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RESUMEN

En el presente estudio evaluamos el efecto de dos compuestos quinolinicos, FR25
(C17H12CINO3) y FR95 (C1sH15CIN4O-S), de la serie 7-cloroquinolina-4-oxifenil sustituidas,
derivados de metabolitos secundarios de la planta Eugenia cariophyllus, sobre
Leishmania mexicana. Los resultados obtenidos demuestran que estos compuestos son
capaces de inhibir de forma dosis dependiente la proliferacion de los promastigotes de L.
mexicana, con valores de ICso de 8,93uM para FR25 y de 16,12uM para FR95. En
presencia de las quinolinas, los promastigotes mostraron alteraciones asociadas a su
morfologia, desde una forma alargada y flagelada, caracteristica de este morfotipo, hasta
una forma irregular y con mdultiples flagelos. Una vez establecido el efecto de las drogas
sobre los promastigotes estas fueron evaluadas sobre macréfagos maridos de la linea
celular J774, previamente infectados con amastigotes, observandose una marcada
reduccion del porcentaje de infeccion y del nimero de amastigotes presentes en las
vacuolas parasitoforas. Cabe destacar que el estadio amastigote fue mas susceptible al
tratamiento con las drogas con valores de ICso de 2,19uM para FR25 y de 1,15uM para
FR95. Asimismo, no se observlo un efecto citotdxico significativo de estos compuestos
sobre la linea celular de macréfagos a las concentraciones ensayadas. Por Ultimo, se
evalu6 la combinacion de los compuestos FR25 y FR95 con la miltefosina, un farmaco
comercial para el tratamiento de leishmaniasis, sobre ambos morfotipos del parasito. Los
resultados muestran un efecto sinergistico para ambas combinaciones, con valores del
indice de concentracion inhibitoria fraccional (FIC) de 0,61 para MTF: FR25 y de 0,56 para
MTF: FR95 sobre los promastigotes y valores de FIC de 0,36 para MTF: FR25 y 0,35
para MTF: FR95 sobre los amastigotes. El presente trabajo valida la combinacién de
drogas como una alternativa eficiente al potenciar el efecto de compuestos anti-
Leishmania y sefiala a los compuestos quinolinicos aqui estudiados como posibles

drogas leishmanicidas.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico.
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FR95: 7-cloroquinolina-4-oxifenil (2-metoxi-5-tiocarbamida).
MM: Micromolar

mM: Milimolar

ml: Mililitro

mg: miligramos



1. INTRODUCCION

1.1. Leishmaniasis

La leishmaniasis pertenece a un grupo de enfermedades parasitarias causada por
protozoarios del género Leishmania. Est4 caracterizada por su diversidad y complejidad,
tanto en el nimero de especies causantes de la misma, como en la variedad de los
sindromes asociados a estos (Piscopo y Mallia, 2006). Es considerada un problema
importante de salud publica, provocando una significativa morbilidad y mortalidad en
Africa, Asia y América Latina. La enfermedad amenaza actualmente a unos 350 millones
de mujeres, hombres y nifios en 88 paises de todo el mundo, afectando principalmente a
los paises subdesarrollados o en vias de desarrollo (Organizacién Mundial de la Salud,
2010).

En humanos, diferentes especies del parasito, asi como también la respuesta
inmune del hospedador vertebrado, estdn asociadas a diversas manifestaciones de la
enfermedad. Las principales formas clinicas de la leishmaniasis son: leishmaniasis
cutanea (LC), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV), siendo
ésta Ultima la forma letal de la enfermedad. Se estima que hay aproximadamente entre
200 y 400 mil nuevos casos de LV y 0,7 a 1,2 millones de nuevos casos de LC en todo el
mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2010)

En Venezuela, esta parasitosis esta ampliamente distribuida en todos los estados,
tiene una prevalencia aproximada de 12,3 por cada 100.000 habitantes, siendo la mas
alta en los estados Lara, Trujillo, Mérida, Tachira, Sucre, Anzoategui, Cojedes, Miranda y
Yaracuy (Bonfante-Garrido y Barroeta, 2002; De Lima y col., 2011).

La leishmaniasis es transmitida por la picadura del insecto vector del género
Phlebotomus sp. en el Viejo Mundo y Lutzomyia sp. en el Nuevo Mundo. A lo largo de su

ciclo de vida (figura 1) Leishmania pasa por dos morfotipos definidos; uno en el insecto
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vector, donde los parasitos estan en la forma de promastigotes, caracterizados por tener
una forma alargada (15-24 pym x 2-4 um) ser moviles y flagelados; y otro en los
hospedadores vertebrados, donde el parasito se encuentra en la forma amastigote, de
forma oval, con un tamafo de 2-3 ym e intracelular (Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).
Los promastigotes metaciclicos, inoculados por la picadura del insecto vector, son
fagocitados por los macréfagos donde se diferencian a amastigotes, los cuales se replican

dentro de los fagolisosomas hasta lisar la célula. (Araujo y col., 1998; Ashford, 2000).

ESTADIOS EN EL INSECTO ESTADIOS EN EL HUMANO
o EL INSECTO (HEMSRA) TOMA SANGRE
(INYECTA PROMASTIGOTES EN LA PIEL) e LCs PROMASTIGOTES SON FAGOCITADCS
DivisiN EN INTESTING MEDIO ¥
o MIGRACION A PROGCSCIDG/ \
Los PROMASTIGOTES SE
TRANSFORMAN EN AMASTIGOTES
EN FAOOCITOSA
oLos AMASTIGOTES SE TRANSFORMAN EN
PROMASTIGOTES EN INTESTINOG MEDIO
°,
-
o>
i S ooy
LW Tete )
7 & -8 LCS AMASTIGOTES SE MULTIPLICAN EN
® @ - & CELULAS (INCLUYENDO MACRGFAGOS) DE
P~ ‘ < \ WARIOS TEJDOS
INGESTION DE CELULAS v
PARASITADAS ¢
EL INSECTO TOMA SANGRE
(INGIERE FAGOCITOS INFECTADOS
A = FASE INFECTANTE CON AMASTIGOTES)
A— FASE DIAGNOSTICA cDC

Figura 1. Esquema general del ciclo de vida de Leishmania sp., en el hospedador humano.
(Tomado de http/www.dpd.cdc.gov/dpdx 10/01/2014).

1.2. Tratamientos actuales contra la leishmaniasis

La escogencia de una quimioterapia idonea contra la leishmaniasis ha resultado dificil
debido a la complejidad de la enfermedad. Diversos ensayos clinicos realizados han

demostrado resultados variables segun el estado nutricional e inmunolégico del paciente,
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la severidad de la enfermedad y la especie de Leishmania a tratar (Ramos y col., 1994,
Herwalt, 1999). Mas de 20 farmacos han sido propuestos para el tratamiento de la
leishmaniasis. No obstante, los antimoniales pentavalentes (estibogluconato de sodio y
antimoniato de meglumina) son considerados los tratamientos de primera linea, usados
desde hace mas de 70 afos. EI mecanismo de accion de estas drogas no se conoce con
exactitud, sin embargo se ha demostrado que influyen sobre la bioenergética del parasito
inhibiendo la glicolisis, la B-oxidacion de los acidos grasos y la fosforilacion del ADP.
Adicionalmente, se ha indicado que inhiben la tripanotion reductasa, causando una
acumulacioén tanto de tripanotion como de glutation (Wyllie y col., 2004).

Como tratamientos de segunda linea en los casos de resistencia o intolerancia a los
antimoniales, se utilizan la anfotericina B, la pentamidina, la paromomicina y mas
recientemente la miltefosina (tabla 1). La anfotericina B es un antibi6tico poliénico que se
extrajo originalmente de la bacteria Streptomyces nodosus y se demostré su actividad
contra Leishmania a principios de 1960 (Singh y Sivakumar, 2004). EI mecanismo de
accion de este farmaco se basa en su afinidad selectiva por el ergosterol, principal esterol
en Leishmania, lo cual altera la permeabilidad de la membrana del parasito, produciendo
la formacion de poros que resultan en la lisis celular (Ramos y col, 1996; Roberts y col.,
2003). La anfotericina B tiene una excelente actividad leishmanicida y constituye una
opcién en los pacientes que mostraron resistencia al tratamiento con los derivados del
antimonio. Aun cuando, los efectos toxicos de la anfotericina B han disminuido en gran
medida con el desarrollo de formulaciones lipidicas como el Ambiosome, la alta toxicidad
sigue siendo, el factor limitante para su uso.

