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ABREVIATURAS
MM: micromolar.
ADN: Acido Desoxirribonucleico.
ATP: Adenosina Trifosfato.
COL: Colaboradores.
DAN: Diazo-acetil-norleucinametilester.
Ddil: Proteina Inducible al Dafio al DNA 1.
DMSO: Dimetilsulfoxido.
FIC: indice de Concentracion Inhibitoria Fraccional.
FR25: 7-cloroquinolina-4-oxifenil-(2-metoxi-5-carboxialdehido).
FR95: 7-cloroquinolina-4-oxifenil-(2-metoxi-5-tiocarbamida).
GTP: Guanosin Trifosfato.
HAART: Terapia Antirretroviral de Alta Eficiencia.
ICso: Concentracion inhibitoria del 50% de la proliferacion celular.
IP o IP’s: Inhibidores de la Proteasa del VIH.
LC: Leishmaniasis cutanea.
LCD: Leishmaniasis cutanea difusa.
LCL: Leishmaniasis cutanea localizada.
LMC: Leishmaniasis mucocutanea.
LV: Leishmaniasis visceral.
MIC: Concentracién Minima Inhibitoria del 90% de la proliferacion celular.
mM: milimolar.
NFV: Nelfinavir.
OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
PBS: Buffer Fosfato Salino.
SFB: Suero Fetal Bovino.
SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana.



RESUMEN

La terapia antirretroviral de alta eficiencia (HAART) utilizada en el tratamiento
de pacientes VIH-positivos, estd conformada principalmente por inhibidores de la
proteasa del virus. Dentro de estos, el Nelfinavir (NFV), ha demostrado ser uno de los
mas efectivos sobre las principales infecciones oportunistas, incluyendo las causadas
por el parésito protozoario Leishmania sp. Al menos media docena de trabajos
publicados en distintas especies de Leishmania han demostrado que el NFV produce
una inhibicién del crecimiento de este parasito en el rango micromolar (uM). Sin
embargo, el bloqueo de la proliferacién causada por el retroviral en el virus ocurre en
tres 6rdenes de magnitud menor al reportado para Leishmania. En la blsqueda de
nuevas estrategias terapéuticas que potencien el efecto del NFV en Leishmania, en el
presente trabajo nos hemos propuesto evaluar la combinacion de este antirretroviral
con otras drogas capaces de inhibir de igual forma la proliferacion del parasito. Para tal
efecto, hemos escogido dos compuestos quinolinicos de la serie 7-cloroquinolina-4-
oxifenil sustituidas, FR25 (Ci7H12CINO3) y FR95 (CisH1sCIN4O2S). Las drogas en
combinacién fueron evaluadas sobre la proliferacién in vitro de promastigotes de
Leishmania mexicana (Cepa MHOM/BZ/82/Bel21) y sobre el porcentaje de infeccion
de macréfagos murinos de la linea celular J774, previamente infectados con
promastigotes del parasito. Nuestros resultados muestran un efecto sinergistico de la
combinacién de estas drogas, con valores del indice de concentraciéon inhibitoria
fraccional (FIC) menor a 1 para ambos morfotipos. Los valores de FIC obtenidos sobre
promastigotes fueron de 0,77 para la combinacion de NFV/FR25 y de 0,66 para
NFV/FR95. Por otro lado, encontramos que los amastigotes fueron mas susceptibles al
tratamiento de la combinacion de las drogas con FIC de 0,33 para NFV/FR25 y de
0,26 para NFV/FR95. En comparacion con los resultados obtenidos cuando las drogas
se utilizaron de manera individual se observé una mayor inhibicion de la proliferacion
celular, una mayor disminucion del porcentaje de infeccibn de macrofagos y del
namero de amastigotes presentes en las vacuolas lisosomales cuando los parasitos
fueron tratados con el NFV en combinacion con los compuestos quinolinicos. Estos
resultados validan la combinacion de drogas como una alternativa eficiente en el
tratamiento de esta parasitosis y en casos de coinfeccion de Leishmania/VIH, logrando

potenciar el efecto inhibitorio del nelfinavir sobre el parasito.
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1. INTRODUCCION

1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad causada por diferentes especies del género
Leishmania. Esta parasitosis es endémica en 98 paises de las regiones tropicales y
subtropicales de América, Europa, Asia y Africa, con mas de 350 millones de personas
en situaciéon de riesgo segun datos reportados por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 2010). Las cifras publicadas indican una incidencia de 2 millones de nuevos
casos por afio (0,5 millones de leishmaniasis visceral y 1,5 millones de leishmaniasis
cutanea) estimandose mas de 50.000 muertoies anuales, una tasa superada solo por
la malaria (OMS, 2010; Alvar y col., 2012).

Leishmania muestra dos morfologias durante su ciclo de vida, una forma
denominada promastigote, que se caracteriza por tener una forma alargada, ser movil
y flagelada y otra denominada amastigote que es de forma oval e inmévil (Molyneux,
1987; Cunninghan, 2002). Este parasito presenta un ciclo de vida donde participa un
hospedador invertebrado que hace las veces de vector y un hospedador vertebrado.
En la toma de sangre a un hospedador vertebrado infectado, los amastigotes son
ingeridos por el insecto vector del género Phlebotomus o Lutzomya. Una vez dentro
del insecto, los amastigotes migran hasta el estbmago, donde se transforman y se
multiplican en promastigotes, que son nuevamente inoculados en la dermis del
mamifero, y se transforman a amastigotes luego de ser fagocitados por los
macrofagos (Figura 1) (Bonfante y Barroeta, 2002).

En el humano estos parasitos generan un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, reconociéndose dos formas de la enfermedad, la leishmaniasis visceral (LV) y
la leishmaniasis cutanea (LC). La LV es endémica en 62 paises, con un total de 200
millones de personas en situacion de riesgo (Alvar y col., 2012). A nivel mundial, se
estiman mas de 300.000 casos anuales de LV en el este de Africa, principalmente en

Sudan y Etiopia (Van Griensven y Diro, 2012). La LC se presenta a su vez en varias



formas clinicas: la leishmaniasis cutdnea localizada (LCL), la leishmaniasis cutanea
difusa (LCD) y en la leishmaniasis mucocutanea (LCM) (Ronddn, 1993; Convit y

Pinardi, 1974).
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Figura 1. Esquema general del ciclo de vida de Leishmania sp., en el hospedador

vertebrado (Tomado de http/www.dpd.cdc.gov/dpdx 10/01/2014).

En Venezuela, las infecciones por Leishmania han sido reportadas en todas las
entidades federales, siendo las mas importantes los estados Trujillo y Mérida,
presentandose casos en todas las edades, siendo mas expuestos a contraer la

enfermedad personas del sector agropecuario (Bonfante y Barroeta, 2002).

1.2 Tratamientos actuales contra la Leishmaniasis

Actualmente existen numerosos medicamentos utilizados para el tratamiento
de la leishmaniasis que comprenden una gran variedad de estructuras quimicas, entre
los cuales destacan la terapia con antimoniales pentavalentes, antibiéticos especificos
y otros farmacos como principales lineas de accion (Alvar y col., 2012; Cunningham,
2002).

La terapia con antimoniales pentavalentes se administran de manera

intramuscular contra la LC y LV. Los farmacos mas utilizados son el pentostam



(estibogluconato de sodio) y glucantime (antimoniato de meglumina). El detalle acerca
del mecanismo de accién de estos farmacos no se conoce con precision, sin embargo
se cree que actlan sobre el metabolismo energético del parasito interfiriendo con la
sintesis de ATP y GTP (Qullette y col., 2004).

