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RESUMEN

En la actualidad, se han reportado casos de coinfeccion por Leishmania y por el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en al menos 35 paises del mundo, donde la
leishmaniasis visceral es la forma clinica mas comun en estos pacientes. No existe un
tratamiento especifico para la coinfeccion por Leishmania/VIH; y segun datos reportados
por la Organizacion Mundial (OMS), al menos el 75% de los pacientes coinfectados con
Leishmania/VIH, los cuales son tratados con los fArmacos recomendados, sufren recaidas
de la enfermedad, generando un cuadro clinico mas severo y cepas mas virulentas.
Tomando en cuenta la falta de un tratamiento especifico y las altas tasas de recaidas, surge
la necesidad de implementar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la
coinfeccion Leishmania/VIH. Por esta razdn, en el siguiente trabajo se planted estudiar la
potenciacion del Nelfinavir (NFV), un antirretroviral usando contra el VIH y el cual se le
ha demostrado un significativo efecto anti-Leishmania, al combinarlo con dos farmacos
utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis visceral como lo son la Anfotericina B
(AMB) y la Miltefosina (MTF). En primer lugar, se evalud in vitro el efecto de las
combinaciones NFV+AMB y NFV+MTF sobre promastigotes y amastigotes de L.
donovani, encontrando un efecto sinergistico en ambos casos, con un indice de
concentracion inhibitoria fraccional (3FIC) menor a 0,5. Estas combinaciones también
fueron evaluadas sobre amastigotes intracelulares de L. infantum; observandose también
una potenciacion de las drogas al emplearlas en combinacion (3 FIC<0,5). Por tltimo,
también se examino el efecto del NFV sobre la leishmaniasis visceral inducida por L.
infantum en ratones BALB/c. Los resultados demuestran que el NFV tiene un efecto
leishmanicida cuando se administra en monoterapia (reduce en aproximadamente un 60%
la carga parasitaria); y ademas se observd una reduccion significativa en la carga
parasitaria por la combinacién de NFV+MTF (89% de reduccion de la carga parasitaria),
en comparacion con la obtenida cuando estos farmacos se usaron de manera individual.
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

aumentar el efecto del antirretroviral sobre Leishmania.

Palabras Claves: Coinfeccion, Leishmania/VIH, Leishmaniasis, Sinergismo,

Combinaciones.
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1. INTRODUCCION

1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades causadas por parasitos
protozoarios del género Leishmania (Alvar y col., 1997; 2008; 2012). La infeccion por
Leishmania sp. inicia con la picadura del insecto vector del género Phlebotomus sp. en el
Viejo Mundo y Lutzomyia sp. en el Nuevo Mundo, infectado con la forma promastigote
del parésito (Alvar y col., 2008; Cunhay col., 2013; Molina y col, 2003) (Figura 1). Una
vez en el interior del huésped vertebrado, los promastigotes son fagocitados por células
de origen mieloide como macréfagos, monocitos, neutroéfilos y células dendriticas, donde
se diferencian a la forma amastigote y se multiplican dentro del fagolisosoma hasta lisar
la célula (Figura 1) (Mougneau y col., 2011; Okwor y Uzonna, 2013).

Esta parasitosis es endémica en 98 paises del mundo, afectando principalmente a
regiones tropicales y subtropicales (Van Griensven y col., 2014; OMS, 2010; 2017). Para
el afio 2015, se estimaron entre 20000 y 30000 muertes anuales y una incidencia de 0,7 a
1 millon de nuevos casos anuales, siendo el continente Africano el mas afectado (Alvar y
col., 2012; Cruz y col., 2006; OM S 2017). En Venezuela, la enfermedad se distribuye
geograficamente en tres focos, el foco central, el oriental y el occidental, siendo lo estados
Lara, Trujillo y Anzoategui los mas afectados, con una prevalencia de 12,3 casos por cada
100.000 habitantes para el afio 2015 (Bonfante-Garrido y Barroeta, 2002; Feliciangeli y

col., 2005; Moreno y col., 2016; Ortega y col., 2013; Traviezo, 2012; Zerpay col., 2003).
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Figura 1. Ciclo de infeccion por Leishmania en el huésped vertebrado. Proliferacion
de los promastigotes del parasito en el interior del vector y de los amastigotes en el huésped
vertebrado. (Tomado de Cunhay col. 2013).

De acuerdo a las manifestaciones clinicas, los sintomas asociados y la especie de
Leishmania involucrada en la infeccion, es posible distinguir tres formas principales de
la enfermedad (Tabla 1) (Cruz y col., 2002; Van Griensven y Diro, 2012; Van Griensven
y col., 2014; OMS, 2010; 2017). La leishmaniasis cutanea (LC), considerada como la
forma menos letal de la enfermedad, se caracteriza por la presencia de ulceras cutaneas
que pueden presentarse de forma localizada (LCL) o difusa (LCF) (OMS, 2010; 2017).
La leishmaniasis mucocutanea (LMC), considerada como una variante de la LC, afecta
principalmente el tejido de la mucosa naso-faringea. Por ultimo, la leishmaniasis visceral

(LV) o Kala-azar, es la forma letal de la enfermedad sino es tratada a tiempo, afectando



principalmente los érganos viscerales como el higado y el bazo (Van Griensven y Diro,
2012; Van Griensveny col., 2014). Adicionalmente, es posible distinguir la leishmaniasis
dérmica post Kala-azar (PKDL), la cual puede aparecer semanas o afios después de la
infeccidn por LV, se caracteriza por presentar Glceras y maculas pigmentadas dispersas

en todo el cuerpo (Alvary col., 2012; Cruz y col., 2002; De Trez y col., 2009).

Tabla 1. Principales manifestaciones clinicas de la leishmaniasis y la especie de Leishmania
frecuentemente asociada a la enfermedad (Tomado de Cunhay col., 2013).

Forma Clinica Especie
Viejo Mundo subgénero Leishmania
Leishmaniasis Cutanea L. major, L. tropica, L. aethiopica
Leishmaniasis Visceral L. donovani y L. infantum
Post Kala-azar Dérmica L. donovani
Nuevo Mundo subgénero Leishmania
Leishmaniasis Cutanea L. infantum, L. mexicana, L. pifanoi y L.
amazonensis
Leishmaniasis Visceral L. infantum (L. chagasi)

Nuevo Mundo subgénero Vianna

L. braziliensis, L. guayanensis, L.
panamensis, L.  peruviana, L.
venezuelensis

L. braziliensis y L. panamensis

Leishmaniasis Cutdnea

Leishmaniasis Mucocutanea

La LC es causada por una gran variedad de especies de Leishmania (Tabla 1). En
el Viejo Mundo, la LC suele producirse por L. major, L. tropica y L. aethiopica, mientras
que en el Nuevo Mundo, la infeccion puede originarse por una mayor variedad de especies
como L. braziliensis, L. amazonensis, L. guayanensis, L. panamensis, L. mexicana y L.
venezuelensis (Alvar y col., 2008; OMS, 2010).

Por su parte, la LV es causada por dos especies, L. infantum y L. donovani (Tabla
1). Tipicamente, la infeccion originada por L. infantum, es considerada zoonética, donde
animales domésticos acttan como reservorios del parasito, posicionando al humano como

un hospedador accidental (Andreani y col., 2012; Gossage y col., 2003; Okwor y Uzonna,



2013), a diferencia de la infeccion causada por L. donovani, considerada como
antroponotica, el humano actGa como reservorio del parésito, capaz de infectar a

individuos sanos (Andreani y col., 2012; VVan Griensven y col., 2014).

1.2 Leishmania como patdgeno oportunista en pacientes VIH-positivos

Una de las principales amenazas para el control de Leishmania es su interaccion
con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Bernier, 1995; Kaye y Scott, 2011;
Kumar y Nylen, 2012). En regiones endémicas para el virus, se ha generado un nuevo
interés en la leishmaniasis, considerada una infeccion desatendida a nivel mundial (Alvar
y col., 2008; 2012; Diro y col., 2014; Van Griensven y col., 2014). Actualmente, la
infeccion por Leishmania es reconocida como la tercera infeccion oportunista causada
por protozoarios patdgenos en pacientes VIH-positivos (Ukwor y Uzonna, 2013),
producto del bajo recuento de linfocitos T CD4* (< 200 células/mm?), que permite a los
parasitos del género Leishmania, establecer la infeccion en conjunto con el VIH (Desjeux
y Alvar, 2003; Molina y col., 2003; Podinovskaia y Descoteaux, 2015).

En la coinfeccion por Leishmania/VIH, el parasito y el virus presentan efectos
reciprocos que se potencian al producirse en conjunto (Bentwich, 2003; Stebbing y col.,
2004; Okwor y Uzonna, 2013). La inmunosupresion causada por el virus del VIH es
particularmente favorable para Leishmania, aumentando el riesgo de desarrollar
leishmaniasis por un factor de entre 100 y 1000 en areas endémicas, reduciendo la
probabilidad de respuesta terapéutica y aumentando la posibilidad de sufrir recaidas de la
enfermedad (Kaye y Scott, 2011; Kumar y Nylen, 2012). Por su parte, la infeccion por
Leishmania estimula la replicacion y reactivacion del virus en las células infectadas,
produciendo un rapido incremento de la carga viral, estableciéndose entonces una

“simbiosis” entre ambos patdgenos (Okwor y Uzonna, 2013).



En el transcurso de los afios, son muchas las investigaciones que se han realizado
para poder elucidar cuales son los mecanismos, a nivel celular y molecular, que producen
la patogénesis de la coinfeccidn por Leishmania/VIH (Alvar y col., 2008; Garg, 2009;
Van Griensven y col., 2010). Se ha evidenciado que tanto, el establecimiento de la
infeccion por parte del parésito y la replicacion del virus, son el resultado de una red
compleja de sefiales extracelulares, como aquellas provistas por citoguinas, en conjunto
con efectos transcripcionales y post-transcripcionales (Garg y col., 2007; Garg, 2009;
Okwor y Uzonna, 2013; Tomioka y col., 2012; Wolday y col., 1999).

