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Resumen

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades parasitarias transmitidas a
humanos y otros mamiferos mediante la picadura de diferentes especies del género
Phlebotomus o Lutzomyas. Su agente causal, es el parésito tripanosomatidio Leishmania
sp. Esta enfermedad, representa un problema de salud publica a nivel mundial ante la
falta de vacunas o tratamientos eficaces y de métodos efectivos de control de las
poblaciones del insecto vector. La Unica herramienta de lucha frente a la leishmaniasis es
la quimioterapia, donde la miltefosina representa el mayor avance en tratamientos contra
esta enfermedad. Sin embargo, ésta posee un efecto teratogénico y ademas se han
observado casos de resistencia a esta droga. La amiodarona, un conocido antiarritmico,
ha sido el sujeto de recientes estudios como un antimicético y agente parasitocida,
presentando excelentes propiedades farmacocinéticas y un costo relativamente bajo. Esta
droga actla sobre Leishmania sp. causando una alteracion de la homeostasis intracelular
del Ca?*, por medio de la liberaciéon de este catiéon a partir de organelos intracelulares.
Considerando la importancia en la investigacion de este tipo de drogas, en este trabajo se
propuso evaluar el efecto de un derivado del benzofurano (AMIODER), el cual esta
basado en la estructura de la amiodarona. Se evalué el efecto sobre los promastigotes en
presencia de diferentes concentraciones de AMIODER (0 - 50 uM), asi como su efecto
sobre células huésped de mamifero (macrofagos) ; se determiné el efecto de la droga
sobre la proliferacion de amastigotes en el interior de macréfagos de origen murino; Se
evalu6é el mecanismo de accién del AMIODER sobre los promastigotes en relacién a la
concentracion intracelular del Ca?* ([Ca*]), asi como el efecto de la droga sobre el
potencial electroquimico mitocondrial y sobre los acidocalcisomas de promastigotes de L.
donovani. Los resultados demuestran que esta droga tiene un importante efecto sobre
este parasito, fundamentalmente sobre la fase amastigote, la cual representa la forma
clinicamente relevante, presentando un ICso de 0,14 uM y ademas altera la homeostasis
de Ca?" intracelular producto de la liberacion de este cation de la mitocondria y los
acidocalcisomas. Este hecho podria ser potencialmente explotado desde el punto de vista

farmacologico, presentando una potencial alternativa en la terapia contra L.donovani.

Palabras clave: Benzofurano, Leishmania, AMIODER, Ca?', amiodarona , homeostasis



1. Introduccién

1.1 Leishmaniasis

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades parasitarias transmitidas a
humanos y otros mamiferos por pequefios dipteros del género Lutzomyia sp. en el
nuevo mundo y Phlebotomus sp. en el viejo mundo (De Lima y col., 2010), y
menos frecuentemente mediante transmisibn congénita y parenteral (via
transfusion de sangre, jeringas compartidas y accidentes de laboratorio) (Herwaldt,
1999). En la naturaleza se tiene al menos 100 especies de mamiferos que actlan
como potenciales reservorios del parasito, en donde perros domésticos, roedores

y rabipelados, se encuentran dentro de esta larga lista (De Lima 'y col., 2010).

Las leishmaniasis son enfermedades prevalentes en 88 paises, 3 territorios
y 5 continentes (Figura 1) y afecta principalmente a las poblaciones mas pobres
del mundo. Mas del 90% de los casos se registran en seis paises: Brasil, Etiopia,
Sudan, Sudan del Sur, India y Bangladesh (Pigott y col., 2014). Se estiman unos
1,3 millones de casos nuevos y 57.000 muertes al afio debido a esta parasitosis.
Unos 300.000 casos corresponden a la leishmaniasis visceral y 1 millén a la forma
cutanea o muco-cutanea (WHO, 2014). Esta enfermedad esta presentes en areas
tropicales y subtropicales y genera alta mortalidad y morbilidad (WHO, 2004;
Serrano y col., 2009a), y aunque afecta personas de todas las edades, alrededor
del 60% de las personas que la padecen pertenece a jévenes adultos y rara vez a

nifios menores de cuatro afios de edad (Pigott y col., 2014).
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Figura 1. Distribucion mundial de la leishmaniasis Visceral (LV). Tomado de

World Health Organization (WHO), 2014.

1.2. Epidemiologia y patologia de la Leishmaniasis

La leishmaniasis puede ser causada por alrededor de 20 especies de
Leishmania, lo cual combinado con los mecanismos inmunes del hospedador,
resulta en un amplio espectro de manifestaciones clinicas (Silva-Jardim y col.,
2014). Segun la especie de Leishmania se pueden producir diferentes casos

clinicos, como lo son infeccién cutdnea, muco-cutanea o visceral.

La leishmaniasis cutanea es la forma mas frecuente de esta enfermedad.
Puede presentarse en dos formas clinicas con prondstico y caracteristicas
inmunoldgicas opuestas: la leishmaniasis cutanea localizada (LCL), generalmente
circunscrita al sitio de inoculacién gracias a una respuesta inmunitaria-celular
protectora, pudiendo presentarse ademas casos de metastasis, se distingue por la
presencia de Ulceras Unicas o multiples, redondeadas, de bordes indurados, fondo

limpio e indoloro que aparecen 15 a 20 dias después de la picadura del vector
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infectado y la leishmaniasis cutanea difusa (LCD), caracterizada por una pobre
respuesta inmunitaria celular, que permite la diseminacion del parasito por el
liquido tisular, la linfa o la via sanguinea, con desarrollo de lesiones nodulares en
toda la piel. Leishmania mexicana es el agente etiologico principal de estas

(Cabello, 2007; Becerril, 2011).

La leishmaniasis muco-cutanea (LMC) cursa con invasion y destruccion de
la mucosa nasofaringea y puede ser desfigurante. Generalmente se desencadena
luego de que aparecen las lesiones cutaneas. Las especies que causan esta
forma clinica pertenecen al complejo L. braziliensis: L. (V.) braziliensis, L. (V.)

guyanensis, L. (V.) panamensis y L. mexicana (V.) (Salazar y Castro, 2001).

La leishmaniasis visceral (LV) generalmente afecta al bazo, al higado,
vesicula y otros tejidos linfoides y, si no se trata, es mortal; una fraccion de los
casos de LV tratados con éxito resultan en erupciones maculopapulares o
nodulares (leishmaniasis dérmica post-kala-azar) (Murray y col., 2005; Pratlong y

col., 2009).

La leishmaniasis visceral cursa con hepatoesplenomegalia, fiebre
intermitente, pérdida de peso, anemia y caquexia. En la India, la enfermedad se
conoce como kala-azar o enfermedad negra en virtud de la hiperpigmentacién que
se observa en pacientes de esta region. La LV es letal en 100 % de los casos si ho
recibe tratamiento, y aun con éste, la mortalidad puede llegar hasta un 15 %.
(Becerril, 2011).

La leishmaniasis visceral constituye un problema de salud publica en

Venezuela tanto por su morbilidad como por los cambios de comportamiento en su

3



patron epidemiolégico, siendo de caracter endémico y focal, reportdndose casos
desde 1941 hasta el afio 2012, con una tasa de incidencia promedio anual de 0,2
casos por cada 100.000 habitantes y una letalidad de 7,85 % (Becerril, 2011).

Se han descrito tres principales focos de LV: un foco Central que
comprende los estados Aragua, Carabobo, Guérico, Cojedes y Yaracuy; un foco
Occidental conformado por los estados Falcon, Lara, Portuguesa, Trujillo y Zulia y
un foco Oriental constituido por los estados Nueva Esparta, Sucre, Anzoategui y
Monagas (Zerpa y col.,, 2003). La regién oriental tiene alta incidencia,
especialmente en Nueva Esparta y Anzoategui, siendo comun los focos urbanos y
suburbanos. En el estado Aragua se ha visto la aparicion de una serie de casos
desde el afio 2000 en diferentes municipios, estando el municipio Bolivar entre los

de mayor importancia epidemiologica (Romero y col., 2012).

=

-
& Barinas

. Focos de Leishmaniasis
visceral en Venezuela

Amazonas

Figura 2. Estados en los que se encuentran focos de Leishmaniasis visceral

en Venezuela.



1.3. Estadios morfoldgicos y Ciclo de vida de Leishmania sp.

Leishmania sp. posee dos estadios diferentes; una forma extracelular
flagelada (promastigote), la cual se aloja en el intestino medio de un hospedador
invertebrado (fleb6tomo) y mide entre 12 y 20 um. Después de la transmision al
hospedador vertebrado, el parasito se diferencia en la etapa amastigote
patogénica que esta adaptada para la supervivencia intracelular y posee una
forma redondeada, no posee flagelo aparente y mide entre 2.5 a 3.5 ym. Esta
transicion de desarrollo es inducida por factores ambientales incluyendo
temperatura elevada y pH &cido y es probable que se lleve a cabo mediante
cascadas de sefializacion que implican proteinas quinasas aguas abajo (Morales y

col., 2008).

El vector infeccioso necesita sangre para el desarrollo de los huevos y
adquiere el parasito al ingerirla con células infectadas de huéspedes vertebrados.
En el intestino del transmisor, el parasito inicia un proceso de maduracion y
diferenciacion que dura entre 4 y 25 dias, en el cual los amastigotes se
transforman en promastigotes prociclicos, que se adhieren al epitelio del intestino
medio del vector mediante sus lipofosfoglucanos (LPGs). El promastigote
prociclico se convierte en promastigote metaciclico infectivo y durante esta
metaciclogénesis las moléculas de LPGs se duplican y sufren cambios en la
composicidon de las cadenas laterales, lo que permite que el parasito se desprenda
del epitelio intestinal y migre a la faringe y cavidad bucal del diptero. Al picar de
nuevo, el vector inocula al promastigote infectivo en un nuevo hospedador
vertebrado, invadiendo asi los macréfagos residentes de la piel, células de

Langerhans o monocitos que lo fagocitan. Una vez dentro de los fagolisosomas de
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las células fagociticas, los promastigotes se diferencian de nuevo a amastigotes,
los cuales proliferan por fisiébn binaria y llevan al rompimiento de la célula. Los
amastigotes que se liberan infectan células vecinas produciendo de esta manera
la enfermedad; y finalmente, el ciclo (Figura 3) se cierra cuando un nuevo

fleb6tomo pica al huésped vertebrado infectandolo (Becerril, 2011).