En caso de intolerancia a los antimoniales pentavalentes se administran
farmacos de segunda linea de accibn como la anfotericina B, la miltefosina, la
pentamidina y la paromomicina (Wilson y col.,, 2008). La anfotericina B es un
antibidtico poliénico que altera la permeabilidad de la membrana plasmatica del
parasito, produciendo la formaciébn de poros que resulta en la lisis celular
(Cunningham, 2002; Ramos y col, 1996). Por otro lado, la miltefosina es un fosfolipido
acilado que afecta las rutas de sefalizacion celular e inhibe las enzimas implicadas en
la sintesis y en la transcripcion de los fosfolipidos de la membrana celular (Paris y col.,
2004). Otro farmaco utilizado en el tratamiento contra la leishmaniasis es la
pentamidina, una diamina aromatica que afecta la replicacién del genoma a nivel
mitocondrial. Por Ultimo, la paromomicina es un aminoglucésido que se cree que
afecta el proceso de traduccion de proteinas (Sundar y col., 2007).

Todos estos farmacos actualmente utilizados contra la leishmaniasis presentan
numerosos efectos secundarios en los pacientes, con el tiempo el parasito desarrolla
resistencia al tratamiento, son altamente téxicos y costosos. Adicionalmente, se ha
reportado que estos farmacos son ineficientes para el tratamiento de algunos

pacientes en estado crénico de la enfermedad (Paris y col., 2004; Wilson y col., 2008).

1.3 Coinfeccién Leishmania/VIH

Un nuevo factor de riesgo asociado a la enfermedad parasitaria es la coinfeccion
por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Las personas infectadas con VIH, son
ma&s propensas a contraer infecciones oportunistas como consecuencia de un sistema
inmune debilitado, siendo la leishmaniasis la cuarta infeccién oportunista en pacientes

VIH-positivos. La coinfeccion por Leishmania y VIH plantea un problema importante en



el tratamiento de individuos coinfectados, donde el tratamiento tradicional para ambas
enfermedades es poco efectivo (Alvar y col., 2012).

Para el afio 2010, la coinfeccion Leishmania/VIH habia sido reportada en 35
paises endémicos para la leishmaniasis. Este fendmeno es el resultado de un
aumento en la superposicidn entre la leishmaniasis y el VIH, a causa de la extension
de la enfermedad a &reas rurales y suburbanas (Olivier y col., 2003; Alvar y col.,
2012). De acuerdo a la OMS (2010), el numero de nuevos casos de coinfeccién ha
disminuido en Europa desde el final de la década de 1990, debido principalmente al
acceso a la terapia antirretroviral HAART (Highly Active Anti-Retroviral Therapy, por
sus siglas en inglés). En otras partes del mundo, sin embargo, donde hay un acceso
limitado a dicho tratamiento, la prevalencia ha ido en constante aumento. A medida
que la pandemia del VIH en los tropicos se extiende a zonas endémicas para la
leishmaniasis, la coinfeccién por Leishmania/VIH es un problema de rapida expansioén,
lo que aumenta la urgencia de un enfoque integral para el control de la leishmaniasis
(OMS, 2010).

En pacientes VIH-positivos, la forma clinica mas comun de la leishmaniasis es la
visceral, que presenta caracteristicas diferentes de la LV en pacientes no coinfectados
(Alvar y col., 1997; Cruz y col., 2006). También se han reportado casos de coinfeccion
con LC aunque en menor proporcion. La leishmaniasis favorece la progresion clinica
de la infeccion por el VIH y el consiguiente desarrollo del SIDA, con lo cual disminuye
la supervivencia de los pacientes y deteriora su respuesta al tratamiento antirretroviral
(Olivier y col., 2003; OMS, 2010). A su vez, la propia infeccion por el VIH aumenta el
riesgo de desarrollar leishmaniasis hasta en 100 veces en areas donde la
leishmaniasis es endémica, asi como la progresion de la infeccion asintomatica hacia
la enfermedad activa, lo cual reduce la tasa de respuesta terapéutica (Guerin y col.,

2002; OMS, 2010).



1.4 Inhibidores de la proteasa del VIH y Leishmania

Desde la introduccion de la terapia antirretroviral (HAART), las infecciones
oportunistas virales, bacterianas, fungicas y parasitarias han disminuido en los
pacientes infectados con VIH (Alfonso y Manzote, 2011). En un estudio que involucré
6.941 individuos con VIH de Australia y diez paises Europeos, al comparar los
periodos 1997-2001 y 1994-1996, se produjo una disminucion de estas infecciones
oportunistas cuando los pacientes fueron tratados con la terapia antirretroviral (Lopez-
Veléz, 2003). Esto evidencia el impacto que ha tenido la terapia HAART contra las
principales infecciones oportunistas asociadas.

Los medicamentos que se usan como terapia antirretroviral han sido clasificado
principalmente en 3 categorias segln su mecanismo de accion: inhibidores
nucledsidos de la transcriptasa inversa como zidovudina, lamivudina y estavudina;
inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa como nevirapina, efavirenz y
delavirdina e inhibidores de la proteasa del VIH (IP) como indinavir, nelfinavir,
saquinavir, ritonavir y lopinavir. Estos compuestos suelen ser utilizados en regimenes
de combinacién de farmacos para lograr una mayor beneficio posible y para disminuir
el riesgo de desarrollar resistencia (De Clercq, 2009).

Los farmacos contra el VIH estan disefiados para inhibir dos proteinas viricas de
particular interés, la transcriptasa inversa y la proteasa virica. Esta Ultima es miembro
de la familia de las aspartil proteasas y es el blanco de los IP’s del VIH. Esta familia de
proteasas parece jugar un papel importante en los ciclos de vida de numerosos
agentes patdgenos incluyendo los protozoos parasitos, bacterias, virus, levaduras y
hongos, en donde intervienen en diversas funciones, incluyendo la invasion de las
células huésped y los tejidos. Su caracterizacion bioquimica y molecular ha
proporcionado herramientas para mejorar la comprension de las funciones de estas
enzimas. Ademas, estudios en mdltiples sistemas sugieren que los inhibidores de

estas enzimas tienen efectos potentes contra varios patégenos.



En Leishmania, Valdivieso y col. (2007) reportaron la presencia de una actividad
proteolitica tipo aspartil-proteasa en la fraccion soluble de promastigotes de L.
mexicana a un pH éptimo de 3,8. Esta actividad fue inhibida en un 99% por el Diazo-
acetil-norleucinametilester (DAN), un inhibidor selectivo para las aspartil proteasa
mientras que inhibidores selectivos para serin-proteinasa y cistein-proteinasa, no
tuvieron ningun efecto inhibitorio. De igual forma, se obtuvo una inhibicién dosis-
dependiente de la proliferacion de promastigotes de L. mexicana por DAN,
observandose células binucleadas y multinucleadas, lo que sugiere que esta actividad
proteolitica podria estar asociada al proceso de citocinesis en estos parasitos.

