondo plano (Techno Plastic 
Products AG, Suiza), incubadas a 37°C en 5% de CO2 y 90% de humedad por 24 horas. Luego, se   
realizó el tratamiento con el isetionato de pentamidina evaluando ocho concentraciones 
diferentes del medicamento, conseguidas mediante diluciones seriadas a partir de 73,44 µM 
(25µg/mL) para así determinar la concentración a la cual el isetionato de pentamidina inhibe la 
viabilidad celular del 50% de las células dendríticas (CL50). Como controles se utilizaron pozos con
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células dendríticas sin tratamiento y pozos con sólo medio de cultivo completo y se incubaron por 
72 horas a 37°C en 5% de CO2 y 90% de humedad. Para evaluar la viabilidad de las CDMSP se 
empleó un método fluorométrico, en el cual la resazurina (color azul no fluorescente) es reducida 
a resorufina (color rosado fluorescente) por las células viables [46, 47]. Brevemente, se agregaron 
50uL de resazurina (Sigma Aldrich, USA) a cada pozo a una concentración de 44µM y después de 
incubarlas por 4 horas a 37°C, se determinaron las unidades de fluorescencia arbitrarias (UFA) 
mediante lectura en un espectrofluorómetro Tecan GENios Microplate Reader (Tecan, Austria), 
con filtro de excitación a 535 nm y de emisión a 595 nm, por medio del software Magellan4 
(Tecan, Austria). Se realizaron tres experimentos independientes cada uno por triplicado. Con las 
UFA se determinó el porcentaje de viabilidad de las células de acuerdo con la siguiente fórmula: 

 
 
 
 
Teniendo en cuenta el porcentaje de viabilidad celular, se realizó un análisis de regresión no 
linear para calcular gráficamente la CL50, mediante el uso del software estadístico GraphPad Prism 
versión 5.00 (GraphPad Software, USA). 
 

3.5 Ensayo de efectividad del isetionato de pentamidina sobre L. 
(V.) guyanensis 

Se realizaron ensayos de efectividad para evidenciar la eficacia del isetionato de pentamidina 
tanto en la forma libre del parásito o promastigote como en la forma intracelular o amastigote y 
determinar la concentración a la cual el isetionato de pentamidina inhibe el 50% tanto de 
promastigotes como de amastigotes intracelulares de L. (V.) guyanensis denominada 
concentración efectiva 50 (CE50). 
 

3.5.1 Actividad sobre promastigotes 

Para evaluar la sensibilidad de la forma libre de Leishmania al isetionato de pentamidina, en cajas 
de 96 pozos fondo plano (TPP Tissue Culture Labware, Switzerland), se sometieron promastigotes 
(en fase estacionaria) de L. (V.) guyanensis (2x105promastigotes/pozo) a diferentes 
concentraciones del fármaco, obtenidas mediante diluciones seriadas a partir de 17,63 µM (6 
µg/mL); el cultivo fue incubado a 26°C por 72 horas. Los controles utilizados fueron pozos con 
promastigotes sin tratamiento y pozos con sólo medio de cultivo RPMI 1640  (Gibco  BRL-life  
Technologies  Inc,  Grand Island,  NY). Para determinar la viabilidad de los promastigotes al igual 
que para el ensayo de citotoxicidad, se empleó el método fluorométrico con la única diferencia 
que los parásitos fueron incubados con la resazurina por 12 horas a 26°C. Se resalta que acorde 
con estandarizaciones previas realizadas en el Grupo de Investigación en Inmunotoxicología, se 
logró establecer que los promastigotes muestran un metabolismo mitocondrial aparentemente 
más lento que otras células eucariotas como los macrófagos, pudiendo definir las 12 horas, como
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el tiempo mínimo ideal para detectar diferencias entre parásitos viables de los que por esta 
técnica, pudieran asociarse con no viables.  Se realizaron dos experimentos independientes cada 
uno por triplicado. El procesamiento de datos fue el mismo descrito anteriormente (ver apartado 
3.4). 
 

3.5.2 Actividad sobre amastigotes intracelulares 

Para evaluar la sensibilidad de la forma intracelular de Leishmania al isetionato de pentamidina, 
se sembraron 1 x 104 CDMSP/pozo en cajas de 96 pozos (Techno Plastic Products AG, Suiza) en 
medio completo por 24 horas, tiempo después del cual se expusieron a promastigotes de L. (V.) 
guyanensis en una proporción de 150:1 (promastigotes: células dendríticas). 24 horas después de 
incubar a 37°C, estos co-cultivos se sometieron a diferentes concentraciones del isetionato de 
pentamidina partiendo de una máxima inferior a la CL50 obtenida con el ensayo de citotoxicidad. 
Como controles experimentales se usaron CDMSP en ausencia y en presencia del parásito, sin 
tratamiento. Para determinar la reducción parasitaria por acción de este medicamento, se 
empleó el procedimiento propuesto por Pérez-Cordero et al [48]. Brevemente, las células fueron 
teñidas con SYBR® Safe a una concentración de 10X e incubadas en la oscuridad por 15 minutos, 
terminado este tiempo se realizó el conteo celular en un microscopio invertido con sistema de 
fluorescencia (Carl Zeiss Axiovert 40 CFL, Alemania) (en este punto se aclara, que la CE50, se 
estableció mediante la reducción del porcentaje de células infectadas tratadas con respecto al 
control de infección). Con los porcentajes obtenidos se calculó gráficamente la CE50 mediante un 
análisis de regresión lineal con el software estadístico GraphPad Prism versión 5.00 (GraphPad 
Software, USA). 
 
 
Por último, se determinó el índice de selectividad (IS) usado para establecer el efecto 
leishmanicida [49] en este caso, del isetionato de pentamidina sobre L. (V.) guyanensis teniendo 
en cuenta la CL50 y las CE50, dado por la fórmula:  

 

3.6 Inmunomodulación  

Después de haber establecido las CL50 y CE50 (sobre amastigotes internalizados) para el isetionato 
de pentamidina, se procedió a realizar los experimentos para determinar la capacidad 
inmunomoduladora de este antileishmanial, tratando de evidenciar si existía o no una 
correlación, entre la reducción de la parasitosis y una posible actividad mediada por la activación 
de la maquinaria microbicida (inmune) de la célula dendrítica. 
 
 
Se cultivaron cerca de 1x105CDMSP/pozo en cajas de 6 pozos, incubadas a 36°C en 5% de CO2 y 
90% de humedad las cuales fueron infectadas con promastigotes de L. (V.) guyanensis, luego de
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24 horas se retiraron los parásitos no internalizados y las células infectadas se trataron con el 
isetionato de pentamidina (con la CE50 determinada en el ensayo de efectividad) por 24 horas e 
incubadas a 36°C. Luego de este periodo, los sobrenadantes fueron colectados (y criopreservados 
hasta su uso) para realizar la cuantificación de las proteínas solubles (IL-12, IL-6 y TNF-α) y se 
calculó el porcentaje de infección con SYBR® Safe. Finalmente, se realizó extracción de RNA total 
para los ensayos de expresión diferencial. Los controles experimentales fueron CDMSP en 
ausencia o presencia del isetionato de pentamidina, CDMSP infectadas, CDMSP tratadas con 
Lipopolisacárido (LPS) (1µg/mL) y/o isetionato de pentamidina (concentración inferior a la CL50 
obtenida con el ensayo de citotoxicidad). Se realizaron 10 experimentos independientes cada uno 
por duplicado. 
 

3.6.1 Producción de IL-12, IL-6 y TNF-α cuantificados por citometría de 
flujo 

Se cuantificó la producción de citoquinas liberadas en los sobrenadantes de cultivo 
descongelados, mediante el Kit BD ™ Cytometric Bead Array (CBA), los datos (intensidades media 
de fluorescencia) se adquirieron del citómetro de flujo  FACSCanto II (BD Bioscience, USA) y 
fueron expresados en pg/mL por medio del software FCAP Array™ v2.0 (Soft Flow Inc., USA). 
 

