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Resumen

La cloroquina (CQ) y la mefloquina (MQ) ejercen su accién antimalarica mediante la inhibicién de la cristalizacién de
la hemozoina (HZ) y formacion de complejos hemo-CQ o hemo-MQ, mas téxicos que el hemo libre. El glutatién (GSH)
protege al parasito de los efectos oxidantes de estos complejos, participando en la degradaciéon del hemo libre; por
tanto, la combinacién de CQ o MQ con farmacos consumidores del GSH, podria potenciar su efecto antimalarico.
En esta investigacion evaluamos el efecto antimalarico de las combinaciones de CQ o MQ con acetaminofeno (ACT),
farmaco antipirético y analgésico, depletor de GSH, en ratones INH infectados con Plasmodium berghei asi como
su correlacion con los niveles hepaticos de glutation total (GSH+GSSG). Ratones infectados (108 parasitos, via i.p.),
fueron tratados con dosis terapéutica de CQ o MQ (25 mg/Kg) y subterapéutica (15 mg/Kg) en combinacién con el
ACT (150 mg/Kg), 1 vez al dia, por via intraperitoneal, durante 5 dias, en paralelo con sus respectivos controles. Tras
determinar la parasitemia (dia 5), los animales se sacrificaron para determinar los niveles hepaticos de GSH+GSSG.
Los resultados indican que la infeccion por P. berghei incrementa significativamente los niveles de GSH+GSSG.
El ACT reduce los niveles de GSH+GSSG en infectados y no infectados, y aumenta significativamente la actividad
antimalarica de MQ y CQ, principalmente en combinaciones que contienen niveles subterapéuticos de CQ o MQ.
Se plantea el uso de combinaciones que incluyan dosis subterapéuticas de los antimalaricos en el tratamiento de
pacientes con malaria no complicada, ya que podrian contribuir al retraso en el desarrollo de la resistencia.
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Abstract

Chloroquine (CQ) and mefloquine (MQ) exert their antimalarial action through the inhibition of hemozoin crystallization
(HZ) and hemo-CQ or hemo-MQ complexes formation, which are more toxic than free heme (FP IX). Glutathione (GSH)
protects the parasite from the oxidative effects of these compounds, because it participates in the degradation of
free heme; therefore, the combination of CQ or MQ with GSH-depletor drugs could enhance its antimalarial effect. In
this study we evaluated the antimalarial effect of CQ or MQ combinations with acetaminophen (ACT), an antipyretic,
analgesic, and GSH depletor drug, in INH mice infected with Plasmodium berghei as well as their correlation with
hepatic levels of total glutathione (GSH + GSSG). Infected mice (10° parasites, i.p.) were treated with therapeutic doses
of CQ or MQ (25 mg/kg) and sub-therapeutic dose (15 mg/kg) in combination with ACT (150 mg/kg), once daily, i.p. for
5 days, in parallel with respect controls. After parasitaemia evaluation (day 5), the animals were sacrificed to estimate
hepatic GSH + GSSG levels. The results indicate that P. berghei infection significantly increases GSH + GSSG levels.
ACT reduces levels of GSH + GSSQ in infected and uninfected mice, and significantly increases the antimalarial activity
of MQ and CQ, mainly in combinations that contains sub-therapeutic levels of CQ or MQ. The use of combinations,
which include sub-therapeutic doses of these antimalarials in the treatment of patients with uncomplicated malaria, is
proposed, since they could contribute to the delay in the development of resistance.
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Introduccion

La malaria es una enfermedad
infecciosa aguda y crénica, con caracter
endemoepidémico distribuida en 106
paises, especialmente en zonas tropicales
y subtropicales. Aproximadamente 3.200
millones de personas se encuentran en
riesgo de contraer la enfermedad, con
mas de 240 millones de casos anuales
y una estimacion de 584.000 muertes al
ano (Brunner y col., 2012; OMS, 2015).
Es causada por un protozoario del género
Plasmodium, del cual cinco especies
infectan al hombre: P, falciparum, P. vivax,
F. malariae, F. ovale y P. knowlesi, siendo
P. falciparum el causante de la forma mas
severa de la enfermedad. Las poblaciones
mas susceptibles a la infeccion son los
ninos menores de 5 anos y las mujeres
embarazadas (Pettersen y col., 2011;
Muller, 2015). En Venezuela prevalece la
infeccion por P. vivax en el foco oriental
y occidental, pero en el foco meridional
(estados Bolivar y Amazonas), la infeccion
por P. falciparum también es importante
(MPPS, 2017).

A pesar de los esfuerzos de diferentes
grupos de investigacion, la disponibilidad
de una vacuna efectiva para su prevencion
no se prevé en el corto plazo (Mishray col.,
2017). La erradicacion de la malaria en los
paises industrializados y la insuficiencia de
recursos para implementar los programas
de intervencion y control en los paises
endémicos, el desinterés de la industria
farmacéutica para desarrollar nuevos
farmacos antiparasitarios y la expansion
de la resistencia de los parasitos a los
antimalaricos en uso, han ocasionado
que el tratamiento quimioterapéutico de
la malaria humana se vea seriamente
limitado. Por otra parte, el control de la
transmision es dificil por la gran diversidad
de los vectores de la malaria (mosquitos
del género Anopheles), las diferencias

en su comportamiento y el desarrollo
de resistencia al DDT y otros insecticidas
(Patarroyo, 2015; OMS, 2015).