Estudios pioneros del efecto de los IP’s del VIH sobre Leishmania fueron
realizados en el afio 2005 por Savoia y col., donde reportaron que los farmacos
indinavir y saquinavir producen un efecto antiproliferativo en cultivos in vitro de
promastigotes de L. infantum y L. major. En el afio 2008, Trudel y col. estudiaron el
efecto de los IP’s, nelfinavir y saquinavir, sobre el crecimiento in vitro de amastigotes
axénicos de L. infantum, observando wuna inhibicibn dosis dependiente.
Adicionalmente, demostraron que el nelfinavir, ritonavir y saquinavir reducen la
supervivencia intracelular de L. infantum y L. donovani, disminuyendo el porcentaje de
infecciobn de macro6fagos coinfectados o no con el VIH. Este resultado es de gran
relevancia fisiol6gica debido a que estas especies de Leishmania son las responsables
de LV, forma clinica presente en la mayoria de los casos de coinfeccion.
Posteriormente, Santos y col. (2009) reportaron el efecto de lopinavir, nelfinavir,
amprenavir, saquinavir e indinavir sobre la proliferaciéon de promastigotes y en el
porcentaje de infeccion de macréfagos de una especie de importancia en América que
produce manifestaciones cutaneas de la enfermedad, Leishmania amazonensis. Este
grupo de investigacion encontré que de todos los inhibidores estudiados, el nelfinavir
mostré un mayor efecto inhibitorio sobre la proliferacién de promastigotes con un ICso
de 15,12 uM y una reduccién del 90% en el porcentaje de infeccién de macréfagos por
amastigotes. Al evaluar el efecto de estas drogas sobre la actividad proteolitica de L.
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amazonensis se encontrd que el lopinavir fue el compuesto mas eficiente en inhibir la
hidrdlisis de un sustrato sintético de la proteasa del VIH por parte del parésito.

En el 2010, Valdivieso y col., profundizan en el estudio del efecto de los IP’s del
VIH en Leishmania, demostrando que los IP’s del VIH, saquinavir y nelfinavir,
producen efectos antiproliferativos de manera dosis-dependiente en cultivos in vitro de
seis especies de Leishmania, incluyendo L. mexicana y L. infantum. Resultados
similares fueron obtenidos cuando los parasitos fueron tratados con Ac-Leu-Val-
fenilalanina, un inhibidor selectivo de la IP’s del VIH. Los farmacos utilizados en este
estudio inducen cambios en la morfologia del parésito, observandose células
binucleadas y multinucleadas. Adicionalmente, los autores reportaron una reducciéon
del porcentaje de infecciébn de macréfagos y monocitos coinfectados con el VIH por
amastigotes de L. infantum y L. mexicana, siendo el nelfinavir mas efectivo que el
saquinavir, en concordancia con los resultados obtenidos por Trudel y col. (2008). De
igual forma, estos compuestos, fueron capaces de inhibir la actividad tipo aspartil
proteasa del parasito de manera dosis-dependiente. Estos autores sugieren que la
actividad antiproliferativa de DAN (Valdivieso y col., 2007) y los 3 IP’s del VIH, Ac-Leu-
Val-fenilalanina, nelfinavir y saquinavir, puede estar asociada a la inhibicion de la
citocinesis durante la replicacién del parasito, lo que evidencia la importancia de dicha
actividad en el parasito.

A pesar de que se ha demostrado que los IP’s del VIH tienen un efecto directo
sobre la actividad aspartil proteasa de Leishmania, no fue sino hasta el afio 2011 que
se identifico la proteina responsable de dicha actividad en el parasito. White y col.,
(2011) demostraron que una proteina de Leishmania homéloga a la proteina inducible
al dafio del DNA (Ddil) de la levadura Saccharomyces cerevisiae era inhibida por los
IP’s. En estos estudios se observd que el gen correspondiente a la proteina Ddil de L.
major fue capaz de complementar el fenotipo de secrecion de proteinas asociado a la
Ddil de la levadura S. cerevisiae. Asimismo, se encontré que varios de los inhibidores
de proteasa del VIH, utilizados como farmacos antirretrovirales, evitan el fenotipo de
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complementacién resultante, lo que sugiere que la inhibicién de la Ddil de Leishmania
podria ser el mecanismo por el cual los inhibidores de la proteasa del VIH median su
accion antiparasitaria (White y col., 2011). Estos hallazgos se apoyan con los trabajos
realizados por Perteguer y col. (2012) quienes clonaron, secuenciaron y expresaron la
proteina Ddil-like de L. major; demostrando por primera vez de forma directa que esta
es una proteasa funcional capaz de hidrolizar péptidos especificos de la proteasa del
VIH y de proteasas tipo catepsina D. Esta actividad fue inhibida por el farmaco
antirretroviral nelfinavir (NFV). Estos resultados sefalan a la Ddil de Leishmania como
una blanco potencial para el desarrollo de drogas selectivas contra el parasito.

Sin embargo, a pesar de estos prometedores hallazgos, el uso continuado de la
terapia HAART en pacientes coinfectados con Leishmania/VIH, se encuentra asociado
a importantes inconvenientes que pueden disminuir considerablemente su eficacia con
el tiempo, entre los que cabe destacar el desarrollo de resistencias, la dificultad en el

cumplimiento terapéutico y la gran toxicidad que producen los farmacos.

1.5 Combinaciones de compuestos

En la dltima década, los estudios experimentales para identificar nuevos
tratamientos antileishmania han estado dirigidos, entre otras acciones, a la busqueda
de sinergismo, en el cual la accién combinada de dos o0 mas drogas produce un efecto
total mayor que el efecto que produce cada droga por separado (Olliaro y Taylor,
2003). Algunas de las ventajas de la combinacién de drogas incluyen el aumento del
efecto terapéutico, disminucién de las dosis necesarias, minimizar la toxicidad y el
desarrollo de resistencia a los medicamentos. Este esquema terapéutico se ha
aplicado en el tratamiento de numerosas patologias como el cancer y enfermedades
infecciosas como el SIDA, mal de chagas y paludismo (Van Griensven y Diro, 2012).

El primer trabajo de investigacion en donde se evalla la combinacién de
drogas antileishmania fue realizado por Chunge y col. (1990) donde evaluaron en

ensayos clinicos, el efecto de la combinacién del pentostam 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. Basados en
estos resultados, Seifert y Croft (2006) realizaron ensayos de combinaciones in vitro
entre la mitelfosina y otras drogas antileishmaniasis como anfotericina B, pentostam, y
paromomicina sobre Leishmania donovani, concluyendo que la combinacion de
miltefosina/anfotericina B y miltefosina/paromomicina tienen un efecto sinérgico
antiproliferativo sobre L. donovani.

En el afio 2011, Seifert y col., evaluaron las interacciones in vitro entre la
sitamaquina, una 8-aminoquinolina de interés terapéutico en el tratamiento de la LV,
con los actuales medicamentos antileishmania anfotericina B, pentostam, miltefosina,
paromomicina y pentamidina contra amastigotes de L. donovani en macrofagos
peritoneales de ratdn, obteniendo que las interacciones entre sitamaquina con
anfotericina B, estibogluconato sodio, paromomicina y miltefosina fueron clasificados
como indiferente mientras, que la combinacién de sitamaquina/pentamidina fue
sinérgica. Estos estudios amplian los datos preclinicos sobre combinaciones de
farmacos y proporciona la base para futuros tratamientos con multiples farmacos.
Asimismo, logran evidenciar un aumento del efecto de la miltefosina y la sitamaquina
sobre el parasito cuando se utlizan en combinacion con las otras drogas
antileishmania.