Otro de los farmacos utilizados en el tratamiento contra la leishmaniasis es la
pentamidina, una diamidina aromatica, que actla sobre el genoma de Leishmania
dificultando la replicacién y la transcripcién a nivel mitocondrial (Balafia-Fouce y col.,
1998). Es uno de los farmacos utilizados para todas las manifestaciones clinicas de la
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leishmaniasis. Sin embargo, investigaciones de Andersen y col. (2005) reportan un
porcentaje de recuperacion bajo (35%) para ciertas especies de Leishmania. Por otro
lado, el aminoglucésido paromomicina, es eficaz contra un gran nidmero de protozoarios,
incluyendo Leishmania spp. (Neal, 1968). Aunque el mecanismo de accién de este
antibidtico en Leishmania sp. no se conoce completamente, se piensa que es similar al
ejercido en bacterias, donde se une al sitio A del ribosoma provocando errores en el
proceso de traduccion proteica (Sundar y Chakravarty, 2008). Al igual que los otros
farmacos, la paromomicina produce severos efectos secundarios, siendo los mas
comunes la ototoxicidad y la disfuncion hepatica (Sundar y col., 2007).

Por otro lado, se encuentra la miltefosina, un fosfolipido acilado analogo a la
fosfocolina, que afecta las rutas de sefalizacion celular e inhibe las enzimas implicadas
en la sintesis de los fosfolipidos de la membrana celular (Verma y Dey, 2004).
Adicionalmente, también se reporté que la miltefosina es capaz de alterar la homedstasis
intracelular del Ca*? de L. mexicana (Serrano y col., 2009b). A pesar de ser una droga de
administracién oral, con la que se han obtenido resultados en la disminucién de la carga
parasitaria en pacientes con leishmaniasis, este farmaco es altamente teratogénico y se
han reportado recaidas de la enfermedad en un nimero significativo de pacientes tratados
(Monzote, 2009).

Algunos agentes antifangicos como los imidazoles y triazoles han mostrado
clinicamente un fuerte efecto antiproliferativo en el parasito, en particular los compuestos
itraconazol y posaconazol, los cuales inhiben la 14a-dimetilasa, enzima clave en la ruta
de la biosintesis del esterol, afectando la membrana celular de Leishmania sp. sugiriendo
que estas drogas podrian representar nuevas alternativas para el tratamiento de la

leishmaniasis. (Alrajhi y col.,, 2002; De Macedo-Silva y col, 2013).



Tabla 1. Drogas utilizadas en el tratamiento de la Leishmaniasis. (Modificado de Herwaldt, 1999).

. Via de . . .
Farmaco o L. Sindrome Dosis Comentarios
administracién
Alternativas parentales
N Lv 20 mg/kg diario por 28 dias Reacciones adversas dolor en el sitio de la inyeccién, sintomas
Antimoniales Intravenosa o L P . . P .
B LC 20 mg/kg diario por 20 dias gastrointestinales,  mialgias, dolores articulares, trastornos
pentavalentes intramuscular L ; e .
LM 20 mg/kg diario por 28 dias electrocardiograficos toxicidad renal
LV
Anfotericina B . 0,5-1 mg/kg 4 veces al dia hasta un total Efectos que ocasiona: fiebre, escalofrios, cefalea nausea, vémitos,
. intravenosa LC . . . - . -
(desoxicolato) de 20 mg/kg convulsiones, estribor respiratorio y modesta hipotension
LM
LV
. . 2,5 mg/Kg diarios hasta un total de 15-21  Efectos secundarios: escalofrios, fiebre, nauseas, cefalea,
Anfotericina B liposoma Intravenosa II:I\C/I mg/Kg hipopotasemia, hiperbirrilibina, trombocitopenia
LV 4 mg/Kg por dia de por dia de por medio
| 0 3 veces por semana hasta 15-30 dosis ~ Ocasiona reacciones como: taquicardia, mareo, cefalea, vomitos,
S ntravenosa o . . L - . ; ) h
Pentamidina isetionato intramuscular LC 3 mg/Kg por dia de por medio tromboflebitis, trombocitopenia, anemia, elevacion de las enzimas
LM 2-4 mg/Kg por dia de por medio o0 3 hepéticas, neurotoxicidad, pancreatitis e hipoglicemias
veces por semana hasta 15 dosis
. Intravenosa o Lv - . Los efectos colaterales estan limitados al potencial nefrotoxico y
Paromomicina sulfato intramuscular LC 15-20 mg/Kg diario por 21 dias ototoxico, adema esta reportado dolor local en el sitio de la inyeccion
Alternativas orales
Miltefosina oral LC 100-150 g por dia durante 28 dias Los efectos reportados son vomitos, diarrea. Es teratogénico
Muy efectivo para L. panamensis y L. mexicana y posiblemente para
Ketoconazol oral LC 600 mg diarios por 28 dias L. major.
Entre los efectos adversos mas comunes incluyen nauseas, vomitos,
traconazol oral LC 200 ma dos veces al dia por 28 dias Utilizado para casos originados por organismos del subgénero Viana
9 P particularmente L. panamensis
Alopurinol Oral LC 30 mg/Kg en una38 g?;stS'S diarias por Produce cefalea, dolor abdominal, urticarias
Alternativas locales o tépicas
Paromomicina sulfato Intralesional LC 2 veces diarias por 10-20 dias Considerada especifica para L. major L. mexicana
Antimoniales Intralesional LC Una inyeccion por semana Sintomas locales
pentavalentes




Tal como se ha venido describiendo, podemos notar que en su mayoria, los
farmacos utilizados actualmente en el tratamiento de la leishmaniasis son poco efectivos
contra esta patologia, producen efectos secundarios severos e inducen resistencia. Bajo
esta premisa, se hace necesario el desarrollo de nuevas lineas de investigacion
alternativas orientadas a la busqueda de blancos terapéuticos, para el desarrollo de
gquimioterapias mas eficaces (Borst y Ouellete, 1995; Croft y Yardley, 2002). En los
dltimos afos se ha explorado el disefio de inhibidores especificos sobre moléculas de las
vias bioguimicas y metabdlicas esenciales para la supervivencia del parasito, como un
posible medio para controlar esta parasitosis (Rojas y col., 2006; Pérez-Victoria y col.,
2006). Al respecto, Monzote (2009) propone en su investigaciéon, que las enzimas diana
de estas vias bioquimicas en el parasito deben tener diferencias estructurales y
funcionales significativas a las de sus homélogas en mamifero, para asi lograr una
inhibicién selectiva. En tal sentido, se han evaluado los efectos de una gran variedad de
moléculas sintéticas dirigidas contra blancos especificos del parasito (tabla 2),
encontrandose entre los blancos mas idéneos a las topoisomerasas del cinetoplasto, la

tripanotion reductasa, la cistein proteasa entre otras (Monzote, 2009).

Tabla 2. Compuestos sintéticos con actividad Anti-Leishmania (Monzonte, 2009).

Compuesto Efecto del Farmaco Actividad Anti-Leishmania

Efecto in vitro contra
amastigotes de L. chagasi

promastigotes

3-quinolinas sustituidas Potente activador de macréfagos

9,9-diametilxantina triciclica

Inhibidor de la tripanotion
reductasa

Causa inhibicion in vitro de la proliferacion de
promastigotes y amastigotes de L. chagasi

Azasteroles

Inhibidor de la 24-metiltransferasa

Muestra actividad inhibitoria del crecimiento
contra promastigotes y amastigotes axénicos de
L. amazonensis

Edelfosina

Nuevo derivado de alquil-
fosfolipido

Alta actividad in vitro contra promastigotes y
amastigotes de L. donovani

N-acetil-I-cisteina

Precursor de glutation

Muestra actividad in vivo contra L. infantum en
ratones BALB/c

Nicotinamida Inhibidor de la certain Ill NAD Inhlbe_ la proln‘e_ramon de promastigotes y
amastigotes de L. infantum
. . Significativa actividad antiproliferativa contra
o Nuevo derivado de alquil- ) o -
Perifosina P promastigotes de L. braziliensis, L. amazonensis,
fosfolipido - >
L. major, y L. infantum
Triazoles Inhibidor de la ruta biosintética del  Actividad in vitro e in vivo contra L. amazonensis

ergosterol

y L. donovani




1.3. Componentes bioactivos en plantas

Ademas de los tratamientos con drogas sintéticas descritos anteriormente, se estan
llevando a cabo estudios dirigidos a la busqueda de nuevos farmacos leishmanicidas mas
potentes y menos téxicos. Una de las estrategias consiste en la blisqueda de compuestos
bioactivos aislados de plantas los cuales han demostrado tener un amplio rango de accion

contra distintas patologias (Brito y col., 2013).