3.6.2 Cuantificación relativa de IL-12, IL-6 y TNF-α  por qRT-PCR  

Para establecer la expresión de los niveles de mRNAs de las citoquinas, el RNA total fue extraído 
usando TRIzol® Reagent (Life Technologies, USA) de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante. Luego, 4µL de RNA fue convertido a cDNA por transcripción reversa mediante el Kit 
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc.,USA) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. Se utilizaron primers específicos para IL-12 (IL12p35, IL12-p40), IL-6, TNF-α y HPRT-1 
(hipoxantina fosforribosiltransferasa 1, como control interno o gen de referencia) los cuales 
fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc. (USA) (ver Tabla 3-1). La reacción de 
qPCR fue realizada en placas de 96 pozos con 50ng de cDNA (para los tres genes de interés), el 
volumen final de la reacción fue de 10µL/pozo, usando el Kit KAPA SYBR ® FAST qPCR 
(KAPABIOSYSTEMS, Boston, USA) y siguiendo las recomendación del fabricante. Los parámetros 
para el ciclo de amplificación de la PCR fueron: denaturación a 94°C por 10 segundos, 
anillamiento a 60°C por 20 segundos y el tiempo de elongación fue de 20 segundos a 70°C, se 
emplearon 40 ciclos, esto se realizó en un equipo LightCycler® 480 (Roche Diagnostics Ltd., 
Alemania). La obtención de los valores CT (threshold cycle) por duplicado para cada tratamiento, 
fueron analizados en Microsoft Excel para realizar la cuantificación relativa usando el método 
comparativo CT  o 2 –ΔΔC

T donde ΔΔCT = [(CT gen de interés - CT control interno) muestraA – (CT gen 
de interés - CT control interno) muestraB] donde la muestra A corresponde a muestra tratada y 
muestra B corresponde a muestra sin tratamiento. De esta forma, los resultados se pueden 
interpretar como el cambio en la expresión de un gen, relacionado con un gen de referencia en la 
muestra tratada comparada con la muestra control o no tratada (en este caso las CDMSP solas 
corresponden al control) [50, 51]. Como control negativo se utilizaron pozos con agua para PCR-
grado molecular en lugar de cDNA y como control positivo, se empleó material genético derivado 
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de células dendríticas estimuladas con LPS (1µg/mL). Los tamaños de los productos de PCR para 
cada gen fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. (anexo G).  
 

3.6.3 Cuantificación de óxido nítrico 

Adicionalmente, teniendo en cuenta que el óxido nítrico es una molécula efectora importante en 
la eliminación de patógenos intracelulares incluidos parásitos de Leishmania en células infectadas 
[52], fue relevante determinar su producción en las CDMSP. Para tal fin, se empleó un método 
indirecto, a través de la medición de nitritos (NO2-) uno de los productos estables de esta 
molécula, lo cual se realizó a través del Sistema de Reactivos de Griess [53]. Este sistema se basa 
en el uso de sulfanilamida al 1% en 5% de ácido fosfórico y 0,1% de diclorhidrato de N-1-
naftiletilendiamina (NED) diluido en agua destilada. Brevemente, se tomaron 50 µL de los 
sobrenadantes que fueron utilizados para realizar la cuantificación de proteínas solubles (5 de las 
10 muestras), adicionando 50 µL de sulfanilamida y se incubó por 10 minutos a temperatura 
ambiente y protegidos de la luz. Pasado este tiempo, se agregaron 50 µL de la solución NED y 
llevando a incubar nuevamente por 10 minutos, posteriormente, se realizó la lectura en un 
espectrofotómetro Ultramark TM Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, USA) por  
absorbancia a 550 nm. Para determinar las concentraciones obtenidas de nitritos, se compararon 
los valores de absorbancia con una curva de calibración de seis concentraciones conocidas de 
nitrito de sodio, obtenidas de diluciones seriadas 1:3 a partir de 100 µM. Los valores calculados se 
graficaron bajo un modelo de regresión lineal por medio del software GraphPad Prism versión 
5.00 (GraphPad Software, USA) [54,55]. 
  

3.7 Análisis estadístico 

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron a través de la prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis con el software estadístico GraphPad Prism versión 5.00 (GraphPad Software, USA). Para 
establecer correlaciones se utilizó el índice de Spearman. Los valores estadísticamente 
significativos fueron aquellos con valor p < 0.05.   
 
 Tabla 3-1: Primers específicos para cDNAs de citoquinas. 

 
CITOQUINA Secuencia (5´- 3´) Referencia Tamaño producto(pb) 

IL-12p35           sentido: GCCTTCACCACTCCCAAAAC 
anti sentido: TACTAAGGCACAGGGCCATC 

[56] 267 

IL-12p40         sentido: CCAAGAACTTGCAGCTGAAG 
     anti sentido: TGGGTCTATTCCGTTGTGT 

 [57] modificado 355 

IL-6         sentido: GAACCTTCCAAAGATGGCTG 
 anti sentido: CAGGGGTGGTTATTGCATCT 

[56] 233 

TNF-α            sentido: CTTCTGCCTGCTGCACTTTG 
  anti sentido: CCTCAGCTTGAGGGTTTGCT 

[58] 158 

HPRT-1          sentido: GACCCCACGAAGTGTTGGAT 
anti sentido: GGCGATGTCAATAGGACTCCA 

[58] 209 



 

4. Resultados y Discusión 

4.1 Morfología característica de las células dendríticas derivadas 
de monocitos de sangre periférica (CDMSP) 

El protocolo para la obtención de células dendríticas a partir de monocitos de sangre periférica 
está suficientemente estandarizado en nuestro grupo de investigación, por lo que no 
consideramos comprobar cada vez el proceso de diferenciación celular. Sin embargo, se pudo 
comprobar por citometría de flujo que marcadores prototípicos de diferenciación como el CD14 y 
el HLA-DR (haplotipo de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad humano), fueron 
bajoregulado y sobreexpresado, respectivamente, lo que corresponde a un proceso de 
diferenciación adecuado (Datos no mostrados). Además, morfológicamente encontramos 
características propias para monocitos al día uno (Figura 4-1 A) de cultivo, mientras que entre el 
día 7-8 (Figura 4-1 B) después de someterlos al proceso de diferenciación con citoquinas 
recombinantes, se observaron características morfológicas compatibles con células dendríticas 
(como aumento de tamaño y prolongaciones propias de este tipo celular).   Se resalta además 
que, como resultado adicional de esta tesis, se encuentra el trabajo de grado titulado “Secreción 
de exosomas de células dendríticas monocíticas infectadas in vitro por parásitos de Leishmania 
guyanensis” realizado por Lesly Carolina Peñaloza para optar al título de Biólogo de la Universidad 
Nacional. En ese trabajo de grado, se lograron determinar otras características propias de este 
linaje celular, cuando se infectan experimentalmente con parásitos de Leishmania. 
 
 

 

  
 

 

 

Figura 4-1: Cambios morfológicos en el proceso de diferenciación celular de monocitos a células dendríticas. A. 

Monocitos, B. Células dendríticas. (Objetivo 40X).

A 

 

 

 

B 
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4.2 Actividad citotóxica del isetionato de pentamidina sobre 
células dendríticas 

Al evaluar la citotoxicidad del isetionato de pentamidina sobre las CDMSP, la CL50 fue de 6.96 ± 
1.05 µM (2.37µg/mL), observándose una alta sensibilidad a este fármaco (Figura 4-2). Los valores 
correspondientes a cada experimento se encuentran en el anexo H. Estudios en macrófagos de 
líneas celulares J774 (origen murino) y U937 (origen humano) como también, de cultivos 
primarios (macrófagos derivados de monocitos de sangre periférica) presentaron valores de CL50 
para el isetionato de pentamidina de 451.2 µM [49], 21.44 µM [59]; y de 650.96 µM [49], y de 
13.7 µM [58] respectivamente; lo que sugiere que los niveles de toxicidad del isetionato de 
pentamidina sobre poblaciones celulares tipo macrófago, dependen del linaje celular y su origen, 
siendo más sensibles las CDMSP al tratamiento respecto a los macrófagos murinos. Igualmente, 
las CDMSP fueron 100 veces más susceptibles al isetionato de pentamidina que los macrófagos de 
la línea celular U937, a pesar que ambos son de origen humano, lo que podría indicar que los 
resultados de líneas celulares no siempre se pueden extrapolar a lo que sucede con células 
primarias de origen humano. Y con respecto a los macrófagos de cultivos primarios igualmente se 
observa que las CDMSP son más sensibles al isetionato de pentamidina, pero en menor grado, 
cuando se comparan con los macrófagos de cultivos contínuos (líneas celulares).  
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Figura 4-2: Actividad citotóxica del isetionato de pentamidina sobre las CDMSP. Se representa la curva dosis-

respuesta de un experimento representativo realizado por triplicado.   