Estadios en el insecto Estadios en el humano

o El insecto ingiere sangre e Los promas'ngotes son fagqcrtados
(inyecta pr stigotes en piel) por macrofagos y otras celulas

N fagocftk*mudea res

o B

Los promastigotes se
transforman en amastigotes

Los promastigotes se dividen en
intestino y migran a probdscide

AN

W
%/\/5

T i
o Los amastigotes se transforman en
promastigotes en intestino del insecto

J © og.gq
28, - L s
@O S Los amastigotes se multiplican en células
& de varios tejidos e infectan otras células
€ —
ecélula parasitada
ingerida

e El insecto ingiere sangre 4 ./
(y macrofagos infectados con amastigotes)

A= Estadio infectante
A =Estadiodiagnésico e ememeactrien rearce"

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania donovani mostrando los estadios
morfolégicos del parasito en el vector invertebrado y en el hospedador
mamifero (CDC, 2013).

1.4.Clasificacion y biologia de Leishmania donovani.

Leishmania donovani es uno de los principales agentes etiolégicos de
leishmaniasis visceral o Kala-azar (Serrano y col.,, 2009a). Es un endoparasito
protozoario  perteneciente al phylum  Sarcomastigophora, subphylum

Mastigophora, clase Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, Suborden



Trypanosomatina, familia Trypanosomatidae, género Leishmania, especie L.

donovani.

Entre los rasgos distintivos de los tripanosomatidios se encuentra la
presencia de una mitocondria Unica muy desarrollada, en la que se diferencia una
region denominada kinetoplasto, correspondiente al ADN mitocondrial, y un unico
flagelo (Gallego, 2006). El flagelo es una estructura presente en todos los
tripanosomatidios incluyendo a L. donovani, el cual se une al cuerpo celular y su
tamafo varia dependiendo del estadio de desarrollo, midiendo 1 uM de longitud en
los amastigotes y cerca de 20 uM en las formas elongadas del parasito. El flagelo
puede estar formando el borde de una membrana ondulante o ser libre en toda su
longitud (en la fase extracelular del parasito) y que desaparece externamente
cuando viven como parasitos intracelulares. Los géneros representativos de esta
familia son Trypanosoma sp. y Leishmania sp., ambos con un ciclo de vida
heteroxeno, con dos hospedadores: vertebrados (hombre y mamiferos que

conforman el reservorio) e invertebrados (insectos dipteros) (Gallego, 2006).

1.5. El papel del Ca?* en tripanosomatidios y organelos implicados en su

almacenamiento

El Ca?* ha sido reconocido como un segundo mensajero esencial en todos
los eucariotas, desde parasitos hasta mamiferos. Este cation en tripanosomatidios
participa en diversas funciones, como son: el movimiento flagelar, el ensamblaje
de microtubulos, la diferenciacion celular, la invasion celular de promastigotes de
L. donovani y tripomastigotes de T. cruzi, entre otras (Benaim y Garcia, 2011,

Docampo y Moreno, 1996). Para que el Ca?* actlile como mensajero intracelular



debe unirse con gran afinidad y especificidad a una proteina efectora (diana), la
cual regula su concentracion intracelular y controla sus efectos; y para ello la
concentracion de este mensajero debe sufrir oscilaciones, alterando asi el nUmero

de moléculas diana afectadas (Carafoli y Penniston, 1985).

Se distinguen dos clases de proteinas capaces de formar complejos con el
Ca?*: 1) Proteinas incorporadas en las membranas de las células que se localizan
tanto en la membrana plasmatica como en las membranas de organelos
intracelulares: reticulo endoplasmatico y mitocondria. Estas gobiernan el paso del
Ca?* al citoplasma e interior de organelos intracelulares (y en sentido inverso) y
controlan la concentraciéon de Ca?* intracelular, manteniéndola en niveles bajos, lo
cual permite disponer de un mensajero intracelular de bajo costo energético,
debido a que deben transportarse a través de las membranas (con el uso de
energia) soélo unos pocos iones Ca’* para que su concentracion intracelular
incremente; y 2) Proteinas solubles en el citoplasma e interior de organelos

(Carafoli y Penniston, 1985).

Las células eucariotas en general mantienen una concentracion citosoélica
de Ca?' libre muy reducida (alrededor de 100 nM) en presencia de una
concentracion extracelular de Ca?* mucho mayor (1 - 2 mM) (Alberts y col., 2010).
Por ejemplo, los tripanosomatidios son capaces de mantener una concentracion
citosélica de Ca?* de aproximadamente 50 nM, cuatro veces menor que la
concentracion de Ca?* extracelular, que esta en el orden mM (Benaim y Romero,
1990). Este hecho implica la presencia de diferentes mecanismos que permiten

mantener dicho gradiente de concentracion (Benaim y col., 1993a).



En tripanosomatidios, asi como en todas las células eucariotas, el Ca?*
intracelular esta finamente regulado, lo cual esta garantizado por la presencia de
diferentes mecanismos de transporte, algunos de ellos localizados en organelos
intracelulares y otros en la membrana plasmatica. La alteracion de la homeostasis
del Ca?* en cualquier célula, usualmente tiene efectos letales que conducen a la
muerte celular mediante apoptosis o necrosis (Benaim y Garcia, 2011). Por
ejemplo, la elevacién sostenida de la concentracién de Ca?* citosélica causada por
sustancias téxicas resulta en alteraciones patologicas de la funcién de la
mitocondria y la activacion de varias enzimas catabdlicas dependientes de Ca?*,
como las fosfolipasas, proteasas, endonucleasas, etc., que contribuyen con la
muerte celular (Docampo y Vercesi, 1989). De forma que esto sugiere que la
alteraciéon de la homeostasis del Ca?* intracelular en estos pardsitos es una

estrategia prometedora como blanco de nuevas drogas (Benaim y Garcia, 2011).

Como se mencion6 anteriormente, se han identificado tres organelos que
contribuyen con esta fina regulacién en tripanosomatidios: Un mitocondrién Gnico

gigante, los acidocalcisomas y el reticulo endoplasmatico.

El mayor almacenamiento de Ca?* en eucariotas superiores es usualmente
establecido en el reticulo endoplasmatico (RE), con concentraciones en su interior
que alcanzan niveles en el orden milimolar. El reticulo endoplasmatico en la
mayoria de los tripanosomatidios representa un compartimiento intracelular de
alta afinidad por Ca?* que posee una Ca?*-ATPasa de reticulo sarco-endoplasmico
(SERCA) similar a la que poseen otras eucariotas (Benaim y Garcia, 2011). EIRE

posee dos rutas independientes para la entrada y salida de Ca?*. La entrada es



catalizada por la SERCA, la cual transloca activamente 2 cationes Ca?* por 1
molécula de ATP. El RE tiene varios tipos distintos de canales que estan
involucrados en la liberacién de Ca?* (Moreno y Docampo, 2003).

La mitocondria del parasito posee un Uniporte Mitocondrial de Ca?* (CMU,
por sus siglas en inglés: calcium mitochondrial uniporter) en la membrana interna,
el cual utiliza la diferencia de potencial electroquimico entre la mitocondria y el
citoplasma como la fuerza impulsora para la acumulacién de este cation. Este
sistema de transporte de Ca2* mitocondrial es caracterizado por una baja afinidad
por Ca?* del uniporte, pero una alta capacidad del organelo para la acumulacién
del catién. Este uniporte de Ca?' ha sido identificado a nivel molecular
recientemente (De Stefani y col.,, 2011). Todos esas caracteristicas son muy

similares al transporte de Ca?* mitocondrial en L. mexicana (Benaimy col., 1990).

Los acidocalcisomas, son organelos acidicos capaces de acumular grandes
cantidades de Ca?*y que ademas estan involucrados en la bioenergética de estos
parasitos (Docampo y Vercesi, 1989; Benaim y Garcia, 2011). Los
acidocalcisomas ocupan entre el 1-2 % del volumen celular total, son
electrondensos y su caracter acidico le permite acumular colorantes diamidinicos
como la naranja de acridina (Docampo, 2011). Los altos niveles de pirofosfatos y
polifosfatos son los que le permiten la acumulacion de grandes cantidades de
Ca?*; se ha demostrado que poseen una Ca?*-ATPasa de tipo PMCA (de sus
siglas en ingles Plasma Membrane Ca?*-ATPase), involucrada en la entrada de
Ca?* similar a la Ca?*-ATPasa vacuolar de otros eucariotas unicelulares, y un H*-
pirofosfatasa vacuolar, involucrada en su acidificacion (Docampo y Moreno, 2001).

Todos esos sistemas, que operan de forma concertada, contribuyen al
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mantenimiento de la homeostasis del Ca?* intracelular, manteniendo su
concentracion intracelular ([Ca?*]) bajo 100 nM, muy por debajo de la
concentracion extracelular, permitiendo asi que este cation realice una funcion
esencial en la sefalizacién celular (Benaim y Garcia, 2011).

Entre las funciones principales de los acidocalcisomas, se encuentra el
almacenamiento de fosfato inorgénico. Los acidocalcisomas son el mayor depdésito
celular de compuestos de fosfato (Pi, PPi y poli P) en diferentes bacterias y células
eucariotas incluyendo Leishmania donovani. El PPi es un producto colateral de las
reacciones biosintéticas como las de la sintesis de &cidos nucleicos, coenzimas y
proteinas, la activacion de &cidos grasos y la sintesis de isoprenoides. Los
polifosfatos constituyen una segunda moneda energética alternativa al ATP para
estos parasitos, debido a que la energia de hidrdlisis del pirofosfato es similar a la
energia de hidrdlisis enlace entre el fosfato “B” y el fosfato “y” del ATP. Otras
funciones son el almacenamiento de cationes, la homeostasis el pH intracelular y
la regulacibn osmotica; esta Ultima es esencial para los tripanosomatidios
digenéticos ya que, tanto en el insecto vector como en el huésped vertebrado, los
parasitos estan sujetos a estrés osmoético. EI mecanismo de disminucion
regulatoria del volumen, que involucra la liberacion de iones y osmolitos,
incluyendo aminoacidos, permite la adaptacion de los tripanosomatidios al estrés
hipo-osmoético. Sin embargo, una parte considerable de la recuperacion del
volumen no se puede atribuir sélo a la liberacion de aminoéacidos y iones, por lo
gue se ha propuesto que los acidocalcisomas estan involucrados en este proceso

(Docampo, 2008).
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Uno de los principales transportadores de Ca?* en la membrana plasmaética es
la Ca?*-ATPasa (PMCA). Esta bomba pertenece a la familia ATPasa de tipo “P” y
transporta un Ca?* al espacio extracelular a costa de la hidrdlisis de una molécula
de ATP. La PMCA tiene una alta afinidad por Ca?* y estd modulado por diferentes
agentes. El principal modulador de la enzima es calmodulina (CaM), que induce
una disminucién de la Km para el cation desde 10 - 20 uM hasta 1 uM después de
su interaccion y también aumenta la Vmax de la enzima (Gordones y col., 2017).
Existe evidencia de la estimulacion por la calmodulina en T. cruzi (Benaim y col.,
1995), Leishmania braziliensis (Benaim y col., 1990b) Leishmania donovani
(Mazumder y col., 1992) y T. equipermum (Gordones y col., 2017). En la figura 4
se ilustra en detalle los mecanismos involucrados en la regulaciéon de Ca?* en

tripanosomatidios.