Los extractos de plantas han sido utilizados empiricamente desde hace siglos en el
tratamiento de diversas patologias infecciosas. La naturaleza ha proporcionado un
namero importante de metabolitos secundarios y componentes bioactivos, que fueron
empleados por la industria farmacéutica entre 1981 y 2006 para el tratamiento de una
gran variedad de enfermedades. Al menos, 1.184 nuevos farmacos han sido registrados
en ese periodo, de los cuales el 28% son derivados de productos naturales. En este
sentido, la busqueda de compuestos bioactivos en plantas es un buen punto de partida

para identificar productos naturales con accion anti-Leishmania (Brito y col., 2013).

Con base en el conocimiento etnomédico de poblaciones locales, en las Ultimas
décadas se han iniciado estudios con diferentes extractos de plantas para evaluar su
potencial leishmanicida (Rocha y col., 2005). A partir de los extractos con actividad
antiparasitaria, se realizaron estudios fitoquimicos con la finalidad de identificar los
posibles compuestos que pueden ser propuestos como agentes anti-Leishmania y evaluar
su potencialidad como tratamiento contra esta enfermedad. Un gran niumero de extractos
de diferentes plantas han presentado actividad antiproliferativa y su andlisis fitoquimico
mostré una gran diversidad de grupos funcionales entre los que se destacan: los
alcaloides, las flavonoides, las quinonas, los fenoles, los taninos, los cardendlidos, los

esteroides y las saponinas (Inostroza y col., 2011).



1.4. Quinolinas

Entre los compuestos extraidos de plantas que han sido evaluados en diferentes
ensayos contra infecciones parasitarias, encontramos a las quinolinas, compuestos
heterociclicos aroméaticos, formados por una estructura de doble anillo, que contiene un
nucleo derivado del benceno y uno anillo de piridina. EI miembro mas simple de la familia
es la quinolina, un compuesto con estructura molecular CoH;N. Varios derivados de
guinolina, aislados de plantas o preparados sintéticamente, han presentado una notable
actividad medicinal, siendo utilizados como drogas para el tratamiento de una gran
variedad de enfermedades (Dorey y col., 2002; Vangapandu y col., 2004).

Los primeros reportes donde se describe la actividad antiparasitaria de las quinolinas,
corresponden a la extracciéon de la quinina, una quinolina obtenida de la planta del género
Cinchona, la cual ha sido utilizada en el tratamiento del paludismo desde hace méas de
200 afios (Levy y Azoulay, 1994). Posteriores modificaciones de este compuesto dieron
lugar a otros farmacos con uso terapéutico contra esta enfermedad, como la cloroquina y
la primaquina. Estos compuestos siguen siendo las drogas mas efectivas contra esta
parasitosis en la actualidad (Tekwani y Walker, 2006).

A partir de estos estudios, la estructura de los compuestos quinolinicos, se ha
empleado como base para el disefio de diferentes compuestos sintéticos con diversas
propiedades farmacol6gicas entre las que destacan: antioxidantes (Dorey y col., 2002),
antimicobacteriales (Vangapandu y col., 2004) y antitumorales (Zhao y col., 2005).

En el caso especifico de Leishmania, se han sintetizado una gran variedad de
compuestos tomando como base la estructura de las quinolinas, las cuales han mostrado
inhibicion del crecimiento del parasito. Entre estas quinolinas encontramos las
tetrahidroquinolinas, las esterilquinolinas y las indenoquinolinas (Kouznetsov y col., 2007;

Mesa y col.,, 2008), las cuales han mostrado in vitro actividad antiproliferativa en



promastigotes y amastigotes intracelulares de Leishmania spp. Un estudio reciente de
Bompart y col. (2013) reporta que la familia de las fenilquinolinas fueron capaces de
inhibir in vitro la proliferacion de promastigotes y amastigotes de L. braziliensis en
macréfagos muridos. Estos autores proponen la alteracion de la bioenergética de los
parasitos, mediante la interrupcién de potencial electroquimico mitocondrial, como el
mecanismo de accion de estos compuestos.

Otro derivado de las quinolinas que ha mostrado efectos inhibitorios contra
Leishmania spp es la sitamaquina, una 8-amino-quinolina. Este es un farmaco activo por
via oral, que causa una disminucion rapida y significativa de los niveles de ATP del
parasito, lo que conduce a su colapso bioenergético (Carvalho y col., 2011). Ensayos
clinicos de la sitamaquina contra la LV en la India (Jha, 2005) y Kenia (Wasunna, 2005)
mostraron una disminucion de la carga parasitaria en pacientes infectados con
Leishmania spp. Sin embargo, este compuesto produce efectos secundarios severos,
tales como disfuncién renal, por lo cual se requiere de una mayor investigacion para

proponerlo como tratamiento alternativo contra la leishmaniasis.

1.5. Combinaciones de compuestos

El uso de terapias de combinacion, utilizando farmacos de distinta estructura quimica
y mecanismo de accion, constituye actualmente una estrategia alternativa para abordar el
dificil reto de conseguir mejores tratamientos para la leishmaniasis (Van Griensven y col.,
2010). Ensayos in vitro e in vivo de combinaciones de drogas han mostrado efectos
sinérgicos, potenciando la actividad antiparasitaria.

Estudios pioneros sobre combinacion de drogas fueron realizados por Chunge y col.
(1990) y Neal y col. (1995) quienes evaluaron en ensayos clinicos, el efecto del

estibogluconato de sodio en combinacion con la paromomicina y el alopurinol,



encontrando que con estas combinaciones de farmacos los pacientes se recuperaban
mas rapido y no sufrian recaida en un periodo de 12 meses.

A partir los trabajos de Chunge y col. (1990) y Neal y col. (1995) varios grupos de
investigacion evaluaron la combinacion de diferentes farmacos leishmanicidas como una
alternativa terapéutica. Seifert y Croft (2006) demostraron que las combinaciones entre
miltefosina/anfotericina B y miltefosina/paromomicina tienen un efecto sinérgico
antiproliferativo en promastigotes y amastigotes de Leishmania. Con el fin de ampliar atn
mas la informacién sobre combinaciones de farmacos efectivas contra este parasito
protozoario, Seifert y col. (2011) también evaluaron la combinacién de la sitamaquina con
la anfotericina B, la miltefosina, la pentamidina y la paromomicina, encontrando que en
amastigotes de L. donovani la Unica combinacion que tuvo un efecto sinergistico fue la
sitamaquina/pentamidina.

Por otra parte, Serrano y col. (2009a), encontraron que la amiodarona, agente anti-
arritmico que afecta la viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares de L.
mexicana, presentd un efecto sinérgico con la miltefosina sobre amastigotes intracelulares
de L. mexicana. Esta combinacién produjo un 90% de cura parasitolégica en un modelo
murido de leishmaniasis (Serrano y col., 2009b).

Los diferentes estudios de sinergismo proporcionan un nuevo enfoque experimental
para identificar tratamientos alternativos de mejor eficacia contra la leishmaniasis,
utilizando farmacos existentes contra este pardsito en combinacion con nuevos
compuestos que han mostrado tener una actividad antiproliferativa del mismo.

Debido al efecto obtenido de los compuestos derivados de extractos de plantas
reportado en la literatura y la potenciacion de farmacos en la terapia de combinacion de
drogas para el tratamiento de la leishmaniasis, el Laboratorio de Biologia Celular de
Parasitos se interesO en estudiar el efecto de las 7-cloroquinolinas-4-oxifenil sustituidas
(figura 2), compuestos semisintéticos derivados de diversas modificaciones de
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cicloadiciéon del eugenol extraido del aceite esencial de Eugenia caryophyllus, sobre

Leishmania mexicana.
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Figura 2. Estructura quimica de los compuestos 7-cloroquinolina-4-oxifenil sustituidas.
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2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de las 7-cloroquinolinas-4-oxifenil sustituidas sobre L. mexicana.