4.3 Efectividad del isetionato de pentamidina sobre L. (V) 
guyanensis 

En este trabajo reportamos para el isetionato de pentamidina una CE50 de 0.15 ± 0.01 µM (0.05 
µg/mL) (Figura 4-3) sobre la forma extracelular o promastigote y una CE50 de 0.38 ± 0.08 µM (0.13 
µg/mL) (Figura 4-4) para la forma intracelular o amastigote de L. (V.) guyanensis, cabe destacar 
que la infección con esta especie perduró por más de 24 horas (Figura 4-5). Al comparar estos 
resultados podemos ver que los promastigotes son más sensibles al medicamento, resultado 
esperado, ya que el isetionato de pentamidina no requiere ser metabolizada y actúa 
directamente sobre el DNA (ácido desoxirribonucleico) de Leishmania spp. [34] a diferencia de los
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antimoniales pentavalentes, profármacos reducidos a la forma trivalente (molécula 
biológicamente activa) dentro del hospedero [17], razón por la cual el isetionato de pentamidina 
es el antileishmanial más reportado en la literatura como control para este tipo de ensayos in 
vitro [60, 61]. Esto mismo se evidenció para L. (L.) chagasi donde el isetionato de pentamidina 
tuvo CE50 de 0.49 y 64.83 µM sobre promastigotes y amastigotes, respectivamente [62]. También, 
se observa que este fármaco es selectivo sobre ambas formas de L. (V.) guyanensis, acorde con 
los índices de selectividad obtenidos superiores a 2 (46 y 18 respectivamente).  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-3: Efectividad del isetionato de pentamidina sobre promastigotes de L. (V.) guyanensis.  Se presenta la curva 

dosis-respuesta de un experimento representativo realizado por triplicado. 

 
 
Por otra parte, siendo la forma amastigote intracelular la que permite simular de mejor manera la 
acción de cualquier antileishmanial, para otras especies como L. (L.) amazonensis y L. (V.) 
panamensis también causantes de la forma cutánea de la enfermedad y L. (L.) donovani de la 
forma visceral, se han reportado CE50 para el isetionato de pentamidina, de 6 µM [63] y 1.73 µM 
[49] y de 35 µM [64, 65, 66], respectivamente. Se destaca una mayor sensibilidad al medicamento 
por parte de especies del nuevo mundo (L. (V) guyanensis, L. (V) panamensis, L. (L)  amazonensis) 
respecto a las del viejo mundo (L. (L.) donovani), con una mayor eficacia sobre la cepa de L. (V.) 
guyanensis utilizada, lo cual se relaciona con resultados de estudios clínicos, donde el isetionato 
de pentamidina resulta efectiva en pacientes infectados por esta especie parasitaria [67]. Los 
resultados parciales para determinar las CE50 se encuentran en el anexo H. 
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Figura 4-4: Efectividad del isetionato de pentamidina sobre amastigotes intracelulares de L. (V.) guyanensis. Se 

representa la curva concentración-respuesta de un experimento representativo realizado por triplicado. 
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Figura 4-5: CDMSP infectadas con promastigotes de L. (V.) guyanensis, observado mediante SYBR® Safe (objetivo 

40X). La flecha indica  amastigotes intracelulares.  
 

4.4 Inmunomodulación 

4.4.1 Producción de IL-12, IL-6 y TNF-α cuantificados por citometría de 
flujo 

En los sobrenadantes de cultivo se lograron detectar IL-6 y TNF-α resultados reportados en las 
Tablas 4-1 y 4-2 respectivamente, no se detectó IL-12 para ninguna de las muestras analizadas. 
 
Tabla 4-1: Resultados  de cuantificación de IL-6.  

IL-6 (ρg/mL) 

M TRATAMIENTOS 

1 2 3 4 5 6 

85 1937.58 ± 110.13 1353.21 ± 117.83 1794.78 ± 1183.27 2945.24 ± 229.19 4896.11 ± 358.62 4188.39 ± 852.34 

88 20.49 ± 1.07 1.45 ± 2.04 6.22 ± 8.79 55.99 ± 55.73 3422.46 ± 260.12 2538.10 ± 2616.88 

89 3.48 ± 4.91 5.62 ± 4.04 33.28 ± 32.65 12.63 ± 17.85 1163.12 ± 764.28 4810.85 ± 579.66 

92 9.14 ± 2.01 7.32 ± 2.02 30.86 ± 19.64 5.76 ± 8.14 2874.08 ± 1054.92 327.63 ± 101.04 

93 2.75 ± 3.89 0 1.49 ± 2.10 0 645.83 ± 285.47 19.61 ± 13.46 

97 6.87 ± 1.50 7.32 ± 10.35 0 0 404.77 ± 77.16 333.85 ± 256.94 

99 14.63 ± 8.46 0 0 31.25 ± 20.87 6477.73 ± 524.89 3712.39 ± 35.32 

01 0.65 ± 0.91 0 0 1.11 ± 1.57 1391.37 ± 1460.37 1833.39 ± 703.28 

03 2.12 ± 3 2.42 ± 3.42 0 13.20 ± 18.67 2017.61 ± 1745.77 78.62 ± 19.25 

07 349.50 ± 483.10 3.00 ± 2.72 7.99 ± 11.29 2.82 ± 3.99 4459.87 ± 731.29 2961.63 ± 205.11 

Se presenta el promedio ± la desviación estándar para cada muestra realizada por duplicado. Tratamientos: 1. CDMSP, 
2. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de  
pentamidina, 4. CDMSP tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con 
LPS y el isetionato de pentamidina. 
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Es importante aclarar que para el análisis de los datos no se incluyó la muestra 85 ya que los 
resultados no tuvieron un comportamiento similar a las demás muestras, lo que generaba 
conclusiones erróneas no representativas de la unidad muestral (ver Tablas 4-1 y 4-2).  
 
 
En relación con la producción de IL-6 por parte de las CDMSP no se pudo determinar con claridad 
si  L. (V.) guyanensis o el isetionato de pentamidina o ambos en conjunto generaban algún cambio 
en la producción de esta citoquina con respecto al control, debido a la alta variabilidad en los 
datos. Sin embargo, el antileishmanial podría estar restableciendo los niveles basales de IL-6 en 
las CDMSP despúes de la infección con L. (V.) guyanensis (tratamiento N°3) e inhibiendo su 
producción en aquellas no expuestas al parásito (tratamiento N°4). Además, se observó que el 
LPS estimuló la producción de esta citoquina y que en algunos individuos alcanzó hasta 6000 
ρg/mL (Tabla 4-1). Por último, en el tratamiento de las células identificadas con el N° 6, al parecer 
el isetionato de pentamidina no inhibe la actividad moduladora reconocida del LPS en las células 
dendríticas como se puede observar en la figura 4-6. Sin embargo, solamente se observaron 
diferencias estadísticamente significativas (P<0.05) entre las CDMSP tratadas con LPS (tanto en 
presencia como en ausencia del isetionato de pentamidina), respecto a los demás tratamientos 
(Figura 4-6) evidenciándose el poder estimulador de esta molécula, sobre células dendríticas, 
evento ampliamente descrito en la literatura [68,69]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-6: Producción de IL-6 y TNF-α por las CDMSP ante diferentes tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP infectadas 

con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de  pentamidina, 4. CDMSP 
tratadas con isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de 
pentamidina. Se presenta el promedio y la desviación estándar de nueve muestras realizadas por duplicado. * (P < 0.05) 
indica la diferencia estadísticamente significativa entre las CDMSP tratadas con LPS y los demás tratamientos. 
 