La cloroquina (CQ) una 4—
aminoquinolina y la mefloquina (MQ),
un derivado metandlico, han sido
fundamentales en la terapia antimalarica
por su efectividad, siendo la CQ, durante
las ultimas cinco décadas, la mas usada
(Kouznetsov y Goémez-Barrio, 2009;
Stepniewska y White, 2008).

La CQ ejerce su accion en la vacuola
digestiva inhibiendo la formacion de la
HZ en los estadios eritrociticos de anillo
y trofozoitos (Slater y Cerami, 1992;
Orjih, 1997; Gorka y col., 2013). La CQ
entra en la vacuola digestiva del parasito
por difusion simple, pero el pH acido
de la vacuola (pH ~ 5,2) conduce a su
diprotonacion, lo que impide su salida
por difusion a través de la membrana. La
CQ diprotonada atrapada en el interior
de la vacuola inhibe la transformacion
del hemo (Ferroprotoporfirina 1X, FP IX)
en HZ, un proceso antes referido como
polimerizaciobn y que hoy se describe
como biocristalizacion de la FP IX (Slater
y Cerami, 1992; Egan y col., 1994; Chou
y Fitch, 1998). La acumulacion de FP
IX causa graves danos que producen la
muerte del parasito (Goldberg, 1993). La
CQ inhibe la formacion de HZ iniciada por
extractos de trofozoitos, interfiriendo con
su ensamblaje (Slater y Cerami, 1992;
Egan y col., 1994; Dorn y col., 1995).
Sullivan y col. (1996) demostraron que la
CQ inhibe la sintesis de HZ mediada por
proteinas ricas en histidina (HRP II).

Mediante el uso de Espectroscopia
Raman se evaluaron los efectos del
tratamiento de CQ en cultivos de
trofozoitos de P. falciparum. Se encontro
que algunas bandas caracteristicas de
HZ se reducian en intensidad en las
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células tratadas con CQ, atribuyéndose
estos cambios a la unién intermolecular
de la CQ con las unidades diméricas
de FP IX a través de interacciones m-nt
(interacciones no covalentes entre anillos
aromaticos) de porfirinas adyacentes,
interrumpiendo asi el agregado de HZ y
reduciendo las interacciones entre grupos
hemos adyacentes (Webster y col., 2008).
En la busqueda de pruebas directas que
vincularan la inhibicion de la formaciéon
de HZ con un aumento en la cantidad de
moléculas de FP IX libres en el citoplasma
de parasitos tratados con CQ, se utilizo
la Difraccion de Rayos X para corroborar
que diferentes concentraciones de CQ y
quinina eran capaces de reducir la tasa
de formacion de la HZ (Gildenhuys y col.,
2013). Las mediciones de FP IX (IlI) por
Microscopia Electronica de Transmision
confirmaron el vinculo entre la caida en
la formacion de HZ y el aumento del FP IX
(III) toxico libre en el parasito (Combrinck
y col., 2013).

Desafortunadamente, los parasitos
causantes de la malaria han desarrollado
resistencia a la CQ en la mayor parte del
mundo (Enserink, 2010). ElI mecanismo
de resistencia de P. falciparum a la CQ
parece asociado a un aumento de la
expulsion del farmaco desde el interior
de la vacuola digestiva mediado por
transportadores entre los que se incluyen
el PfIMDR1 (Resistencia a muiltiples drogas
F. falciparum 1) (Foley y Tilley, 1997) y
el transportador PfCRT, (Transportador de
Resistencia a la Cloroquina identificada
en P. falciparum), siendo éste ultimo
el mas aceptado (Paguio y col., 2009).
Existe evidencia que indica que la clave
de esta resistencia reside en la mutacion
especifica de la proteina pfCRT, localizada
en la vacuola digestiva del parasito que
participa en el eflujo de la CQ diprotonada,
evitando su acumulacion en el organelo
(Chinappiy col., 2010). En estudios acerca

del papel de PfCRT en laresistencia ala CQ
mediante su expresion en la superficie de
ovocitos de Xenopus laevis, se demostro
que la actividad transportadora de la
PfCRT para CQ protonada proveniente de
cepas sensibles y resistentes a CQ, esta
directamente relacionada con el eflujo de
la forma idnica del farmaco lo que destaca
el importante papel de este transportador
en la expresion de la resistencia (Martin y
col., 2009), sin descartar otros posibles
factores.

Al igual que la CQ, la MQ actua
principalmente sobre los estadios
intraeritrociticos del parasito (Schmidt y
col., 1978; Geary y col., 1985).