2.2. Objetivos especificos
- Evaluar el efecto de los compuestos quinolinicos sobre:
» La proliferacion de promastigotes de L. mexicana.
+ La morfologia de promastigotes de L. mexicana.
* La viabilidad de macr6fagos muridos de la linea celular J774.
» El porcentaje de infeccion de macréfagos muridos de la linea celular J774
por amastigotes de L. mexicana.
- Evaluar el efecto de la combinacién de FR25 y FR95 con la miltefosina sobre la

proliferacién de promastigotes y amastigotes intracelulares de L. mexicana.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cultivo Celulares

3.1.1. Cultivo de promastigotes de L. mexicana.

Se emplearon promastigotes de L. mexicana (cepa MHOM/BZ/82/Bel-21)
suministrados por el Laboratorio de Biologia Celular de Parasitos del Instituto de Biologia
Experimental, Facultad de Ciencias, U.C.V. Los cultivos se mantuvieron in vitro en értulas
estériles de 125 ml de capacidad a temperatura ambiente y sin agitacion, cultivados en
medio Schneider (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Paisley, UK) inactivado a 56°C.

El nimero de parasitos se determiné por el contaje directo de células, utilizando la
camara de Neubauer. Alternativamente se realiz6 una medida indirecta basada en la
relacion preestablecida entre la turbidez del cultivo (porcentaje de tramitancia) y el nimero

de células/ml en un fotocolorimetro Spectronic 20.

3.1.2. Cultivo de macré6fagos muridos de la linea celular J774.

Los macrofagos utilizados pertenecen a la linea celular J774 se cultivaron en
medio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suplementado con 10% de SFB
inactivado a 56°C, 1% de Penicilina/Estreptomicina y 2mM de L-glutamina, incubados en

una cdmara de crecimiento con atmodsfera de CO; al 5% y a una temperatura de 37°C.

3.2. Compuestos

Los compuestos quinolinicos fueron sintetizados en el laboratorio de Quimica
Organica y Biomolecular de la Universidad Industrial de Santander de Colombia y fueron
facilitados por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de

Biologia de Experimental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de
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Venezuela. Las quinolinas de la serie 7-cloroquinolina-4-oxifenil sustituidas, son
compuestos semisintéticos derivados de diversas modificaciones de cicloadicién del
eugenol que fue extraido del aceite esencial de Eugenia caryophyllus. La miltefosina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) fue donada por el Dr. Gustavo Benaim del
Laboratorio de Sefalizacién Celular, Instituto de Estudios Avanzados (IDEA).

Se prepararon soluciones stock de cada compuesto en el rango milimolar (mM)
utilizando como disolvente dimetil-sulfoxido (DMSO), a partir del cual se tomaron alicuotas

para llegar a una concentracion determinada en el cultivo.

3.3. Efecto de los compuestos quinolinicos sobre la proliferacion de

promastigotes de L. mexicana

En értulas de 125 ml se colocaron 2,5 x 10® promastigotes de L. mexicana en 10ml
de medio Schneider suplementado con 10% SFB, a los cuales se les agregaron las
diferentes concentraciones de los compuestos. El efecto de las drogas sobre el cultivo fue
comparado con un control (medio Schneider méas el inoculo de células) y un control
DMSO (Medio Schneider con el inoculo de células y las diferentes concentraciones de
DMSO utilizadas en nuestros ensayos) el cual es el vehiculo donde se disuelven la
drogas, para confirmar que el efecto observado es producto de los compuestos y no del
disolvente empleado. El crecimiento celular se estim6 por medidas espectrofotométricas a
560nm cada 24h durante cinco dias.

Los resultados fueron graficados utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el

calculo del I1Csp se utilizo la funcidn “Four Parameter Logistic Curve”.
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3.4, Efecto de FR25 y FR95 sobre la morfologia de promastigotes de L.

mexicana
Los promastigotes de L. mexicana tratados con los compuestos FR25 (9uM y
15uM) y FR95 (16puM y 20 puM), asi como sus respectivos controles se recolectaron por
centrifugacion (5.000g por 2 minutos) y se lavaron 3 veces con Tampén Fosfato Salino
(PBS) 150mM (NaCl 0,12M, NaHPO, 10x10® M, KH.PO,; 3,16x10% M) pH 7,2.
Seguidamente, se colocé una gota de la suspension de parasitos en un portaobjeto y se
procedid a la visualizacion de los promastigotes en un microscopio de luz NIKON bajo el

objetivo de inmersién (100X).

3.5. Ensayo de citotoxicidad de FR25 v FR95 sobre macré6fagos muridos de la

linea celular J774.

La toxicidad de los diferentes compuestos sobre los macrofagos, se evalué
mediante el método cuantitativo del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenil
tetrazolium (MTT) (Mosmann, 1983).

Los macréfagos (5000 células/pozo) se sembraron en placas de 96 pozos
estériles, en medio RPMI 1640 suplementado con 10% SFB, 1% Penicilina/Estreptomicina
y 2mM L-glutamina y se incub6 por 24h. Transcurrido el tiempo de incubacion se procedié
a someter a las células a diferentes concentraciones de los compuestos a evaluar durante
48 horas. Posteriormente, se descartd el medio y se afladio MTT a una concentracion final
de 0,2 mg/ml. En esta condicion se incubé durante 3 horas a 37°C y 5% CO..
Transcurrido el tiempo de incubacion se descarté el medio y se afiadié 50uL de DMSO
puro. Luego de 15 minutos se procedié a realizar la determinacion de la intensidad del
color, a 540nm, en un lector ELISA (TECAN-Spectralfluor). La intensidad de color es

proporcional a la cantidad de células viables o células metabdlicamente activas.

15



Posteriormente se estimo el porcentaje de inhibicién de la proliferacion de la droga sobre

los macréfagos con respecto al control (células incubadas sin droga).

3.6. Infeccion de macrofagos muridos de la linea celular J774 por

amastigotes de L. mexicana

Los macrofagos maridos de la linea celular J774 cultivados hasta confluencia,
fueron resuspendidos y sembrados sobre laminillas estériles colocadas en camaras de 6
pozos (150.000 macréfagos por laminilla), en 2ml de medio RPMI 1640 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) suplementado con 10 % de SFB y 1% de Penicilina/Estreptomicina.
Al cabo de 24h (a 37°C en atmosfera 5% CO;), se afiadieron los promastigotes de L.
mexicana en fase estacionaria, en una relacion de diez promastigotes por cada macréfago
y se incubaron durante 1h a 37°C en atmosfera de 5% CO,. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se realizaron tres lavados rapidos con medio RPMI 1640 con la finalidad de
eliminar los parasitos no internalizados, y se mantuvo el cultivo en las mismas

condiciones.

3.7. Efecto de los compuestos quinolinicos FR25 yv FR95 sobre el porcentaje

de infeccién de macrdfagos muridos por amastigotes de L. mexicana

Los macréfagos infectados con amastigotes de L. mexicana (seccion 3.6) fueron
tratados con diferentes concentraciones de los compuestos FR25 y FR95. Transcurridas
las 48 horas de incubacion, el medio fue removido de los pozos y los macrofagos se
lavaron dos veces con PBS 150mM pH 7,2. Posteriormente se fijaron con metanol
absoluto por 15 minutos y se tifieron con Giemsa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
diluido 1/10 durante 20 minutos, transcurrido el tiempo se retir6 el exceso de colorante

con agua destilada.
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Se realiz6 el contaje del nUmero de macréfagos infectados y no infectados para
determinar el porcentaje de infeccion al igual que los amastigotes intracelulares presentes
en 100 macréfagos en los cultivos tratados y no tratados utilizando el objetivo de

inmersion (100X) de un microscopio optico.

3.8. Efecto de FR25 y FR95 en combinacién con la miltefosina sobre la

proliferacién de promastigotes de L. mexicana

Para evaluar el efecto de la combinacién de las drogas sobre promastigotes de L.
mexicana, se siguid el protocolo descrito en la seccién 3.3. Las concentraciones
ensayadas para la combinacion de miltefosina y de los compuestos quinolinicos FR25 y
FR95 se encuentran en la Tabla 3. Dichas combinaciones se  realizaron a
concentraciones por debajo de los valores del MIC (concentracion minima inhibitoria del

90% de la proliferacion celular) segun el método de Hallander y col. (1982).