1.6. Tratamiento actual

La miltefosina, un alquil-lisofosfolipido, es una droga generalmente usada
contra la leishmaniasis, y se sabe que ejerce una accion contra el parasito a través
de la a apertura de un canal de Ca?* de la membrana plasmatica. La miltefosina
representa uno delos mayores avances en tratamientos contra leishmaniasis; Sin
embargo, presenta una serie de efectos adversos tales como el efecto

teratogénico y el desarrollo potencial de resistencia (Benaim y col., 2013).
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Figura 4. Modelo esquematico de la regulacion de Ca?* en tripanosomatidios.
El Ca?* entra en la célula a través de un canal de Ca?* (1), y se extruye fuera de la
célula por una bomba de Ca?* de membrana plasmética (PMCA) (2), que es
estimulada por calmodulina (CaM) tras la unién al Ca?* (3). Dentro de la célula, el
Ca?* puede ser secuestrado con alta afinidad por el reticulo endoplasmico a través
de una bomba iénica (SERCA) (4), dejando este organelo mediante un canal de
Ca?. La gran mitocondria Unica (5) puede transportar Ca?* con baja afinidad, por
un uniporte mitocondrial de Ca?* (CMU), que es muy similar al recientemente
caracterizado en humanos, y también energizado por el potencial electroquimico
H*. El Ca?" intramitocondrial podria ser transportado al citoplasma por un
intercambiador no electrogénico Ca?*/Na* (o Ca?/H*) no bien definido todavia.
Finalmente, los acidocalcisomas (6) pueden acumular grandes cantidades de Ca?*
por una PMCA, facilitado por la gran cantidad de polifosfatos dentro de este
organelo (Benaim y Garcia, 2011).

En nuestro laboratorio logramos demostrar la presencia de un canal de Ca?* en
la membrana plasmatica de L. mexicana (Benaim y col. en el 2012) responsable

de la entrada del cation en este parasito. Este canal es similar al canal de Ca?
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voltaje-dependiente tipo L de humanos VGCC (de sus siglas en inglés Voltage
Gated Ca?* Channel). Ambos canales son bloqueados por antagonistas
especificos bien conocidos, tales como verapamil, nifedipina y diltiazem. Aln mas,
el de parasitos también puede ser abierto por BayK 8644, un agonista del VGCC
de tipo L muy especifico. Sin embargo, y muy resaltante, a diferencia del canal de
humanos, el de parésitos se abre especificamente con el esfingolipido esfingosina.
Mediante un analisis de la secuencia de aminoacidos de ambos canales, se
identificaron dos secuencias como posibles canales de Ca?" y se confirmé la
presencia de dominios conservados (Benaim y col., 2012).

En un estudio muy reciente realizado en nuestro laboratorio (Pinto y col.,
2018a), se encontré que la miltefosina posee un doble efecto sobre L. donovani.
Por una parte, la apertura del canal de Ca?* en la membrana plasmatica sensible
a la esfingosina y analogo al canal de Ca?* voltaje-dependiente tipo L de humanos
VGCC mencionado en el parrafo anterior, y ademas, un efecto directo sobre los
acidocalcisomas recientemente identificado en este trabajo (Pinto y col., 2018a),
ademas de su ya conocido previamente efecto sobre las mitocondrias, también
corroborado en el trabajo anterior. Los efectos mencionados en combinacién
deben producir una gran acumulacion de Ca?* intracelular y de hecho se
correlacionan con el abrupto incremento en la concentracion de Ca?* intracelular
bajo la adicion de miltefosina, por lo cual, sumado a la accion bien reconocida de
la miltefosina sobre la sintesis de fosfolipidos y sobre la inhibicion de la citocromo
C oxidasa, contribuiria a la muerte del parasito inducida por este farmaco y podria

explicar los grandes beneficios atribuidos a esta droga.
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1.7. Quimioterapias contra Leishmaniasis

La droga de primera linea utilizada en Venezuela y en gran parte del mundo
para tratar la leishmaniasis sigue siendo la misma desde hace mas de 60 afios. Se
trata un farmaco altamente toxico llamado glucantime (antimoniato de meglumina),
el cual pertenece al grupo de los antimoniales pentavalentes, junto con el
estibogluconato de sodio, conocido comercialmente como pentostam (Pandey y
col., 2005). Estas drogas se comenzaron a emplear en la década de 1940 para el
tratamiento de las diversas formas clinicas de leishmaniasis. Sin embargo, ambos
medicamentos generan diversos efectos secundarios a nivel renal, cardiaco y
hepatico, entre los cuales destacan mialgia, pancreatitis, arritmia cardiaca y
hepatitis (Pandey y col., 2005). Por otro lado, algunos pacientes no responden al
tratamiento y las distintas especies de Leishmania presentan diversos grados de
susceptibilidad a la droga (Alvar, 1997; Davis y Kedzierski, 2005). Por lo cual,
surgid una segunda linea de tratamiento que incluye la anfotericina B y la
pentamidina. Esta dltimo creada para el tratamiento de la leishmaniasis visceral y
cutanea, la cual actia acumulandose en la mitocondria del parasito inhibiendo la
topoisomerasa mitocondrial Il y la biosintesis de poliaminas y afectando el
potencial de membrana mitocondrial. Estas se caracterizan por su alta eficacia,
pero son costosas y causan graves efectos secundarios (Basselin y col., 2002;
Croft y Coombs, 2003; Davis y Kedzierski, 2005). En nuestro laboratorio se ha
demostrado que la pentamidina es capaz de inhibir selectivamente la Ca?*-
ATPasa de la membrana plasmatica de Trypanosoma brucei, sin afectar la enzima
homologa humana (Benaim y col., 1993b). Esta droga es menos téxica que los

antimoniales pentavalentes pero causa hipoglicemia, diabetes, nefrotoxicidad y
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dolor en el sitio de inyeccion (Pandey y col., 2005). Por otro lado, con respecto a
la anfotericina B (antibiético poliénico), se comenzd a usar en la India para el
tratamiento de la leishmaniasis visceral resistente a antimoniales (Sbaraglini y col.,
2016). Este antibidtico poliénico interactla preferencialmente con los esteroles de
la membrana del parésito (ergoesterol), produciendo una estructura que da lugar a
un poro, lo que origina una permeabilidad alterada, causando la fuga de
componentes citoplasmaticos vitales y concomitante la muerte celular (Ghannoum
y Rice, 1999). Esta muestra mejor respuesta en casos de resistencia a
antimoniales y diaminas, pero es toxica, causa nefrotoxicidad, anemia y fiebre
(Pandey y col.,, 2005). En las ultimas décadas, se han desarrollado varias
formulaciones lipidicas de la anfotericina B que reducen su toxicidad e
incrementan su asimilacion directa por el parasito. Una de estas formulaciones es
la incorporacion de la droga en liposomas artificiales, bajo el nombre comercial de

“‘Ambisone” , la cual ha sido muy exitosa (Croft y Coombs, 2003).

Por otro lado, la paromomicina, antibiético aminoglucdsido que en 1960 se
identific6 como agente leishmanicida y se ha usado en ensayos clinicos para el
tratamiento de la leishmaniasis visceral (via parenteral) y cutdnea (via topica y
parenteral) (Croft y col., 2006), se une al ribosoma del paréasito, lo que inhibe el
proceso de transduccién proteica e induce errores de lectura (Fernandez y col.,
2011). Sin embargo, presenta baja biodisponibilidad oral, por lo que debe ser
inyectada intramuscularmente durante los 21 dias que dura el tratamiento (16-20
mg/kg/dia) (Croft y col., 2006), y ademas produce diversos efectos secundarios

como son nauseas, diarrea, vomito y dolor abdominal (Sbaraglini y col., 2016).
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Actualmente ha surgido una alternativa para el tratamiento de la leishmaniasis: la

miltefosina, la cual se menciond anteriormente

1.8. BuUsqueda de nuevos compuestos

En células de mamiferos, el esterol de la membrana predominante es el
colesterol mientras que en Leishmania sp. es el 5-dehidroepisterol, lo cual indica
que las enzimas involucradas en la biosintesis de esteroles de membrana son
distintas en humanos y parasitos, validando asi estas enzimas como potenciales
blancos de accion leishmanicida (Urbina y Docampo, 2003). En este sentido, un
estudio realizado por Croft y Coombs en 2003 utilizando azoles tales como
ketoconazol, posaconazol, itraconazol, fluconazol se demuestra que éstos inhiben

la 14a-demetilasa, una enzima clave en la ruta de la biosintesis de esteroles.

La Amiodarona, antiarritmico comunmente usado para tratar severas
cardiopatias, incluyendo arritmias causadas por cardiomiopatias en pacientes con
mal de Chagas, ha sido el sujeto de recientes estudios como un antimicético y
agente parasitocida, ya que esta posee excelentes propiedades farmacocinéticas
y un costo relativamente bajo. Esta droga actua sobre T. cruzi (Benaim y col.,
2006) y L. mexicana (Serrano y col.,, 2009a), causando la alteracion de la
homeostasis intracelular del Ca?*, a través de su accion directa no s6lo en
mitocondrias, sino también en acidocalcisomas. También inhibe la sintesis de
ergosterol en T cruzi a través de su accidon sobre la oxidoescualeno ciclasa
(Benaim y col., 2006) en L. mexicana a nivel de la escualeno epoxidasa, siendo
esta esencial para la sintesis de 5-dehidroepisterol (Serrano y col., 2009a).
Asimismo, se demostro que esta droga presenta un notable efecto sinergistico
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tanto in vitro como in vivo, con la miltefosina (Serrano y col., 2009b),
demostrandose que esta combinacién conlleva a la cura parasitaria de un 90 % de
los ratones infectados. Sin embargo, como una desventaja se tiene que la
amiodarona produce toxicidad en la tiroides, debido a la presencia de yodo en su
estructura y ademas induce fribrosis pulmonar a largo plazo.

La dronedarona, un nuevo compuesto derivado de la amiodarona producido
por Sanofi-Aventis fue aprobado por la FDA como antiarritmico (Page y col.,
2009). Este compuesto posee la misma estructura que la amiodarona, con la
diferencia de que no presenta los dos atomos de yodo y tiene un menor caracter

hidrofobico (Figura 5), lo que le confiere una menor toxicidad.

HsC HyC

HC

H3C Amiodarona HaC Dronedarona

Figura 5. Estructura quimica de los derivados del benzofurano, amiodaronay

dronedarona (Benaim y Paniz-Mondolfi, 2012).