Estudios ultraestructurales indican que
la MQ produce cambios en la vacuola
digestiva del P. falciparum, muy similares
a los observados después del tratamiento
con la CQ, con la excepcion de que
la MQ causa desgranulacion de la HZ
mientras que la CQ causa su agregacion
(Jacobs y col., 1987; Ollaro y col.,
1989). El bloqueo de la liberacion de FP
mediante incubacion de los cultivos de P.
falciparum con inhibidores de proteasas
antagoniza la acciéon de la MQ y de la CQ
(Mungthin y col., 1998; Sullivan y col.,
1998), hallazgos que sugieren que el
mecanismo de accion de la MQ es muy
similar al de la CQ. Sin embargo, aunque
la evidencia indica que la MQ interactua
con la FP IX parece convincente, no
esta totalmente esclarecido si este es su
principal modo de accidon o si existe un
blanco molecular diferente. La MQ inhibe
la degradacion peroxidativa de la FP y la
degradacion mediada por glutation (GSH)
con menor potencia que la CQ (Ginsburg
y col., 1998; Loria y col., 1999).

La aparicion de cepas de Plasmodium
resistentes a estos antimalaricos ha
limitado su uso en muchas areas
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geograficas para el control de la infecciéon
humana. Con la finalidad de retardar la
expansion de la farmaco resistencia de los
parasitos causantes de la malaria humana
a los antimalaricos efectivos, la OMS ha
recomendado el uso de combinaciones
de farmacos como una estrategia util para
el control de las infecciones malaricas, la
cual ha resultado exitosa en el tratamiento
de otras infecciones como la tuberculosis,
la lepra, el cancer y mas recientemente
del VIH (OMS, 2015).

Las combinaciones entre
antimalaricos (artesunato-mefloquina,
artesunato-sulfadoxina-pirimetamina,
sulfadoxina-pirimetamina-cloroquina,
sulfadoxina-pirimetamina-amodiaquina,
sulfadoxina-pirimetamina-mefloquina,
atovaquona-proguanil, clorproguanil-
dapsona) han sido utilizadas con éxito
en distintas regiones de transmision
malarica (Kremsner y Krishna, 2004%).
Combinaciones entre antimalaricos y
farmacos con otra indicacion terapéutica
(cloroquina-clorpromazina, cloroquina-
clorfeniramina) se han evaluado tanto a
nivel experimental como en infecciones
de humanos (Kyle y col., 1993; Sowunmi
y Oduola, 1997; Desgrouas y col., 2014).

La razon principal para combinar
farmacos es aumentar la eficacia. Ademas,
las combinaciones de farmacos pueden
reducir la duracion del tratamiento,
aumentar el cumplimiento, y disminuir
el riesgo de mutaciones que confieran
resistencia al tratamiento por parte de los
parasitos durante la terapia (Kremsner y
Krishna, 2004). La farmacoresistencia en
la malaria es definida como la capacidad
de los parasitos de una cepa para
sobrevivir o multiplicarse a pesar de la
administracion de un medicamento en
las dosis recomendadas o superiores
a las que se prescriben habitualmente,
pero comprendidas entre los limites de

tolerancia. Las mutaciones que confieren
resistencia se basan en una serie de
mecanismos como: alteracion de la
permeabilidad a la membrana celular o
de sus organelos para dificultar la entrada
del farmaco o activando rutas metabdlicas
alternas (Mendoza, 2004), razén por la
cual la OMS plantea la combinacion de
farmacos.

En cultivosde P. falciparumtratados con
CQ y amodiaquina (AQ) en combinacion
con acetaminofeno (ACT) se observaron
incrementos de la actividad antimalarica
de ambas quinolinas, por lo que se
postula un efecto potenciador del ACT
sobre la actividad antimalarica de estos
compuestos (Deharo y col., 2003). Esta
propiedad del ACT se ha relacionado con
su efecto depletor de los niveles de GSH.
Asimismo, el ibuprofeno, la indometacina
y el disulfiran, se senalaron como posibles
potenciadores del efecto antimalarico,
dado que también comparten la propiedad
depletora de los niveles de GSH.

El ACT es un farmaco analgésico y
antipirético perteneciente a los productos
de venta libre OTC (siglas en inglés de
“Over the counter”, o sin prescripcion
médica). El uso de ACT ha sido extensivo
a nivel mundial, debido a la alta incidencia
de enfermedades infecciosas virales y
bacterianas. Es frecuentemente prescrito
como agente antipirético en forma
concomitante con los antimalaricos
para reducir la temperatura durante los
episodios febriles asociados a la malaria
(Qjiako y Nwanjo, 2006) permitiendo
alcanzar el objetivo terapéutico del
infectoblogo como terapia de soporte en el
control de la fiebre. Otros efectos del ACT
se vinculan con su capacidad para reducir
los niveles de GSH.