Actualmente, se conoce que ambas infecciones alteran el balance entre la repuesta
inmunoldgica tipo Thly Th2, existiendo una regulacion cruzada entre ambas respuestas,
de manera tal que las citoquinas producidas por un subconjunto Th puede suprimir la
produccion y/o actividad del otro subconjunto (De Oliveira y Brodskyn, 2012; Garg,
2009; Olivier, 2003; Podinovskaia y Descoteaux, 2015). La infeccion por Leishmania
tiende a inducir la actividad tipo Th2 y el virus tiende a promover una repuesta tipo Th1.
De esta manera, el cambio del perfil de citoquinas inducido por la repuesta inmunolégica
frente a la infeccidn por ambos patdgenos, se encuentra asociado a la progresion clinica
de la coinfeccion por Leishmania/VIH (Alvar y col., 2008; Azzam, 2006; Nylen y Sacks,
2007; Okwor y Uzonna, 2013; Van Griensven y col., 2010).

No obstante, las investigaciones realizadas hasta ahora, solo plantean posibles
modelos de la interaccion entre Leishmania y el VIH en los individuos coinfectados. Si
bien no se encuentra del todo claro cuéles son los mecanismos celulares mediante el cual,
el parésito y el virus logran potenciar su desarrollo e infeccion en estos pacientes, es un
hecho que la presencia de ambos agentes infecciosos en un mismo individuo altera el
curso de la infeccion, resultando en muchos casos en patologias atipicas dificultando su

diagndstico y tratamiento.



1.3 Coinfeccion Leishmania/VIH

De acuerdo al ultimo reporte emitido por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) se han registrado casos de coinfeccion Leishmania/VIH en al menos 35 paises del
mundo (OMS, 2010; Van Griensven y col., 2014). ElI nimero de casos de coinfeccion
reportados ha aumentado rapidamente desde la década de 1990, debido a la propagacion
de la epidemia del VIH y la creciente superposicion geogréfica entre las dos enfermedades
(Diro y col., 2014; Gossage y col., 2003). Al analizar la distribucidn espacial de la
poblacién afectada, se sugirié una creciente propagacion de la infeccion por el VIH a
zonas rurales y de la leishmaniasis a zonas urbanas, dando como resultado un aumento en
la incidencia de los casos de coinfeccién por Leishmania/VIH (Figura 2) (L6pez-Vélez,
2003; Van Griensven y col., 2013; 2014).

Sumado a la creciente superposicion geogréafica entre ambas enfermedades, es
importante sefialar que el uso de jeringas compartidas entre los usuarios de drogas
intravenosas, constituye una via de transmision artificial que incrementa en gran medida
la incidencia de los casos de coinfeccion por Leishmania/VIH, contribuyendo no sélo a
la trasmision del virus, sino también del parasito (Alvar y col., 2012; Monge-Maillo y

col., 2014).
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Figura 2. Distribucion mundial de la leishmaniasis y la coinfeccion Leishmania/VIH.
En azul claro se indican las regiones en donde la leishmaniasis es endémica y en azul oscuro las
regiones en donde se han reportado casos de coinfeccién Leishmania/VIH, segun el ultimo reporte
emitido por la OMS para el afio 2010. (Tomado
de: http://www.who.int/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/burden hiv_coinfection/en/,
12/05/2017).

Tanto en pacientes coinfectados o no con el VIH, las manifestaciones clinicas de
la leishmaniasis dependen de la especie de Leishmania involucrada asi como, del estado
nutricional e inmunoldgico del huésped vertebrado (Gossage y col., 2003; Raes y col.,
2007). La forma clinica mas comun de la leishmaniasis en pacientes coinfectados es la
LV, aunque también se han reportado casos de LC (Alvary col., 2008; Van Griensven y
Diro, 2010; Van Griensven y col., 2014). Las manifestaciones clinicas de la LV, causa
por L. infantum y L. donovani, en pacientes VIH-positivos son similares a la LV
producida en pacientes infectados Unicamente con Leishmania (Alvar y col., 1992; 1997,

2008; Cruz y col., 2006; Michel y col., 2011). No obstante, en pacientes coinfectados, se


http://www.who.int/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/burden_hiv_coinfection/en/

ha reportado la diseminacion del parasito en lugares atipicos, como en pulmones, en el
sistema gastrointestinal, en sangre periférica y el desarrollo de lesiones cutaneas
asociadas a LV (PKDL) en al menos el 45% de los casos (Cruz y col., 2006; David y
Craft, 2009; OMS, 2008). De igual manera, se ha observado la visceralizacién de cepas
dermotrdpicas del parasito en pacientes coinfectados (Colomba y col., 2009; Kaye y Scott,

2011; Kumar y Nylen, 2012; OMS, 2010).

1.4 Prevalencia de la coinfeccion Leishmania/VIH

El primer caso de leishmaniasis asociado a la infeccion por el VIH fue reportado
en el afio 1985 en el este de Europa, producto de la propagacion de la epidemia del VIH
y la creciente superposicion geogréafica entre ambas enfermedades. A partir de esa fecha,
el nimero de casos reportados de coinfeccion aumentd rapidamente durante la década de
los 90 alrededor del mundo (Alvar y col., 1997; 2008; 2012; Diro y col., 2014). Aunque
la mayor parte de la literatura publicada para esa época se refiere a los paises del sur de
Europa, en la actualidad los casos de coinfeccion Leishmania/VIH son notoriamente altos
en el continente africano (Albrecht, 1998; Albrecht y col., 1996; Alvar y col., 2008;
2012).

En Europa, para el afio 2001, se habian registrado un total de 1911 casos de
coinfeccion Leishmania/VIH, con mas del 50% procedentes principalmente de Espafia,
seguido de Italia, Francia y Portugal (Bourgeois y col., 2010; Monge-Maillo y col., 2014;
Moreno y col., 2000; OMS, 2008; Van Griensven y col., 2013). Actualmente, al menos
el 10% de los casos de leishmaniasis reportados en esta region provienen de pacientes
VIH-positivos, siendo Espafa y Portugal los paises mas afectadas (Aree y col., 2013).

También se han registrado casos en otros paises europeos como Suiza, Reino Unido y



Alemania, aunque con menos frecuencia (Bourgeois y col., 2010; Monge-Maillo y Lopez-
Vélez, 2013; Pintado y col., 2001).

Mientras que en Europa los casos de coinfeccion por Leishmania/VIH
corresponden al 10% del total casos de leishmaniasis reportados, en Africa la prevalencia
es distinta. Para el afio 2000, se habia estimado que al menos el 40% de los casos de
leishmaniasis registrados en el Africa Subsahariana provenian de pacientes coinfectados
con el VIH (Alvar y col., 2008; Guiguemde y col., 2003; Mengistu y Ayele, 2007; Merson
y col., 2008; Musa y col., 2010). En esta region se encuentra la mayor proporcion de
personas infectadas con VIH y con leishmaniasis, 1o que representa un alto riesgo de
coinfeccion, siendo el Africa Subsahariana la zona mas afectada (Merson y col., 2008;
Van Griensven y Diro, 2012; OMS, 2017). Actualmente, los paises con una mayor
incidencia de coinfeccion son Etiopia, Kenya, Uganda, Somalia y Sudan, donde la
transmision es basicamente antropondtica, reportdndose casos de PKDL en al menos el
50% de los casos de LV, constituyendo la principal via de transmision en Africa (Diro y
col., 2014; Fenske y col., 1991; Lyon y col., 2003; Stork y col., 2006).

Por su parte, en el continente Asiatico el primer caso de coinfeccion por
Leishmania/VIH fue reportado en el afio 1999 en la India. En esta region la coinfeccion
por ambos patdgenos ocurre debido a la migracion de personas de zonas rurales a urbanas
para ejercer su actividad econémica, los cuales adquieren la infeccion por el VIH y luego
retornan a las zonas rurales donde la LV es endémica (Jarvis y Lockwood, 2013; Merson
y col., 2008; Stork y col., 2006). Segun datos reportados por el Centro Médico de Kala-
azar en la India, el nimero de coinfectados aument6 de 0.88% a 7% del total de casos de
leishmaniasis reportados para el afio 2012 (Mengistu y Ayele, 2003; Van Griensven y

Diro, 2012). De igual forma que ocurre en Europa, la infeccion por el VIH puede reactivar



infecciones latentes de la leishmaniasis debido al deterioro progresivo del sistema inmune
causado por la infeccién del VIH.

Por ultimo, en Suramérica, los reportes de la prevalencia de la coinfeccion por
Leishmania/VIH se encuentran altamente subestimadas. Debido a que la leishmaniasis es
una enfermedad que se encuentra asociada principalmente a paises de bajos recursos, los
sistemas de notificacion y la falta de un diagndéstico adecuado y oportuno, tiene como
resultado una subestimacion de los casos reales que se presentan en cada region, asi como
de la poblacion que se encuentra en riesgo (Alvar y col., 2012; Lindoso y col., 2014;
Lopez-Veléz, 2003).

En el afio 2006, la Organizacion Panamericana de la Salud estimo un aproximado
de 62.000 casos de LV y 5.000 de LC en la region americana, siendo Brasil el pais mas
afectado (Bernier y col., 1995; Zhao, 2006). Ese mismo afio, se report6 que al menos el
2% de los casos de LV registrados provenian de pacientes infectados con el VIH (Wolday,
1999; Uzonna, 2001; Azzam, 2006). Ya para el afio 2010, la proporcion de coinfectados
Leishmania/VIH habia aumentado hasta un 17%, segun datos reportados por el Ministerio
de Salud de Brasil (Limay col., 2013; Milano, 2012; Mogneau y col., 2011).