En nuestro laboratorio (Benaim y col., 2014) recientemente demostramos
qgue la dronedarona a concentraciones < 0,25 uM ejerce un profundo efecto sobre
el crecimiento de promastigotes de L. mexicana en cultivo con un ICso de 115 nM y
un efecto en amastigotes intracelulares en macréfagos infectados con un ICso de

0,65 nM. Ambos valores de ICso son significativamente menores que los
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observados con amiodarona bajo las mismas condiciones experimentales en el
2009 por Serrano y col., donde el ICs0 de promastigotes fue 900 nM y de 8 nM en
amastigotes. En este mismo trabajo, se demostré que la amiodarona induce un
incremento en los niveles de Ca?* intracelular. La dronedarona también induce
este incremento de Ca?* intracelular sobre el parasito como se observa en la

Figura 6 (Benaim y col., 2014).
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Figura 6. Efecto de la dronedarona sobre la concentracion de calcio
intracelular ([Ca?*]i) de promastigotes de L. mexicana. (A) Efecto de 2,5 uM de
dronedarona sobre la [Ca?*]i en presencia de una [Ca?*] externa de 2 mM. (B)
Efecto de la dronedarona sobre la [Ca?]i en ausencia de calcio extracelular
(EGTA). En gris claro se observa el control con el vehiculo de la droga (DMSO), el

cual no ejerce ningun efecto sobre los promastigotes.

La dronedarona también ejerce un efecto sobre los acidocalcisomas,
induciendo una rapida alcalinizacion de promastigotes a 2,5 uM, aun mas rapido

que el inducido por la amiodarona, como se observa en la Figura 7A. En el mismo
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trabajo de investigacion se determiné el efecto de la dronedarona sobre el
potencial electroquimico de la membrana mitocondrial usando el fluoréforo
Rodamina 123, el cual se caracteriza por acumularse en las mitocondrias
energizadas. Un incremento en la fluorescencia de Rodamina 123 corresponde a
su liberacion de las mitocondrias producto de la disipacion del potencial
electroquimico. Asi, la dronedarona ejerce también un rapido incremento en la
fluorescencia, debido al colapso del potencial de la membrana mitocondrial.
Nuevamente el efecto de la dronedarona (2,5 pum) fue mas rapido que con la

amiodarona (10 uM), como se observa en la Figura 7B. (Benaim y col., 2014).
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Figura 7. Efecto de la dronedarona y amiodarona sobre promastigotes de L.
mexicana, (A) En negro se observa el efecto de la dronedarona (2,5 uM) y en gris
el de amiodarona (10 pM) sobre los acidocalcisomas y el efecto ulterior de la
nigericina (2 uM). (B) En negro se observa el efecto de la dronedarona (2,5 uM) y

en gris el de amiodarona (10 uM) sobre el potencial electroquimico mitocondrial y
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el efecto ulterior del FCCP (1 uM). En gris claro se observa el vehiculo de las

drogas (DMSO), el cual no ejerce ningun efecto sobre los organelos mencionados.

Por otra parte, Bakunova y col (2007), sintetizaron 43 cationes bis-
benzofuranos, otra serie de compuestos con dos motivos benzofuranoides en su
estructura que mostraron actividad in vitro contra tripomastigotes de T. b.
rhodesiense, P. falciparum y amastigotes axénicos de L. donovani, con valores de
ICso que van desde 8 nM hasta 18.7 yM. De los 43 bis-benzofuranos, 16
presentaron valores de ICso menores a 100 nM. Sobre L. donovani, el ICso mas
alto lo mostré el compuesto 14 que posee amidinas, los cuales son un tipo de
compuestos organicos que poseen un efecto ectoparasiticida y se ha demostrado
que posee un efecto tripanocida y leishmanicida in vitro e in vivo (Bofante y
Barroeta, 2002).

Bakunov y col (2009), reportaron la sintesis de 48 derivados de pentamidina
portando el benzofurano como motivo con propiedades antiprotozoarias,
demostrando que tienen un efecto tripanocida, siendo los mas potentes, los
compuestos 26, 27, 37 y 38, con valores de ICso sobre T. b. rhodesiense de 41,
61, 25y 88 nM, respectivamente, mientras que los valores correspondientes sobre
mioblastos L6 de rata fueron 45.6, 10.3, 8.6 y 49.9 uM. Por otra parte los
compuestos mas potentes sobre L. donovani fueron el 12, 25, 26, 28, 32, 34, 37,
39y 44 con valores de ICso de 1.9, 0.78, 1.6, 0.61, 2.1, 0.65, 0.78, 0.48 y 1.4 uM,
respectivamente. Todos estos compuestos poseen en su estructura un trimetileno

uniendo los dos grupos fenoles y un benzofurano.
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Figura 8. Estructura bésica de los bis-benzofuranos reportados por
Bakunova y col., 2007. En la estructura superior, n representa el niumero de
carbonos entre los dos motivos bensofuranoides y los grupos R pueden ser

amidina (Am), N-isopropilamina (i-PrAm) o imidazol (Im).
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Figura 9. Estructura basica de los derivados de pentamidina portando como
motivo el benzofurano, sintetizados por Bakunov y col., 2009.
Hejchman y col.,, 2012, basados en la estructura de la amiodarona,

sintetizon 12 compuestos derivados de los acidos 2- y 3-benzofurancarboxilicos,
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de los cuales dos mostraron una marcada actividad antifingica, los derivados 3d
(metil-5-bromo-7-(O-etil-2’-dietilamino)-6-metoxi-2-benzofurancarboxilato) y 4-
(Metil-7-acetil-5-bromo-6-hidroxi-3-bromometil-2-benzofurancarboxilato),mostrados
en la Figura 10. Este segundo compuesto es el que se utiliz6 en el presente
trabajo y se denominard AMIODER en menciones posteriores. Ambos compuestos
inhibieron completamente el crecimiento de Cryptococcus neoformans a una
concentracion de 20 uM. Sin embargo, el derivado 4 resulté ser menos toxico para
la linea celular humana K-562 no mostrando efecto sobre el crecimiento a
concentraciones ente 10 y 30 uM, las cuales son las concentraciones inhibitorias
de C. neoformans, mostrando solo una inhibicion leve del crecimiento de K-562 a
50 uM; sugiriendo de esta manera que el derivado 4 podria tener un potencial uso
terapéutico. Por otra parte, el derivado 3d afecta el crecimiento de esta linea
celular a concentraciones a partir de 10 uM, siento éste significativamente mas
toxico que la amiodarona. Adicionalmente, el derivado 4 posee una actividad
estimulante importante en combinaciéon con la amiodarona (Hejchman y col.,

2012).

Br CH>Br
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Figura 10. Estructura de los derivados 3d y 4 del benzofurano sintetizados

por Hejchman y col., 2012.
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En 2018b Pinto y col., estudiaron por primera sobre un tripanosomatidio, el
efecto de AMIODER sobre la proliferacion en cultivo de epimastigotes de T. cruzi,
demostrando que este compuesto si posee un efecto significativo sobre
amastigotes en el interior de macrofagos con un ICsp de 1,0 £ 1,3 pM. En
contraste, ésta droga no posee un efecto citotoxico significativo sobre las células
Vero (provenientes de rifion de mono verde africano, utilizadas como modelo de
infeccidn) hasta una concentraciones de 25 uM.

Ademas se determin6 que parte del mecanismo involucrado en el efecto del
AMIODER sobre el crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi es la alteracion de
la homedstasis del Ca?* intracelular, produciendo un incremento en la
concentracion intracelular de este cation como producto de su liberacién desde
compartimientos intracelulares. En este mismo trabajo, se observd un efecto
adicional del AMIODER sobre el potencial electroquimico mitocondrial y sobre los
acidocalcisomas indicando que el Ca?* proviene al menos parcialmente de estos
compartimientos (Pinto y col., 2018b). Tomando en cuenta estos antecedentes,
en el siguiente trabajo nos propusimos extender estos estudios a L. donovani,
tomando en cuenta que la infeccion con este parasito es fatal en humanos, si no

se trata adecuadamente.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General:

Estudiar el efecto del metil 7-acetil-5-bromo-6hidroxi-3-brometil-2-
benzofurancarboxilato (AMIODER), un derivado del benzofurano, inspirado en la
estructura de la amiodarona sobre la viabilidad celular de Leishmania donovani
tanto en su forma promastigotes como en amastigotes en el interior de células de
mamifero y su posible efecto sobre la homedstasis del Ca2* intracelular en los

promastigotes de L. donovani.

2.2 Objetivos especificos:
1. Estudiar el efecto del AMIODER sobre la viabilidad de promastigotes de L.
donovani en comparacion con su efecto en macroéfagos.
2. Determinar el efecto del AMIODER sobre la proliferacién de amastigotes
de L. donovani en el interior de macrofagos.
3. Determinar el efecto del AMIODER sobre la homeostasis del Ca?*
intracelular en promastigotes de L. donovani.
4. Evaluar el efecto del AMIODER sobre el potencial electroquimico
mitocondrial en promastigotes de L. donovani.
5. Evaluar el efecto del AMIODER sobre los acidocalcisomas de

promastigotes de L. donovani.
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3. Materiales y métodos

3.1. Mantenimiento de parasitos y macréfagos

Los promastigotes de L. donovani cepa DD8 se cultivaron en medio LIT
(Liver Infusion Tryptose) a 26°C, pH 7.4, suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado, y fueron mantenidos en agitacion constante. Los macrofagos se
cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado
con 10 % de suero fetal bovino y se mantuvieron incubadas a 37 °Cy 5 % de CO..

En los experimentos subsiguientes, el titulo de los cultivos se determiné
mediante contaje directo en una camara de Neubauer.

3.2. Estudio del efecto del AMIODER sobre la proliferacion de promastigotes
de L. donovani.

Se determind el crecimiento de los promastigotes de L. donovani en presencia
de concentraciones crecientes de AMIODER (de 0 a 50 uM) mediante contaje
directo en una cadmara de Neubauer. Partiendo de un cultivo de promastigotes en
fase exponencial, se sembraron en tubos de ensayo, 2 mL de cultivo a una
concentracion inicial de 2,5 x 10% promastigotes/mL en medio LIT, se afiadid la
droga a cada tubo incluyendo un control con la maxima concentracion usada de
DMSO. Cada condicion se realiz6 por triplicado y los parasitos se incubaron a 29
°C. Se realiz6 el contaje diariamente durante 7 dias. El ICso se determind usando
el programa Graph Pad 5.0. Para ello se emplearon los datos correspondientes a
la curva dosis-respuesta (niumero de células en funcién a la concentracion de

droga) a las 96 horas de tratamiento.
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3.3. Estudio de citotoxicidad del AMIODER sobre células de mamifero
mediante el ensayo de MTT.