Tabla 3. Combinacion de los compuestos FR25 y FR95 con la
miltefosina sobre promastigotes de L. mexicana.
MTF + FR25

8 UM + 2 uM
4 uM + 8 uM
1uM + 15 uM
MTF + FR95
8 UM + 2 uM
3 uM + 8 uM
1uM+15uM

Los valores del indice de concentracion inhibitoria fraccional (FIC) se obtuvieron
segun la formula descrita por Hallander y col., (1982) (figura 3) con el propésito de definir
el tipo de interaccion (antagonista, sinergistica o aditivo) de cada combinacién. La
construccién de los isobologramas, representacion grafica de la combinacién donde cada
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eje representa las concentraciones de las drogas en escala lineal, se realizé utilizando el

programa Sigmaplot 12.0.

Z FIC — MIC A en combinacion  MIC B en combinacion

MIC A sin combinar + MIC B sin combinar

Figura 3. Formula descrita por Hallander y col. (1982) para el calculo de los valores del
indice de concentracion inhibitoria fraccional (FIC).

Si el valor de FIC resulta ser mayor a 1, la combinacion de los farmacos se
clasifica como antagonista, si es igual a 1 como aditiva, si es menor a 1 como sinergismo
moderado y si es menor a 0,5 como un sinergismo fuerte. Por otro lado, al representar
graficamente el isobolograma, si la combinacion resulta ser aditiva, la isobola es una recta
mientras que, si la combinacién resulta ser sinergistica o antagonista, las isobolas seran

clncava 0 convexa, respectivamente.

3.9. Efecto de FR25 y FR95 en combinacién con la miltefosina sobre

amastigotes intracelulares de L. mexicana

Para evaluar el efecto de la combinacién de las drogas sobre amastigotes de L.
mexicana, se siguio el protocolo descrito en la seccién 3.7. Las combinaciones realizadas

a concentraciones por debajo de los valores del MIC se encuentran en la tabla 4.

Tabla 4. Combinacidon de los compuestos FR25 y FR95 con la
miltefosina sobre amastigotes intracelulares de L. mexicana.

MTF + FR25

0,5 uM + 3,5 uM
2uM + 1 uMm
1uM + 2 uM
MTF + FR95
0,5uM + 3 pM
2uM + 1 uM
1uM + 2 uM
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4. RESULTADOS

4.1, Efecto de los compuestos quinolinicos sobre la proliferacion de

promastigotes de L. mexicana

La actividad antiproliferativa de varios compuestos quinolinicos fue evaluada in vitro
contra promastigotes de L. mexicana (MHOM/BZ/82/Bel-21). El tratamiento con las
diferentes drogas a 50uM resultdé en una inhibicién de la proliferacion celular del parasito
(Tabla 5). De todos los compuestos ensayados, el FR25 y el FR95 fueron lo mas
efectivos, al inhibir la proliferacién del promastigote en un 98% y 96,3% respectivamente,
en comparacion con las otras drogas utilizadas, por lo cual se seleccionaron para el

desarrollo de este trabajo de investigacion.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicién de los compuestos quinolinicos sobre la
proliferacion de promastigotes de L. mexicana.

COMPUESTO (50uM) %DE INHIBICION (48 horas)
FR2 42,8
FR24 49
FR25 98
FR94 84,4
FR95 96,3
FR96 84,4

Los datos mostrados son el resultado de dos experimentos independientes.

4.2. Efecto de los compuestos FR25 y FR95 sobre la proliferacion de

promastigotes de L. mexicana

La actividad antiproliferativa de los compuestos FR25 y FR95 contra promastigotes de
L. mexicana fue ensayada in vitro. Los parasitos fueron incubados con diferentes
concentraciones de las drogas, observandose una inhibicion dosis-dependiente de la
proliferacion celular. El ICso determinado a las 48 horas de tratamiento con FR25 fue de
8,93uM (figura 4-A). A concentraciones superiores a 20uM se alcanzé un 90% de

inhibicion de la proliferacién del parasito, siendo 25uM la concentracion minima inhibitoria
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del 90% de la poblacion celular (MIC). Por otra parte FR95 mostré un ICs, de 16,12uM
(figura 4-B) y un MIC de 30uM. Es importante resaltar que el DMSO a una concentracion

del 1% no ejercio efecto significativo en la proliferacion celular del parasito.
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Figura 4. Efecto del compuesto (A) FR25y (B) FR95 sobre la proliferacion de promastigotes
de L. mexicana a las 48h. Los datos mostrados son el resultado de tres experimentos
independientes.
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4.3, Efecto de los compuestos FR25 y FR95 sobre la morfologia de

promastigotes de L. mexicana

Las células fueron incubadas con los compuestos FR25 a 9uM y 15uM y FR95 a
16pM y 20uM, durante 48 horas. La figura 5-A corresponde al ensayo control sin
tratamiento, en donde se observa la morfologia tipica de los promastigotes, con una forma
fusiforme vy flagelar. De igual forma, las células tratadas con DMSO al 1% (figura 5-B), no
muestra diferencias morfolégicas con respecto al control realizado.

Sin embargo en los promastigotes de L. mexicana tratados con FR25 (figuras 5 C-E) y
FR95 (figuras 5 D-F) se observaron modificaciones de la forma alargada tipica de las

células, siendo frecuente la presencia de parasitos redondeados y multiflagelados.
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Figura 5. Efecto de FR25 y FR95 sobre la morfologia de promastigotes de L. mexicana. (A)
Control; (B) DMSO; (C) FR25 9uM; (E) FR25 15uM; (D) FR95 16uM (F) FR95 20uM (40X)
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4.4, Citotoxicidad de FR25 vy FR95 sobre los macréfagos muridos de la linea

celular J774.

Se evaluod la actividad citotoxica de cada compuesto sobre macrofagos muridos
de la linea celular J774 mediante el ensayo con MTT. El valor del ICso obtenido fue de
28uM para FR25 (figura 6) y de 34,2uM para FR95 (figura 7) a las 48 horas de
incubacién, ambos superiores a los valores de ICsp obtenidos para los promastigotes de
L. mexicana. Por lo tanto, estos compuestos no mostraron un efecto significativo sobre los

macrofagos en el rango de concentraciones utilizadas en este trabajo de investigacion.
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Figura 6. Efecto citotoxico del compuesto FR25 sobre macr6fagos muridos de la linea
celular J774. Los datos mostrados son el resultado de ocho experimentos independientes
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Figura 7. Efecto citotoxico del compuesto FR95 sobre macr6fagos muridos de la linea
celular J774. Los datos mostrados son el resultado de ocho experimentos independientes

4.5. Efecto de FR25y FR95 sobre el porcentaje de infeccién de macr6fagos

muridos por amastigotes de L. mexicana

Se estudio el efecto de FR25 y FR95 sobre amastigotes de Leishmania mexicana
en macrofagos muridos de la linea celular J774. Ambos compuestos fueron capaces de
disminuir el numero de macrofagos infectados (porcentaje de infeccion) con respecto al
control a medida que aumenta la concentracion de los compuestos (Tabla 6, figura 8, y
figura 9). Adicionalmente, se observé en presencia de las drogas una reduccién en el
namero de amastigotes por célula (tabla 6 y figura 9). El tratamiento con altas
concentraciones de la droga produjo numero significativo de vacuolas sin parasitos

dentro de los macréfagos tratados (figura 9).
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Tabla 6. Efecto de los compuestos FR25 y FR95 sobre el porcentaje de infeccién de
macréfagos de la linea celular J774 con amastigotes de L. mexicana.

COMPUESTO  CONCENTRACION (uM) % DE INFECCION N° AMASTIGOTES/CEL.

CONTROL - 69+4 6+2
1 30+2 2+1
3 17+6 2+1
FR25 6 14+6 1+0,5
10 10+2 1+0,25
15 61 1+0,5
1 254 2x1
3 15+1 2x1
FR95 6 12+ 2 1+05
10 8+1 1+0,25
15 6+1 1+0,5

Los datos mostrados son el resultado de tres experimentos independientes.