Estudios realizados por Serrano-Martin y col. (2009a), encontraron que la
amiodarona, un agente anti-ritmico utilizado en casos de chagas croénico, afecta la
viabilidad de promastigotes y amastigotes intracelulares de L. mexicana, produciendo
un desbalance en la homeostasis de la [Ca?'] en el parasito. Basados en estos
resultados, este mismo grupo de investigacién, evalu6 el efecto antiproliferativo de la
combinacién de la amiodarona y la miltefosina en L. mexicana, encontrando que la
combinacién de estos farmacos tiene un efecto sinergistico, con un indice de
concentracion inhibitoria fraccional (FIC) de 0,74 en promastigotes y 0,49 en
amastigotes. Asimismo, los autores reportaron que con la aplicacion de este esquema
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terapéutico se induce cura parasitolégica del 90% en un modelo murino, siendo esta la
primera vez que se evidencia un efecto sinergistico in vivo (Serrano-Martin y col.,
2009Db).

A la luz de los resultados discutidos anteriormente, la terapia de combinacion de
farmacos podria ser una alternativa que potencie el efecto de los IP’s del VIH sobre
Leishmania, mejorando el tratamiento de los pacientes coinfectados (Van Griensven y
Diro, 2012). Hasta la fecha no se ha reportado ningun trabajo de investigacion en
donde se estudie el efecto de la combinacién de los inhibidores de la proteasa del VIH
con farmacos comunmente utilizados contra la leishmaniasis u otras drogas
potenciales. Dado que el NFV es uno de los antirretrovirales mas activos, es de
particular interés estudiar el posible efecto sinergistico de la combinacion de este
antirretroviral con otros compuestos capaces de inhibir el crecimiento del parasito.

En la busqueda de nuevas drogas capaces de inhibir de manera eficiente el
crecimiento de este parasito, las cuales podrian utilizarse adicionalmente en terapias
de combinacion, los cientificos han dirigido parte de sus esfuerzos al estudio de
especies de plantas que contienen compuestos bioactivos con potencial medicinal
(Delgado y col., 2003; Rocha y col., 2005).

El uso de plantas en el tratamiento de la leishmaniasis ha sido ampliamente
practicado por habitantes de zonas rurales, reportdndose efectos positivos con una
variedad de extractos y moléculas de origen natural sobre este parasito (McClure,
1996; Delgado y col., 2003).

Entre estos compuestos destacan las quinolinas, un grupo de moléculas
heterociclicas arométicas de bajo peso molecular, formadas por la union de un nucleo
derivado del benceno y otro piridinico. Estas son facilmente solubles en solventes
organicos y muestran un amplio rango de actividades antisépticas y antibidticas
(Tempone y col., 2005). Kouznetsov y col. (2007) han reportado un amplio rango de
actividad antimalarial, antifangica y antileishmania de algunas tetrahidroquinolinas,
indenoquinolinas y fenilquinolinas (Jacquemond-Collet y col., 2002; Bompart y col.,
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2013). Asimismo, derivados de las tetrahidroquinolinas también presentan actividad
antitumoral (Dorey y col.,, 2002), antioxidante (Kouznetsov y col.,, 2009) y mas
recientemente antichagasicos (Fonseca-Berzal y col.,, 2013). Otro derivado de las
quinolinas que ha mostrado efectos inhibitorios contra Leishmania sp., es la
sitamaquina, una 8-amino-quinolina que se encuentra en ensayos clinicos para el
tratamiento de la LV (Seifert y col., 2011). Este es un farmaco activo por via oral, que
causa una disminucién rapida y significativa de los niveles de ATP del parasito, lo que
conduce a su colapso bioenergético (Carvalho y col., 2011). Todos estos hallazgos
nos permiten sefialar a las quinolinas como compuestos de interés para el desarrollo
de nuevos farmacos mas efectivos contra este parasitosis.

Por esta razon, en el presente trabajo se plante6 estudiar el efecto de la
combinacién del NFV con dos compuestos quinolinicos de la serie 7-cloroquinolina-4-
oxifenil sustituidas extraidas de la planta Eugenia caryophyllus, FR25 y FR95, sobre la

proliferacién de Leishmania mexicana.

Cl \O
\%/o <
FR
95 N /N\H)]\NHZ

Chemical Formula: C,gH;5sCIN4O,S
Molecular Weight: 386,86

Cl \
(@]
/ °
FR25 N \ /O

Chemical Formula: C,;H,,CINO3
Molecular Weight: 313,74

Figura 2. Estructura de las quinolinas FR25 y FR95 de la serie 7-cloroquinolina-4-oxifenil
sustituidas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la combinacion del Nelfinavir y dos quinolinas de la serie 7-
cloroquinolina-4-oxifenil sustituidas, FR25 y FR95, sobre la proliferacion de Leishmania

mexicana.

2.2 Objetivos especificos

1) Evaluar el efecto del Nelfinavir y de las quinolinas sobre:
a. La proliferacion de promastigotes de L. mexicana.
b. El porcentaje de infeccibn de macrofagos murinos de la linea
celular J774 por amastigotes de L. mexicana.
2) Evaluar el efecto de la combinacion del Nelfinavir con las quinolinas
sobre:
a. La proliferacion de promastigotes de L. mexicana.
b. El porcentaje de infeccibn de macrofagos murinos de la linea

celular J774 por amastigotes de L. mexicana.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacion de compuestos

El nelfinavir fue donado por la empresa Pfizer (Caodigo: AG-1343).

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 Universidad Central de Venezuela. Las
quinolinas de la serie 7-cloroquinolina-4-oxifenil sustituidas, son compuestos
semisintéticos obtenidos de diversas modificaciones de cicloadicion del eugenol,
extraido del aceite esencial de la planta Eugenia caryophyllus.

Se prepararon soluciones “stock” de cada compuesto en el rango mM utilizando el
dimetilsulféxido (DMSO) como disolvente, a partir del cual se tomaron alicuotas para

llegar a una concentracién determinada directamente en el cultivo.

3.2 Cultivo de parasitos

Se cultivaron promastigotes de L. mexicana (MHOM/BZ/82/Bel-21) en medio
Schneider (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Paisley, UK) inactivado a 56 °C por 45 minutos y 1%
Penicilina/Estreptomicina, utilizando értulas estériles de 125 ml de capacidad, a
temperatura ambiente y sin agitacion.

El nimero de células fue determinado por un método indirecto y otro directo.
Como medida directa se realiz6 el contaje de células utilizando una cdmara de
Neubauer. Como medida indirecta se determiné la turbidez del cultivo, realizando
mediciones de tramitancia a una longitud de onda de 560 nm en un fotocolorimetro
Spectronic 20 por 5 dias, basandose en una relacién preestabecida entre la turbidez

del cultivo, el porcentaje de tramitancia y el nimero de células/ml.
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3.3 Cultivo de macrofagos murinos de la linea celular J774

Se cultivaron macroéfagos murinos de la linea celular J774 en medio RPMI-1640
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suplementado con 10% de SFB, 1% de
Penicilina/Estreptomicina y 1% de L-Glutamina, incubados en una camara de
crecimiento con una atmosfera de CO, al 5% y a una temperatura de 37 °C. Los
repiques fueron realizados cada 3 dias, cuando el cultivo se encontraba en

confluencia.