 
La tendencia a que las CDMSP produzcan IL-6 y no IL-12 en este estudio, pulsadas o no con 
lipopolisacárido, es un evento ya descrito en estudios in vivo de inmunoterapia con células 
dendríticas, en los cuales la producción de IL-6 y no de IL-12 por parte de éstas, regula la eficacia 
de la terapia, controlando la población celular de linfocitos T CD4+IL-10+ que se han visto 
implicados en progresión de la enfermedad [70]. Adicionalmente, se ha visto que ratones 
resistentes a la infección por parásitos de L. (L.) major  tienen una producción temprana de varias 
citoquinas entre ellas la IL-6 en la epidermis la cual resultó ser importante para generar una 
respuesta protectora mediada por linfocitos T [71]. Sin embargo, los alcances de este estudio no
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nos permiten determinar la influencia positiva de esta citoquina en las células dendríticas y por 
supuesto en la infección por Leishmania, dada la variabilidad derivada quizá, de cada individuo 
incorporado en el estudio.    
 
 
Para el caso de TNF-α, en los sobrenadantes de las CDMSP solas, infectadas y/o expuestas al 
isetionato de pentamidina no se observó producción de esta citoquina (ver Tabla 4-2), lo cual 
coincide con lo reportado por Quay et al [72] para macrófagos alveolares tratados con este 
ingrediente farmacéuticamente activo.  El LPS fue el único estimulo que indujo la producción de 
TNF-α en las CDMSP alcanzando niveles hasta de 3000 ρg/mL tanto en presencia como en 
ausencia del isetionato de pentamidina, observándose una diferencia estadísticamente 
significativa (P<0.05) entre las CDMSP que fueron estimuladas con lipopolisacárido y los demás 
tratamientos (Figura 4-6). Al igual que lo observado para la IL-6, cuando CDMSP son maduradas 
con LPS y tratadas con isetionato de pentamidina, se detectan cantidades TNF-α similares a las 
secretadas por células que solamente fueron expuestas al LPS. 
 
 
En conjunto, podemos afirmar que el isetionato de petamidina no inhibe la producción de IL-6 ni 
de TNF-α previa estimulación con lipopolisacárido, lo cual puede ser dependiente del tipo celular, 
ya que en macrófagos alveolares humanos [72] y de ratas [9], estimulados con LPS y luego de ser 
tratados con este ingrediente farmaceútico activo se reporta que éste ejerce un efecto inhibitorio 
en la producción de estas citoquinas.   
 
Tabla 4-2: Resultados de cuantificación de TNF-α.  

TNF-α (pg/mL) 

M TRATAMIENTOS 

1 2 3 4 5 6 

85 333.39 ± 65.73 175.31 ± 1.61 238.82 ± 190.64 462.69 ± 131.51 2831.50 ± 196.70 3333.87 ± 141.44 

88 0 0 0 0 670.43 ± 135.19 1213.44 ± 1643.87 

89 0 0 0 0 556.48 ± 536.01 4573.24 ± 1793.37 

92 0 0 0 0 96.37 ± 45.96 13.65 ± 14.32 

93 0 0 0 0 13.29 ± 16.18 1.76 ± 2.48 

97 0 0 0 0 268.01 ± 51.31 46.06 ± 34.22 

99 0 0 0 0 3308.01 ± 523.21 3701.21 ± 317.22 

101 0 0 0 0 606.54 ± 763.36 2039.85 ± 684.53 

103 0 0 0 0 800.31 ± 367.61 254.20 ± 16.22 

107 72.88 ± 103.07 0 0 0 1040.53 ± 459.78 520.39 ± 35.62 

Se presenta el promedio ± la desviación estándar para cada muestra realizada por duplicado. Tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP 
infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de pentamidina, 4. CDMSP 
tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de  pentamidina 
 
 
El hecho que las CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis generen cierta cantidad de IL-6 y no de 
TNF-α se puede relacionar con lo encontrado por Latifynia et al [73] en suero de pacientes con 
leishmaniosis cutánea que no respondieron al tratamiento aunque, pudiendo asociarse esta 
producción, quizá como un factor que denote susceptibilidad de los voluntarios a este parásito. Es



Resultados y Discusión 23 

 

bueno aclarar en este punto que, de las 108 muestras procesadas en este proyecto, 52 fueron 
empleadas en los experimentos de infección, de las cuales solo el 23% permitieron infecciones 
(≥50%) sostenidas en el tiempo con Leishmanias del complejo Viannia y también con L. (L.) major 
y  L. (L.) mexicana (ver anexo I) lo cual se puede probablemente extrapolar a lo ocurrido in vivo 
durante una infección natural, donde la mayoría de los pacientes infectados controlan la 
parasitosis y no desarrollan la enfermedad [74]. En efecto, se ha visto que las células dendríticas 
derivadas de monocitos son las principales productoras de sintasa de óxido nítrico inducible 
(iNOS), enzima implicada en la producción de óxido nítrico, durante la infección con L. (L.) major, 
lo cual hace de este tipo celular, esencial para reducir la carga parasítica en el organismo 
resistente natural a la enfermedad, como lo reporta Petritus et al [52] para el 2012. Considerando 
lo anterior, fue necesario evaluar la producción de óxido nítrico en las CDMSP expuestas a los 
diferentes tratamientos (ver Tabla 4-3). 
 
Tabla 4-3: Resultados de cuantificación de óxido nítrico. 

Se presenta el promedio ± la desviación estándar para cada muestra realizada por duplicado. Tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP 
infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de pentamidina, 4. CDMSP 
tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de  pentamidina. 

 
 
Se pudo establecer que no hubo diferencias estadísticamente significativas en la producción de 
óxido nítrico (NO) por parte de CDMSP expuestas a los diferentes tratamientos con respecto al 
control  (tratamiento 1). Sin embargo y a pesar de la variabilidad en los datos, la exposición al 
isetionato de pentamidina tiende a aumentar los niveles de esta molécula microbicida en los 
tratamientos 3 y 6, los cuales en nuestro estudio estuvieron por encima de la concentración a la 
cual se ha reportado que ejerce un efecto parasitocida (mayor a 15µM de nitritos) [75] (Figura 4-
7). Lo anterior, favorecería la depuración del parásito internalizado por parte de las CDMSP 
infectadas con L. (V.) guyanensis. Así mismo, para el caso de las CDMSP expuestas a este 
ingrediente farmacéutico activo o al LPS hubo cierta tendencia a que estos tratamientos elevaran 
los niveles basales de óxido nítrico, pero que no tienen relevancia en el contexto de la infección 
con Leishmania.  Además, cabe destacar que a diferencia de IL-6 y TNF-α, el LPS no fue un 
potente estimulador de esta molécula efectora, sin embargo no es de sorprender, dado que el 
LPS es un mediador de maduración, más no de activación directa de la capacidad microbicida de 
fagocitos, situación en la cual el NO es un mediador crítico. 

 
 
 
 
 
 

ÓXIDO NÍTRICO (µM) 

M TRATAMIENTOS 

  1 2 3 4 5 6 

88 12,98 ± 4,80 6,43 ± 9,14 13,06 ± 3,98 19,60 ± 6,68 16,45 ± 0,12 21,67 ± 2,58 

89 11,73 ± 2,81 10,66 ± 5,74 60,10 ± 74,96 7,18 ± 0,35 7,34 ± 2,23 8,42 ± 1,17 

93 11,24 ± 1,64 7,43 ± 0,70 8,75 9,99 ± 0,59 10,33 ± 1,76 71,69 ± 0,47 

101 5,03 ± 1,29 14,14 ± 12,06 13,14 ± 2,46 16,12 ± 13,94 18,36 ± 18,97 6,02 ± 0,59 

103 11,32 ± 8,08 31,44 ± 38,65 4,69 ± 0,59 15,87 ± 13,12 14,14 ± 14,87 7,01 ± 2,69 
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Figura 4-7: Producción de óxido nítrico (medido indirectamente por la cantidad de nitritos) por las CDMSP ante 

diferentes tratamientos: 1. CDMSP, 2. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) 
guyanensis y expuestas al isetionato de  pentamidina, 4. CDMSP tratadas con isetionato de pentamidina, 5. CDMSP 
tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de pentamidina. Se presenta el promedio y la desviación 
estándar de las muestras realizadas por duplicado. 
 