En Venezuela, la informacion sobre la incidencia y prevalencia de la coinfeccién
Leishmania/VIH es escasa, por lo que el analisis epidemioldgico es limitado. El primer
caso de coinfeccion por Leishmania/VIH en Venezuela fue reportado en el afio 1995 por
Hernandez y col, ya para el afio 2013, se habian reportado casos de coinfeccion en 11 de
las 24 entidades federales (Figura 3) (Ortega y col., 2013; Zerpa y col., 2003a; 2003b;
2005). Para ese mismo afio, se estimé que el 31 % de los casos reportados de coinfeccion
provenian del estado Bolivar y en un 22% del estado Anzoategui, siendo los estados con
una mayor prevalencia de casos de coinfeccion por Leishmania/VIH (De Lima y col.,

2011).
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En algunas zonas endémicas para la leishmaniasis en Venezuela, como Mérida,
Trujillo, Cojedes, Yaracuy y Monagas, las cuales han sido catalogadas como zonas con
un alto indice de infeccion por Leishmania, no se reportaron pacientes coinfectados con
VIH (Figura 3). Este hallazgo puede deberse a deficiencias en los programas de control
de ambas enfermedades y no a la ausencia de casos de pacientes con coinfeccién
Leishmania/VIH, produciéndose un sub-registro de los casos de coinfecciéon (De Limay

col., 2011; Ortega y col., 2013).
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Figura 3. Distribucién geogréafica de la incidencia de la coinfeccion Leishmania/VIH en
Venezuela. Tomado de los casos reportados en los Servicios de Dermatologia Sanitaria a nivel
nacional en el periodo 2000-2013 (Tomado de Ortega y col., 2013).
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1.5 Tratamiento en pacientes coinfectados con Leishmania/VIH

Actualmente, el tratamiento de la leishmaniasis, tanto en pacientes coinfectados o
no con el VIH, presenta una eficacia variable de acuerdo al estado clinico del paciente.
En el caso del tratamiento de la leishmaniasis en paciente VIH-negativos se utilizan una
gran variedad de farmacos, entre los cuales destacan la terapia con antimoniales
pentavalentes y antibidticos, como principales lineas de accion (Alvar y col., 2012;
Cunningham, 2002). Por otra parte, las opciones terapeuticas para el tratamiento de la LV
en pacientes VIH-positivos es complejo, tomando en cuenta el cuadro clinico producido
por ambos patdgenos, en general se suelen emplear combinaciones de los farmacos
comUnmente utilizados para el tratamiento de la LV en individuos no coinfectados.

Desde la introduccion de los antimoniales pentavalente en el afio 1945, estos
compuestos se han mantenido como primera linea de accién en el tratamiento de la
leishmaniasis. Dicha terapia comprende la administracion del pentostam (estibogluconato
de sodio) y glucantime (antimoniato de meglumina) por via parenteral, lo cual hace
obligatorio la hospitalizacion y monitoreo constante del paciente por parte del personal
médico (Alvary col., 2008; Haldar y col., 2011; Soto y Soto, 2006).

El mecanismo de accion de los antimoniales pentavalentes 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, producto de la inhibicion de la actividad
glicolitica y de la oxidacion de los acidos grasos (Friedrich y col., 2012; Oullette y col.,
2004). Por otro lado, también se ha demostrado la inhibicién de enzimas especificas tales
como la tripanotiéon reductasa, una enzima equivalente a la glucation reductasa en
mamiferos, producto de la accion de los antimoniales pentavalentes (de Limay col., 2007;

Fredzard y col., 2005; Haldar y col., 2011). Se ha postulado que el grupo antimonio (Sh")

12



de estos compuestos es reducido en el interior celular a la forma trivalente del antimonio
(Sb'"), el cual exhibe tanto la actividad leishmanicida como toxica en el organismo (de
Lima y col., 2007; Fredzard y col., 2005; Friedrich y col., 2012; Haldar y col., 2011).
Aunque se desconoce el blanco de accion en el parésito y el mecanismo mediante el cual
el grupo antimonio es reducido a la forma trivalente no se encuentra del todo claro, se ha
propuesto que la reduccion del antimonio requiere la participacion activa de compuestos
tioles tanto del huésped como del parasito (Croft y col., 2006; Davis y Kedzierski, 2005;
Friedrich y col., 2012).

En caso de intolerancia a los antimoniales pentavalentes, se administran farmacos
de segunda linea de accion como la anfotericina B, la miltefosina, la pentamidina y la
paromomicina (Alvar y col., 2008; OMS, 2010; Wilson y col., 2008).

La anfotericina B es un antibiotico poliénico, el cual se extrajo originalmente de
Streptomyces nodosus (Alvar y col., 2008; Serrano y col., 2013). Su estructura quimica
se caracteriza por presentar un anillo, que contiene un acido carboxilico y una cadena
hidrocarbonada con un grupo amino, que juegan un papel clave en su actividad biol6gica
y le confiere caracteristicas anfipaticas (Ramos y col, 1996; Roberts y col., 2003; Serrano
y col., 2013). Esta propiedad, hace que la anfotericina B sea muy poco soluble, no
solamente en disolventes acuosos, sino también en la mayoria de los disolventes
orgénicos, por esta razon su absorcién oral es minima y debe administrarse por via
parenteral (Serrano y col., 2013; VVolmer y col., 2010). Otras de las caracteristicas mas
relevantes de la anfotericina B es su estado de agregacion. Este pardmetro de la
anfotericina B es bastante complejo, dado que condiciona no sélo la toxicidad si no
también la actividad y la farmacocinética del mismo en el organismo (Torrado y col.,
2008). En medios acuosos y a bajas concentraciones, la anfotericina B se halla en estado

monomérico, sin embargo y como consecuencia de su naturaleza anfipética, tiende a
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agregarse a altas concentraciones, formando dimeros u oligdmeros (Espada y col., 2008;
Torrado y col., 2008; Volmer y col., 2010). Adicionalmente, el uso de agentes
surfactantes o excipientes como el desoxicolato sddico, también favorecen la formacion
de estructuras agregadas (Torrado y col., 2008). Estos hallazgos son la base de las nuevas
formulaciones de la anfotericina B que se administran en la actualidad, como el
Fungizone y el AmBisome, las cuales se desarrollaron con la finalidad de disminuir la
toxicidad del compuesto (Alvar y col., 2008; Espada y col., 2008; Torrado y col., 2008;
Volmer y col., 2010).

Este antibidtico actta uniéndose a los esteroles de membrana, principalmente el
ergosterol, presente en la membrana celular de los hongos y Leishmania. Como
consecuencia de esta fijacion se producen alteraciones en la estructura de la membrana,
producto de la formacion de poros compuestos de agregados de anfotericina B y esteroles
(Ramos y col, 1996; Roberts y col.,, 2003). Estas alteraciones originan una
despolarizacion de la membrana y un aumento de la permeabilidad para protones y
cationes, resultando finalmente en la lisis celular (Torrado y col., 2008; Van Griensven y
col., 2014). Adicionalmente, se sabe que la anfotericina B es capaz de generar estrés
oxidativo, aunque se desconoce el mecanismo por el cual se produce. Una de las hipotesis
mas extendidas, afirma que la anfotericina B es capaz de comportarse como un agente
pro-oxidante, generando especies reactivas de oxigeno (ROS) (Liu y col., 2016).

Algunos agentes antifangicos como los imidazoles y triazoles han mostrado
clinicamente un efecto antiproliferativo sobre el parasito, en particular el itraconazol,
posaconazol, ketoconazol y metronidazol, los cuales inhiben la 14a-desmetilasa asociada
al sistema del citocromo P450, enzima clave en la ruta de la biosintesis del ergosterol,
que como ya se ha mencionado, afecta el metabolismo de la membrana celular de

Leishmania sp. (Alvar y col., 2008; OMS, 2010). Estos farmacos se encuentran
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disponibles en presentacion oral e intravenosa para el tratamiento de infecciones
micoticas y también pueden emplearse en el tratamiento de la leishmaniasis. Ademas de
los azoles, existen una variedad de compuestos capaces de inhibir o inducir la actividad
de CYP3AA4 entre ellos algunos antibioticos, antirretrovirales y nuevos azoles sintéticos
de la familia de las imidazolflavononas (Robertson y col., 2003; Shokri y col., 2017)

Por otro lado, la pentamidina es otro de los farmacos frecuentemente utilizados en
el tratamiento contra la leishmaniasis y otras enfermedades causadas por
tripanosomatidios como el Mal de Chagas (Vercesi y Docampo, 1992). La pentamidina
es una diamina aromatica, la cual es administrada clinicamente como pentamidina de
isetionato (Alvar y col., 2008; Nguewa y col., 2005; OMS, 2010). ElI mecanismo de
accion aln no se conoce con exactitud, sin embargo se ha propuesto que la pentamidina
afecta la replicacion del genoma a nivel mitocondrial, desestabilizando los surcos
menores del ADN formado por la interaccion de la timina y la adenosina, ademas de
inhibir la topoisomerasa Il del kinetoplasto del parésito, inactivando la transcripcién de
proteinas (Nguewa y col., 2005). Por otro lado, también se ha reportado que la
pentamidina puede inhibir la actividad de la Ca*2-ATPasa de la membrana plasmatica de
T. cruzi (Benaimy col., 1993).

Otr6 farmaco empleado en el tratamiento de la leishmaniasis es la paromomicina,
un aminoglucoésido que se cree que afecta el proceso de traduccién de proteinas, al
bloquear la subunidad 30S ribosomal dificultando la transcripcion del ARN mensajero
(Armijos y col., 2004; Sundar y col., 2007). Este farmaco presenta baja absorcion por via
oral por tanto debe ser administrado por via parenteral y en algunos regiones, se han
desarrollado algunas formulaciones topicas para lesiones cutaneas (Kim y col., 2009;

Morais-Teixeiray col., 2014).
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Por ultimo, la miltefosina, un fosfolipido acilado, es ampliamente utilizada en el
tratamiento de la leishmaniasis, el cual fue inicialmente desarrollado como farmaco
antineoplésico (Crofty col., 1987; Paris y col., 2004). Una de las ventajas del tratamiento
con la miltefosina es su administracion por via oral. Sin embargo, resulta ser altamente
teratogénico, favoreciendo ademas la aparicion de resistencia (Sindermann y col., 2004).

Existen numerosas evidencias que sugieren que la miltefosina altera el
metabolismo lipidico de Leishmania (Croft y col., 1987; Imbert y col., 2012), lo cual
afecta las rutas de sefializacion celular dependientes de lipidos. Especificamente, se ha
planteado que la miltefosina ejerce su accion antiparasitaria inhibiendo la acilcoenzima
A alquil-aciltransferasa, una enzima clave en la remodelacion lipidica de la membrana,
involucrada en la sintesis de fosfatidilcolina en L. mexicana, produciendo una
disminucion de los niveles de fosfatidilcolina (Henke y col., 1999; Lux y col., 2000;
Rakotamanga y col., 2007). Por su parte, en L. donovani y en otros tripanosomatidios
como T. cruzi, se ha demostrado que la miltefosina actda inhibiendo la
fosfatidiletanolamina N-metil-transferasa, produciendo un aumento de los niveles de
fosfatidiletanolamina (Lira y col., 2001). Sumado a esto, a nivel mitocondrial, la
miltefosina inhibe de manera dosis-dependiente, la actividad de la citocromo ¢ oxidasa
en Leishmania, enzima que participa en la cadena transportadora de electrones, lo que
origina una reduccién del potencial electroquimico mitocondrial y una disminucién
marcada de los niveles de ATP intracelular (Luque-Ortega y Rivas, 2007).