3.4 Efecto del Nelfinavir y de las quinolinas sobre la proliferacion de
promastigotes de L. mexicana

Los promastigotes de L. mexicana se cultivaron en presencia de cada una de
los drogas partiendo de una densidad celular de 2x10° promastigotes/ml en medio
Schneider suplementado con 10% SFB. El intervalo de concentraciones ensayadas de
los compuestos fue de 3 UM a 50 uM. Se realizaron mediciones cada 24 horas durante
5 dias consecutivos, observando los pardasitos en el cultivo mediante un microscopio
de luz Olimpus CK40 a 40x.

El efecto de cada uno de las drogas sobre el cultivo fue comparado con dos
controles, uno que contiene las células en medio Schneider suplementado con 10%
SFB y otro que contiene las células en el medio mencionado anteriormente y 1%
DMSO (vehiculo de la droga). Los resultados fueron graficados utilizando el programa
Sigmaplot 12.0 y para el céalculo del ICso se utiliz6 la funcién “Four Parameter Logistic
Curve”.

Para evaluar el efecto de la combinacién de las drogas sobre promastigotes de
L. mexicana, se siguié el protocolo descrito anteriormente. Las concentraciones
ensayadas para la combinacién de NFV y de los compuestos quinolinicos FR25 y
FR95 sobre la proliferacion de promastigotes de L. mexicana se encuentran en la

Tabla 1. Dichas combinaciones se realizaron a concentraciones por debajo de la
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concentracion minima inhibitoria del compuesto sin combinar que causa al menos el

90% de inhibicién de la proliferacion (MIC).

Tabla 1. Combinacién del NFV con los
compuestos FR25 y FR95 sobre promastigotes
de L. mexicana.

NFV + FR25

15 M + 5 uM
9uM + 9 uM

4 uM + 15 uM
NFV + FR95

15uM + 3,75 uM
8 UM + 8 uM
3,75 UM + 16 pM

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

lineal, se realizé utilizando el programa Sigmaplot 12.0.

Z FIC — MIC A en combinacion N MIC B en combinacion
" MIC Asin combinar MIC B sin combinar

Figura 3. Formula descrita por Hallander y col. (1982) para el calculo del indice de
concentracién 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 combinacion resulta ser sinergistica o

antagonista, las isobolas seran céncava y convexa, respectivamente.
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3.5 Infecciobn de macréfagos murinos de la linea celular J774 por

promastigotes de L. mexicana.

Para la infeccibn de macrofagos murinos de la linea celular J774 con
promastigotes de L. mexicana, se sembré una densidad celular de 150.000
macréfagos/pozo sobre laminillas colocadas en placas de cultivo de 6 pozos estériles.
Se incubaron en medio RPMI-1640 suplementando con 10% SFB, 1%
Penicilina/Estreptomicina y 1% L-Glutamina durante 24 horas a 37 °C y una atmosfera
de 5% de CO.. Posteriormente, se le afiadieron promastigotes en fase estacionaria de
crecimiento, en una relacion de 10 parasitos por cada macréfago y se incubaron por 1
hora bajo las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizaron
dos lavados rapidos con medio RPMI-1640 fresco y se mantuvo el cultivo en las

mismas condiciones.

3.6 Efecto del Nelfinavir y de las quinolinas sobre el porcentaje de
infeccion por amastigotes de L. mexicana.

Para evaluar el efecto de los drogas sobre el porcentaje de infeccion de
macréfagos murinos de la linea celular J774 por amastigotes de L. mexicana, a
macrofagos previamente infectados, se les afiadieron las diferentes concentraciones
de los compuestos y posteriormente se incubaron a 37 °C y a una atmésfera de 5% de
CO; durante 48 horas. El intervalo de concentraciones ensayadas de los compuestos
fue de 1 pM a 15 pM.

Para el contaje y visualizacién de los amastigotes intracelulares se aplico la
tincion Giemsa. Para ello, luego de transcurrido las 48 horas de la incubacién con las
drogas, se retir6 el medio de los pozos y se lavaron dos veces con tampon fosfato
salino (PBS) 150 mM (NaCl 0,12M, NaHPO4 10x103 M, KH,PO, 3,16x10° M) pH 7,2.

Posteriormente, se fijaron con metanol absoluto por 15 minutos y se afadio el

16



colorante Giemsa diluido 1/10 en agua de chorro por 15 minutos, se retird el colorante
y se lavé con PBS.

Se realiz6 el contaje del nimero de macrofagos infectados y no infectados
para determinar el porcentaje de infeccion y se contaron los amastigotes intracelulares
presentes en 100 macrofagos en los cultivos tratados y no tratados utilizando el
objetivo de inmersién (100x) de un microscopio Gptico.

Para evaluar el efecto de la combinacién de las drogas sobre el porcentaje de
infeccion de macréfagos murinos de la linea celular J774 por amastigotes de L.
mexicana, se sigui6 el protocolo descrito anteriormente. Las concentraciones
ensayadas para las combinaciones del NFV con los compuestos quinolinicos FR25 y
FR95 sobre los amastigotes intracelulares se encuentran en la Tabla 2. De igual
forma, las combinaciones se realizaron a concentraciones por debajo de los valores

del MIC previamente establecidos.

Tabla 2. Combinacion del NFV con los
compuestos FR25 y FR95 sobre amastigotes
intracelulares de L. mexicana.

NFV + FR25
0,5uM + 2,5 uM
1uM + 1 uM
0,25 uM + 4,5 uM
NFV + FR95
1,5uM + 0,5 pM
0,5uM + 2 pM
0,25 uM + 3 uM
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto del Nelfinavir y de las quinolinas sobre la proliferacion de

promastigotes de L. mexicana.

Con la finalidad de evaluar el efecto del NFV sobre la proliferacion de los
promastigotes de L. mexicana, se incubaron los parasitos con diferentes
concentraciones del compuesto (3 UM a 50 uM), observandose una inhibicién dosis-
dependiente de la proliferacion celular (Figura 4). El ICso estimado fue de 13,81 uM a
las 48 horas (Tabla 3). Es importante destacar que a concentraciones por encima de

25 UM se alcanzo cerca del 90% de la inhibicién del crecimiento celular (MIC) (Figura

4, Tabla 3).
©
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Figura 4. Efecto del NFV sobre la proliferacion de promastigotes de L. mexicana a las 48
horas de incubacion.
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Al evaluar el efecto de los compuestos FR25 y FR95 sobre la proliferacién de

promastigotes de L. mexicana, se observé que ambos compuestos fueron capaces de

inhibir la proliferacion de los promastigotes de manera dosis-dependiente. Los ICs

fueron de 8,93 uM para FR25 y de 16,12 pM para FR95, logrando un 90% de

inhibicién (MIC) a concentraciones superiores a 25 uM y a 30 uM, respectivamente

(Tabla 3).

Tabla 3. Efecto antiproliferativo del NFV y los compuestos
guinolinicos sobre la proliferacion de promastigotes de L. mexicana.

Cl
\O
L | 0@\/ S
~ NP
S 7 \u NH,

Estructura Compuesto ICs0 (UM) MIC (uUM)
@ NFV 13,81 25
Wéfkw%?
o H%
cl \o
\%/o\ij\/ FR25 8,93 + 0,56 25+0,8
g
Na =°
FR95 16,12 + 0,75 30+0,7
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4.2 Efecto de la combinacién del Nelfinavir y de las quinolinas sobre la

proliferacién de promastigotes de L. mexicana.