Los valores de ICso determinados a las 48 horas fueron de 2,19uM para FR25
(figura 8- A) y de 1,15uM para FR95 (figura 8-B). Se observé a una concentracion de 1uM
una inhibiciéon del porcentaje macréfagos infectados del 57% con FR25 y del 60% con
FR95 respectivamente, asimismo a 10uM, para ambas drogas, se observd una
disminucion del porcentaje de infeccion del 90%. Este valor (10uM) fue establecido como

el MIC para cada uno de los compuestos.
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Figura 8. Efecto de los compuestos FR25 (A) y FR95 (B) sobre el porcentaje de infeccién de
macréfagos muaridos de la linea celular J774 por amastigotes de L. mexicana.
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Figura 9. Efecto de FR25y FR95 sobre el porcentaje de infeccion de macréfagos por
amastigotes de L. mexicana. (A) Control sin infectar; (B) Control infectado; (C) 1uM FR25; (E)
6uM FR25; (G) 10uM FR25; (D) 1uM FR95; (F) 6uM FR95; (H) 10uM FR95. Las flechas negras
indican presencia de amastigotes y las flechas rojas indican vacuolas vacias. (100X)
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4.6. Efecto de FR25 vy FR95 en combinacién con la miltefosina sobre la

proliferaciéon de promastigotes de L. mexicana

Se evalud el efecto de los compuestos quinolinicos FR25 y FR95 en combinacién
con la miltefosina sobre los promastigotes de L. mexicana. Al construir el isobolograma,
se observd una is6bola céncava, caracteristica de una interaccion sinergistica entre las
drogas. El valor FIC de las combinaciones de MTF:FR25 fue de 0,61 (figura 10), menor a

1 lo que clasifica la interaccion entre ambas drogas como un sinergismo moderado.

16
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10 - ~ —=—FIC = 0,61 +£ 0,054
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FR25 (uM)

Figura 10. Isobolograma de la combinacion de MTF:FR25 sobre la proliferacion de
promastigotes de L. mexicana. La linea punteada representa un efecto aditivo teérico entre
las drogas, mientras que la linea sélida muestra un efecto sinergistico de la combinacion de
MTF:FR25. Los datos mostrados son el resultado de tres experimentos independientes.

De igual forma, al construir el isobolograma para la combinaciéon entre MTF:FR95
se observé una isobola concava (figura 11), un poco mas pronunciada que la anterior
(figura 10) lo que indica que esta combinacion fue méas eficaz que la de MTF:FR25, con

un valor de FIC de 0,56.
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Figura 11. Isobolograma de la combinacién de MTF:FR95 sobre la proliferaciéon de
promastigotes de L. mexicana. La linea punteada representa un efecto aditivo teérico entre
las drogas, mientras que la linea s6lida muestra un efecto sinergistico de la combinacion de

MTF:FR95. Los datos mostrados son el resultado de tres experimentos independientes.

4.7, Efecto de FR25 y FR95 en combinacién con la miltefosina sobre el

porcentaje de infeccion de macrdéfagos por amastigotes intracelulares de

L. mexicana
El efecto de combinar las quinolinas con el farmaco miltefosina también fue
ensayado sobre amastigotes de L. mexicana en macr6fagos maridos de la linea J774.
La figura 12-A muestra macrofagos no infectados, en donde se diferencia el nacleo
y citoplasma de la célula, sin presencia de parasitos. En contraste, en el control de
infeccion (figura 12-B), se observaron de 4 a 5 amastigotes de L. mexicana dentro de las
vacuolas lisosomales del macréfago. En las células tratadas con las diferentes

combinaciones de los compuestos se observd una disminucion significativa del porcentaje
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de infeccién asi como una reduccion de la cantidad de amastigotes presentes por células

(figura 12 C-H).

Al construir los isobologramas para ambas combinaciones se obtiene una isébola
cbéncava, lo que indica un claro sinergismo. El FIC determinado para la combinacion de
MTF:FR25 (figura 13-A) fue de 0,36 y MTF:FR95 (figura 13-B) fue de 0,35 ambas
menores a 0,5 lo que muestra un fuerte sinergismo. Cabe destacar que el morfotipo
amastigotes fue mas susceptible al tratamiento con las combinaciones, lo que se refleja

en los valores de FIC determinados.
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Figura 12. Efecto de FR25 y FR95 en combinacidn con la miltefosina sobre amastigotes
intracelulares de L. mexicana. (A) Control sin infectar; (B) Control infectado; (C) 0,5uM MTF +
3uM FR25; (E) 2uM MTF + 1pM FR25; (G) 1uM MTF + 2uM FR25; (D) 0,5uM MTF + 3uM FR95;
(F) 2uM MTF + 1uM FR95; (H) 1pM MTF + 2uM FR95. Las flechas negras indican presencia de
amastigotes y las flechas rojas indican vacuolas vacias. (100X).
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Figura 13. Isobolograma de la combinacién de MTF:FR25 (A) y MTF:FR95 (B) sobre el
porcentaje de infeccién de macréfagos muridos por amastigotes intracelulares de L.
mexicana. La linea punteada representa un efecto aditivo teérico entre las drogas, mientras
que lalinea s6lida muestra un efecto sinergistico de la combinacién. Los datos mostrados
son el resultado de tres experimentos independientes.
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5. DISCUSION

En épocas en que el hombre solo tenia a su disposicion los recursos que la naturaleza
le otorgaba, buscé en estos las herramientas necesarias para mitigar los sintomas
producidos por diversas enfermedades (Bodeker y Kronenberg, 2002). En este sentido,
nuestros antepasados exploraron a través de ensayos practicos, aquellos recursos que
de alguna manera les resultaron provechosos por sus propiedades nutritivas, terapéuticas
y toxicolégicas. Entre los mas utilizados por las distintas culturas, se encuentran los
recursos minerales, animales y vegetales (Belemie y col., 2004). En este punto de la
historia, el hombre comienza a ser consciente del gran potencial terapéutico que
proporcionaban diferentes especies de plantas para el tratamiento de diversas patologias

(Gonzalez-Insuasti y col., 2008).

Las plantas poseen un complejo metabolismo, que puede desempefar un papel
predominante en el desarrollo y en la investigacién experimental como punto de partida
para la producciéon de nuevos farmacos. Sin embargo, a pesar de la variedad de especies
existentes a nivel mundial, solo se conoce un tercio de la composiciéon y variabilidad
quimica de los metabolitos secundarios que estas producen (Muifio, 2011). En la
actualidad, se reporta que hay entre 35.000 y 70.000 especies de plantas que han sido
utilizadas con fines medicinales en todo el mundo (Lulekal y col., 2008). Aunque no
existen datos precisos para evaluar la extension del uso global de plantas medicinales, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas del 80% de la poblacion
mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de

atencién primaria de salud (Balemie y col., 2004).

Es asi como el uso de compuestos bioactivos provenientes de las plantas, ha tenido
un crecimiento acelerado, debido a las diferentes propiedades bioldgicas que han sido

demostradas contra diferentes enfermedades tropicales causadas por protozoos y otros
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parasitos. Por lo tanto estos se ubican en un destacado lugar, como una de las futuras
alternativas para la sintesis de nuevas drogas, mas selectivas y eficaces contra estos

patdgenos (Teklehaymanoty Giday, 2007).

En este sentido, las regiones tropicales son fuente de una gran variedad de especies
vegetales, que proveen de una innumerable cantidad de metabolitos secundarios que
pueden ser utilizados en el tratamiento de numerosas enfermedades parasitarias,

incluyendo la leishmaniasis (Cheikhyoussef y col., 2011).

Los flavonoides, los terpenos, las quinonas y los alcaloides han sido reportados como
los derivados de plantas con mayor actividad frente a diferentes especies de Leishmania.
Dentro del grupo de los alcaloides, se destacan los compuestos heterociclicos
quinolinicos, ya que han sido ampliamente utilizados como farmacos antiprotozoarios,
demostrando tener una alta eficacia contra estas enfermedades (Polonio y Efferth, 2008;

Richard y Werbovetz, 2010).