El GSH es el tripéptido y-glutamil-L-
cisteinil-glicina, el cual se encuentra
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en estado reducido (GSH) y en menor
proporcion en su estado oxidado
(GSSG). La enzima que reduce este
tripéptido, la glutation reductasa (GR),
es constitutivamente activa e inducible
en situaciones de estrés oxidativo. De
hecho, la proporcion GSH/GSSG dentro
de las células se utiliza como un indicador
del estado oxidativo de la célula y de
la citotoxicidad. El GSH es el principal
antioxidante de las células, es ubicuo y
ayuda a protegerlas de los efectos de
las especies reactivas de oxigeno (ERO),
como los radicales libres y los peroxidos.
Otra de sus funciones es la detoxificacion
de xenobidticos y agentes carcinégenos.
También actia en la modulacion de
la presentacion de antigenos a los
linfocitos, lo que influye en la produccion
de citoquinas y en el tipo de respuesta
(celular o humoral) que se desarrolla. A
su vez, aumenta la proliferacion de los
linfocitos, la actividad de las células T
citotoxicas, las células NK, en la regulacion
de la apoptosis asi como en la sintesis
y reparacion del ADN (Ginsburg y col.,
1998; Hardwalt y col., 2002).

Durante la infeccion malarica el GSH
representa un mecanismo de defensa
esencial de los parasitos frente al estrés
oxidativo dgenerado tanto en el ciclo
asexual eritrocitico como el hepatico. En
FP. falciparum, ademas de sus funciones
como antioxidante y como coenzima,
también participa en la degradacion de los
grupos FP IX liberados en el metabolismo
de la hemoglobina por parte del parasito
(Ginsburg y col., 1998). Los primeros
estudios de sistemas antioxidantes en
los eritrocitos infectados con parasitos
del genero Plasmodium indicaron un
incremento en el contenido de GSH
en paralelo con aumentos en la carga
parasitaria (Picard- Maureau y col., 1975).
Los altos niveles de GSH en el parasito
se han asociado con el desarrollo de

resistencia a la CQ (Ginsburg y col.,
1998) mientras que los bajos niveles del
tripéptido, mas bien se relacionan con
una mayor sensibilidad a la CQ y la AQ
(Deharo y col., 2003).

El ACT es detoxificado en higado por
glucuronidacion y sulfatacion, pero
cuando estos sistemas se saturan, el
ACT se transforma en un intermediario
tipo radical libre conocido como N-acetil
p-benzoquinona-imina (NAPQI) y por
las isoenzimas del citocromo P450 El y
1A2 (CYPE1 y CYP1A2). Este metabolito
es responsable del agotamiento del
GSH y de la formacion de complejos de
inclusion covalentes con las proteinas
hepaticas, con la consecuente alteracion
del estado redox y el consumo de GSH, a
fin de revertir el estrés oxidativo producido
(Mitchell y col., 1973). En consecuencia,
el ACT, de una manera dependiente de la
dosis, puede conducir a la deplecion de
los niveles de GSH.

En este trabajo evaluamos el efecto
antimalarico in vivo de las combinaciones
de CQ y MQ con el depletor de GSH, ACT,
en ratones infectados con P. bergheiy su
correlacion con los cambios en los niveles
hepaticos de Glutation total (GSH + GSSQG)

Materiales y métodos
FARMACOS

La CQ fue adquirida en SIGMA-Aldrich
Chemical Co. Lote. 109H1047. Las tabletas
de MQ 250 mg fueron donadas por la
Direccion de Salud del estado Amazonas,
cuyo principio activo fue extraido vy
purificado por el Prof. Wilmer Guzman, en
el Laboratorio de Quimica Organica de la
Escuela de Bioanalisis de la Facultad de
Medicina de la UCV. El ACT fue suministrado
por Laboratorio VIVAX Pharmaceuticals,
Venezuela. Lote 0830394.
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PREPARACION DE LOS FARMACOS Y DOSIS

Se utilizaron las siguientes dosis
subterapeltticas (DST) y terapéuticas (DT)
en mg/Kg de peso: MQ (DST: 15 mg/Kg;
DT: 25 mg/Kg), ACT (DT: 150 mg/Kg) y
CQ (DST: 15 mg/Kg:; DT: 25 mg/Kg). Se
prepararon soluciones madre de CQ y de
ACT en agua y de MQ en DMSO. A partir
de cellas se prepararon los diferentes
tratamientos diluyendo apropiadamente
en el vehiculo Tween 20 al 2% en solucion
salina.

INFECCION DE RATONES

Los ratones (Cepa INH) fueron
infectados por via intraperitoneal con

1x10° eritrocitos parasitados con P.
berghei (Cepa ANKA), diluidos en
solucion fisioloégica. El curso de la
Tabla 1
Diseio experimental
GRUPO
GRUPO .
No. | EXPERIMENTAL | No. CO”(TI\[?LES Tr?t;";l:figto
WL DO INFECTADOS) (0,1 mL)
E C (no o
1 (infectado) 11 infectado) NaCl 0,9%
25
2 E (MQ25 12 C (MQ25
(MQ25) (MQ25) ma/Kg
3 E (MQ15) 13 C (MQ15) 15
mg/Kg
4 E (CQ25) 14 C (CQ25) 2o
mg/Kg
5 E (CQ15) 15 C (CQ15) 15
mg/Kg
6 E (ACT150) 16| C (ACT150) e
mg/Kg
. E (MQ15 17 C (MQl15 15+150
+ACT150) +ACT150) mg/Kg
8 E (MQ 5 18] € (MQ 25 25+150
+ACT150) +ACT150) mg/Kg
9 E (CQ15 19 C (CQl5 15+150
+ACT150) +ACT150) mg/Kg
10 E (CQ25 20 C (CQ25 25+150
+ACT150) +ACT150) mg/Kg
Infectados con Plasmodium berghei, MQ:

mefloquina, CQ: Cloroquina, ACT: acetaminofeno

parasitemia se monitored a través del
examen por microscopia de luz, de
extendidos de sangre tomada de la cola
de los animales infectados, coloreados
con Giemsa.