Con el fin de evaluar si la eficacia de los farmacos aumenta cuando se usan en
conjunto, se determinaron los valores FIC para las distintas combinaciones de drogas
establecidas en este trabajo. El valor FIC promedio obtenido de las combinaciones
ensayadas de NFV/FR25 fue de 0,77 (menor a 1) (Figura 5), encontrandose un 90%
de inhibicion de la proliferacion in vitro de los promastigotes de L. mexicana a todas las
concentraciones ensayadas. Al construir el isobolograma, se observd una isobola

cbéncava, caracteristica de una interaccién sinergistica entre las drogas.
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Figura 5. Isobolograma de la combinacion de NFV/FR25 sobre la proliferacion de
promastigotes de L. mexicana. La linea punteada representa un efecto aditivo tedrico entre
las drogas, mientras que la linea sélida muestra un efecto sinergistico de la combinacion de
NFV/FR25. Los resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes.
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Para la combinacion NVF/FR95 también se encontro un valor de FIC menor a 1
cuando las drogas se utilizaron en combinacién (FIC = 0,66) (Figura 6). En este caso
en particular, se alcanzé un 95% de inhibicibn en la proliferacién in vitro de los
promastigotes de L. mexicana a todas las concentraciones ensayadas. Al construir el
isobolograma se observé una isobola concava, mas pronunciada que la anterior

(Figura 5).
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—e— FIC = 0,66 £ 0,07
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Figura 6. Isobolograma de la combinacion de NVF/FR95 sobre la proliferacion de
promastigotes de L. mexicana. La linea punteada representa un efecto aditivo tedrico entre
las drogas, mientras que la linea sélida muestra un efecto sinergistico de la combinacién de
NVF/FR95. Los resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes.
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4.3 Efecto del Nelfinavir y de las quinolinas sobre el porcentaje de

infeccion por amastigotes de L. mexicana.

Se estudié el efecto del NFV y las quinolinas FR95 sobre amastigotes de L.
mexicana en macrdfagos murinos de la linea celular J774. EI NFV y los compuestos
quinolinicos fueron capaces de reducir el porcentaje de infeccion de los macrofagos
por amastigotes del parasito y reducir el nUmero de amastigotes por célula (Tabla 4). A
medida que aumenta la concentracion de las drogas el porcentaje de infeccion de los
macroéfagos disminuye considerablemente hasta un 7% para el NFV y 6% para ambos
compuestos quinolinicos, en comparacién con el control sin tratamiento donde se
encontré un 69% de infeccion (Tabla 4). Los valores de ICso estimados fueron de 0,5
UM para el NFV y de 2,19 uM y de 1,15 pM para FR25 para FR95, respectivamente.
Es importante sefialar que se alcanza cerca del 90% de inhibicion a concentraciones
mayores a 10 puM para el NFV y para ambos compuestos quinolinicos,

estableciéndose este valor como el MIC para cada uno de los compuestos.
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Tabla 4. Efecto antiproliferativo del NFV y las quinolinas sobre el porcentaje de infeccién de macréfagos por

amastigotes de L. mexicana.

ICs0 MIC Concentracion | % Infeccion Inhibicion o_I(?I . N° .
COMPUESTOS (M) (UM) (M) +SD* % de Infeccién |amastigotes/célula
(%) + SD*
CONTROL - - - 69+5 - 6+2
0,2 35+3 49 2+1
0,5 26+ 2 64 1+0,2
1 22+1 68 1+0,25
NFV 0,5+0,3 10+04 3 18+2 74 1+05
10 10+1 920 1+0,25
12,5 82 90 1+0,5
15 71 920 1+0,25
1 24 +2 65 2+1
3 17+6 75 1+0,5
FR25 2,19+0,12 | 10+0,2 6 15+6 78 1+0,25
10 10+2 90 1+0,25
15 6+1 91 1+0,5
1 23+4 67 2+1
3 15+1 78 2+1
FR95 1,15+0,19 | 10+£0,5 6 12+2 83 1+05
10 81 20 1+0,25
15 61 91 1+0,5

*Los resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes.




4.4 Efecto de la combinacién del Nelfinavir y de las quinolinas sobre el
porcentaje de infeccion por amastigotes de L. mexicana

El efecto de la combinacién de estos compuestos también se evalué sobre
amastigotes intracelulares de L. mexicana (Tabla 5, Figura 7). En la Figura 7
observamos que las células tratadas con las diferentes combinaciones de los
compuestos, presentaron una disminucion significativa del porcentaje de infeccion, asi
como una marcada reduccion de la cantidad de amastigotes presentes por células
(Figura 7 C-H).

El valor FIC obtenido para las combinaciones de NFV/FR25 ensayadas fue de
0,33 (menor a 1) (Figura 8A), alcanzandose porcentajes de inhibicion cercanos al 90%
(Tabla 5). Adicionalmente, se observd una isobola céncava, caracteristica de una
interaccion sinergistica entre las drogas. Para la combinaciéon NVF/FR95 se obtuvo un
valor de FIC menor a 1 (FIC = 0,26) y porcentajes de inhibicion cercanos al 90%
cuando las drogas se utilizaron en combinacién sobre los amastigotes intracelulares
(Tabla 5; Figura 8B).

Es importante sefialar que el valor de FIC obtenido para la combinacién de
NFV/FR95 es ligeramente menor al obtenido con la combinacion de NFV/FR25, al
igual que ocurre con el valor de FIC de la combinacién de NVF/FR95 sobre los
promastigotes (Figura 6). Al construir el isobolograma también se observo una isobola

concava, un poco mas pronunciada que la anterior (Figura 8A).
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Tabla 5. Efecto antiproliferativo de la combinacion del NFV y las quinolinas sobre el porcentaje de

infeccion de macréfagos por amastigotes de L. mexicana.

% Infeccion *

Inhibicion del %

N° amastigote/célula

COMPUESTOS Concentracién (uM) Sp* de Infeccion (%) + SD*
CONTROL - 607 - 61
0,5 UM NFV + 2,5 uM FR25 101 83 1+1

NFV/FR25 1 uM NFV + 1 uM FR25 9+3 85 21
0,25 pM NFV + 4,5 uM FR25 6+3 90 1+1

1,5 uM NFV + 0,5 uM FR95 8x1 97 21

NFV/FR95 0,5 pM NFV + 2 uM FR95 91 85 1+1
0,25 pM NFV + 3 pM FR95 9+2 85 1+1

*Los resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes.




Figura 7. Efecto de la combinacion de NFV/FR25 y NFV/FR95 sobre el porcentaje de
infeccion por amastigotes de L. mexicana. (A) Control sin infectar; (B) Control infectado; (C)
0,5 UM NFV + 2,5 uM FR25; (E) 1 UM NFV + 1 uM FR25; (G) 0,25 uM NFV + 4,5 uM FR25; (D)
1,5 uM NFV + 0,5 uM FR95; (F) 0,5 uM NFV + 2 uM FR95; (H) 0,25 uM NFV + 3 uM FR95. Las
flechas negras indican presencia de amastigotes y las flechas rojas indican vacuolas vacias.
(100X)
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Figura 8. Isobolograma de la combinacion de NFV/FR25 (A) y NFV/FR95 (B) sobre el
porcentaje de infeccion por amastigotes de L. mexicana. La linea punteada representa un
efecto aditivo tedrico entre las drogas, mientras que la linea sélida muestra un efecto
sinergistico de la combinacién de NFV/FR25 (A) y NFV/FR95 (B). Los resultados mostrados
corresponden a tres experimentos independientes.
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5. DISCUSION

La terapia antirretroviral de alta eficiencia (HAART) utilizada en pacientes VIH-
positivos, se encuentra conformada principalmente por inhibidores de la aspartil-
proteasa del VIH como el NFV. Estos farmacos producen una disminucién de la carga
viral del paciente y una recuperacion del sistema inmunoldgico, que se caracteriza por
un aumento en el numero de linfocitos TCD4* y la subsecuente disminucion de las
infecciones oportunistas (Olivier y col., 2003). Adicionalmente, numerosos estudios
han demostrado que estos inhibidores ademas, de mejorar la situacion inmunoldgica
de los pacientes, tienen un efecto inhibitorio directo sobre los patégenos causantes de
las principales infecciones oportunistas, incluyendo las causadas por parasitos
protozoarios (Andrews y col., 2006; Jarvis y Lockwood, 2013).