Se sembraron 4.000 células (macréfagos, Linea celular J774) en cada pozo de
una placa de microtitulacién de 96 pozos y se incubaron durante 48 horas a 37 °C
y 5 % de CO:z en presencia de concentraciones crecientes de AMIODER (0; 0,5; 1;
5; 10; 30; 100 uM) y se utilizé Triton X 100 al 0,1 % como controles positivo o de
muerte (con cuatro replicas en cada condicion). Se agregé una solucion MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil tetrazolio) a una concentracion de
0.5 mg/ml. La placa se incub6 en oscuridad durante 4h a 37 °C y 5 % de COa.
Luego se centrifugd de nuevo por 15 minutos 1.550 x g, se descarté el
sobrenadante y se afadio DMSO (100 ul) en cada pozo. Se realizé la lectura de la
densidad oOptica a 570 nm en un lector de placas de ELISA y se determiné el ICso
aplicando una regresion linear a los datos de absorbancia normalizados (en
porcentaje) con el programa Prisma GraphPad 5.0.

El principio de éste método es la reduccién de MTT (sal de color amarillo
soluble en agua) a cristales de Formazan, color azul oscuro e insolubles en agua.
Esto es llevado a cabo por deshidrogenasas mitocondriales en las células vivas.
Esto permite cuantificar las células viables en funcion de la densidad Optica
después de la aplicacion e incubacién con el compuesto evaluado, de manera que
mayor densidad Optica obtenida, mayor cantidad de células vivas, y menor

citotoxicidad del compuesto (Ferrari y col., 1990).
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(MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- (2E.4.28)-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
2 S-diphenyitetrazolium bromida))

Figura 11. Esquema de la reduccién del MTT a Formazan. Tomado de Ebada
y col., 2008.con modificaciones. Formazan: (2E,4Z)-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-3,5-

difenilformazan.

3.4. Determinacion del efecto del AMIODER sobre amastigotes intracelulares
de L. donovani mediante infeccion.

Se sembraron 4.500 células en medio DMEM (suplementado con 10 % de
SFB) sobre cubreobjetos de 1 cm? dispuestos en los pozos de una placa de 24
pozos y se incubaron durante 24 horas con promastigotes a una concentracion de
15 parasitos por célula, luego de lo cual cada pozo fue lavado 2 veces con PBS
con el objeto de remover los parasitos no adheridos. A cada pozo se afiadié medio
DMEM suplementado con 2 % de SFB con la concentracibon de AMIODER
deseada (concentraciones entre 0 y 5 uM, por triplicado) y la placa se incubé por
72 horas a 37 °Cy 5 % de CO.. Se retiré el medio de cultivo de cada pozo, y cada
cubreobjeto fue lavado con PBS. Las células se fijaron con metanol al 100 % y se
tineron con colorante Giemsa en una dilucién 1/5 en agua destilada y se lavaron
con acido acético al 0,01 %. Cada cubreobjetos se fij6 a una lamina portaobjetos y

se contaron las células infectadas (100 células por cubreobjeto) en un microscopio

28



Optico empleando una magnificacion de 100X. El ICso se determiné usando el
programa Prisma GraphPad 5.0 el cual aplica una regresion no lineal a los datos
normalizados de la respuesta obtenida en funcion al logaritmo de la concentracion
de la droga empleada.

3.5. Determinacion del efecto del AMIODER sobre la homeostasis intracelular
del Ca?* de promastigotes de L. donovani.

Con el objetivo de evaluar el efecto del AMIODER sobre la [Ca?']
intracelular de promastigotes de L. donovani, los parasitos fueron cargados con
Fura-2 AM (acetoximetilado),el cual es permeable y puede ser cargado
pasivamente en la célula, dentro de ésta las esterasas intracelulares hidrolizan los
grupos éster que unen el acetoximetilado a los grupos carboxilos del Fura-2,
dejando de este modo los grupos carboxilos libres que tornan la molécula a no
lipofilica, la cual no puede cruzar las membranas celulares y ademas es sensible a
Ca?*. Dentro de las células cada molécula de fura 2 se puede unir a un Unico Ca?*,
por lo tanto, esta unidon es proporcional a la concentracion de Ca?* citosélica

dentro de un cierto rango (Hangland, 2002).

El Fura- 2 es un indicador de Ca?* fluorescente que presenta dos longitudes de
onda de excitacion diferentes cuando se encuentra unido o libre al Ca?* (340 y 380

nm, respectivamente) mientras que la emisién se mantiene a 510 nm.
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Figura 12. Representacion esquematica de la incorporacion del fura 2 a la

célula. Tomado de Hangland, 2002.

Para cumplir este objetivo 7 x 10% promastigotes/mL fueron recolectados de
un cultivo en fase exponencial por centrifugaciéon a 600 x g por 2 minutos, se
lavaron 2 veces en un tampén tyrode (NaCl 145mM, KCI 4mM, MgCl2 2mM,
HEPES 10mM, Glucosa 11mM) con y sin Ca?* segun fuese el objetivo a evaluar y
se incubaron a una concentracion final de 2 uM de Fura 2 acetoximetilado (Fura 2-
AM), 0.1 % de &cido plurénico y 2.4 mM de probenicid (un inhibidor de
transportadores anionicos) por 1 hora y media, en oscuridad, agitacion constante
y a 29 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion con el fluoréforo, los parasitos se

lavaron 2 veces con tampon de carga y se resuspendieron en 500 ul en presencia
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probenicid a 2.4 mM. La muestra se colocd en una cubeta de cuarzo, la cual se
introdujo en un fluorimetro Perkin Elmer LS-55 que se encuentra acoplado a un
agitador y a un bafo a 29 °C.

El fluorimetro Perkin Elmer LS-55 posee n sistema que permite hacer incidir
2 diferentes longitudes de onda de excitacion sobre la cubeta (340 y 380 A). Este
dispositivo consta de una fuente de luz que incide en un “chopper” en el cual el
haz de luz incidente se separa en las dos longitudes de onda de excitacién del
Fura 340 nm (para el Fura 2 unido a Ca?*) y 380 nm (para el Fura libre). Las
longitudes de onda son luego unidas mediante un combinador de rayos, que las
hace incidir sobre la muestra en la cubeta de cuarzo. La muestra cargada con

Fura-2 emite fluorescencia a 510 nm.

Control de
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Figura 13. Diagrama esquematico ordenador, muestra y fluorimetro

programado a dos longitudes de excitacion.
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Luego de iniciar la fluorimetria, se realizd por triplicado una prueba utilizando
10 yM AMIODER; se utilizé como control la digitonina a 40 uM y el EGTA a 8 mM
empleando volumenes de alrededor de 1 pl con la ayuda de una jeringa Hamilton.
En los experimentos en presencia de Ca*? extracelular, se us6 un tampén de
carga con 2 mM CacClz. La relacién de proporcionalidad entre la relacién de las
fluorescencias 340/380 nm y la [Ca?*]i se plantea en la ecuaciéon propuesta por
Grynkiewicz y col., 1985, siendo proporcional al cociente 340/380.

R — Rmi:l:! . 'F:lm':l:!

R — R F,

max max

[Ca®] = K,

Figura 14. Ecuacion descrita por Grynkiewicz y col., 1985, para obtener la
[Ca=] en funcion a la fluorescencia del Fura-2 cuando éste es excitado con

longitudes de onda de 340 y 380 nm.

En la Figural4, Kq es la constante de afinidad del Fura 2 por Ca?* (224
nm), Rmin €l valor mas bajo de la relacion de las fluorescencias de excitacion 340
nm/380 nm en ausencia de Ca?* (después de afiadir el quelante de Ca?* EGTA a
una concentracion de 8 mM), Rmax el mayor valor de la relacion de las
fluorescencias de excitacion 340 nm/380 nm en presencia de exceso de Ca?
(después de afiadir digitonina), Fminsso) €s el mayor valor de fluorescencia del
Fura-2 cuando es excitado a 380 nm luego de afadir EGTA (ausencia de Ca?
extracelular), Fmax@so) €s el menor valor de fluorescencia del Fura-2 cuando es
excitado a 380nm luego de afadir digitonina (la cual permeabiliza la membrana y

permite la liberaciéon del Ca?* al exterior celular).
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3.6. Determinacion del efecto del AMIODER sobre el potencial electroguimico
mitocondrial de promastigotes de L. donovani.

Para estudiar el efecto del AMIODER sobre el potencial electroquimico
mitocondrial se colectaron 4 x 108 parasitos por centrifugaciéon a 600 x g y se
resuspendieron en tampon de carga (130 mM KCI, 1 mM MgClz, 2 mM KH2PO4, 20
mM Tris-HCI) con 20 yM del fluoréforo rodamina 123, se incubaron por 45 minutos
a 29°C y en agitacién continua. La rodamina 123 es un fluorocromo catiénico,
verde fluorescente, permeable a la célula. Se distribuye en el espacio
transmembrana de la mitocondria estrictamente de acuerdo a su potencial de
membrana (Benaim y col., 2006) y tiene picos de excitacion y emisién a 488 y

530nm, respectivamente (Serrano y col., 2009a).

Transcurrido el tiempo de incubacion con el fluoréforo la muestra se lavo dos
veces en 500 pl de tampo6n de carga. Posteriormente se afiadio la suspension de
pardsitos en una cubeta de cuarzo que se colocé en un fluorimetro HITACHI F-
7000 con agitacién continua a 29 °C. Se utiliz6 FCCP a 2 uM (protonoforo, el cual
desacopla la cadena transportadora de electrones de la fosforilacién oxidativa)

como control positivo.

3.7. Determinacion del efecto del AMIODER sobre la de alcalinizacion de los
acidocalcisomas de L. donovani.

Para estudiar el efecto AMIODER sobre los acidocalcisomas de L.
donovani, se procedio de la misma manera descrita para el estudio del efecto del
AMIODER sobre el potencial electroquimico mitocondrial de L. donovani, pero en

este caso el fluoréforo empleado fue la naranja de acridina a una concentraciéon

33



final de 5 yM y el tiempo de incubacion con los parasitos fue de 5 minutos. La
naranja de acridina es un fluoroforo diamidinico que interactia con el ADN vy el
ARN por intercalacion dentro de la molécula. En los tripanosomatidios, la naranja
de acridina se acumula en compartimientos acidicos, como lo son los
acidocalcisomas (Serrano y col., 2009a). Tiene picos de excitacién y emision a
488 y 530nm, respectivamente al igual que la Rodamina 123. Transcurrido el
tiempo de incubacién se eliminé el fluoroforo excedente lavando dos veces en 500
ML de tampon de carga. Los parasitos cargados se afadieron en una cubeta de
cuarzo que se colocé en un fluorimetro HITACHI F-7000 con agitacion continua y
a una temperatura de 29°C. La longitud de onda de excitacion del naranja de
acridina corresponde a 488 nm, mientras que la emision se monitorea a 530 nm.
Se utilizé nigericina a una concentracion de 2 uM (ionéforo intercambiador de H*

por K*) como control positivo.