Actualmente, también se ha demostrado que la miltefosina es capaz de alterar las
homeostasis intracelular del Ca*2 en estos parasitos (Serrano-Martin y col., 2009; Verma
y Dey, 2004). En el afio 2013, se describi6 un canal de Ca* presente en la membrana
plasmatica de L. mexicana, similar al canal de Ca*? dependiente de voltaje tipo L en

humanos (Benaimy col., 2013). Dicho canal en Leishmania es activado por esfingosina
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a diferencia del canal en humanos, y ademas, es activado por la miltefosina (Pinto y col.,
2018). Adicionalmente, también se demostr6 que este farmaco induce la répida
alcalinizacién de los acidocalcisomas (Pinto y col., 2018). De este modo, la miltefosina
estaria induciendo una gran acumulacién de calcio intracelular que, sumado al efecto que
se ha reportado sobre la mitocondria y sobre la ruta de sintesis de lipidos en el parasito,
podrian explicar el efecto leishmanicida de este farmaco sobre Leishmania.

En pacientes coinfectados con Leishmania/VIH el tratamiento es complejo,
producto de la presencia de ambos patégenos en un mismo individuo (Alvary col., 2008;
Van Griensven y col., 2010; OMS, 2010). Cuando surgieron los primeros focos de
coinfeccion, no existia un consenso general sobre el esquema general del tratamiento a
seguir para estos pacientes (Alvar y col., 2006: Croft y col., 2006; Van Griensven y col.,
2010). Sin importar el tratamiento elegido, los pacientes coinfectados no presentaban
mejoras en los sintomas asociados (Alvar y col., 2006; Molina y col., 2003). De manera
general, se ha observado que estos pacientes presentan menores tasas de curacion, mayor
probabilidad de generar resistencia, una mayor toxicidad a los farmacos empleados y una
alta posibilidad de sufrir recaidas una vez culminado el tratamiento (Guerin y col., 2002;
Rijal y col., 2007).

Otro inconveniente en el tratamiento de pacientes coinfectados por
Leishmania/VIH se produce al realizar la extrapolacion de posibles tratamientos en
distintos continentes, donde pueden presentarse muy probablemente diferentes
susceptibilidades a los farmacos empleados (Maltezou, 2008; Rijal y col., 2007).

Se han realizado numerosos ensayos clinicos que evaltan la eficacia de diferentes
tratamientos para los pacientes coinfectados con Leishmania/VIH, empleando farmacos

comUnmente utilizados contra la leishmaniasis, principalmente los antimoniales
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pentavalentes, la anfotericina B y la miltefosina (Cota y col., 2013; Sundar y col., 2007;
Sundar y Murray, 2005; Van Griensven y col., 2010; 2014).

Estos estudios revelaron que si bien el tratamiento con los antimoniales
pentavalentes presentd altas tasas de curacion en pacientes coinfectados con
Leishmania/VIH, se observé una mayor tasa de mortalidad producto de una alta
sensibilidad de estos pacientes a los efectos tdxicos del antimonio (Laguna y col., 1999;
2003; Petter y col., 2011; Ritmeijer, 2013).

En cuanto al tratamiento con la anfotericina B, se han encontrado altas tasas de
curacion al igual que con los antimoniales pentavalentes. No obstante, a diferencia de
estos, los efectos secundarios de la anfotericina B se han visto reducidos con el uso de
formulaciones lipidicas, las cuales han contribuido ampliamente a reducir las dosis
necesarias sin perder la eficacia (Cota y col., 2013; Kumar y col., 2009; Laguna y col.,
2003; OMS, 2010). Por esta razon, la anfotericina B ha sido sefialada como la primera
linea de accion terapéutica en el tratamiento de pacientes coinfectados con
Leishmania/VIH (Alvary col., 2008; Diro y col., 2014; Van Griensven y col; 2013; 2014).

Por otro lado, si bien los estudios con la miltefosina son méas escasos, se reportaron
altas tasas de curacion en pacientes que sufrian recaidas, en comparacion con el
tratamiento con otros fArmacos. La experiencia con otros farmacos como la pentamidina
o la paromomicina se limita a pocos casos clinicos, y estos se administran principalmente
en combinacion con otros farmacos y no como primera opcién (Alvar y col., 2008; OMS;
2010). Por esta razon, se ha propuesto a la miltefosina como tratamiento profilactico en
pacientes coinfectados con Leishmania/VIH (OMS, 2010).

En este sentido, la profilaxis secundaria ha demostrado prolongar la supervivencia
al reducir el nimero recaidas en pacientes coinfectados, ademas de reducir la posibilidad

de transmisién de cepas resistentes (Alvar y col., 2008; Kumar y col., 2009; Van
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Griensven y col., 2013; 2014). En la LV zoonotica, los parésitos son transmitidos de
animales a humanos, y no entre seres humanos, lo que significa que la profilaxis puede
completarse con cualquier farmaco, ya que no hay riesgo de propagacion (Cruz y col.,
2006; OMS, 2010). Basado en la experiencia de la leishmaniasis zoonética en la cuenca
mediterranea, la profilaxis recomendada por la OMS incluyen a la miltefosina y la
anfotericina B en dosis subdptimas (Al-Mohammed y col, 2005; Durand, 1998; Lachaud,
2009). En los focos antropono6ticos, donde los parasitos resistentes pueden transmitirse en
ausencia de cualquier reservorio animal dentro del ciclo, se recomienda no utilizar
profilaxis secundaria con medicamentos utilizados en los régimen terapéuticos
convencionales (Alvar y col., 2008; Saint-Pierre-Chazalet y col., 2009; Sundar y col.,
2007;0MS, 2007; Ostyn y col., 2015).

Adicionalmente, la OMS recomienda el inicio o mantenimiento de la terapia
antirretroviral de alta eficiencia 0 HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) para el
tratamiento de la infeccion por el VIH, en conjunto con los farmacos leishmanicidas en
pacientes coinfectados (OMS, 2010). Los farmacos que se usan como terapia
antirretroviral han sido clasificado principalmente en 3 categorias segiin su mecanismo
de accion: inhibidores nucledsidos de la transcriptasa reversa (INTR) como zidovudina,
lamivudina y estavudina; inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa reversa (INNTR)
como nevirapina, efavirenz y delavirdina e inhibidores de la proteasa del VIH (IP) como
indinavir, nelfinavir, saquinavir, ritonavir y lopinavir (Figura 4) (Bernal, 2016; Ribera 'y
col., 2011; Romeray col., 2011). Estos compuestos suelen ser utilizados en regimenes de
combinacidén de farmacos para lograr el mayor beneficio posible y para disminuir el riesgo

de desarrollar resistencia (De Clercq, 2009).
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Figura 4. Estructuras de los Inhibidores de la Proteasa del VIH utilizados en la
terapia HAART (Tomado de Serrano y col., 2012).

Desde la introduccién de la terapia HAART, la incidencia de infecciones
oportunistas, como la leishmaniasis en pacientes VIH-positivos se redujo
considerablemente (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-
2001y 1994-1996, se observé una disminucion de estas infecciones oportunistas cuando
los pacientes fueron tratados con la terapia antirretroviral (Lépez-Veléz, 2003). Esto
evidencia el impacto que ha tenido la terapia HAART contra las principales infecciones
oportunistas asociadas.

En el caso especifico de la coinfeccidn por Leishmania/VIH, el inicio de la terapia
HAART en el afio 1997 contribuy6 notablemente a la disminucion de la incidencia de la
coinfeccion por estos patdgenos (Alvar y col., 1997; 2008; 2012; Lépez-Veléz, 2003).
Dicha disminucion ha sido méas relevante en la region Europea, sin embargo en otras
regiones de bajos recursos como Africa y la India, donde el acceso a la terapia

antirretroviral es limitada, el nUmero de nuevos casos de coinfeccion por Leishmania/VIH
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sigue en constante aumento, lo cual sigue siendo hoy en dia un reto de gran importancia
(Cruz y col., 2006; Diro y col., 2014).

En la regidn Africana, la terapia HAART fue introducida apenas en el afio 2003.
Tres afios mas tarde, se estimé que aproximadamente s6lo unas 65000 personas se
encontraba recibiendo la terapia HAART en toda la region, siendo esto un factor de riesgo
para la alta incidencia de casos de coinfeccion por Leishmania/VIH (Cruz y col., 2006).

En Asia la terapia antirretroviral fue iniciada en algunos centros médicos a partir
del afio 2004. En la actualidad, el tratamiento y control de infecciones endémicas en esta
region, como el SIDA vy la leishmaniasis, es proporcionada por organizaciones
internacionales como Medicos Sin Fronteras (MSF), la iniciativa de Drogas para
Enfermedades Desatendidas (DNDi) y la OMS (Deniau y col., 2003; Lyon y col., 2003).
No obstante, en algunas &reas poco pobladas de dificil acceso y con una alta incidencia
de coinfeccidn, el acceso a la terapia HAART sigue siendo minima (Mengistu y Ayele,
2003; Van Griensven y Diro, 2012)

Dado que la terapia antirretroviral se encuentra principalmente asociada a estas
organizaciones no gubernamentales, dichos programas cubren un pequefio nimero de
pacientes, mientras que los programas gubernamentales estan ausentes, presentan un mal
funcionamiento o ain se encuentran en la primera fase de la aplicacion (Van Griensven
y col., 2014; OMS, 2010).

Si los pacientes no reciben el tratamiento HAART, aumentan las tasas de recaidas
a un 60% en un plazo de 6 a 9 meses después de finalizado el tratamiento para la LV. En
un estudio realizado por Pintado y col. (2001), se report6 que pacientes coinfectados con
Leishmania/VIH sufrieron recaidas de la enfermedad a menos de 3 meses de haber
culminado el tratamiento aparentemente exitoso de LV, con una reconstitucion del

sistema inmune y cargas virales indetectables en el momento de la recaida con la LV
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(Pintado y col., 2001). Por esta razon, se ha sugerido que en regiones donde el recuento
de células T CD4" es dificil de obtener, dado las deficiencias en los sistemas de
diagnéstico, la LV debe ser considerada como una enfermedad altamente riesgosa, y por
tanto un punto valido para la administracion de la terapia HAART (Van Griensven y col.,
2010).