En los ultimos afios, se ha estudiado a profundidad el efecto que tienen los
inhibidores de la proteasa del VIH sobre diferentes especies de Leishmania,
encontrando que estos farmacos tienen una inhibicion dosis-dependiente en el
crecimiento in vitro de promastigotes y amastigotes axénicos, asi como una
disminucién en el porcentaje de infeccion de macréfagos. Cambios ultraestructurales y
morfoldgicos en el parasito también han sido asociados a la presencia de estas drogas
en los cultivos de promastigotes (Savoia y col., 2005; Santos y col., 2009; Trudel, y
col., 2008; Valdivieso y col., 2010; Van Griensven y col., 2013).

Actualmente, se sabe que uno de los mecanismos mediante el cual los
inhibidores de la proteasa del VIH ejercen su accién antiparasitaria es a través de la
inhibicion de la actividad enzimética de la proteina Ddil-like de Leishmania (proteina
homdloga a la proteina inducible al dafio del DNA en S. cerevisiae) involucrada en el
control del ciclo celular, lo que trae como consecuencia un efecto directo sobre el
crecimiento del pardsito. La proteina Ddil en levaduras impide la transicion metafase-

anafase del ciclo celular impidiendo la separacion de las cromatidas hermanas.
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Tomando en cuenta que los antirretrovirales son farmacos de los cuales se
conocen sus propiedades quimicas, su farmacocinética, eficacia y tolerabilidad en el
organismo, estos podrian ser utilizarlos como tratamiento alternativo contra esta
parasitosis, particularmente en pacientes coinfectados con Leishmania/VIH, donde la
gquimioterapia tradicional contra este parasito es poco efectiva (Van Griensven y col.,
2013).

De todos los IP’s del VIH estudiados, el NFV resulté ser el méas eficaz en inhibir
la proliferacién de promastigotes y amastigotes de diferentes especies de Leishmania,
incluyendo especies que causan manifestaciones viscerales de la enfermedad (Savoia
y col., 2005; Santos y col., 2009; Trudel, y col., 2008; Valdivieso y col., 2010). De igual
forma, varios grupos de investigacion reportan alteraciones morfolégicas del parasito
al ser incubados con este farmaco, logrando observar células binucleadas y
multinucleadas, sugiriendo una posible inhibicién del ciclo celular (Valdivieso y col.,
2010). Al estudiar la selectividad de los IP’s del VIH sobre la actividad enzimatica de la
Ddil-like de Leishmania mediante estudios de docking molecular, el NFV fue el
antirretroviral que presentd una menor energia de unién, es decir, una mayor
selectividad hacia la Ddil parasitaria (Perteguer y col., 2012; Serrano y col., 2012).

Sin embargo, las concentraciones efectivas del NFV en el plasma sanguineo,
se encuentra en el rango nanomolar (ICso de 14 nM sobre el VIH) (Andrews y col.,
2006), tres ordenes de magnitud menor a la reportada sobre Leishmania. Los efectos
antiproliferativos de este antirretroviral en Leishmania han sido establecidos en el
rango micromolar, tanto en el presente estudio (13,81 pM sobre promastigotes y 0,5
MM sobre amastigotes) como en trabajos previos (Valdivieso y col., 2010), lo que hace
necesario la busqueda de nuevas alternativas farmacoldgicas que mejoren el efecto
inhibitorio del farmaco sobre la proliferacién de este parasito.

En este sentido, el uso de terapias combinadas, utilizando drogas de diferente
estructura quimica y con diferentes blancos de accidén, puede ser una estrategia
novedosa para aumentar la eficacia terapéutica, lo que se conoce como sinergismo. El
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efecto sinergistico de la combinacién de farmacos produce un efecto total mayor al
efecto de cada droga por separado, logrando de esta manera, potenciar el efecto
terapéutico, minimizar el desarrollo de resistencia, disminuir las dosis requeridas vy el
periodo de tratamiento y con ello reducir los efectos secundarios (Alvar y col., 2008).
Por tal motivo, en el presente trabajo se estudio el efecto de la combinacion del NFV
con otras drogas capaces de inhibir igualmente el crecimiento del paréasito. Para tal
efecto, se han escogido dos compuestos quinolinicos de la serie 7-cloroquinolina-4-
oxifenil sustituidas derivados de metabolitos secundarios de la planta Eugenia
caryophyllus, FR25 (Ci7H12CINO3) y FR95 (CisHisCIN4O,S). Estos compuestos
mostraron, en el presente estudio, una actividad antiproliferativa en el rango
micromolar contra promastigotes y amastigotes de L. mexicana (Tabla 3 y Tabla 4).
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las combinaciones
NFV/FR25 y NFV/FR95 son sinergisticas, ya que lograron inhibir la proliferacion de
promastigotes y amastigotes de L. mexicana a una concentracion menor que aquellas
reportadas cuando los compuestos se utilizan de manera individual (Tabla 3 y Tabla
4). Los valores FIC obtenidos sobre los promastigotes fueron menores a 1 (FIC de
0,77 para NFV/FR25 y de 0,66 para NFV/FR95), clasificando las combinaciones como
sinergismo moderado (Figura 5 y Figura 6) (Hallander y col., 1982). Asimismo, se
alcanzaron porcentajes de inhibicion del 90% con todas las combinaciones ensayadas.
La combinacion de estos compuestos mostré ser mas eficaz y selectiva sobre
los amastigotes intracelulares de L. mexicana, con valores de FIC de 0,33 para
NFV/FR25 y de 0,26 para NFV/FR95 (menores a 0,5), clasificAndolas como un
sinergismo fuerte (Figura 8) (Hallander y col., 1982). De igual forma, en estos ensayos
se obtuvo un efecto inhibitorio sobre el porcentaje de infeccion de macrofagos por el
parasito superior al 90% y una marcada reduccion del nimero de amastigotes por

célula (Tabla 5).
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El valor FIC obtenido para la combinacion de NFV/FR95 es ligeramente menor
al obtenido para la combinacién con FR25, para ambos morfotipos, lo que pareciera
indicar que la combinacién con FR95 es mas eficaz y selectiva sobre este parasito.