Los primeros derivados quinolinicos utilizados como farmacos, fueron la cloroquina y
la primaquina, unas aminoquinolinas, que ademas de utilizarse en la actualidad como
antimalaricos, también han demostrado ser activas contra diferentes especies de
Trypanosoma y Leishmania (Tekwai y Walker, 2006). De los estudios mencionados
anteriormente, surgié un considerable interés en el desarrollo de analogos de quinolinas
con mayor eficacia frente otros patdgenos protozoarios, como Leishmania sp. En este
contexto, se han llevado a cabo ensayos clinicos con diversos derivados de las 8-
aminoquinolinas, como la sitamaquina y la tafenoquina, con los que se han obtenido
porcentajes de recuperacion superiores al 80% (Carvalho y col., 2011). Estos resultados
abren posibilidades al desarrollo de nuevas drogas con actividad leishmanicida, que

sustituyan a los farmacos utilizados en la quimioterapia actual, ya que estos estan
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asociados a severos efectos secundarios, asi como el desarrollo de resistencia (Yeates,

2002; Wasunna, 2005).

Atraidos por los prometedores efectos leishmanicidas de varios compuestos
quinolinicos, en este trabajo decidimos evaluar el efecto antiproliferativo de compuestos,
de la serie 7-cloroquinolina -4-oxifenil sustituida, sobre Leishmnia mexicana. Los
resultados obtenidos muestran una marcada inhibicion de la proliferacion de
promastigotes de L. mexicana en presencia de todos los compuestos ensayados. Las
quinolinas FR25 o 7-cloroquinolina -4-oxifenil (2-metoxi-5-carboxialdehido) de formula
empirica Ci7H12CINO; y FR95, 7-cloroquinolina -4-oxifenil (2-metoxi-5-tiocarbamida)
(C1sH1sCIN4O2S), resultaron ser mas activas que el compuesto cabeza de serie FR2
(C16H10CINO,). Este aumento en la actividad inhibitoria de la proliferacion del parasito con
ambos compuesto, se puede asociar a la adicion, en la posicibn C2 de la estructura
madre, de un grupo metoxi (—O—CHzs). Por otra parte, la sustitucion en la estructura de
FR95 del grupo aldehido (posicion C5) por un grupo tiocarbamida produce una
disminucion en la efectividad del compuesto con respecto a FR25, lo cual se refleja en los
valores de los ICso reportados.

El posible efecto inhibitorio de esta familia de compuestos también fue evaluado sobre
macréfagos muridos de la linea celular J774, demostrando que estas quinolinas no tienen
un efecto significativo sobre la viabilidad de los macr6fagos a las concentraciones
ensayadas, encontrando valores de ICso de 28uM para FR25 y de 34,2uM para FR95. De
igual forma estas quinolinas no tienen un efecto significativo sobre fibroblastos humanos,
reportandose valores de ICso de 61,3uM para FR25 mientras que FR95 no tuvo ninguna
actividad.

Adicionalmente, el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores (IBE-UCV)

evaluo el efecto citotoxico de FR25 y FR95 sobre diferentes lineas tumorales. Este grupo
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de investigacion encontr6 que la linea celular de cancer de mama (MCF-7) fue la menos
sensible a estas drogas, estimando valores de ICso de 55uM con FR25 y de 52,2uM para
FR95 mientras que en lineas celulares de cancer de préstata (PC3) y cuello uterino
(HeLa) encontraron valores de ICso de 21,3uM y 18uM y de 17,6pM y 11,6uM para FR25
y FR95, respectivamente.

Los resultados descritos en las lineas celulares de cancer prostata y cuello uterino son
comparables con los obtenidos en nuestros ensayos, donde se reportaron valores de ICs
de 8,97uM para FR25 y de 16,17uM para FR95 sobre promastigotes de L. mexicana,
logrando evidenciar el potencial que tienen esta familia de compuestos sobre diferentes
patologias.

Sharma y col. (2014) evaluaron una serie de drogas, con el mismo nucleo quinolinico
de nuestros compuestos, la 7-cloroquinolina. Estos autores reportaron una inhibicion
dosis-dependiente con todos los productos ensayados, con rangos de ICso entre 1-18uM
en promastigotes de L. donovani, similares a los obtenidos en nuestro trabajo, lo que
evidencia que esta numerosa familia de derivados quinolinicos es una fuente potencial de
compuestos para el desarrollo de futuras drogas anti-Leishmania.

Estudios con otros analogos quinolinicos, como las tetrahidroquinolinas (Kouznetsov y
col., 2007), indeno-quinolinas (Mitzuani y col., 2002), esteril-quinolinas (Tempone y col.,
2005) y las fenil-quinolinas (Bompart y col., 2013), también han mostrado una fuerte

accion antiproliferativa en promastigotes de distintas especies de Leishmania.

Con la finalidad de profundizar en el efecto de estos compuestos sobre los
promastigotes de L. mexicana, se evaluaron los cambios morfolégicos de estos en
presencia de las quinolinas FR25 y FR95. Las células incubadas con FR25 (9 y 15 uM) y
con FR95 (16 y 20 uM) mostraron alteraciones asociadas a la morfologia del parasito,

desde una forma alargada y flagelada, caracteristica del promastigote, hasta una forma
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esférica u ovoide. Por otra parte, también se observaron modificaciones a nivel del flagelo,
encontrando que la mayoria de las células presentaban mas de un flagelo, lo que podria

sugerir que estos cambios registrados pudieran interferir en el proceso de division celular.

Alteraciones en la morfologia de estos parasitos también han sido observadas con
otros grupos de quinolinas tales como las indenoquinolinas (Wheeler y col., 2011) y las 8-
aminoquinolinas (Yeates, 2002). Estos compuestos inducen cambios significativos en la
forma del pardsito, asi como células binucleadas y multiflageladas. Dado a que la divisién
en estos organismos ocurre de manera secuencial, dividiéndose primero el cuerpo basal,
seguido del flagelo, el kinetoplasto, el nucleo y por dltimo el proceso de citocinesis
(Wheeler y col., 2011), estos autores sugieren que los cambios registrados pudieran estar
asociados a una interrupcion en el proceso de division celular, especificamente en el
proceso de citocinesis, debido a la presencia de células con multiples nlcleos y con mas

de un flagelo sin que ocurra la separacion celular.

Una vez establecido el efecto inhibitorio de FR25 y FR95 sobre la proliferacion de los
promastigotes, se estudid la accion de los mismos sobre amastigotes intracelulares,
encontrando que ambos compuestos tuvieron un efecto inhibitorio sobre el porcentaje de
infeccion de macréfagos muridos por el parasito y una reducciéon del namero de
amastigotes de L. mexicana presentes en las vacuolas parasitéforas del macréfago. Es
importante resaltar que los amastigotes fueron mucho méas sensibles que los
promastigotes. Asi, se observé que la concentracion necesaria de los compuestos FR25 y
FR95 para inhibir el 50% del porcentaje de infeccion de macréfagos por amastigotes fue
de 2,19uM y 1,15uM respectivamente, en comparacion con aquella necesaria para la
inhibicion de la proliferacion celular de los promastigotes, con valores de ICso de 8,93uM

para FR25y 16,12uM para FR95.
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Esta mayor susceptibilidad del estadio amastigote con respecto a la forma
promastigote, también ha sido observada en algunos farmacos utilizados en la
quimioterapia actual contra la leishmaniasis. Serrano y col. (2009b) reportan para el
farmaco comercial miltefosina una menor sensibilidad por parte del promastigote (ICso de
8uM) con respecto al amastigote (ICso de 1uM). Esta tendencia se ha observado con otros
agentes terapéuticos utilizados como el estibogluconato de sodio y la anfotericina B

(Vermeersch y col., 2009).

Asimismo, diferentes analogos de quinolinas, como la sitamaquina (Carvalho y col.,
2011), la tafenoquina (Carvalho y col., 2010), la Triazino-7-cloroquinolinas (Sharmay col.,
2014), las tetrahidroquinolinas (Tempone y col., 2005) y las fenilquinolinas (Bompart y
col., 2013) también han mostrado ser mas efectivas en la forma amastigote. Orué y col.
(2007) sugieren que tal diferencia en susceptibilidad a la droga entre los dos morfotipos se
deba a modificaciones bioquimicas y fisicoquimicas que ocurren en la superficie del
parasito durante el proceso de transformacion, con una mayor o mejor exposicion de los
blancos de accién de la droga en la forma amastigote en comparacién con la forma

promastigote.