 

La no detección de IL-12 en ninguno de los tratamientos sugiere, una baja estimulación para 
lograr una respuesta protectora ante la infección con L. (V.) guyanensis. Es relevante mencionar 
que la producción de IL-12 por las células dendríticas, se ha visto como dependiente de la especie 
de parásito infectivo, así como de los estímulos externos (LPS/TNF-α, CD40Ligando, LPS/IFN-y) 
[76]. Por ejemplo, DCs derivadas de monocitos de donadores sanos infectadas con L. (L.) major y 
estimuladas con CD40 ligando produjeron IL12p70, al contrario de lo sucedido con células 
dendríticas que fueron infectadas con otras especies [L. (L.) tropica y L. (L.) donovani] y cuando 
fueron expuestas a otros estímulos (LPS/IFN-y) tanto infectadas como no infectadas produjeron 
esta citoquina, sin presentar diferencias entre estas tres especies de Leishmania [25]. En otro 
estudio, en 2008 Revest et al [20] infectaron células dendríticas con L. (L.) donovani o L. (L.) major 
y las estimularon con LPS/TNF-α, y observaron que ambas especies de parásito indujeron la 
disminución de la secreción de IL12p70 con respecto a las células no infectadas.  
 

4.4.2 Expresión de los mRNAs de IL-12, IL-6 y TNF-α  por qRT-PCR 

Se logró detectar la expresión de mRNAs de IL-6 y TNF-α en las CDMSP expuestas a los diferentes 
tratamientos (Tabla 4-4). 
   
 
Para IL-6, a pesar que los datos fueron muy variables (ver figura 4-8), se puede decir que los 
diferentes tratamientos generaron aumento en la expresión de esta citoquina, lo cual de algún 
modo puede relacionarse con que esta proteína se haya encontrado en los sobrenadantes de 
cultivo. Para el caso de la población de CDMSP que fue expuesta a parásitos de L. (V.) guyanensis 
ese aumento en la expresión de la IL-6 coincide con lo reportado por Chaussabel et al [19] [pero 
en CDMSP expuestas a L. (L.) major y (L. (L.) donovani)], en un estudio empleando microarreglos.   
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Con relación a los cambios en la expresión de TNF-α en las CDMSP, no hubo diferencias 
estadísticamente significativas entre los tratamientos  (Figura 4-8). Sin embargo, se observo cierta 
tendencia a que el parásito de L. (V.) guyanensis reduce los niveles de mRNA (una vez) de esta 
citoquina, a diferencia de cuando células dendríticas son expuestas a otras especies de 
Leishmania (L. (L.) major y L. (L.) donovani) [19]. Además de lo anterior, cuando las CDMSP se 
expusieron al isetionato de pentamidina, no se evidenciaron cambios en la expresión del TNF-α, 
sugiriendo que tanto a nivel transcripcional como traduccional este ingrediente farmacéutico 
activo, no induce un efecto sobre las CDMSP, lo cual es similar a lo que se reporta para 
macrófagos alveolares también expuestos a este medicamento [9]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-8: Cambio en los niveles de expresión de mRNAs de IL-6 y TNF-α. Tratamiento: 1. CDMSP (control), 2. 

CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al isetionato de 
pentamidina, 4. CDMSP tratadas con el isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con 
LPS e isetionato de pentamidina. Los resultados se interpretan como cambio en la expresión del gen en estudio 
después de ser normalizados con el gen HPRT-1 y el grupo control, con el método 2

-ΔΔCT
. Una línea horizontal 

representa el promedio. Cada figura representa una muestra. 

 
 
La no detección de transcritos para ninguna de las subunidades que conforman la IL-12, se 
correlaciona con la no detección de ésta citoquina en el medio de cultivo. Sin embargo, como se 
mencionó en el apartado 4.4.1, dependiendo del estímulo se producen tanto transcritos como 
proteína. Adicionalmente, se ha observado que la IL-12 disminuye su expresión drásticamente 
después de 24 horas que las células productoras, han estado en presencia del  estímulo 
(principalmente para la subunidad IL-12 p40 [77, 78]). A fin de establecer la causa por la cual no 
se detectaron transcritos para IL-12, se verificó nuevamente el diseño de los primers (IL12p35, 
IL12p40). Para ello, se realizó una qRT-PCR con RNA derivado de un tipo celular fagocítico 
diferente a células dendríticas [macrófagos derivados de la línea celular humana monocítica THP-
1 estimulados con lipopolisacárido (1µg/mL)] con la cual se demostró a través de una corrida 
electroforética que, los primers diseñados para este estudio amplifican el cDNA correspondiente 
a las dos subunidades de la IL-12 (ver anexo J). Teniendo en cuenta esto, es necesario realizar  
experimentos que permitan determinar si la expresión de los genes para la IL-12 se asocia con 
una cinética dependiente del tiempo, soportado en la observación donde la expresión de esta 
citoquina disminuye con el tiempo en las células dendríticas, lo que permitiría atribuir la no

IL-6

1 2 3 4 5 6

1

21

41

100

600

1100

1600

2100

2600

TRATAMIENTO

2
- 


CT



Resultados y Discusión 26  

 

detección de transcritos de IL-12 en las CDMSP a las condiciones experimentales (en razón del 
tiempo) utilizadas en el presente estudio.      
 
 
Finalmente, no se evidenció una relación representativa y significativa, entre la producción de 
citoquinas y los niveles de expresión de las mismas ante los diferentes tratamientos por parte de 
las células dendríticas derivadas de monocitos de sangre periférica.  Tales comparaciones en 
nuestro estudio, solamente se lograron establecer para tres individuos, lo cual es insuficiente 
para utilizar el coeficiente de correlación de Spearman, análisis estadístico que aplica para la 
distribución que presentaron nuestros datos (según software estadístico GraphPad Prism versión 
5.00). 
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Tabla 4-4: Compilado de los resultados obtenidos, distribuidos por muestra 
 

 

 

  

 

M 
 

SEXO 

N° MONONUCLE
ARES/ mL 

%CDMSP 
obtenidas 

% 
INF

a
 

% INF + 
P. 

b
  

T
c
 Producción de proteína (ρg/mL) Cambio en la expresión génica 2

 -ΔΔCT
 

(rango) 

IL-6 TNF-α IL-
12 

IL-6 TNF-α IL-12 

 
85 

 
 
 
 

 
F 
 
 
 
 

 
22x106 

 
 
 

 
 

1 
 
 
 

 
 

27 
 
 
 

 
 

14(48) 
 
 
 

1 1937.58 ± 110.13 333.39 ± 65.73 0 1,0 (0,8-1,3) 1 (0,7-1,5) nd 

2 1353.21 ± 117.83 175.31 ± 1.61 0 1,0 (0,2-4,5) 0,8 (0,2-3,5) nd 

3 1794.78 ± 1183.27 238.82 ± 190.64 0 1,6 (1,4-1,8) 0,02 nd 

4 2945.24 ± 229.19 462.69 ± 131.51 0 5,9 (4,1-8,3) 1(0,5-1,9) nd 

5 4896.11 ± 358.62 2831.50 ± 196.70 0 6,1 (5,5-6,8) 0,9(0,8-1,0) nd 

6 4188.39 ± 852.34 3333.87 ± 141.44 0 nd 2,0(1,3-3,2) nd 

88 
 
 
 
 
 

F 
 
 
 
 
 

 
24,7x106 

 
 