Rodamina 123 Maranja de acridina
P A
HsM i _fU*-.;i'-""“'*-u,;:.-Nl‘l [--"-f ﬂ:- Ql/j
‘“"hi:;_;-"La..':-';!”'. = H"H"H :‘-H*-“:.f' N'-": H‘*—a% N"J
A CO,CHy | |
-

Figura 15. Estructura molecular de larodamina 123 y la naranja de acridina
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4. Resultados
4.1. Efecto del AMIODER sobre la proliferacién de promastigotes de

Leishmania donovani.

Con el objetivo de determinar el posible efecto anti-proliferativo del AMIODER
sobre promastigotes de L. donovani se realizO una curva de crecimiento en
concentraciones crecientes del compuesto (0 - 50 uM), y la proliferaciéon celular se
evalué diariamente mediante contaje directo en una camara de Neubauer hasta
alcanzar la fase estacionaria del cultivo. En la Figura 16 se muestra la proliferacion
celular (promastigotes/ml) en funcién del tiempo (horas). El resultado obtenido,
refleja el efecto dosis-respuesta del compuesto, lo cual significa que a medida que

aumenta la concentracion de droga, disminuye el nGmero de promastigotes.

A partir del grafico de la Figura 16, se elabor6é una curva dosis-respuesta,
en la cual se representa el porcentaje de promastigotes/ml en funcion de la
concentracion de AMIODER luego de 96 horas de tratamiento (Figura 17). El I1Cso

obtenido fue de 4,15 pM
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Figura 16. Efecto del AMIODER sobre la proliferaciéon de poblaciones de
promastigotes de Leishmania donovani. Se representa el numero de
promastigotes/ml en funcion del tiempo (horas) para cada concentracion de
AMIODER (linea con simbolo). Cada punto representa el promedio + desviacion

estandar (barras) de tres experimentos independientes.
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Figura 17. Curva dosis-respuesta luego de 96 horas del tratamiento de
promastigotes de L. donovani con AMIODER. Cada punto representa el

promedio + desviacion estandar (barras) de tres experimentos independientes.

ICs0= 4,15 uM.
4.2. Estudio de citotoxicidad del AMIODER sobre células de mamifero

Con el objeto de determinar el efecto del AMIODER sobre la viabilidad de
células de mamifero, se utilizaron macréfagos como modelo y se empled el
ensayo de MTT como método para determinar la citotoxicidad. Considerando la
relacion de proporcionalidad entre la absorbancia de los cristales de formazan

generados y el nimero de células viables. No se observé un efecto citotoxico

37



significativo respecto al control (O droga) tras la exposiciéon de las células durante

72 h a concentraciones de AMIODER de 0,5a 5 uM (p > 0,05).
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Figura 18. Sensibilidad de macrofagos al AMIODER. Se representa el efecto
del AMIODER sobre la viabilidad de macrofagos expuestas a diferentes
concentraciones de AMIODER. 48 h después de la adicion de la droga se realiz6
el ensayo de MTT y se determiné la viabilidad de los macréfagos en cada
condicion (barras), tomando en cuenta el control O droga como el valor de
absorbancia de maxima viabilidad para este experimento. Las barras representan

la desviacion estandar (n=4).
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4.3. Determinacion del efecto del AMIODER sobre amastigotes

intracelulares de Leishmania donovani en macrofagos infectados

Con el objeto de determinar el efecto del AMIODER sobre la proliferacion de
amastigotes en el interior de las células de mamifero se realizé una curva de
infeccion empleando macréfagos como células huésped en presencia de
concentraciones crecientes de AMIODER (de 0,005 a 5 pyM) y con 72 horas de
exposicion. Los resultados demuestran que esta droga produce la disminucion del
porcentaje de células infectadas de una forma dosis-dependiente. El ICso estimado

alas 72 horas fue 0,141 uM.

4.4. Efecto del AMIODER sobre la homeostasis intracelular de Ca?* en

promastigotes de Leishmania donovani

Con el objetivo de evaluar el efecto del AMIODER sobre la homedstasis del
Ca?* en promastigotes de L. donovani se empled la fluorimetria como técnica que
permitié cuantificar la fluorescencia del fura-2 cuando es excitado por longitudes
de onda de 340 y a 380 nm, en respuesta a la adicion del AMIODER. Se observé
que luego de afadir este andlogo de la amiodarona a una concentracién de 10
MM, éste produjo un incremento en la relacion de fluorescencias a 340/380 nm.
Tomando en cuenta la relacién de proporcionalidad entre la relacion 340/380 nm vy
la concentracién de Ca?* intracelular planteada en la ecuacién de Grynkiewicz
(Figura 14), dicho aumento en la relacion 340/380 se interpreta como un aumento

en la [Ca?*].
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Figura 19. Efecto del AMIODER sobre amastigotes intracelulares de L.
donovani. Macrofagos infectados con promastigotes de L. donovani fueron
expuestos a diferentes concentraciones de AMIODER. El porcentaje de
macroéfagos infectados y el ICso sobre amastigotes se determind 72 h después
de la adicién de la droga. Cada barra representa la desviacién estandar de tres

réplicas para cada concentracion.
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Figura 20. Efecto del AMIODER sobre la [Ca?']i de promastigotes de L.

donovani. (A) Efecto de 10 uM de AMIODER (flecha) sobre la concentracion de

Ca?* intracelular en presencia de 2 mM de Ca?* extracelular. (B) Efecto de 10 uM

de AMIODER (flecha) sobre la concentracién de Ca?* intracelular en ausencia de

Ca?* extracelular (EGTA).
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Se muestra el aumento porcentual de la relacion de fluorescencia 340/380 al
afiadir 10 yM de AMIODER a promastigotes de L. donovani incubados con Fura-2,
tanto en presencia como en ausencia de Ca?* extracelular. Se observa gque entre
ambos casos el aumento de la relacion de fluorescencia 340/380 respecto al nivel

basal no es estadisticamente significativo.
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Figura 21. Aumento porcentual de la relacién de fluorescencia 340/380 nm al
afiadir 10 uM de AMIODER a promastigotes de L. donovani cargados con
Fura 2, luego de alcanzarse un plateau. Cada columna representa el resultado
de tres experimentos independientes en presencia (izquierda) y ausencia
(derecha) de Ca?* extracelular. Las barras en la parte superior de cada columna
representan la desviacién estandar. La diferencia entre ambos experimentos no

son estadisticamente significativas.
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4.5. Efecto del AMIODER sobre el potencial electroquimico mitocondrial de

promastigotes de L. donovani

Con el objetivo de evaluar el efecto del AMIODER sobre el potencial
electroquimico mitocondrial de L. donovani, se determinaron los cambios en la
fluorescencia de la Rodamina-123 en respuesta a la adicion de 2, 5y 10 uM de
AMIODER. Se observé que al afiadir la droga en todos los casos hubo un
aumento en la fluorescencia de la Rodamina-123. Este efecto fue menor al
emplear 2 yM de AMIODER vy la respuesta observada en la fluorescencia se
incrementa al afladir mayores concentraciones de la droga. La adicién posterior
del protonéforo FCCP produjo un incremento ulterior en la fluorescencia después
del AMIODER, efecto que fue mayor a menor concentracion de AMIODER,
disminuyendo con el aumento en la concentracion de la droga afiadida
previamente. Invirtiendo el orden de adicién de estos compuestos, se observé que
el FCCP, como era de esperarse, produce un aumento considerable en la
fluorescencia. Sin embargo, el FCCP no generd una respuesta maxima ya que la
adiciéon posterior de AMIODER indujo aun un ulterior incremento en la

fluorescencia de la rodamina 123.
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Figura 22. Efecto del AMIODER sobre el potencial electroquimico
mitocondrial de promastigotes de L. donovani. (A) Efecto de 2 pM de
AMIODER seguido de la adicién de FCCP (2 uM) (B) Efecto de FCCP a 2 uM y
posterior adicion de 2 yM de AMIODER (C) Efecto de 5 yM de AMIODER seguido
de la adicién de 2 yM de FCCP. (D) Efecto de 2 yM de FCCP seguido de la
adicion de 5 yM de AMIODER. (E) Efecto de 10 uM de AMIODER vy posterior
adicion de FCCP a 2 uM. (F) Efecto de 2 yM de FCCP seguido del AMIODER a 10
MM.
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Con el objetivo de visualizar el efecto dosis-dependiente del AMIODER sobre
el potencial electroquimico mitocondrial, se grafico el aumento en la fluorescencia
de la rodamina 123 con respecto al nivel basal de promastigotes tratados con 2, 5
y 10 yM de AMIODER. Tomando en cuenta que la adicion de los efectos
generados por el AMIODER y el FCCP constituye el 100% de respuesta del
sistema, se obtuvo que entre 2 y 5 yM de AMIODER se gener6 una respuesta no
significativa estadisticamente, alrededor de 40%, mientras que la adicion del
AMIODER a 10 uM genero6 una respuesta de aproximadamente 80%. Esta Gltima
respuesta es estadisticamente significativas de la respuesta generada a

concentraciones de 2y 5 uM con un p < 0,01.

4.6. Efecto del AMIODER sobre la alcalinizacion de los acidocalcisomas de

promastigotes de L. donovani

Con el objeto de evaluar el efecto del AMIODER sobre la alcalinizacién de los
acidocalcisomas de promastigotes de L. donovani, se emple6é la naranja de
acridina como fluoréforo, el cual como se indicd, se acumula en compartimientos
acidicos, en respuesta a la adiciéon de 1, 5y 10 yM de AMIODER. Se observé que
al afiadir la droga hubo un aumento en la fluorescencia, producto de la liberacion
de la naranja de acridina. Ademas, el efecto observado fue dosis-dependiente, ya
gue un incremento en la concentracion de la droga afadida generé un aumento
proporcional en la fluorescencia. En este sentido, 2 uM de AMIODER produjo una
respuesta menor a la generada por 5 UM y ésta concentracion, a su vez, genero
una respuesta menor a la producida por 10 uM de AMIODER. La adicion posterior

de nigericina produjo un ulterior aumento en la fluorescencia después de la droga
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y la respuesta generada fue dependiente de la concentracién de droga usada,
siendo mayor a 2 uM de AMIODER, y respectivamente menor luego de 5y 10 uM
de AMIODER. Invirtiendo el orden de adicién de estos compuestos, se observo
que la nigericina produce un aumento en la fluorescencia. Sin embargo, no genera
una respuesta maxima ya que la adicion posterior de AMIODER genera todavia un

incremento en la fluorescencia.
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Figura 23. Aumento porcentual de la fluorescencia respecto al nivel basal
luego de la adicién de AMIODER a promastigotes de L. donovani cargados
con Rodamina 123. Cada columna representa el resultado de tres experimentos
independientes usando una concentracion de AMIODER (2, 5y 10 uM) con las
respectivas barras de desviacion estandar. Las barras horizontales con doble