Un aspecto de relevancia en la eficacia de los distintos derivados quinolinicos, es su
accion sobre diferentes dianas moleculares del parasito. Se ha demostrado que un gran
namero de quinolinas afecta la bioenergética de los mismos a través de la perturbacion
del potencial electroquimico mitocondrial asi como la alcalinizacion de los
acidocalcisomas organelos fundamentales, en la viabilidad celular de estos (Carvalho y
col., 2010; Carvalho y col., 2011; Bompart y col., 2013). La sitamaquina y la tafenoquina
se acumulan rapidamente en compartimientos acidicos, produciendo la alcalinizacion de
los acidocalcisomas del parasito (Vercesi y col.,, 2000). De igual forma, ambos

compuestos producen una caida en los niveles intracelulares de ATP producto de la
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inhibicién dosis dependiente del complejo Il (succinato deshidrogenasa) por parte de la
sitamaquina (Lopez-Martin y col., 2008; Carvalho y col., 2011) y el complejo Il (citocromo
c reductasa) por parte de la tafenoquina en promastigotes de L. donovani (Carvalho y col.,
2010). Estos eventos estan asociados a una produccion de especies reactivas de
oxigeno, y a un incremento de los niveles de Ca*? intracelular. Resultados preliminares
obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado una répida alcalinizacion de los
acidocalcisomas cuando los parasitos fueron expuestos a concentraciones cercanas a los
ICso de los compuestos. También observamos un efecto deletéreo sobre el potencial

electroquimico mitocondrial de estos parasitos en presencia de ambas drogas.

A pesar de que se han desarrollado diversos compuestos con un marcado efecto
antiproliferativo sobre el parasito y con diferentes blancos de accién, hasta el momento no
existe un farmaco totalmente eficaz frente a esta enfermedad. Los protocolos de
tratamiento y los seguimientos clinicos se han modificado considerablemente en los
ultimos afios, pero las drogas utilizadas son basicamente las mismas hasta el momento,
conduciendo en muchos casos a un fracaso terapéutico (Sundar y col., 2011). En la dltima
década los estudios experimentales para identificar nuevos tratamientos estan dirigidos,
entre otras acciones, a la busqueda de sinergismo, en el cual la accién combinada de dos
0 mas drogas produce un efecto total mayor que el efecto de cada droga por separado

(Olliaro y Taylor, 2003).

En la busqueda de nuevas estrategias que mejoren la quimioterapia actual contra
esta parasitosis, en el presente trabajo se evalud el posible efecto sinergistico de la
combinacién de dos nuevos compuestos quinolinicos con actividad antiproliferativa sobre
L. mexicana, FR25 y FR95, con la miltefosina, una droga comercial para el tratamiento de

la leishmaniasis.
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Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacién indican que las
combinaciones entre FR25:MTF y FR95:MTF son sinergisticas, ya que lograron inhibir la
proliferaciébn de promastigotes y amastigotes de L. mexicana a una concentracién menor
gue aquellas reportadas cuando los compuestos se utilizan de manera individual. Los
valores de FIC determinados en la forma promastigotes fueron de 0,61 para FR25:MTF y
de 0,56 para FR95:MTF, ambos menores a 1, clasificando las combinaciones como un
sinergismo moderado (Hallander y col., 1982). Asimismo, se alcanzaron porcentajes de

inhibicién superiores al 90% con todas las combinaciones ensayadas.

La combinacién de estos compuestos mostré6 ser mas eficaz y selectiva sobre
amastigotes intracelulares de L. mexicana, con valores de FIC de 0,36 para FR25:MTF y
0,35 para FR95:MTF, lo que evidencia nuevamente la mayor susceptibilidad del estadio
amastigote frente a distintas drogas, resultando de gran importancia debido a que esta es
la forma responsable del mantenimiento de la infeccion en el hospedador vertebrado. De
igual forma, en estos ensayos se obtuvo un efecto inhibitorio sobre el porcentaje de
infeccion de macréfagos del 90% y una marcada reduccion del nimero de amastigotes

por célula.

Seifert y col. (2011) evaluaron la combinacion entre la sitamaquina con la
pentamidina, la miltefosina y la anfotericina B, siendo la combinacion entre
sitamaquina/pentamidina la mas eficaz con un valor de FIC de 0,5 en amastigotes
intracelulares de L. donovani clasificandola como un sinergismo moderado. Cabe destacar
gue las combinaciones ensayadas con nuestros compuestos y la miltefosina mostraron
ser mas eficaces que las reportadas en estos estudios, con valores de FIC de 0,36 y 0,35
para MTF:FR25 y MTF:FR95 respectivamente, siendo consideradas como un sinergismo
fuerte, lo cual valida el potencial de nuestros compuestos como una alternativa en el

tratamiento contra esta parasitosis.
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Asimismo, otras combinaciones de farmacos leishmanicidas también han sido
evaluadas en diferentes especies de Leishmania. De Morais-Teixeira y col. (2014)
observaron que las combinaciones entre paromomicina mas miltefosina y paromomicina
mas anfotericina B actlan sinergisticamente, reportando valores de FIC de 0,34 y 0,46
respectivamente, en amastigotes de L. amazonensis y L. braziliensis. Trinconi y col.
(2014) sugieren gue el mecanismo de accion de los compuestos es un factor fundamental
para clasificar una combinacibn como sinergistica, aditiva o antagonista. En la
leishmaniasis, los farmacos utilizados pertenecen a diferentes grupos quimicos con
distintos blancos de accion sobre el parasito, lo que sugiere que en combinacion la
actividad de cada droga actle por separado, dando como resultado neto un incremento
de la accion de estos sobre el paréasito, en comparacién con el que reportan de forma

individual.

De los resultados obtenidos en este trabajo al igual que en aquellos aqui discutidos,
podemos concluir que la aplicacion de este esquema terapéutico ha dado resultados
prometedores al lograr potenciar el efecto de los farmacos utilizados, en comparacién con
se utilizacion de forma individual. Sugiriendo que el uso de terapias combinadas,
utilizando farmacos de distinta estructura quimica y con diferentes blancos de accion,

constituye una de las estrategias para mejorar el tratamiento de la enfermedad.

Asimismo, el efecto inhibitorio de los derivados de quinolinas, producidos de forma
natural o sintética, sobre distintas especies de Leishmania sirve como base para el disefio
de nuevas drogas que podrian representar una alternativa para mejorar la quimioterapia
actual contra esta parasitosis. Como ha sido demostrado, las diferentes sustituciones
dentro de la estructura de un compuesto puede incrementar el efecto citotdxico de estos
sobre los parasitos. En este sentido, modificaciones en la estructura quimica de nuestros

compuestos podrian incrementar la actividad de estos en el rango nanomolar (nM).
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6. CONCLUSIONES

Las quinolinas FR25 y FR95 presentan un efecto inhibitorio dosis-dependiente
sobre la proliferacién en cultivos in vitro de promastigotes de L. mexicana. De igual
forma, estos compuestos disminuyen significativamente el porcentaje de infeccion
de macréfagos por amastigotes y reducen el nimero de parasitos dentro de las

vacuolas lisosomales.

Estos compuestos fueron mas eficaces y selectivos sobre el estadio amastigote,
morfotipo de relevancia, por lo que estas quinolinas podrian proponerse como
agentes potenciales para el tratamiento de esta enfermedad. Es importante
resaltar que estas quinolinas no tienen un efecto significativo sobre la viabilidad de
macrofagos muridos de la linea celular J774 a las concentraciones ensayadas en

este trabajo.

Los compuestos ensayados producen cambios morfoldégicos en promastigotes de
L. mexicana, donde se lograron observar células de forma irregular y con multiples

flagelos, en comparacion con un control sin tratamiento.

Las combinaciones evaluadas, MTF:FR25 y MTF:FR95, resultaron en una mayor
inhibicion de la proliferacion de promastigotes y del porcentaje de infeccion de
macroéfagos infectados por amastigotes de L. mexicana en comparacion con las
drogas utilizadas de forma individual, sugiriendo una posible accion sinergistica de
la combinacion de estos compuestos. Este estudio abre la posibilidad de utilizar la
terapia combinada como una de las estrategias para mejorar la quimioterapia

actual contra esta parasitosis.
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