 

 
 

1,2 
 
 
 

 
 

21 
 
 
 

 
 

23(0) 
 
 
 

1 20.49 ± 1.07 0 0 1,0 (0,1-11,7) 1,0(0,6-1,7) nd 

2 1.45 ± 2.04 0 0 10,3 (9,1-11,6) 0,1 nd 

3 6.22 ± 8.79 0 0 nd nd nd 

4 55.99 ± 55.73 0 0 54 (18,5-158) 0,7(0,2-2,0) nd 

5 3422.46 ± 260.12 670.43 ± 135.19 0 1520,2 (457,2-5054,4) nd nd 

6 2538.10 ± 2616.88 1213.44 ± 1643.87 0 10,6(0,7-166,9) 0,8(0,0-23,5) nd 

89 
 
 
 
 
 

 
 

F 
 
 

 
24,5x106 

 
 

 
 

1,1 
 
 

 
 
 

26 
 
 

 
 
 

14(46) 
 
 

1 3.48 ± 4.91 0 0 nd nd nd 

2 5.62 ± 4.04 0 0 nd nd nd 

3 33.28 ± 32.65 0 0 nd nd nd 

4 12.63 ± 17.85 0 0 nd nd nd 

5 1163.12 ± 764.28 556.48 ± 536.01 0 nd nd nd 

6 4810.85 ± 579.66 4573.24 ± 1793.37 0 nd nd nd 

a. Porcentaje de CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis. b. Porcentaje de infección de CDMSP después del tratamiento con  isetionato de pentamidina (% de reducción de 

la infección con respecto al control). c.Tratamiento: 1. CDMSP (control), 2. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis, 3. CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis y expuestas al 

isetionato de pentamidina, 4. CDMSP tratadas con isetionato de pentamidina, 5. CDMSP tratadas con LPS, 6. CDMSP tratadas con LPS e isetionato de pentamidina. nd. no 

detectado. 
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Tabla 4-4:      (continuación) 

92 
 
 
 
 
 

F 
 
 
 
 
 

 
 

22,2x106 
 
 

 
 

0,4 
 
 

 
 
 

24 
 
 

 
 
 

29(0) 
 
 

1 9.14 ± 2.01 0 0 1,0(0,5-2,1) nd nd 

2 7.32 ± 2.02 0 0 nd nd nd 

3 30.86 ± 19.64 0 0 nd nd nd 

4 5.76 ± 8.14 0 0 nd nd nd 

5 2874.08 ± 
1054.92 

96.37 ± 45.96 0 0,05(0,01-0,52) nd nd 

6 327.63 ± 101.04 13.65 ± 14.32 0 nd nd nd 

93 
 

  
  

  

M 
 

  
  

  

 
10,5x106 

  
  

  

 
 

0,8 
  
  

  

 
 

43 
  
  

  

 
 

32(26) 
  
  

  

1 2.75 ± 3.89 0 0 nd 1(0,9-1,1) nd 

2 0 0 0 nd nd nd 

3 1.49 ± 2.10 0 0 nd nd nd 

4 0 0 0 nd nd Nd 

5 645.83 ± 285.47 13.29 ± 16.18 0 nd nd Nd 

6 19.61 ± 13.46 1.76 ± 2.48 0 nd nd Nd 

97 
 
 
 
 
 

 
M 
 
 
 
 

 
10,2x106 

 
 
 

 
 

0,3 
 
 
 

 
 

30 
 
 
 

 
 

21(30) 
 
 
 

1 6.87 ± 1.50 0 0 1,0(0,8-1,3) 1,0(0,8-1,3) nd 

2 7.32 ± 10.35 0 0 nd nd nd 

3 0 0 0 nd nd nd 

4 0 0 0 13,8(10,4-18,3) nd nd 

5 404.77 ± 77.16 268.01 ± 51.31 0 nd nd nd 

6 333.85 ± 256.94 46.06 ± 34.22 0 nd nd nd 

99 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
10,7x106 

 
 
 

 
 

3,1 
 
 
 

 
 

97 
 
 
 

 
 

91(6) 
 
 
 

1 14.63 ± 8.46 0 0 1,0(0,3-3,9) 1,0(0,8-1,2) nd 

2 0 0 0 0,3 (0-4,3) 1,9(1,3-2,7) nd 

3 0 0 0 22,2(17,6-28,0) 9,9(7,4-13,2) nd 

4 31.25 ± 20.87 0 0 3,4(2,8-4,1) 1,5(0,6-3,8) nd 

5 6477.73 ± 
524.89 

3308.01 ± 
523.21 

0 148,6(91,2-242,1) 13,7(11,2-16,8) nd 

6 3712.39 ± 35.32 3701.21 ± 
317.22 

0 26,7(26,1-27,4) 53,6(51,2-56,2) nd 
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Tabla 4-4: (continuación)                 

101 
 
 
 
 
 

F 
 
 
 
 
 

 
20,9x106 

 
 
 

 
 

1,8 
 
 
 

 
 

86 
 
 
 

 
 

83(3) 
 
 
 

1 0.65 ± 0.91 0 0 1(0,3-3,3) nd nd 

2 0 0 0 184,2(43,5-779,8) nd nd 

3 0 0 0 nd nd nd 

4 1.11 ± 1.57 0 0 43,6(41,8-45,4) nd nd 

5 1391.37 ± 1460.37 606.54 ± 763.36 0 4,4(4,0-4,9) nd nd 

6 1833.39 ± 703.28 2039.85 ± 684.53 0 3,5(2,6-4,8) nd nd 

103 
 
 
 
 
 

M 
 
 
 
 
 

 
 

20x106 
 
 

 
 

0,3 
 
 

 
 
 

68 
 
 

 
 
 

62(9) 
 
 

1 2.12 ± 3 0 0 nd 1(0,9-1,1) nd 

2 2.42 ± 3.42 0 0 nd nd nd 

3 0 0 0 nd nd nd 

4 13.20 ± 18.67 0 0 nd 1,7 nd 

5 2017.61 ± 1745.77 800.31 ± 367.61 0 nd nd nd 

6 78.62 ± 19.25 254.20 ± 16.22 0 nd 10,0(5,5-18,1) nd 

107 
 
 

  
  

F 
 
 

  
  

 
 

20x106 
  

  

 
 
 

0,4 
  

  

 
 
 

44 
  

  

 
 
 

37(16) 
  

  

1 349.50 ± 483.10 72.88 ± 103.07 0 1(0,6-1,7) 1(0,5-1,9) nd 

2 3.00 ± 2.72 0 0 0,1(0,0-0,1) 0,1(0,0-0,1) nd 

3 7.99 ± 11.29 0 0 0,1(0,0-0,1) 0,6(0,5-0,7) nd 

4 2.82 ± 3.99 0 0 nd nd nd 

5 4459.87 ± 731.29 1040.53 ± 459.78 0 nd nd nd 

6 2961.63 ± 205.11 520.39 ± 35.62 0 0,2 1,1(0,9-1,4) nd 



 

5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

 La infección experimental de CDMSP de individuos sanos con Leishmania sp. es 
comparable al panorama clínico de esta infección en la cual, entre el 80 y el 90% de los 
individuos logran depurar los parásitos de manera natural y el porcentaje restante 
desarrolla la enfermedad, que para el caso de la infección experimental correspondería al 
23% de las CDMSP que mantuvieron infecciones por más de 24 horas. 
 
 

 Los promastigotes de L. (V.) guyanensis junto con otras especies del complejo Viannia, 
causantes de la leishmaniosis cutánea en el nuevo mundo son más sensibles al isetionato 
de pentamidina que las especies responsables de esta manifestación clínica en el viejo 
mundo, lo cual coincide con que este antileishmanial no se considere una opción 
terapéutica para infecciones producidas por esta especie.  
 
 

 Se evidenció que el isetionato de pentamidina tiende a generar cambios, tanto en los 
niveles de expresión de mRNAs como en la liberación de proteína de IL-6 y TNF-α en las 
CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis o maduradas con LPS. 
 