asterisco indican una diferencia significativa (p<0,01).
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Figura 24. Efecto del AMIODER sobre el grado de alcalinizacion de los
acidocalcisomas de promastigotes de Leishmania donovani. (A) Efecto de 2 uM de
AMIODER seguido de la adicion de nigericina (2 uM) (B) Efecto de nigericina a 2 uM y
posterior adicion de 2 yM de AMIODER (C) Efecto de 5 yM de AMIODER seguido de la
adicion de 2 uM de nigericina. (D) Efecto de 2 uM de nigericina seguido de la adicién
de 5 yM de AMIODER. (E) Efecto de 10 yM de AMIODER vy posterior adicion de
nigericina a 2 pM. (F) Efecto de 2 uM de nigericina seguido de AMIODER a 10 pM.
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En la Figura 25 se muestra la relacion entre el grado de alcalinizacion de los
acidocalcisomas de los promastigotes de L. donovani y la concentracion de
AMIODER afadida, como el aumento porcentual de la fluorescencia respecto a
la basal en funcion a la adicién de 2, 5y 10 uM de AMIODER. Se obtuvo que el
AMIODER a 2 yM genera aproximadamente un 30% de respuesta, con 5 yM
se produjo un 55 % de respuesta y con 10 yM de AMIODER la respuesta
generada fue cerca del 75%. Estas respuestas son estadisticamente

significativas, como se indica en la leyenda de la Figura
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Figura 25. Aumento porcentual de la fluorescencia respecto al nivel basal
luego de la adicién de AMIODER a promastigotes de L. donovani cargados
con Naranja de acridina. Cada columna representa el resultado de tres
experimentos independientes usando una concentracion de AMIODER (2, 5y 10
uM). Las barras representan el error estandar. Las barras horizontales con
asterisco indican una diferencia significativa entre las medias (p<0,05) y el doble

asterisco una diferencia significativa p<0,01.
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Discusioén

Las enfermedades parasitarias tienen un enorme impacto sanitario, social y
econdémico y afectan principalmente a las poblaciones mas pobres del mundo. La
carga mundial de estas enfermedades se ve agravada por la falta de vacunas, por
lo que drogas seguras y eficaces son vitales para su prevencion y tratamiento. Por
desgracia, cuando se dispone de estas, su utilidad estd siendo cada vez mas
amenazada por parasitos resistentes a drogas. Aun mas, las drogas mas
utilizadas en gran parte del mundo para el tratamiento de la leishmaniasis como lo
son el glucantime, el pentostam y la miltefosina, son toxicas para los pacientes y la
Gltima es teratogénica. Todo esto impulsa la investigacion para el descubrimiento
de nuevas drogas antiparasitarias a nivel mundial (Andrews y col.,, 2014;

Sbaraglini y col., 2016).

La amiodarona, es una droga usada como antiarritmico cuyo efecto anti-T.
cruzi (Benaim y col., 2006) y Leishmanicida (Serrano-Martin y col., 2009) han sido
demostrados y en ambos casos, parte del mecanismo de accién de la droga
involucra la alteracién de la homeostasis del Ca?* intracelular en estos parasitos.
Otra estrategia en la investigacion de drogas involucra la sintesis de compuestos
de novo, con base en las estructuras quimicas de diversos agentes que han
mostrado especificidad contra blancos en microorganismos de interés clinico. En
este sentido, la amiodarona fue empleada por Hejchman y col. en el 2012 como
estructura base para la sintesis de diversos compuestos que puedan actuar contra
especies de hongos patogenos, obteniendo el derivado AMIODER, el cual actda

como antiflingico y altera la [Ca?*]i de Saccharomyces cerevisiae, aunque a través
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de mecanismos muy diferentes a los observados en el presente estudio, ya que su

efecto depende del la presencia de Ca?* extracelular (Hejchman y col. 2012)

Con base en la similitud estructural entre el AMIODER y la amiodarona, y en la
actividad comprobada de la amiodarona como agente leishmanicida (Serrano y
col., 2009a, Macedo-Silva y col., 2011), asi como el efecto de esta droga sobre T.
cruzi (Pinto y col.,, 2018b), en éste trabajo se evalu6 el efecto del derivado
AMIODER sobre la proliferacién de promastigotes y amastigotes intracelulares de
L. donovani y su posible mecanismo de accion en lo concerniente a la
homeostasis del Ca?* intracelular en promastigotes. Se obtuvo que el AMIODER
es capaz de inhibir la proliferacion de promastigotes de L. donovani en cultivo y
que dicho efecto anti-proliferativo es dosis-dependiente. De manera que el
crecimiento del cultivo disminuye en el tiempo de una forma proporcional a la
concentracion de droga empleada. El efecto observado sobre la forma del insecto
con esta droga fue significativamente mayor al observado en T. cruzi. Asi, con
una concentracion de 0,5y 1 uM de AMIODER, el cultivo alcanza un titulo celular
maximo de aproximadamente la mitad respecto al control; en contraste, en T.
cruzi, donde solo se alcanza con 5y 10 uM de AMIODER (Pinto y col., 2018b).
Adicionalmente, se observé la inhibicion casi total del crecimiento de los
promastigotes expuestos a 10 yM de AMIODER, mientras que en T. cruzi, la
concentracion que causo la muerte total de los epimastigotes fue de 30 uM (Pinto
y col. 2018b). Cabe destacar que el tratamiento con 50 yM de AMIODER a partir
de las 24 horas, induce la aparicion de formas redondeadas y condensadas del
pardsito y no se observd ninguno con forma elongada. Es interesante mencionar,

gue un efecto morfoldgico parecido fue observado en presencia de esfingosina en
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promastigotes de Leishmania mexicana (Benaim y col.,, 2013) y en T. cruzi en

presencia de AMIODER (Andrea Pinto, comunicacion personal).

En la curva dosis-respuesta obtenida después de 96 horas de tratamiento de
los promastigotes de L. donovani con las diferentes concentraciones de
AMIODER, se obtuvo un ICso de 4,15 pyM, casi tres veces menor que el reportado
para T. cruzi (Pinto y col., 2018b). Cabe destacar que la curva dosis-respuesta
obtenida para las 48 y 72 horas fue similar a las 96 horas. Sin embargo, se decidio
colocar la curva a 96 horas ya que es donde se evidencia mejor el efecto dosis-
dependiente de la droga. En contraste, también determinamos el efecto del
AMIODER sobre macrofagos como células de mamifero modelo, y que ademas
fueron utilizadas en los experimentos de infeccidbn con amastigotes. En este
experimento no se cuantifica directamente el niumero de células viables, sino la
absorbancia del formazan producido por las células viables mediante el ensayo de
MTT, el cual es ampliamente aceptado como un ensayo de viabilidad celular,
tomando en cuenta que un cultivo de células eucariotas en fase exponencial de
crecimiento, presentan una actividad metabdlica constante, y en este sentido, la
cantidad de cristales de formazan producidos es proporcional al nimero de células
viables (Riss y col., 2013). Los macrofagos no se encontraron afectados por
concentraciones de AMIODER de hasta 10 pyM. Por otra parte al emplear
concentraciones superiores a 10 uM se observa un efecto citotoxico significativo
del AMIODER sobre macréfagos (p < 0,05). Adicionalmente se observé que el
Triton - X - 100 (0,1 %), el cual es un detergente que disuelve las membranas

celulares (Gaspar, 2016) utilizado como control de lisis celular, inhibe el 100% de
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la viabilidad de macréfagos murinos, lo cual ya se alcanza a una concentracion de

30 pM de AMIODER.

Con el fin de evaluar si el AMIODER tiene un efecto inhibitorio sobre L.
donovani en su forma de amastigote, el estadio clinicamente relevante del
parasito, se realizé una curva de infeccion, utilizando macréfagos de origen murino
cepa J-774 como ceélulas huésped. Luego de 3 horas post-infeccion
aproximadamente, se logra la transformacibn de los promastigotes en
amastigotes, y se inicia el proceso de supervivencia intracelular y multiplicacién al
interior de las células. Una vez se ha establecido la infeccién (24 horas post-
infeccion) las células infectadas se expusieron a la accion del compuesto. Este
proceso in vitro es similar a lo que ocurre en una infeccion natural cuando el
insecto vector inocula los promastigotes, quienes al ingresar a los macréfagos
presentes en piel y otros tejidos, se transforman en amastigotes, sobreviven a la
respuesta inducida por el macréfago, logrando asi establecer la infeccion y
desarrollar la enfermedad (Mesa y col., 2010). Como pudimos observar, los
resultados de la infeccion sobre macréfagos muestran una notable disminucién en
el porcentaje de células infectadas el cual es directamente proporcional al
incremento en la concentracion de AMIODER empleada. Es importante destacar
gue la cantidad de amastigotes presentes en diferentes células fue independiente
de la concentracién y variaba desde 1 hasta mas de 100 amastigotes por célula en
el rango de concentraciones desde 0,005 a 5 puM, de manera que no fue posible
determinar un promedio de amastigotes por célula en cada concentracion en este
rango. Aungue el grado de infeccion de cada célula individual vari6 ampliamente,

se observd una distribucion aleatoria de las células infectadas a lo largo de la
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lamina y en este sentido fue posible cuantificar el porcentaje de células infectadas,
seleccionando al azar campos visuales. Se obtuvo un efecto dosis-dependiente
con un ICso de 0,14 pM, el cual es 10 veces menor que el reportado para T. cruzi
(Pinto y col., 2018b). Tomando en consideracién estos valores de ICso sobre
amastigotes de L. donovani y el efecto citotéxico del AMIODER sobre macrofagos
a concentraciones de hasta 10 uM, se calculo el indice de selectividad (IS), el cual
se determiné como el cociente entre el ICso de los macréfagos y el 1ICso obtenido
sobre los amastigotes en macrofagos infectados. Segun la definicion de IS
descrita por Katsuno y col., en 2015, quienes consideran selectivos a compuestos
con un IS =2 10, se puede concluir que el AMIODER tiene un efecto selectivo
importante sobre los amastigotes, siendo este indice para esta droga de 103,07,
por lo cual se considera que el AMIODER tiene una potente actividad anti-

Leishmania (De Gouveia y col., 2017).

Se observa que el ICs0 en amastigotes es aproximadamente 30 veces menor
gue en promastigotes. Esto puede deberse a que los promastigotes estan
cubiertos por un glicocalix grueso de entre 7 nm y 17 nm de espesor
dependiendo si son promastigotes prociclicos o metaciclicos respectivamente. Sin
embargo, los amastigotes practicamente no tienen glicocélix, lo que permitiria el
paso del compuesto de una manera mas eficiente y rapida (Oliver y col., 2005).
Por otra parte, existen diferencias a nivel bioquimico y molecular entre la forma de
amastigote y promastigote; en el catabolismo de glucosa, utilizaciéon de los acidos
grasos, nucleasas, proteasas de cisteina, metabolismo de purina, fosforilacion de

proteinas, expresion génica, proteina de superficie de membrana, metaloproteasa
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gp63 vy el lipofosfoglicano (Croft y Yardley, 2002), que de una u otra forma

pudieran estar involucradas en el aumento de eficacia de la droga en este estadio.