Adicionalmente, es interesante resaltar que la forma amastigote del parasito
resultdé ser mas sensible que la forma promastigote, logrando evidenciar una mayor
susceptibilidad del estadio amastigote frente a estas drogas. Este resultado es de gran
relevancia fisiolégica debido a que el amastigote es el morfotipo que afecta al
hospedador vertebrado. Algunos investigadores sugieren que la diferencia de
susceptibilidad de compuestos entre los dos morfotipos, puede deberse a posibles
modificaciones bioquimicas que ocurren en la superficie del parasito durante el
proceso de transformacion, logrando exponer blancos de accion de la droga en la
forma amastigote en comparaciéon con la forma promastigote. Estas diferencias de
susceptibilidad también ha sido observada en algunos farmacos utilizados
comunmente contra la leishmaniasis (Benaim y col., 2006; Corral y col., 2012; 2014).

Existen numerosos estudios que demuestran el efecto sinergistico de algunas
combinaciones realizadas entre los farmacos cominmente utilizados en el tratamiento
de la leishmaniasis (Chunge y col., 1990; Seifert y Croft, 2006; Seifert y col., 2011) asi
como entre otros compuestos capaces de inhibir la proliferacion del parasito (Corral y
col., 2014; Mesquita y col., 2013; 2014; Serrano-Martin y col., 2009a; 2009b; Trinconi y
col., 2014). Sin embargo, hasta lo momentos no se ha evaluado el efecto
antiproliferativo de la combinacion de los IP’s del VIH con otras drogas en Leishmania,
siendo este trabajo pionero en el area. No obstante, se han estudiado combinaciones
de estos inhibidores con diferentes drogas sobre otros agentes patdgenos como
Crypstoridium sp. y Plasmodium sp.

En Cryptosporidium parvum, Hommer y col. (2003) evaluaron el efecto de la
combinacion de los IP’s del VIH amprenavir, indinavir, nelfinavir, ritonavir y saquinavir
en combinacion con la paromomicina. Este grupo de investigacion encontré un mayor
efecto antiproliferativo de los inhibidores cuando se utiliza en combinacion. De todas
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las combinaciones estudiadas, los autores reportan que la combinacion de
paromomicina con nelfinavir y ritonavir fueron las mas eficaces. Adicionalmente,
observaron resultados similares al estudiar estas combinaciones sobre el proceso de
invasion in vitro.

Trabajos realizados por Skinner-Adams y col. (2007), encontraron un
incremento del efecto antiparasitario in vitro de la cloroquina y la mefloquina sobre
Plasmodium falciparum, cuando se utilizan en combinacién con saquinavir y ritonavir,
dos inhibidores de la proteasa del VIH. La cloroquina es una 4-aminoquinolina que
actla interfiriendo con la biosintesis de &cidos nucleicos del parasito mientras que, la
mefloguina, una 4-metanolquinolina, se cree que interfiere con la capacidad del
parasito en metabolizar la hemoglobina. Este grupo de investigacion reporta que al
combinar estos farmacos con saquinavir y ritonavir se observa un efecto sinergistico,
logrando aumentar el efecto antimalarico de la cloroquina y la mefloquina, farmacos
comunmente utilizados contra la malaria, incluso en cepas resistentes, siendo mas
eficaz la combinacién con ritonavir en ambos casos. De esta manera, se logra
evidenciar por primera vez que la combinacién de compuestos quinolinicos, como la 4-
aminoquinolina y la 4-metanolquinolina, con los inhibidores de la proteasa del VIH,
como el NFV, tienen un efecto sinérgico sobre este pardsito, logrando aumentar el
efecto terapéutico deseado.

En farmacologia, el sinergismo se da entre dos farmacos que tienen diferentes
mecanismos de accion, es decir, diferentes blancos bioquimicos, favoreciéndose este
efecto cuando dichas drogas afectan una misma ruta (Romand y col., 1996; Pérez-
Acufia, 2008; Wagg y col.,, 2010). Asi, podria explicarse el por qué algunas
combinaciones de drogas se ven mas favorecidas que otras. Si bien no se conoce con
exactitud el mecanismo de accion de los inhibidores de la proteasa del VIH sobre C.
parvum y P. falciparum, los autores sugieren un mecanismo de accién distinto a la
otras drogas utilizadas en combinacién, haciendo posible encontrar un efecto sinérgico
al utilizarlos en conjunto (Hommer y col., 2003; Skinner-Adams y col., 2007).
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En Leishmania sp., ademas de la inhibicion de la Ddil del parasito (White y
col., 2011; Perteguer y col., 2012), Kumar y col. (2010) demostraron que el NFV
genera estrés oxidativo en amastigotes de L. donovani, observando un aumento en el
contenido de ADN, la fragmentacion del ADN nuclear y la pérdida del potencial
mitocondrial, todas las caracteristicas de la apoptosis. Sin embargo, el tratamiento de
los amastigotes axénicos con inhibidores de las caspasas no inhibié el aumento en el
contenido de ADN fragmentado en los parasitos tratados con NFV, lo que sugiere por
lo tanto que este antirretroviral elimina el parasito de una manera independiente de
caspasas. Adicionalmente, los autores observaron la despolarizacién de la membrana
mitocondrial lo que conduce a la liberacién de la endonucleasa G quien se encarga de
la fragmentacion del ADN. Estos hallazgos proporcionan una vision de los
mecanismos de muerte celular inducidos por NFV en el L. donovani.

Si bien no se conoce el blanco de accion de los compuestos quinolinicos
utilizados en este trabajo, estudios preliminares del posible efecto de estos
compuestos sobre el potencial electroquimico mitocondrial y los acidocalcisomas,
organelos fundamentales vinculados a la bioenergética del parasito, y por lo tanto, en
la viabilidad celular (Vercesi y Docampo, 1992; Roberts y col., 2003), han sido
realizados en este trabajo de investigacion. Los resultados obtenidos muestran que
estos compuestos producen una disipacién del potencial electroquimico mitocondrial y
una rapida alcalinizacion de los acidocalcisomas, cuando los parasitos fueron
expuestos a concentraciones cercanas a los ICsy de los compuestos quinolinicos (9
uM para FR25y 16 uM para FR95).

De esta manera, se podria explicar el efecto sinergistico observado sobre la
proliferacion de L. mexicana con la combinacion del NFV y los compuestos
quinolinicos. Estas combinaciones podrian estar potenciando el efecto antiproliferativo

del NFV y disminuyendo las dosis del antirretroviral sobre el parasito.
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Si bien nuestras observaciones indican que la aplicacibn de este esquema
terapéutico ha dado resultados prometedores sobre Leishmania, es necesario
profundizar en el estudio de éstas. En tal sentido, se piensa evaluar el efecto de la
combinacién del NFV y los compuestos quinolinicos en animales experimentales, con
el fin de determinar la posible utilidad de la combinacion de estos farmacos en el
tratamiento de esta parasitosis. Por Ultimo, seria idéneo estudiar las combinaciones de
los IP’s del VIH con los farmacos comunmente utilizados en el tratamiento de la
leishmaniasis, con el propésito de establecer una terapia mas eficaz en casos de

coinfeccion Leishmania/VIH.
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6. CONCLUSIONES

Las combinaciones del NFV con los compuestos quinolinicos, FR25 y FR95,
resultaron ser sinergisticas, alcanzando una inhibicion significativa de la proliferacion
de promastigotes de L. mexicana. De igual forma, se observdé una marcada
disminucioén del porcentaje de infeccién de macréfagos y del nUumero de amastigotes
presentes en las vacuolas lisosomales en el rango nanomolar. De esta manera, se
logré potenciar el efecto leishmanicida del NFV y disminuir las dosis necesarias del

farmaco cuando se utiliza en combinacion con los compuestos quinolinicos.
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