DISENO EXPERIMENTAL

Se incluyeron 20 grupos totales con 5
ratones por grupo (Tabla I). Los grupos
experimentales consistieron en ratones
infectados y tratados con los farmacos CQ
0 MQ a dosis terapéutica y subterapéutica,
solos 0 en combinacion con el ACT a dosis
terapéutica. Los controles consistieron de
ratones no infectados y tratados de igual
forma que los experimentales. También
se incluyoé un grupo de ratones infectado
sin tratamiento farmacologico.

FORMA DE TRATAMIENTO, DETERMINACION DE LA
PARASITEMIA Y SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Los animales fueron tratados con 0,1
mLdelas preparaciones correspondientes
para cada grupo, por via i.p., una vez al
dia, durante 5 dias consecutivos. En el
dia 5° de tratamiento, se determiné la
parasitemia (Peter y Robinson, 2000).
Posteriormente, los ratones fueron
anestesiados con éter para extraer el
higado por medio de una incision en el
abdomen. Se procediéo de igual forma
con los respectivos controles.

HOMOGENEIZADO DE HIGADO

El tejido obtenido se lavo, se pesd y se
homogeniz6 en una solucion de sacarosa
0,25 M en proporcion 1:5, utilizando
homogeneizador con pistilo de teflon. El
homogenado se filtr6 a través de gasay se
centrifugd a 5000 g por 30 minutos a 4°C.
El sobrenadante obtenido, alicuotizado
en tubos Eppendorf, se almaceno a -20°C,
hasta el momento de su utilizacion.
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DETERMINACION DE LOS NIVELES DE GLUTATION
ToTAL (GSH + GSSQ)

Se emple6 el método descrito
originalmente por Tietze (1969), en el
cual el GSH reacciona con el dinitro-
benceno (DTNB) formando un complejo
de color amarillo que absorbe a 405
nm. La formacion del complejo esta
acoplada a la oxidacion de NADPH.
Los homogeneizados de higado se
trataron con HCL 10 mM (1:5) a fin de
evitar la oxidacion del GSH presente en
la muestra. La mezcla se sometioé a 3
ciclos de congelacion/descongelacion
y se centrifugd a 10000 g x 5 min. El
sobrenadante se desproteinizé con 0,5
volumenes de acido-5-sulfosalicilico al
10% y se centrifugd a 1000 g x 5 min.
En los pozos de una placa de 96 pozos
se colocaron en el mismo orden: 20 pL
de cada sobrenadante, 175 pL de una
mezcla de buffer fosfato 10 mM/NADPH
+H" 0,2 mM, pH 7,5, 25 pL de DTNB 0,6
mM y 30 pL de buffer fosfato 10 mM.
Tras agitacion por 10 seg, se cuantifico
la absorbancia desarrollada en un lector
de placas (Microplate Reader THERMO
Accent, Biorad) a 405 nm. Esta primera
lectura corresponde al GSH. Tras reducir
el GSSG de la muestra con la enzima
Glutation reductasa (GR) y permitir su
reaccion con el DTNB presente, se realiza
una segunda lectura que corresponde
al contenido de glutation total (GSH +
GSSQ). Los resultados se compararon
con una curva patron de GSH (0,02 -
200 pM) y se expresaron como pM/mg
de proteinas.

DETERMINACION DE PROTEINAS

Se utiliz6 el método de Lowry y col.
(1951), adaptado a microplacas de 96
pozos utilizando la albumina sérica de
bovino (BSA) como proteina estandar.

Aspectos bioéticos

Los procedimientos experimentales
utilizados fueron aprobados por el Comité
de Bioética de la Facultad de Farmacia,
Universidad Centralde Venezuela, Caracas,
Venezuela. Todos los experimentos se
ajustaron al cumplimiento de las Buenas
Practicas para el Manejo de Animales de
Laboratorio (NIH Guide, 1966).

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como
la media + error estandar de la media
(E.E.M), donde n corresponde al numero
de determinaciones realizadas. Los
resultados fueron analizados y graficados
mediante el programa GraphPad
Prism version 4.1, aplicando la Prueba
t de student, considerando como
estadisticamente  significativo  todos
aquellos valores con p<0,05.