La restablecimiento de la inmunidad celular inducida por la terapia HAART
parece ser el principal determinante en la reduccién de infecciones oportunistas en
individuos VIH-positivos (Alvar y col., 2008; Cruz y col., 2006). No obstante, se ha
reportado que el uso de los IP’s del VIH, como tratamiento antirretroviral, promueve la
disminucioén de la carga parasitaria aun cuando el recuento de linfocitos T CD4" se
encuentra por debajo del limite establecido en pacientes coinfectados con
Leishmania/VIH (Alvar y col., 2008; Van Griensven y col., 2012; 2014). Estos hallazgos
condujeron a plantear que los IP’s del VIH empleados en la terapia HAART, podrian

tener un efecto directo sobre diferentes agentes patdgenos como Leishmania.

1.5.1 Efecto anti-Leishmania de los IP’s del VIH

Estudios pioneros del efecto de los IP’s del VIH sobre Leishmania fueron
realizados en el afio 2005 por Savoiay col., quienes 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 varios IP’s,
sobre el crecimiento in vitro de amastigotes axénicos de L. infantum, observando una
inhibicion dosis dependiente. Adicionalmente, demostraron que el nelfinavir, ritonavir y
saquinavir reducen la supervivencia intracelular de L. infantum y L. donovani,

disminuyendo el porcentaje de infeccion de macrdfagos derivados de monocitos humanos
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(MDM’s) coinfectados o no con el virus. De igual forma, los autores encontraron una
inhibicion de la replicacion viral producto del tratamiento con los IP’s en MDM'’s
infectados con Leishmania, evidenciando que la actividad leishmanicida de los IP’s sobre
las células no disminuye en presencia del virus.

Posteriormente, Santos y col. (2009) reportaron el efecto de lopinavir, nelfinavir,
amprenavir, saquinavir e indinavir sobre una especie de importancia en América que
produce manifestaciones cutaneas de la enfermedad, L. amazonensis. Este grupo de
investigacion encontr6 que de todos los inhibidores estudiados, el nelfinavir mostr6 un
mayor efecto inhibitorio sobre la proliferacién de promastigotes y una reduccién del 90%
en el porcentaje de infeccion de macrdéfagos por amastigotes. Al evaluar el efecto de estos
compuestos sobre la actividad proteolitica de L. amazonensis, se encontrd que el lopinavir
fue el compuesto mas eficiente en inhibir la hidrélisis 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, presentan
un efecto antiproliferativo de manera dosis-dependiente en cultivos in vitro de seis
especies de Leishmania, incluyendo L. donovani y L. infantum. Resultados similares
fueron obtenidos cuando los parésitos 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 parasito, observandose células binucleadas vy
multinucleadas. Adicionalmente, los autores reportaron una reduccion del porcentaje de
infeccion de macrofagos y monocitos coinfectados con el VIH por amastigotes de L.
infantum y L. mexicana, siendo el nelfinavir méas efectivo que el saquinavir, en

concordancia con los resultados obtenidos por Trudel y col. (2008). De igual forma, estos

23



compuestos, fueron capaces de inhibir de manera dosis-dependiente la actividad tipo
aspartil proteasa previamente reportada en el parésito (Valdivieso y col., 2007).

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, homdloga a la proteina inducible al dafio
del DNA (Ddil) de la levadura Saccharomyces cerevisiae, era inhibida por los IP’s del
VIH. En estos estudios se observo 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 encontrd que varios de los inhibidores de
proteasa del VIH, utilizados como farmacos antirretrovirales, evitan el fenotipo de
complementacion resultante, lo que sugiere que la inhibicion 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 que la Ddil-like de L. major
es una proteasa funcional capaz de hidrolizar péptidos especificos de la proteasa del VIH
y de proteasas tipo catepsina D, y ademas su actividad es inhibida por el nelfinavir.

Tomando en cuenta que los IP’s del VIH bloquean la actividad enzimatica del
dominio retroviral (RP) de la Ddil-like de Leishmania, Serrano y col (2012) evaluaron
mediante docking molecular la afinidad de los diez IP’s del VIH utilizados en la terapia
HAART hacia el dominio RP de la Ddil de Leishmania. Los resultados obtenidos revelan
que el nelfinavir fue el antirretroviral que presenté una mayor selectividad hacia el
dominio RP de la DDil de Leishmania. (Figura 5). En concordancia con estos hallazgos,

el nelfinavir fue el antirretroviral que presentd una mayor efectividad sobre la
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proliferacion del pardsito y la actividad enzimatica tipo aspartil proteasa en el parasito
(Valdivieso y col., 2010; Perteguer y col., 2012).

No obstante, desde el afio 2003, los antirretrovirales que se encuentran disponibles
para el tratamiento del VIH en paises de recursos limitados es el lopinavir, seguido por el
darunavir y el atazanavir, impulsados como farmacos de segunda y tercera linea para el
tratamiento contra el VIH (Alvar y col., 2008; Van Griensven, 2013). Los hallazgos
realizados hasta la fecha indican que dichos farmacos ofrecidos en la actualidad en paises
de bajos recursos, en donde la incidencia de la coinfeccion por Leishmania/VIH es alta,
no son la mejor opcion terapéutica. El lopinavir, el darunavir y el atazanavir, no fueron
los IP’s del VIH que presentaron la mejor efectividad sobre el crecimiento del parasito,

ni la menor afinidad hacia el dominio RP de la enzima en el parasito (Serrano y col.,

2012).
Antiretroviral Energla de Union Desviacion Ki (uM)
(Kcal/mol)
Nelfinavir -6.36 0,50 29
Saquinavir -5.45 0.44 134
Indinavir -5.34 0.37 147
Tipanavir -3.85 0.56 2000
Lopinavir -3.84 0.50 2040
Ritonavir -2.72 0.62 17100
Atazanavir -2.42 0.65 28100
Darunavir -1.59 0.36 78800
Amprenavir -1.57 0.53 97400
Fosamprenavir -1.29 0.41 13800

Figura 5. Compuestos evaluados en el docking molecular. Es posible observar los
valores de energia de union y la constante de inhibicion (Ki) para cada IP’s del VIH empleado

(Tomado de Serrano y col., 2012).
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Si bien estos hallazgos son de gran importancia en vias de mejorar la
quimioterapia actual en pacientes con leishmaniasis y coinfectados con VIH, ha sido
reportado que el efecto leishmanicida de los antirretrovirales sobre diferentes especies del
parasito, se encuentra entre 10 — 26 uM (Santos y col., 2009; Savoia y col., 2005; Trudel
y col., 2008; Valdivieso y col., 2010) mientras que, la concentracion en el plasma
sanguineo del nelfinavir, el IP mas efectivo sobre el parésito, se encuentra entre 1,7 — 7
UM, suficiente para inhibir la replicacion viral (ICso 14 nM) pero no para bloquear el
crecimiento del parasito (Andrews y col., 2006), lo que hace necesario la basqueda de
nuevas alternativas farmacoldgicas que mejoren el efecto inhibitorio de este farmaco

sobre la proliferacion de Leishmania.

1.5.2 Combinaciones de farmacos sobre Leishmania

En la dltima década, los estudios experimentales para identificar nuevos
tratamientos leishmanicidas han estado dirigidos a la buasqueda de combinaciones
sinergisticas. El sinergismo es un tipo de interaccion entre farmacos, en donde la accién
combinada de dos 0 mas farmacos produce un efecto total mayor al que producen cada
farmaco por separado, empleando para ello farmacos de diferentes estructura quimica y
con diferentes blancos de accion (Olliaro y Taylor, 2003), a diferencia de la combinacién
aditiva y antagonista, en donde el uso de los farmacos de forma conjunta es indiferente o
producen efectos contrarios, respectivamente. Algunas de las ventajas de la combinacion
de farmacos incluyen el aumento del efecto terapéutico deseado, 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
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cancer y enfermedades infecciosas como el SIDA, el Mal de Chagas y el Paludismo (Van
Griensven y Diro, 2012).

Tomando en cuenta la falta de un tratamiento especifico para la coinfeccion por
Leishmania/VIH, ademés de las altas tasa de recaidas de la enfermedad una vez
culminado el tratamiento recomendado, surge la necesidad de implementar nuevas
estrategias terapéuticas. En este sentido, la OMS ha recomendado la introduccion de la
terapia de combinacion de farmacos en el tratamiento de la LV y LC, tanto en pacientes
coinfectados o no con el VIH, con la finalidad de reducir al minimo la aparicion de cepas
resistentes y reducir las tasas de recaidas.

Aunque son escasos los ensayos clinicos que se han realizado hasta la fecha, de
posibles terapias de combinacion en pacientes coinfectados con Leishmania/VIH, en la
practica se administran algunos farmacos en conjunto en pacientes con multiples recaidas
(Omollo y col., 2011; Rybniker y col., 2010; Wasunna y col., 2016).

Estudios pioneros sobre la combinacion de compuestos en Leishmania fueron
realizados por Chunge y col. (1990) y Neal y col. (1995), quienes evaluaron en ensayos
clinicos, el efecto del estibogluconato de sodio en combinacién con la paromomicinay el
alopurinol, encontrando que con estas combinaciones de farmacos los pacientes se
recuperaban mas rapido y no sufrian recaidas en un periodo de 12 meses. A partir los
trabajos de Chunge y col. (1990) y Neal y col. (1995), se consider6 incluir las
combinaciones de farmacos en el tratamiento de pacientes con multiples recaidas, no sélo
en pacientes con leishmaniasis sino también coinfectados con el VIH. Desde entonces, se
han realizado numerosos estudios clinicos y ensayos in vitro, en donde se evalla la
eficacia de la combinacion entre compuestos cominmente empleados para el tratamiento

de la leishmaniasis.
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En casos clinicos se ha evaluado la eficacia de la combinacion de varios fArmacos
disponibles en el mercado, para el tratamiento de la coinfeccion por Leishmania/VIH. El
primero de ellos fue realizado en 1994 por Laguna y col., quienes realizaron el
seguimiento de 11 pacientes tratados con la combinacion del alupurinol con el glucantime
por al menos 4 meses. De todos los pacientes evaluados, sélo 5 presentaron cura
parasitologica en el tiempo de tratamiento evaluado. A partir de entonces, se han realizado
distintos ensayos clinicos de combinaciones entre farmacos leishmanicidas, entre los
cuales se incluyen la combinacion del pentostam con el fluconazol (Rybniker y col.,
2010), la miltefosina con anfotericina B (Omollo y col., 2010) y el pentostam con la
anfotericina B (Wasunna y col., 2016). Dichos tratamientos, si bien inducen cura
parasitolégica en al menos el 65% de los casos, la mayoria de los pacientes coinfectados
presentan recaidas de la enfermedad una vez culminado el tratamiento. Ademas, se ha
observado que la probabilidad de sufrir recaidas es mayor si no se sigue un tratamiento
profilactico (Laguna y col., 1994; Omollo y col., 2011; Rybniker y col., 2010; Wasunna
y col., 2016).