 

 Se confirmó que el lipopolisacárido (LPS) es un potente inductor en la liberación de las 
proteínas IL-6 y TNF-α, por parte de las células dendríticas derivadas de monocitos de 
sangre periférica. La inducción de estos mediadores inmunes, se relaciona con el proceso 
de maduración de las células dendríticas, lo cual confirma que a nivel experimental, 
contamos con células dendríticas maduras. 
 

 
 No se evidenció el efecto del isetionato de pentamidina sobre la expresión génica de IL-12 

en las CDMSP infectadas con L. (V.) guyanensis bajo las condiciones experimentales 
planteadas para este estudio. 

 

 

  La producción de citoquinas (IL-6 y TNF-α) es dependiente de factores críticos como el 
estímulo antigénico/maduración, e independiente del número de células dendríticas 
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derivadas de monocitos de sangre periférica, considerando que en la unidad muestral 
estudiada el número de células fue variable.  
 
 

 Si bien el número de muestras incluidas en este estudio no permitió establecer una 
correlación con significancia estadística, se observó una tendencia a que un cambio en la 
expresión génica de IL-6 y TNF-α induzca la producción de estas proteínas por parte de las 
CDMSP. 

 
 

5.2 Recomendaciones 
 
 Tener en cuenta factores genéticos (polimorfismos) que puedan estar afectando la 

producción de las citoquinas, lo que podría condicionar la respuesta celular a la infección 
por Leishmania y al tratamiento de esta parasitosis. 
 
 

 Realizar estudios complementarios sobre la influencia de este antileishmanial en la 
producción de IL-6 por parte de las CDMSP, ya que según nuestros resultados existiría 
alguna tendencia a la modulación de la producción de la citoquina en las células 
dendríticas infectadas o no con  L. (V.) guyanensis luego del tratamiento con isetionato de 
pentamidina. De igual forma es importante, determinar si la producción basal de IL-6 que 
al parecer tienen las CDMSP, se relaciona con susceptibilidad o resistencia a la infección 
con este parásito. 
 
 

 Implementar estrategias metodológicas que nos permitan contribuir en determinar si, el 
isetionato de pentamidina tiene algún efecto inmunomodulador en la producción de IL-12 
en las células dendríticas derivadas de sangre periférica. 

 

 

 Complementar los estudios génicos utilizando otras metodologías a fin de establecer el 
papel que pueden cumplir las citoquinas en el contexto particular de la infección con L. 
(V.) guyanensis y en respuesta a un tratamiento. 
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Anexo F: Porcentajes de infección con diferentes 

cepas de L. (V.) panamensis 

En el Grupo de Investigación en Inmunotoxicología (donde se desarrolló el trabajo) la cepa de L. 
(V.) panamensis MHOM/CO/87/UA140 fue usada para realizar los experimentos de infección de 
CDMSP en las condiciones establecidas previamente por proyectos anteriores [proporción de 
infección (1:25) y tiempo (72horas)]. Sin embargo, con estas condiciones no se  logró porcentajes 
de infección sostenidas en el tiempo. Por tanto, se cambió la proporción de infección, sin ningún 
resultado satisfactorio. Posteriormente y  a fin de retomar la infectividad, se realizó un pasaje in 
vivo por Hámster dorado (protocolos estudios in vivo-Grupo de investigación en 
Inmunotoxicología) y se adquirieron dos cepas nuevas (donadas por la Universidad de Antioquia) 
para un total de tres las cuales fueron evaluadas cambiando las condiciones experimentales, sin 
obtener resultados favorables para la continuación del proyecto de investigación con esta 
especie, como se puede observar en la siguiente tabla.     
 
 
Porcentaje de infección de CDMSP expuestas a promastigotes de diferentes cepas de L. (V.) panamensis en 
diferentes puntos tiempo.  
PROPORCIÓN 
INFECCIÓN 

 
CEPA 

% infección de CDMSP después de 
horas de  exposición al parásito. 

6 24 48 72 

1:40 MHOM/CO/87/UA140       0 

1:40 MHOM/CO/87/UA140  62 12 4 -- 
1:50 MHOM/CO/87/UA140       1 

1:60 MHOM/CO/87/UA140     5   
1:80 MHOM/CO/87/UA140   18 4 1 

1:100 MHOM/CO/87/UA140     4   
1:60 MHOM/CO/87/UA1702   1 0 1 

1:80 MHOM/CO/87/UA1702 7 0   1 

1:60 MHOM/CO/87/UA140pIReGFP   20 0   
1:80 MHOM/CO/87/UA140pIReGFP   23 4   
1:20 MHOM/CO/87/UA1702   17     
1:40 MHOM/CO/87/UA1702   27     
1:40 MHOM/CO/87/UA140 recuperada de Hámster  30 35 1 0 
1:50 MHOM/CO/87/UA140 recuperada de Hámster       18 

1:30 MHOM/CO/87/UA140 recuperada de Hámster       1 

 
Por último, cabe mencionar que con la cepa de L. (V.) panamensis MHOM/CO/87/UA140 se pudo 
realizar un único experimento de efectividad sobre amastigotes intracelulares, obteniéndose una 
CE50 de 0.36 µM realizado por duplicado evaluando cuatro concentraciones del isetionato de 
pentamidina desde 5.87 hasta 0.73 µM. Sin embargo, como se mencionó al principio, no se 
pudieron realizar más réplicas debido a la pérdida de infectividad de esta cepa.
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Anexo G: Verificación de los tamaños esperados 
con los primers  
 
 

Corrida electroforética en un gel de agarosa al 1.2% de los productos de amplificación de los 

cDNAs de HPRT-1, IL-6 y TNF-α obtenidos por qRT-PCR con los primers utilizados para el presente 

estudio. Los carriles 1 y 2 corresponden a HPRT-1; 3 y 4 corresponden a TNF-α y el 5 se refiere a 

IL-6 en las CDMSP control. 
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Anexo H: Datos parciales para CL50 y CE50 del 
isetionato de pentamidina 
 

 Citotoxicidad del isetionato de pentamidina a diferentes concentraciones sobre CDMSP. 
Concentración de  
pentamidina en µM 

PORCENTAJE DE CDMSP VIABLES 
a
E1 E2 E3 

73.44 7.98 ± 
b
0.60 17.50 ± 1.55 4.27 ± 0.25 

35.25 17.81 ± 1.75 28.88 ± 7.84 14.27 ± 0.63 

17.63 33.18 ± 2.81 36.50 ± 8.77 25.48 ± 5.05 

8.81 48.98 ± 5.88 52.58 ± 10.55 41.43 ± 3.44 

4.70 65.72 ± 6.33 52.81 ± 7.92 60.73 ± 3.3 

2.35 69.17 ± 5.83 70.17 ± 12.76 79.41 ± 13.27 

1.18 79.61 ± 3.62 73.91 ± 22.67 80.63 ± 9.66 

0.59 108.53 ± 1.56 55.83 ± 2.85 94 ± 7.56 

Se presenta el promedio de cada uno de los experimentos realizados por triplicado. 
a
Experimento, 

b
Desviación 

Estándar. 

 
 Efectividad del isetionato de pentamidina sobre promastigotes de L. (V.) guyanensis. 
Concentración de  
pentamidina en µM 

PORCENTAJE DE PROMASTIGOTES VIABLES 
a
E1 E2 

17.63 2.05 ± 
b
0.20 2.23 ± 0.82 

8.81 1.08 ± 0.25 -0.53 ± 2.61 

4.41 1.09 ± 0.05 -1.75 ± 1.06 

2.20 1.43 ± 0.15 -0.17 ± 4.49 

1.10 2.22 ± 0.07 -1.64 ± 0.42 

0.55 6.96 ± 0.15 1.63 ± 1.29 

0.28 23.36 ± 2.82 21.30 ± 15.18 

0.14 57.04 ± 8.12 62.97 ± 8.32 

0.07 86.54 ± 4.78 66.99 ± 13.53 

 
 
 

 Efectividad del isetionato de pentamidina sobre amastigotes intracelulares de L. (V.) 
guyanensis. 