Resultados

EFECTO DEL ACT SOBRE LOS NIVELES HEPATICOS
DE GLUTATION TOTAL (GSH+GSSQ) EN RATONES
INFECTADOS CON P. BERGHEI

En la Figura 1 se muestran los efectos
del tratamiento de ratones no infectados
(C) e infectados (E) con P. berghei con
ACT (150 mg/Kg), sobre los niveles de
glutation total hepatico (GSH+GSSQG).
Los mismos indican que la infeccion
por P. berghei produce un incremento
significativo en los niveles hepaticos de
GSH+GSSQG, lo cual podria representar un
mecanismo compensatorio para controlar
el disparo oxidativo que caracteriza a la
infeccion. Del mismo modo, es evidente la
disminucion significativa de los niveles de
GSH+GSSQG, producido por el ACT en los
animales no infectados (C) e infectados
(E) tratados con ACT.
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EFECTO DEL ACT Y SUS COMBINACIONES CON CQ Y
MQ SOBRE LOS NIVELES HEPATICOS DE GLUTATION
ToTAL (GSH+GSSG)

En las Figuras 2.1 y 3.1 se muestran
los efectos del tratamiento de ratones
controles (noinfectados) con CQyMQy sus
combinaciones con ACT sobre los niveles
de GSH+GSSG hepatico. Tanto la CQ
como la MQ aumentan significativamente
y de manera dependiente de la dosis, los
niveles de este indicador sugiriendo el
caracter pro-oxidantes de estos farmacos.
Los tratamientos con las combinaciones
de CQ25+ACTI50 y CQI15+ACT150
respectivamente, conducen a una
moderada reduccidon de los niveles
hepaticos de GSH+GSSG. Los valores
observados guardan relacibn con la
concentracion del pro-oxidante (CQ)
presente en la combinacion.

El tratamiento con la CQ sola o
en combinacion con el ACT redujo
significativamente el nivel de GSH+GSSG
de los animales infectados no tratados.
Este efecto fue mas pronunciado en
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Figura 1. Efecto del acetaminofeno (ACT) sobre
los niveles del glutation total (GSH+GSSGQG)
hepatico de ratones no infectados e infectados
con Plasmodium berghei. Los valores representan
la media + E.E.M. y se expresan en uM/mg de
proteina. n=5. ACT: Acetaminofeno. Dosis de
ACT: 150 mg/Kg. C: Controles no infectados y
no tratados; E: Infectados no tratados **p<0,05
comparado con el control infectado, ***p<0,01
comparado con el control no infectado,
+++p<0,01 con respecto al control infectado
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Figura 2. Efecto de la combinacion CQ+ACT
sobre el nivel de GSH+GSSG hepatico de ratones
no infectados (2-1) e infectados (2-2) con
Plasmodium berghei. Los valores representan
la media + E.E.M. y se expresan en uyM/mg de
proteina. n=5. ACT: Acetaminofeno. Dosis de
ACT: 150 mg/Kg. C: controles no infectados y
no tratados; E: Infectados no tratados. C (CQ
15+ACT 150): No infectados tratados con CQ 15
mg/Kg y ACT 150 mg/Kg; C (CQ 25+ACT 150):
No infectados tratados con CQ 25 mg/Kg y ACT
150 mg/Kg; E (CQ 15+ACT 150): Infectados
tratados con CQ 15 mg/Kg y ACT 150 mg/Kg; E
(CQ 25+ACT 150): Infectados tratados con CQ 25
mg/Kg y ACT 150 mg/Kg. **p<0,05 comparado
con el control no infectado, ++p<0,05 Yy
+++p<0,001 con respecto al control infectado.

el grupo tratado con CQI15+ACT150
(Figura 2.2). La MQ sola también
redujo los altos niveles del metabolito
hepatico de animales infectados con P.
berghei de una manera independiente
de la dosis (Figura 3.2). Este efecto es
mas acentuado para la combinacion
MQ15+ACT150, la cual también
reduce significativamente el nivel de
GSH+GSSG hepatico de los animales
no infectados. Ambas quinolinas
tiene un comportamiento similar en
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su capacidad para normalizar los
niveles de GSH+GSSG hepatico de los
animales infectados hacia los valores
correspondientes a los controles no
infectados. Sus combinaciones con el
ACT incrementan este efecto.

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE PARASITEMIA
DE RATONES INFECTADOS CON P. BERGHEI,
TRATADOS CON LAS COMBINACIONES DE MQ Y CQ
CON ACT.
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Figura 3. Efecto de la combinacion MQ +ACT
sobre el nivel hepatico de GSH+GSSG en
ratones no infectados (3-1) e infectados (3-
2) con Plasmodium berghei. Los valores
representan la media + E.E.M. y se expresan en
uM/mg de proteina. n=5. MQ: Mefloquina; ACT:
Acetaminofeno. C: Controles no infectados y
no tratados; E: Infectados no tratados. C (MQ
15+ACT 150): No infectados tratados con MQ
15 mg/Kg y ACT 150 mg/Kg; C (MQ 25+ACT
150): No infectados tratados con MQ 25 mg/
Kg y ACT 150 mg/Kg; E (MQ 15+ACT 150):
Infectados tratados con MQ 15 mg/Kg y ACT
150 mg/Kg; E (MQ 25+ACT 150): Infectados
tratados con MQ 25 mg/Kg y ACT 150mg/Kg;
ACT 150: ACT150 mg/Kg. **p<0,05 comparado
con el control no infectado, ++p<0,05 vy
+++p<0,001 con respecto al control infectado.
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Figura 4. Efecto antimalarico al quinto dia post-
infeccion de ratones tratados con CQ+ACT.
Las barras representan la media * E.E.M.
CQ25: Cloroquina 25 mg/Kg, CQ25 +ACT150:
Cloroquina 25 mg/Kg + Acetaminofeno 150 mg/
Kg, CQ15: Cloroquina 15 mg/Kg, CQ15+ACT150:

Cloroquina 15 mg/Kg + Acetaminofeno
150 mg/Kg ***p<0,001 comparado con
control infectado sin tratamiento (E)

En las Figuras 4 y 5, se muestran
las modificaciones de la parasitemia al
quinto dia postinfeccion de los diferentes
grupos de tratamiento, respecto al grupo
infectado y no tratado. Se observa que
las combinaciones de CQI5+ACTI50 y
MQ15+ACT150 produjeron una mayor
reduccion (p<0,001) de la parasitemia que
las dosis terapéutica de los antimalaricos
CQ25 y MQ25. Resultados similares se
observan para las combinaciones de
CQ25+ACT150 y MQ25+ACT150.
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Figura 5. Efecto antimalarico al quinto dia post-
infeccion de ratones tratados con MQ+ACT.
Las barras representan la media * E.E.M.
MQ25: Mefloquina 25 mg/Kg, MQ25 +ACT150:
Mefloquina 25 mg/Kg + Acetaminofeno 150 mg/
Kg, MQ15: Mefloquina 15mg/Kg, MQ15+ACT150:

Mefloquinal5mg/Kg + Acetaminofeno
150 mg/Kg ***p<0.001 comparado con
control infectado sin tratamiento (E)
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Discusion

La CQ y la MQ, tienen en comun
la propiedad de inhibir el proceso de
formacion de HZ o pigmento malarico
debido a su union especifica al grupo
hemo formando los complejos Hemo-
CQ o Hemo-MQ, respectivamente. Sin
embargo, el parasito posee mecanismos
adicionales para evitar la toxicidad de
los grupos hemo no incluidos en la
estructura cristalina de la HZ que implican
su degradacion via H,0O, y/o via GSH
(Ginsburg y col., 1998; Loriay col., 1999),
por tanto, la interferencia con estos
procesos de degradacion podria reforzar
el efecto antimalarico de los inhibidores
de la sintesis de la HZ. En relacion a la
via degradativa de hemo dependiente
de GSH, hay evidencias que permiten
asociar bajos niveles del tripéptido, con
una mayor sensibilidad a la CQ y la AQ
(Deharo y col., 2003). Por el contrario,
altos niveles de GSH en el parasito se
asocian con el desarrollo de resistencia a
la CQ (Ginsburg y col., 1998).

La estrategia utilizada en este trabajo
consistié en limitar la disponibilidad del
GSH necesario para la degradacion de los
grupo hemo mediante el tratamiento de
los animales infectados con el P. berghei,
adicionalmente al antimalarico CQ o MQ,
con el ACT, conocido depletor de este
tripéptido tidlico. Nuestros resultados
indican que el ACT produce efectivamente,
la reduccion de los niveles de GSH+GSSG
hepatico en los animales no infectados e
infectados y tratados con el ACT a la dosis
de 150 mg/Kg (Figura 1). Esta disminuciéon
significativa de los niveles de GSH+GSSQG,
se atribuye a la conjugacion del GSH con
el NAPQI resultante del metabolismo del
ACT por las enzimas CYPE1 y CYP1A2. En
los animales infectados el tratamiento
con ACT produjo una reduccidon mas
pronunciada del nivel de GSH+GSSG. Sin

embargo, en ningun caso los niveles de
los péptidos tidlicos fueron depletados
completamente. La disponibilidad de esta
fraccion de GSH remanente garantiza un
manejo adecuado del NAPQI evitando los
efectos necrosantes de este metabolito
toxico del ACT, los cuales se inician una
vez agotados los niveles de GSH (Hinson
y col., 2010). Estudios ultraestructurales
realizados en nuestro laboratorio sobre
preparaciones de higado de ratones
infectados con P. berghei y tratados
con las combinaciones de CQ y MQ
con el ACT lo confirman. En los mismos
se evidencia que las alteraciones
producidas por la infeccion malarica en
el hepatocito (disminucion del contenido
de glucdgeno, presencia de dgotas de
lipidos en el citoplasma y cambios en
las microvellosidades, las mitocondrias,
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi)
se reducen significativamente por el
tratamiento con las combinaciones de CQ
o MQ (15 mg/Kg) con ACT (150 mg/Kg)
(Datos no mostrados). La cuantificacion
de los niveles de NAPQI-GSH en el tejido
hepatico o de los niveles de conjugados no
toxicos de cisteina y acido mercapturico
excretados en la orina de los animales
tratados en relacion a la dosis de ACT
utilizada, podrian aportar evidencias
adicionales al respecto.