Para elucidar el posible mecanismo de accion del AMIODER sobre los
promastigotes de L. donovani, se estudié el efecto de esta droga sobre la [Ca?*]i
de los promastigotes empleando técnicas de fluorescencia. Estos dltimos, fueron
incubados con el fluoréforo Fura-2 AM, el cual al ingresar a las células es
transformado a su forma de Fura-2, en donde los grupos acetoximetilos son
escindidos por las esterasas inespecificas intracelulares, quedando de esta
manera el fluoréforo secuestrado dentro de la célula y ademas, libre para su unién
al Ca?*. El Fura- 2 presenta un espectro de absorcion diferencial cuando esta libre
o unido a Ca?*. Esta caracteristica del indicador permite determinar la asociacion
en el equilibrio y la [Ca?']i a través de la relacién entre las emisiones a 510 nm
cuando se excita alternativamente en fracciones de segundo a 340 y 380 nm. Esto
confiere la gran ventaja de obtener una sefial que es independiente del nivel de
carga del fluoréforo (Barreto-Chang y Dolmetsch, 2009). Como se explico
anteriormente, la ecuacion propuesta por Grynkiewicz y col., 1985, permite asumir
una relacion de proporcionalidad entre la relacién entre las fluorescencias de
excitacion del Fura-2 a 340/380 y la [Ca?']. De esta forma, los resultados
mostrados, correspondientes al efecto del AMIODER sobre la relacion de
fluorescencias a 340/380 del Fura-2 en promastigotes de L. donovani, y estos son
proporcionales a la [Ca?']i de los promastigotes. La razén por la cual estos
resultados no se mostraron en funcién a [Ca?*]i es porque la concentracion basal
de este catibn es muy variable entre réplicas y depende de multiples factores

incluyendo el estado metabdlico de los promastigotes en cultivo en el momento en
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gue se usan y de las soluciones utilizadas para calibrar el método. Es por ello que
en trabajos recientes se suele reportar los resultados como los cambios en la
relacion 340/380, en lugar de los cambios en la [Ca?*]i. En estos experimentos, se
obtuvo que la adiciébn del AMIODER a una concentracion de 10 yM produce un
incremento en la relacién de fluorescencias 340/380 en presencia de Ca?*,
indicando que hay un aumento en la concentracion intracelular de este cation.
Este resultado fue similar al obtenido sin Ca?* en el exterior, utlizando EGTA para
“secuestrar” o quelar todo el Ca?* en el exterior de las células lo cual indica que el
incremento en la concentracién intracelular de este cation es producto de su
liberacibn desde compartimientos intracelulares, al igual que ocurre con los
epimastigotes de T. cruzi (Pinto y col., 2018b). Con el objeto de determinar cuéles
compartimientos podrian estar involucrados en el incremento de la [Ca?*]i en los
promastigotes de L. donovani, se evalué el efecto que este compuesto podria
tener sobre el potencial electroquimico mitocondrial y sobre los acidocalcisomas,
como organelos clave en la regulacion del Ca?* en Leishmania sp. (Benaim y

Garcia, 2011).

Se obtuvo que el AMIODER a todas las concentraciones utilizadas en este
trabajo disipa el potencial electroquimico mitocondrial, lo cual produce la
liberacion de la Rodamina 123 acumulada en la mitocondria hacia el citoplasma.
Sin embargo, el AMIODER no produce la disipacion total del potencial
electroquimico mitocondrial, ya que una adicion posterior de FCCP genera un
ulterior incremento en la fluorescencia. Esto podria ser debido a la mencionada
presencia de un grueso glicocalix en la membrana de los promastigotes de L.

donovani. De hecho, en el caso de L. mexicana, este incompleto efecto de la
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adicién de FCCP posterior al de la droga, es mayor (Garcia-Garcia y col., 2016),
en comparacion con el pardsito estudiado en este trabajo y a la vez, bastante
menor que en T. cruzi (Benaim y col., 2012), permitiéndonos concluir que la
magnitud del efecto final del FCCP depende mucho del parasito. Se observé que
el efecto del AMIODER fue dosis-dependiente, obteniéndose a 10 uM
practicamente una respuesta méaxima con un aumento ulterior del FCCP minimo
con relacion al aumento en fluorescencia de la droga. En los experimentos control,
en los que se invierte el orden de adicién de los compuestos (FCCP y AMIODER)
se obtuvo que el FCCP no disipa por completo el potencial electroquimico
mitocondrial, ya que la adicion posterior del AMIODER a todas las
concentraciones genera todavia cierto efecto sobre el potencial mitocondrial. Esta
respuesta observada al afiadir la droga después del FCCP es importante, ya que
se conoce que el FCCP es un agente que causa una total disipacién de potencial
electroquimico mitocondrial. Un efecto similar fue obtenido por Benaim y col.,
2012, en un trabajo en el cual evaltan el efecto de la dronedarona y la amiodarona
sobre T. cruzi. También fue observado en nuestro laboratorio (Benaim y col.,
2014) sobre L. mexicana e incluso por Pinto y col. en el 2018b, cuando evalué el
AMIODER sobre T. cruzi. Esto puede ser explicado, debido a que el flujo
significativo y constante de H* por parte del FCCP no sea posible, ya que el flujo
de pequefias cantidades de H* generan un potencial de membrana positivo en el
exterior de la misma, que al no ser acompafados por un cotraidn, como por
ejemplo CI, comprometeria la salida total de los protones a favor de su gradiente

electroquimico mitocondrial, debido a que los requerimientos en balance de cargas
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no son satisfechos (Nicholls y Ferguson, 1994). Esta necesidad de equilibrio en

cargas podria estar causando el lento efecto por parte del FCCP.

Adicionalmente, observamos que el AMIODER induce un incremento en la
fluorescencia de parasitos incubados con naranja de acridina, un colorante
cationico que a bajo pH se protona y se agrega en compartimientos acidicos por
interacciones electrostaticas. Como se menciond, este fluoroforo se acumula
principalmente en los acidocalcisomas. Asi, el AMIODER produce la alcalinizacion
de los acidocalcisomas con la consecuente liberacion de la naranja de acridina,
siendo el efecto de la droga sobre estos organelos dosis-dependiente. Sin
embargo, a las concentraciones empleadas, el AMIODER no produce una
alcalinizacion total de estos organelos ya que la adicion posterior de nigericina
produce un efecto ulterior sobre los acidocalcisomas (figuras 24A, C Y E).
También se obtuvo que al afadir nigericina de forma previa a la adicién de
AMIODER como control, se produce la alcalinizacién de los acidocalcisomas, en la
gue la nigericina sustituye y supera el efecto del AMIODER a una concentracion
de 2 yM, pero solo sustituye el efecto de la droga a 5y 10 yM mas no lo supera.
Sin embargo, la alcalinizaciébn de estos compartimientos no fue total, ya que al
afiadir AMIODER posteriormente a la nigericina hubo un incremento ulterior en la
fluorescencia de la naranja de acridina. Este efecto de la droga luego de afiadir
nigericina sugiere la existencia de otros compartimientos acidicos sobre los cuales
el compuesto podria estar actuando, como ha sido reportado por otros
compuestos en este mismo sistema por Benaim y col., 2012 y 2014 y por el mismo
compuesto en T. cruzi (Pinto y col., 2018b). Estos resultados pueden deberse a

gue la naranja de acridina se acumula en los organelos acidicos, y aunque los
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acidocalcisomas son los organelos acidicos predominantes en tripanosomatidios,
existen otros compartimientos como fagolisosomas y/o vacuolas acidicas, los
cuales podrian estar acumulando pequefias cantidades del fluoréforo vy
provocando su liberacion tras la adicién de la droga (De Gouveia y col., 2017).
También se mostro la relacion entre la alcalinizacion de los acidocalcisomas de los
promastigotes de L. donovani y la concentracién de AMIODER), como el aumento
porcentual de la fluorescencia respecto a la basal en funcién a la adicién de
AMIODER. Se obtuvo que el AMIODER a 2 pM genera un 40 % de respuesta, con
5 UM se produjo un 50 % de respuesta y con 10 uyM la respuesta generada fue de
75 % lo cual demuestra que a esta Ultima concentracion el sistema podria no
haber reflejado el efecto maximo de esta droga. En T. cruzi (Pinto y col., 2018b)
también se realizaron experimentos similares ensayando las concentraciones de

AMIODER 5, 10 y 20 uM, en donde aun con 20 uM solo se alcanzaba el 85% de la

respuesta.

Evaluando los resultados en conjunto se puede demostrar que la adicion de
AMIODER a promastigotes de L. donovani provoca la liberacién parcial de Ca?* al
citoplasma desde compartimiento intracelulares, por lo cual, el incremento
observado en la [Ca?']i en presencia de AMIODER es con toda probabilidad
producto de la accion de este farmaco sobre los acidocalcisomas y sobre las
mitocondrias. Es importante resaltar que este efecto es mas potente que el
reportado para T. cruzi por Pinto en el 2018b. Adicionalmente, como se menciond
anteriormente, el ICso encontrado sobre amastigotes en el interior de macroéfagos,
la cual constituye la fase clinicamente relevante es de 0.14 uM, del orden de 10

veces menor al encontrado en T. cruzi (1.0 puM). Todo lo anterior apoya
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profundizar estos estudios en busca de derivados del benzofurano basados en la
estructura de la amiodarona, orientados hacia la busqueda de una posible terapia

contra la leishmaniasis.
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. Conclusiones

El AMIODER tiene un efecto inhibitorio dosis-dependiente sobre la proliferacion
de promasigotes de L. donovani.

El AMIODER tiene un efecto significativo sobre la viabilidad de los amastigotes
de L. donovani con un ICsp de de 0,141 pM. En contraste, ésta droga no posee
un efecto citotoxico significativo sobre macréfagos a concentraciones de hasta
10 uM, lo cual le confiere un IS de 103.

Parte del mecanismo involucrado en el efecto del AMIODER sobre el
crecimiento de los promastigotes de L. donovani es la alteracion de la
homeostasis del Ca?* intracelular, produciendo un incremento en la
concentracion intracelular de este cation como producto de su liberacion desde
compartimientos intracelulares.

El aumento de Ca?* intracelular por parte del AMIODER, es debido a la
liberacion parcial de este cation desde la mitocondria y los acidocalcisomas,
afectando el potencial electroquimico mitocondrial y el grado de alcalinizacion

de los acidocalcisomas respectivamente.
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