Considerando que los ensayos clinicos realizados hasta la fecha tienen una
eficacia variable, no previenen futuras recaidas de la enfermedad y suelen realizarse de
manera experimental en pacientes con un cuadro clinico mas complejo, es necesario
realizar ensayos in vitro con combinaciones de farmacos que brinden mayores evidencias
de posibles combinaciones que puedan emplearse en ensayos clinicos.

Uno de los primeros trabajos en donde se evalué la combinacion in vitro de
farmacos sobre Leishmania fue realizado en el 2006 por Seifert y Croft. Estos
investigadores evaluaron el efecto de la combinacion entre la miltefosina y otros
compuestos leishmanicidas como la anfotericina B, el pentostam y la paromomicina,

sobre amastigotes intracelulares de L. donovani. Este grupo de investigacién encontrd un
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efecto sinergistico in vitro de la combinacion de miltefosina con el pentostam mientras
que, las otras combinaciones se clasificaron como aditivas. De igual manera, Seifert y
Croft (2006) evaluaron la combinacion de la miltefosina con la anfotericina B, el
pentostam y la paromomicina en ratones BALB/c infectados con L. donovani. En el
modelo murino, fue posible observar la potenciacion del efecto leishmanicida de la
miltefosina al combinarla con la anfotericina B en altas dosis y con la paromomicina
(Seifert y Croft, 2006).

De igual forma, se suelen realizar combinaciones de fA&rmacos que se encuentran
disponibles en el mercado, con compuestos prometedores que tenga un efecto sobre el
parasito. En este sentido, Seifert y col. (2011), ha reportado un efecto sinergistico de la
combinacion de la sitamaquina, un derivado de la 8-aminoquinolina que se encuentra en
fase 2B de estudios clinicos para el tratamiento de la leishmaniasis, con la miltefosina
sobre la infeccion in vitro de macréfagos murinos por amastigotes de L. donovani
(Carvalho y col., 2011; Seifert y col., 2011; Yeates, 2002; Wasunna, 2005).

En el 2009, Serrano-Martin y col., reportaron que la combinacion de la
amiodarona, un agente antirritmico con fuerte actividad anti-Leishmania, con la
miltefosina en L. mexicana, 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 encontraron que la aplicacion de este esquema terapéutico induce cura
parasitologica en un 90% en un modelo murino de LC, siendo esta la primera vez que se
evidencia un efecto sinergistico in vivo en un modelo de LC (Serrano-Martiny col., 2009).

Si bien existen varios estudios que demuestran el efecto sinergistico de algunas
combinaciones entre farmacos leishmanicidas y compuestos prometedores (Carvalho y

col., 2011; Seifert y Croft, 2006; Seifert y col., 2011; Serrano-Martin y col., 2009), no fue
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sino hasta el afio 2015, cuando se realizaron las primeras combinaciones de farmacos
leishmanicidas con los IP’s del VIH.

Estudios pioneros llevados a cabo en el Laboratorio de Biologia Celular de
Parasitos del Instituto de Biologia Experimental de la UCV, evaluaron la combinacion
del nelfinavir con la anfotericina B o con la miltefosina sobre L. mexicana, especie del
parésito que causa manifestaciones cutaneas de la enfermedad. Los resultados obtenidos
muestran un efecto sinergistico de la combinacién de estos compuestos sobre el
porcentaje de infeccion de macrofagos por amastigotes del parasito, con valores de FIC
de 0,61 y 0,85 para la combinacion con anfotericina B y miltefosina, respectivamente.
Con ambas combinaciones se logré potenciar el efecto anti-Leishmania del antirretroviral
al emplearlo en conjunto con los farmacos leishmanicidas; adicionalmente, se logré
disminuir las dosis necesarias de los compuestos al utilizarlos en conjunto para inhibir el
crecimiento del parasito. Estos trabajos abren la posibilidad de estudiar el efecto de estas
combinaciones sobre otras especies del parasito asi como, realizar futuras combinaciones
de antirretrovirales con otros farmacos cominmente empleados para el tratamiento de la
leishmaniasis, con la finalidad de disefiar un esquema terapeutico mas eficaz y menos

toxicos para los pacientes coinfectados con Leishmania/VIH.
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2. JUSTIFICACION

El panorama epidemioldgico de la coinfeccion por Leishmania y el VIH ha
cambiado considerablemente desde los primeros casos reportados a mediados de los afios
80. Como ya se ha mencionado, debido a la creciente expansion geografica de ambas
infecciones, es cada vez mas frecuente encontrar pacientes coinfectados con
Leishmania/VIH, en particular en zonas endémicas. Sumado a esto, la falta de medidas
de control epidemiolégico eficaces ha ocasionado un aumento de los casos a nivel global,
dando lugar a la aparicién de nuevos casos de leishmaniasis en pacientes VIH-positivos
cada vez mas frecuentes (OMS, 2010). Adicionalmente, es ain mas alarmante el hecho
de que las manifestaciones clinicas mas comunes de la leishmaniasis que se observan en
pacientes infectados con VIH sean viscerales, la cual presenta una alta mortalidad y
morbilidad sino es tratada de manera oportuna. La LV es producida por L. donovani y L.
infantum, las cuales presentan diferentes caracteristicas intraespecies; L. infantum es
capaz de producir lesiones cutaneas y manifestaciones viscerales de la enfermedad, a
diferencia de L. donovani donde sélo se producen manifestacones viscerales. Ademas de
ello, L. infantum es responsable de la mayoria de los casos asintomaticos que se presentan
en la region mediterranea, constituyendo una factor de riesgo en pacientes
inmunmodeprimidos.

Las herramientas de control de la coinfeccion por Leishmania/VIH deben
comprender un sistema de deteccidn temprana de los casos, con sistemas de diagnostico
y seguimiento eficaces, asi como un tratamiento farmacoldgico temprano y efectivo. En
la actualidad no existe un tratamiento especifico para estos pacientes, por el contrario son
tratados con diferentes opciones de farmacos segln su historia clinica, estado
inmunoldgico y respuesta a tratamientos previos. La presencia del virus y el parasito en

un mismo individuo, trae como consecuencia cambios importantes en la fisiologia del
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hospedador, traduciéndose en una infeccion inusual y recurrente con altas cargas
parasitarias, ademas de la posibilidad de producirse una activacion del virus latente,
siendo esto un punto esencial a tomar en cuenta en el momento de disefiar un esquema
terapéutico especificos para pacientes coinfectados con Leishmania/VIH.

Una de las estrategias que se ha adoptado a nivel mundial para el tratamiento de
pacientes coinfectados con ambos patdgenos es el uso de combinaciones de farmacos,
con el objetivo de aumentar la eficacia terapéutica, de reducir las recaidas de la LV y la
toxicidad de los compuestos. Para esto, es necesario evaluar cuales combinaciones de
farmacos pudiesen ser mas efectivas y menos téxicas, sobre diferentes especies de
Leishmania en particular aquellas causantes de las manifestaciones viscerales, empleando
sistemas in vitro y modelos murinos de LV, que puedan validar su uso en casos clinicos.

Por las razones antes expuestas, el siguiente trabajo se planted evaluar el efecto
combinado del nelfinavir con la anfotericina B y con la miltefosina, sobre infecciones in
vitro de macréfagos murinos por especies viscerotopicas del parasito, L. donovani y L.
infantum, asi como, realizar una primera aproximacion de la combinacién de estos

compuestos en un modelo murino de LV.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el posible efecto sinergistico del Nelfinavir al combinarlo con los farmacos
leishmanicidas, Anfotericina B y Miltefosina, sobre Leishmania donovani y Leishmania
infantum, especies del parasito causantes de las manifestaciones viscerales de la

enfermedad.
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CAPITULO I

Estudio de la susceptibilidad in vitro de Leishmania donovani hacia la

combinacion del NFV+AMB y del NFV+MTF
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.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Evaluar el efecto de la combinacion de NFV+AMB y NFV+MTF sobre la proliferacion
in vitro de promastigotes de L. donovani y sobre el porcentaje de infeccion in vitro de

macréfagos murinos de la linea celular J774 por amastigotes de L. donovani.

12 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Compuestos

El Nelfinavir (NFV) fue donado por la empresa Pfizer (Codigo: AG1343) para su
uso en investigacion. La Anfotericina B (AMB) (Fungizone; Cddigo: A2411) y la
Miltefosina (MTF) (hexadecil-fosfocolina; Codigo: M5571) se obtuvieron

comercialmente por Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

1.2.2 Cultivo de parasitos

Para los ensayos in vitro con L. donovani (MHOM/IN/80/DD8), se emplearon
promastigotes del parasito suministrados por el Laboratorio de Biologia Celular de
Parésitos del Instituto de Biologia Experimental de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Central de Venezuela. Los parasitos se cultivaron en frascos T25 de 25 cm?®
en medio Schneider (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Paisley, UK) inactivado a 56 °C por 45 minutos y 100 Ul/ml
penicilina 'y 100 pug/ml estreptomicina (Gibco, Paisley, UK) a temperatura ambiente y sin

agitacion.
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1.2.3 Cultivo de macrofagos murinos

Se cultivaron macrofagos murinos de la linea celular J774, en frascos T25 de 25
cm® en medio RPMI-1640 con 10% de SFB, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (Gibco Paisley, UK), incubados en una cadmara
de crecimiento con una atmosfera de CO2 al 5% y a una temperatura de 37 °C. Los
repiques se realizaron cada 3 dias, cuando los cultivos celulares se encontraban en

confluencia.

1.2.4 Efecto de la combinacion del NFV+AMB y del NFV+MTF sobre

la proliferacion in vitro de promastigotes de L. donovani

El efecto de los compuestos sobre la proliferacion de promastigotes de L.
donovani, se evalu6é mediante el método cuantitativo del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Mosmann, 1983).