En concordancia con lo esperado, la
evaluacion de los efectos antimalaricos
de las combinaciones de MQ15+ACT150
y CQI5+ACT150, sugieren el efecto
potenciador del ACT sobre la actividad
antimalarica de la MQ y CQ, al conducir
a efectos similares o mejores a los
observados para la MQ25 y CQ25 sobre
los parametros de parasitemia de los
ratones infectados con P. berghei, en
correspondencia con los niveles hepaticos
de GSH+GSSG mas bajos encontrados
(Figuras 4 y 5).
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Deharo y col. (2003) utilizando
modelos de infeccion murino proponen
que la caida en los niveles eritrociticos
de GSH+GSSG es la responsable del
aumento de la eficacia antimalarica de
CQ y amodiaquina (AQ) pero no de MQ
y quinina (Q) cuando se combinan con
indometacina, disulfirany ACT. La aparente
discrepancia entre nuestros resultados y
los reportados por Deharo y col. (2003) en
relacion con las combinaciones MQ+ACT
podria deberse a que las dosis empleadas
en el presente estudio fueron mas altas
para ambos farmacos. Por otra parte,
debe considerarse también que el efecto
reductor de los niveles de GSH+GSSG en
el higado ocurre de una manera inmediata
y sostenida en contraste con la que ocurre
en el eritrocito, la cual es transitoria y mas
tardia debido a que el NAPQI se produce a
nivel hepatico durante el metabolismo del
ACT (Moore y col., 1985). Por otra parte,
no podemos obviar la contribuciéon de
la sintesis de novo del GSH que realizan
los parasitos intraeritrociticos. La via
biosintética de GSH representa una fuente
constante del tripéptido en el citoplasma
de los parasitos, siempre y cuando los
aminoacidos precursores (glutamato,
cisteina y dlicina) estén disponibles.
La biosintesis de GSH es de particular
importancia en los eritrocitos infectados
por Plasmodium porque estos lo utilizan
rapidamente y por lo tanto tienen que
reabastecerlo constantemente a través de
su via biosintética (Patzewitz y col., 2013).
También se ha sugerido que la absorcion
de GSH puede contribuir a sostener los
niveles de GSH (Raj y col., 2009).

El metabolismo del GSH de eritrocitos
infectados con Plasmodium ha sido el
foco de una serie de estudios que han
revelado su papel en el mecanismo de
defensa esencial de los parasitos frente
al estrés oxidativo generado en el tejido
hepatico y en los eritrocitos durante la

infeccion (Rodrigues y Gamboa, 2009;
Rodrigues y Gamboa, 2012).

El efecto antimalarico observado con
las combinaciones de CQ y MQ con el
ACT, también podria relacionarse con
la activacion metabdlica del ACT la cual
conlleva a un incremento de la sintesis
de peroxinitrito a partir de 6xido nitrico
y radical superoxido, dada la sensibilidad
de Plasmodium a este compuesto (Clark
y Rockett, 1996; Hinson y col., 1998).

La infeccibn por Plasmodium en
modelos animales compromete diversas
vias de detoxificacion del ACT (Manson
y col., 1991; Kokwaro y col., 1993). Sin
embargo, se ha encontrado que en los
pacientes infectados con Plasmodium
falciparum tratados con el ACT para
reducir la fiebre asociada a la enfermedad,
no se afecta el metabolismo ni la
excrecion de la droga (Ismail y col., 1995;
Wilairatana, 1995).

La reduccion observada en los
niveles de GSH+GSSG hepatico de los
animales infectados producidas por los
antimalaricos CQ y MQ, especificamente
a dosis subterapéutica, podria explicarse
en base a su capacidad para reducir
la parasitemia y controlar la infeccion.
La intensificacion del efecto de ambas
quinolinas por sus combinaciones con
el ACT150, se corresponden con la
mayor eficacia antimalarica observada
para las combinaciones CQI15+ACT150
y MQI15+ACT150. Estos resultados
sugieren efectos antimalaricos aditivos o
sinérgicos.

La reduccion de las dosis de CQ,
podrian influir en la tasa de mutaciéon de
los parasitos a esta quinolina, debido a
que en relacion con las dosis, la biomasa
parasitaria expuesta es menor. Por su
baja toxicidad, solubilidad en agua,
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farmacocinéticay bajo costo, se hatratado
de prolongar su uso en base a estrategias,
entre las cuales la combinacion con
acetaminofeno, pudiera ser apropiada
(Faye y col., 2007).

Conclusion

Los resultados demuestran que el ACT
puede ser usado para potenciar la accion
antimalarica de CQ y MQ in vivo, un
indicativo de que estas combinaciones a
dosis subterapéuticas de los antimalaricos
podrianservircomotratamientode primera
linea para tratar pacientes infectados con
malaria que sean sensibles a CQ o MQ,
lo que podria retardar la aparicion de la
resistencia a estos antimalaricos en esa
area geografica.
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