Concentración de  
pentamidina en µM 

PORCENTAJE DE CDMSP INFECTADAS 

a
E1 E2 

1.47 46.0 ± 
b
0.33 34.38 ± 0.09 

0.73 45.1 ± 0.16 56.25 ± 0.09 

0.37 65.5 48.44 ± 0.02 

0.18 49.6 ± 0.03 56.25 ± 0.04 

0.09 65.5 ± 0.18 53.13 ± 0.04 

0.05 
0 

46.9 ± 0.14 
56.5 ± 3.54 

76.56 ± 0.02 
      32 ± 2.83 

Se presenta el promedio de cada uno de los experimentos realizados por 
triplicado. 

a
Experimento, 

b
Desviación Estándar. 

Se presenta el promedio de cada uno de los experimentos realizados por duplicado. 
a
Experimento, 

b
Desviación Estándar. 
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Anexo I: Tabulación de las muestras utilizadas en  la 

infección in vitro con especies de Leishmania  
Se presenta el total de muestras empleadas para realizar los experimentos de infección con 
diferentes especies del género Leishmania, indicando la procedencia de la muestra, el sexo, el 
porcentaje de células mononucleares obtenidas por mililitro de sangre procesada, el porcentaje 
de CDMSP obtenidas después del proceso de diferenciación y el porcentaje de infección en 
diferentes tiempos. 

N° M 
PROCEDENCIA 
DE LA 
MUESTRA 

s
e
x
o 

mono/ mL 

% 
CDMSP 
OBTENI

DAS 

ESPECIE 

% INFECCIÓN 

  
      6 24 48 72 

1 12 Cruz Roja F 10x10
6
 1 L. panamensis  - -  -  1 

2 13 Cruz Roja M 10x10
6
 0,4 L. panamensis  - - 5 - 

3 14 Cruz Roja M 12,4x10
6
 0,2 L. panamensis  -  - -  57 

4 16 Cruz Roja 
 

9,7x10
6
 1 L. panamensis  -  -  - 10 

5 17 Cruz Roja M 5x10
6
 2 L. panamensis  -  18  4 1 

6 22 Hemocentro F 4,3x10
6
 3,2 L. panamensis  -  - 4 - 

7 23 Hemocentro M 17,6x10
6
 0,3 L. panamensis  -  -  - 0 

8 24 Hemocentro M 20x10
6
 1 L. panamensis   -  -  - 18 

      L. braziliensis  -  -  - 33 

9 26 Hemocentro M 9x10
6
 1 L.panamensis   -  - 1 - 

10 27 Kalai - 12x10
6
 1 L.panamensis  62 12 4 - 

  
 

  
 

  
 L. panamensis 30 35 1 - 

  
 

  
 

  
 L. braziliensis 20 2 2 - 

  
 

  
 

  
 L. major 10 1   - 

11 28 Kalai - 6x10
6
 0,4 L. panamensis  - 27  - - 

12 35 Hemocentro - 12x10
6
 1 L. major  -  -  - 52 

  
 

  
 

  
 L. panamensis  -  - 2 - 

13 36 Particular F 4,2x10
6
 1 L. panamensis  - 26 6 1 

14 38 Hemocentro - 8x10
6
 1 L. panamensis  -  -  - 1 

  
 

  
 

  
 L. major  -  -  - 7 

15 39 Hemocentro M 5x10
6
 1 L. major  -  -  - 0 

16 41 Hemocentro - 7x10
6
 0,4 L. panamensis  -  -  - 50 

17 42 Hemocentro F 3,5x10
6
 2 L. panamensis  -  -  - 0 

18 44 Hemocentro M 4,7x10
6
 0,3 L. panamensis  -  -  - 0 

19 47 Particular M 1,7x10
6
 2 L. panamensis  -  -  - 0 

20 48 Particular M 2,4x10
6
 1 L. panamensis - 1 0 1 

21 50 Particular M 1,4x10
6
 2 L. panamensis 7 0 1 - 
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(Continuación) 

22 54 Cruz Roja M 9,9x10
6
 0,6 L. panamensis transfectada  - 20 0 - 

23 55 Cruz Roja F 1,3x10
6
 4 L. panamensis transfectada   -  23 4 0 

  
 

  
 

  
 L. mexicana  - 49 36 35 

24 56 Cruz Roja M 1,3x10
6
 2 L. mexicana  -  -  - 0 

25 57 Cruz Roja M 8,3x10
5
 4,2 L. mexicana  -  -  - 3 

26 69 Particular M 3,8x10
6
 2 L. major - 12 3 - 

  
 

  
 

  
 L. panamensis - 20 - - 

27 71 Particular M 5x10
6
 1 L. braziliensis  - 61 44 1 

28 72 Particular M 2,4x10
6
 5,2 L. braziliensis  -  - 34 - 

  
 

  
 

  
 L. guyanensis  -  - 27 - 

29 74 Particular F 2x10
6
 6 L. braziliensis  - 69 9 - 

  
 

  
 

  
 L. panamensis  - 17 - - 

30 77 Particular F 1,7x10
6
 7,3 L. braziliensis  -  - 33 - 

31 78 Hemocentro F 2,8x10
6
 2,2 L. braziliensis  -  - 32 - 

32 79 Hemocentro F 7,4x10
6
 2 L. guyanensis  -  - 56 - 

  
 

  
 

  
 L. braziliensis  -  - 11 - 

33 80 Hemocentro M 6x10
6
 0,5 L. guyanensis  -  - 29 - 

  
 

  
 

  
 L. braziliensis  -  - 3 - 

34 83 Hemocentro F 22x10
6
 0,5 L. guyanensis  -  - 44 - 

  
 

  
 

  
 L. braziliensis  -  - 22 - 

35 85 Hemocentro F 22x10
6
 1 L. guyanensis  -  - 27 - 

36 87 Hemocentro F 11,2x10
6
 0,4 L. braziliensis  -  - 16 - 

37 88 Hemocentro F 24,7x10
6
 1,2 L. guyanensis  -  - 21 - 

38 89 Hemocentro F 24,5x10
6
 1,1 L. guyanensis  -  - 26 - 

39 90 Hemocentro F 24,5x10
6
 0,4 L. guyanensis  -  - 2 - 

40 92 Hemocentro F 22,2x10
6
 0,4 L. guyanensis  -  - 24 - 

41 93 Hemocentro M 10,5x10
6
 1 L. guyanensis  -  - 43 - 

42 96 Cruz Roja 
 

21,1x10
6
 0,2 L. guyanensis  -  - 22 - 

43 97 Cruz Roja M 10,2x10
6
 0,3 L. guyanensis  -  - 30 - 

44 99 Cruz Roja 
 

10,7x10
6
 3,1 L. guyanensis  -  - 97 - 

45 100 C.Marly M 18,7x10
6
 1,2 L. guyanensis  -  - 78 - 

46 101 C.Marly F 20,9x10
6
 2 L. guyanensis  -  - 86 - 

47 103 C.Marly M 20x10
6
 0,3 L. guyanensis  -  - 68 - 

48 104 C.Marly F 29,2x10
6
 0,4 L. guyanensis  -  - 70 - 

49 105 C.Marly F 38,5x10
6
 0,3 L. guyanensis  -  - 63 - 

50 106 C.Marly F 13x10
6
 2 L. guyanensis  -  - 55 - 

51 107 C.Marly F 20x10
6
 0,4 L. guyanensis  -  - 44 - 

52 108 C.Marly M 22,6x10
6
 1 L. guyanensis  -  - 71 - 
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Anexo J: Detección de cDNA de IL-12p35 e IL-12p40 
en la línea celular THP-1 
 
 
Verificación de la especificidad de los primers diseñados para amplificar cDNA de IL-12p35 
(267pb) e IL-12p40 (355pb), en células derivadas de la línea THP-1 estimuladas con LPS. La imagen  
corresponde a un gel de agarosa al 1.2%, donde 1 representa el marcador de peso molecular, 2-3 
a IL-12p40 y 4-5 a IL12p35. 
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