En placas estériles de 96 pozos, se sembré una densidad celular de 5x10°
promastigotes/pozo en medio RPMI sin rojo fenol suplementado con 10% de SFB, 100
Ul/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina 'y 2 mM de L-glutamina, en presencia de los
compuestos solos o combinados, incluyendo el control sin tratamiento, por 48 horas y a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadié 100 ul de
MTT (Research Organic, EU) (5 mg/ml) a cada uno de los pozos y se incubd por 3 horas
en oscuridad y a temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se
descart6 el medio, se afiadié 100 pl de DMSO puro y se incubd por 15 minutos bajo las
mismas condiciones. Finalmente, se determiné la intensidad del color a 586 nm en un

lector ELISA-TECAN.
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Los compuestos fueron evaluados solos y en combinaciéon. El rango de
concentraciones utilizadas para los compuestos evaluados individualmente fue de 3 a 30
uM para el NFV y la MTF y de 0,03 a 0,5 uM para la AMB. Para la escogencia de las
concentraciones de capa compuesto a ser evaluado en combinacién (Tabla 2), se
determinaron los valores del ICso y la minima concentracion inhibitoria (MIC) que causa
al menos el 90% de inhibicion de la proliferacion celular de cada compuesto. Se
ensayaron combinaciones de NFV+AMB y NFV+MTF a concentraciones por debajo del
MIC para cada uno de los compuestos en el caso de los promastigotes del parasito. Los
resultados fueron graficados utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el calculo del

ICs0 se utilizo la funcion “Four Parameter Logistic Curve”.

Tabla 2. Concentraciones ensayadas de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre
la proliferacion in vitro de promastigotes de L. donovani

Combinacion [UM]

11 NFV + 5x10° AMB
NFV + AMB 9 NFV + 7x10° AMB
5NFV + 0,013 AMB

12 NFV + 8 MTF
NFV + MTF 10 NFV + 10 MTF
8 NFV + 16 MTF

Para determinar el tipo de interaccién existente entre el NFV+AMB vy el
NFV+MTF se estimé el indice de concentracién inhibitoria fraccional (FIC) segln la
formula descrita por Hallander y col. (1982) (Figura 6). El valor del indice FIC se usa
comunmente para categorizar la interaccion de los dos medicamentos evaluados y estima
la combinacion de compuestos que produjo el mayor cambio del MIC con respecto al

compuesto solo.
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Para calcular el indice FIC, se utilizaron los valores de MIC segun la ecuacion:
YFIC = [(MIC de la combinaciéon A) / (MIC de A sola)] + [(MIC de la combinacion B) /
(MIC de B sola)] (Figura 6), sobre la proliferacién celular de los promastigotes del
parésito. 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. La construccion de los
isobologramas, representacion grafica de la combinacién donde cada eje representa las
concentraciones de las drogas en escala lineal, se realiz6 utilizando el programa Sigmaplot
12.0. Para una combinacion aditiva, la isébola es una recta mientras que, si la
combinacidn resulta ser sinergistica o antagonista, las is6bolas seran concava o convexa,

respectivamente.

Z FIC = MIC combinacion de A N MIC combinacion de B
" MIC A sin combinar MIC B sin combinar

Figura 6. Formula descrita por Hallander y col. (1982) para el calculo del indice de

concentracion inhibitoria fraccional (FIC) empleado en promastigotes Leishmania sp.

1.2.5 Infeccion de macréfagos murinos de la linea celular J774

Se infectaron macréfagos murinos de la linea celular J774 con promastigotes de
L. donovani (MHOMY/IN/80/DD8) en fase estacionaria de crecimiento. Para ello, se
sembré una densidad celular de 150.000 macréfagos/pozo sobre laminillas colocadas en
placas de cultivo de 6 pozos estériles y se incubaron en medio RPMI-1640 suplementando
con 10% SFB, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 2 mM L-glutamina
durante 24 horas a 37 °C y una atmdsfera de 5% de CO-. Posteriormente, se afiadieron

promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, en una relacion de 10 parasitos por
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cada macrofago y se incubaron por 5 horas bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron dos lavados rapidos

con medio RPMI-1640 fresco y se mantuvieron los cultivos bajo las mismas condiciones.

1.2.6 Efecto de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el
porcentaje de infeccion in vitro de macréfagos murinos por amastigotes de L.

donovani

Para evaluar el efecto de los compuestos solos y combinados sobre el porcentaje
de infeccion de macréfagos murinos, se afiadieron las diferentes concentraciones a
evaluar a macréfagos previamente infectados con amastigotes de L. donovani, y se
incubaron a 37 °C y a una atmosfera de 5% de CO: durante 48 horas. Para el contaje y
visualizacion de los amastigotes intracelulares se aplicd la tincion Giemsa (Merck
Millipore, USA). Para ello, luego de transcurrido las 48 horas de la incubacion con los
compuestos, se retiro el medio de los pozos y se lavo dos veces con tampon fosfato salino
(PBS) 150 mM (NaCl 0,12M, NaHPOs 10x10° M, KH2PO4 3,16x10° M pH 7,2).
Posteriormente, se fijé con metanol absoluto frio por 15 minutos y se afiadio el colorante
Giemsa diluido 1/20 en agua de destilada por 15 minutos, se retir6 el colorante y se lavo
nuevamente con PBS.

Se realiz6 el contaje del nimero de macréfagos infectados y no infectados para
determinar el porcentaje de infeccion y del niumero de amastigotes intracelulares
presentes en 100 macréfagos en los cultivos tratados y no tratados utilizando el objetivo
de inmersion (100x) de un microscopio Optico. Los resultados fueron graficados
utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el célculo del ICso se utilizd la funcion

“Four Parameter Logistic Curve”.
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El intervalo de concentraciones ensayadas de los compuestos individuales fue de
1 a 10 uM para el NFV y la MTF y de 0,001 a 0,01 puM para la AMB. Para evaluar el
efecto de la combinacion de los compuestos, se establecieron concentraciones por debajo
de los ICso de cada uno de los compuestos previamente calculados sobre L. donovani. Las
concentraciones ensayadas para ambas combinaciones sobre el porcentaje de infeccién

de macro6fagos por amastigotes de L. infantum se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones ensayadas de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre
el porcentaje de infeccion in vitro de macrofagos de la linea celular J774 por amastigotes de
L. donovani.

Combinacion [UM]

0,6 NFV + 8x10° AMB
NFV + AMB 0,4 NFV+ 2x10“* AMB
0,05 NFV + 5x10* AMB

0,55 NFV + 0,2 MTF
NFV + MTF 0,19 NFV + 0,6 MTF
0,09 NFV + 1,2 MTF

Para calcular el indice FIC, se utilizaron los valores del 1Cso combinados segun la
ecuacion: XFIC = [(ICso de la combinacion A) / (ICso de A sola)] + [(ICso de la
combinacion B) / (ICso de B sola)] (Figura 7), sobre el porcentaje de infeccion de
macrofagos por amastigotes de L. donovani. Para el calculo del 1Cso combinado se
procedio a realizar una curva dosis-respuesta del efecto del NFV en presencia de la AMB
0 de la MTF sobre los amastigotes intracelulares, con la finalidad de calcular el 1Cso
combinado del NFV en presencia de la otra droga. De igual manera, se procedio a calcular
el 1Cso combinado de la AMB y de la MTF en presencia del NFV sobre los amastigotes

intracelulares.
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Si el valor del indice FIC resulta ser mayor a 1, la combinacion se clasificard 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. Finalmente, si los isobologramas resultan en
una isébola recta la combinacion se clasificard como aditiva mientras que, si la
combinacidn resulta ser sinergistica o antagonista, las is6bolas seran concava o convexa,

respectivamente.

Z FIC = ICs, combinadode A ICs, combinado de B
~ ICso Asincombinar = ICs, B sin combinar

Figura 7. Formula descrita por Hallander y col. (1982) para el calculo del indice de

concentracion inhibitoria fraccional (FIC) empleado en amastigotes intracelulares de
Leishmania sp.
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Efecto del Nelfinavir, la Anfotericina B y la Miltefosina sobre la
proliferacion in vitro de promastigotes de L. donovani

Se evalud el efecto inhibitorio del NFV, de la AMB y de la MTF sobre la
proliferacion de promastigotes de L. donovani (MHOM/IN/80/DD8) empleando el
metodo del MTT. Se observé una inhibicion dosis-dependiente de la proliferacion celular
con los 3 compuestos ensayados (Figura 8), estimandose un ICso de 10,93 +0,16 uM para
el NFV, de 0,91 £ 0,01 uM parala AMB y de 11,27 £ 0,25 uM para la MTF (Tabla 4).

A concentraciones superiores a 20 uM, se alcanzé cerca del 90% de inhibicion del
crecimiento celular para el NFV, estableciéndose este valor como la minima
concentracion inhibitoria (MIC) de este compuesto sobre la proliferaciéon in vitro de
promastigotes de L. donovani (Figura 8, Tabla 4). En el caso de la AMB, fue posible
alcanzar porcentajes de inhibicion cercanos al 90% a concentraciones superiores a 0,3
uM, considerando este valor como el MIC de la AMB sobre la forma promastigote de L.
donovani. Por altimo, el MIC establecido para la MTF fue de 30 uM sobre la proliferacion

del parésito.

Tabla 4. Efecto del NFV, AMB y MTF sobre la proliferacion in vitro de promastigotes de L.
donovani.

Promastigotes

Compuesto
1Cs0 (UM) MIC (uM)
NFV 10,93+ 0,16 20+ 1,15
AMB 0,091 + 0,011 0,3 £ 0,002
MTF 11,27 + 0,25 30£3,5
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Figura 8. Efecto del NFV (A), AMB (B) y MTF (C) sobre la proliferacién in vitro de
promastigotes de L. donovani. La inhibicién del crecimiento celular se evalu6 in vitro mediante
la reduccién del MTT como se indica en materiales y métodos. Los datos mostrados son el

resultado de tres experimentos independientes.
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1.3.2  Efecto de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre la

proliferacion in vitro de promastigotes de L. donovani

Con el fin de evaluar si la eficacia de los compuestos aumenta cuando se usan en
combinacion sobre la proliferacion in vitro de promastigotes de L. donovani, se
determinaron los valores FIC para las distintas combinaciones de compuestos
establecidas en este trabajo (Tabla 2).

El valor FIC promedio obtenido de las combinaciones ensayadas del NFV+AMB
fue de 0,43 £ 0,1 (Figura 9A), encontrandose un 95% de inhibicion de la proliferacion in
vitro de los promastigotes de L. donovani, a todas las concentraciones ensayadas. Al
construir el isobolograma, se observd una is6bola céncava, caracteristica de una
interaccion sinergistica entre los compuestos.

Para la combinacion de NVF+MTF, se encontré un valor de FIC menor a 1 cuando
las drogas se utilizaron en combinacion (FIC = 0,88 + 0,05) (Figura 9B). En esta
oportunidad, se alcanz6 un 90% de inhibicion en la proliferacion in vitro de los
promastigotes de L. donovani a todas las concentraciones ensayadas. Al construir el
isobolograma se observé una is6bola concava, menos pronunciada que la anterior (Figura

9B).
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Figura 9. Isobologramas de la combinacién de NVF+AMB (A) y NFV+MTF (B) sobre
la proliferacion in vitro de promastigotes de L. donovani. La inhibicion de la infeccion se
evalud in vitro como se indica en materiales y métodos. La linea punteada representa un efecto
aditivo tedrico entre las drogas, mientras que la linea sélida muestra un efecto sinergistico de la

combinacion. Los resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes.

44



1.3.3  Efecto del Nelfinavir, la Anfotericina B y la Miltefosina sobre el
porcentaje de infeccion in vitro de macrofagos murinos por amastigotes de L.

donovani

Se estudio el efecto del NFV, la AMB y la MTF sobre el porcentaje de infeccion
in vitro de macréfagos murinos de la linea celular J774 por amastigotes de L. donovani.
Los compuestos evaluados en este trabajo presentaron un efecto dosis-dependiente, capaz
de reducir el porcentaje de infeccion de los macréfagos por amastigotes del parasito
(Tabla 5, Figura 10). EI NFV disminuy0 notablemente el porcentaje de infeccion de las
células hasta un 8% de infeccion respecto al control sin tratamiento, estimandose un ICso
de 0,89 + 0,15 uM para el antirretroviral. Es importante sefialar que se alcanzé cerca del
90% de inhibicion a concentraciones mayores a 6 + 1,89 uM para ¢l NFV (Figura 10).

La AMB resultd ser el compuesto mas eficiente, con un ICso estimado de
6,1x10* + 2,3x10™* uM, mientras que la MTF present6 un ICsode 2,90 + 0,13 uM (Tabla
5). A medida que aumenta la concentracion de ambos compuestos, el porcentaje de
infeccion de los macréfagos disminuye considerablemente, alcanzando un MIC de 0,01

+3,1x10° uM para la AMB y de 10 + 1,28 uM para la MTF.

Tabla 5. Efecto del NFV, la AMB y la MTF sobre el porcentaje de infeccion in vitro de
macro6fagos murinos de la linea celular J774 por amastigotes de L. donovani.

Amastigotes

Compuesto
1Cs (HM) MIC (HM)
NFV 0,89 £ 0,15 6+£1,89
AMB 6,1x10™ + 2,3x10™ 0,01 +3,1x10°
MTF 2,90+ 0,13 10+1,28
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Figura 10. Efecto del NFV (A), AMB (B) y MTF (C) sobre el porcentaje de infeccion
in vitro de macrdéfagos de la linea celular J774 por amastigotes de L. donovani. La inhibicién
de la infeccion de macro6fagos se evalué in vitro como se indica en materiales y métodos. Los

datos mostrados son el resultado de tres experimentos independientes.
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1.3.4 Efecto de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el

porcentaje de infeccion in vitro de macrofagos por amastigotes de L. donovani

El efecto de la combinacion de estos compuestos también se evalué sobre el
porcentaje de infeccion in vitro por amastigotes intracelulares de L. donovani. El valor
FIC obtenido para las combinaciones de NFV+AMB ensayadas fue de 0,32 £ 0,09 y de
0,57 £ 0,01 para la combinacion de NFV+MTF (Figura 11, Tabla 6).

En ambos casos se obtuvieron FIC menores a 0,5 y se alcanzaron porcentajes de
inhibicidn superiores al 90% (Tabla 6), asi como una marcada reduccion de la cantidad
de amastigotes presentes por célula, clasificando dichas combinaciones como
sinergisticas. Adicionalmente, se observaron isobolas concavas, caracteristica de una
interaccion sinergistica entre los compuestos (Figura 11).

Es importante sefialar que el valor de FIC obtenido para la combinacion de
NFV+AMB es menor al obtenido con la combinacion de NFV+MTF (Figura 11), al igual
que ocurre con el valor de FIC de la combinacion de NFV+AMB sobre los promastigotes

de L. donovani (Figura 9).
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Figura 11. Isobologramas de la combinacién de NVF+AMB (A) y NFV+MTF (B)

sobre la infeccion in vitro de macrdéfagos de la linea celular J774 por amastigotes de L.
donovani. La inhibicién de la infeccion se evalué in vitro como se indica en materiales y métodos.
La linea punteada representa un efecto aditivo tedrico entre las drogas, mientras que la linea sélida
muestra un efecto sinergistico de la combinacion. Los resultados mostrados corresponden a tres

experimentos independientes.
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Tabla 6. Efecto de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el porcentaje de infeccion in vitro de macréfagos murinos de la linea celular J774

por amastigotes de L. donovani.

% Infeccién +

% Inhibicién de

N° Amastigotes/cél

COMPUESTOS Concentracion (uUM) _ » FIC + DE
DE la infeccidn + DE
CONTROL - 100 + 0,3 - 5+2 -
0,6 NFV + 8x10° AMB 10+1 90 1+0,8
NFV+AMB 0,4 NFV + 2x10* AMB 8+1 92 1+1 0,32 + 0,09
0,05 NFV + 5x10* AMB 7+2 93 2+2
0,55 NFV + 0,2 MTF 10+2 91 1+05
NFV+MTF 0,19 NFV + 0,6 MTF 7+1 93 2+1 0,57 + 0,01
0,09 NFV + 1,2 MTF 7+ 2 93 1+ 0,8
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CAPITULO 11

Estudio de la susceptibilidad in vitro e in vivo de Leishmania infantum

hacia la combinacion del NFV+AMB y del NFV+MTF
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11.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Evaluar el efecto de la combinacion de NFV+AMB y NFV+MTF sobre el porcentaje de
infeccion de macrofagos murinos de la linea celular RAW 264.7 por amastigotes de 3
cepas de diferente virulencia de L. infantum y sobre la reduccién de la carga parasitaria

en ratones BALB/c infectados con L. infantum (MCAN/ES/98/LLM-724).

1.2 MATERIALES Y METODOS

11.2.1 Cultivo de parasitos

Para los ensayos in vitro con L. infantum, se utilizaron tres cepas extraidas de
diferentes individuos ubicados en distintas localidades de Madrid (Espafia). La cepa
MCAN/ES/98/LLM-724 fue obtenida de un canino con LV sin tratamiento
antiparasitario. La cepa MHOM/PT/09/LLM-1708 fue aislada de un paciente
inmunocompetente con leishmaniasis cutanea. Por ultimo, la cepa MHOM/ES/15/LLM-
2284 fue extraida de un paciente coinfectado con VIH sin tratamiento para ambas
infecciones. Las cepas MCAN/ES/98/LLM-724 y MHOM/ES/15/LLM-2284 se
obtuvieron a partir de aspirados de médula dsea mientras que, la cepa
MHOMY/PT/09/LLM-1708 fue obtenida a partir de una biopsia de piel.

Todas las cepas de L. infantum se cultivaron en medio bifasico Novy-McNeal-
Nicolle (NNN) y RPMI-1640 (Lonza Bio-Whittaker, Suiza) a 27°C suplementado con
10% de SFB (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml

estreptomicina 'y 2 mM de L-glutamina (Lonza Bio-Whittaker, Suiza) a 27 °C.
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11.2.2 Cultivo de macréfagos murinos

Se cultivaron macrofagos murinos de la linea celular RAW 264.7, en frascos T25
de 25 cm® en medio RPMI-1640 con 10% de SFB, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina y 2 mM de L-glutamina, incubados en una camara de crecimiento con una
atmosfera de CO2 al 5% y a una temperatura de 37 °C. Los repiques se realizaron cada 3

dias, cuando los cultivos celulares se encontraban en confluencia.

11.2.3  Infeccion de macréfagos murinos de la linea celular RAW 264.7

Se infectaron macréfagos murinos de la linea celular RAW 264.7 con
promastigotes de L. infantum (MCAN/ES/98/LLM-724, MHOM/ES/15/LLM-2264 y
MHOM/ES/15/LLM-2284) respectivamente, en fase estacionaria de crecimiento. Para
ello, 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, 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 2 mM L-
glutamina durante 24 horas a 37 °C y una atmdsfera de 5% de COz. Posteriormente, se le
afiadieron promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, en una relacion de 10
parasitos por cada macrofago y se incubaron por 5 horas bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizaron dos lavados
rapidos con medio RPMI-1640 fresco y se mantuvieron el cultivo bajo las mismas

condiciones.
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11.2.4 Efecto de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el
porcentaje de infeccion in vitro de macrofagos murinos por amastigotes de L.

infantum

Para evaluar el efecto de los compuestos individuales y en combinacion sobre el
porcentaje de infeccibn de macrofagos murinos, se afadieron las diferentes
concentraciones a evaluar a macréfagos previamente infectados por amastigotes de L.
infantum y se incubaron a 37 °C y a una atmosfera de 5% de CO:2 durante 48 horas.

Para el contaje y visualizacion de los amastigotes intracelulares se aplicé la tincidn
Giemsa (Merck Millipore, USA), siguiendo el protocolo descrito en la seccion 3.6 del
capitulo 1. De igual forma, se realizé el contaje del nimero de macréfagos infectados y
no infectados para determinar el porcentaje de infeccion y de los amastigotes
intracelulares presentes en 100 macrdfagos en los cultivos tratados y no tratados
utilizando el objetivo de inmersion (100x) de un microscopio 6ptico. Los resultados
fueron graficados utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el calculo del ICso se
utilizé la funcion “Four Parameter Logistic Curve”.

Se ensayo6 el efecto de los compuestos solos y combinados sobre la reduccion de
la infeccion por L. infantum. El intervalo de concentraciones evaluadas de los compuestos
solos fue de 1 a 10 uM para el NFV y la MTF y de 0,001 a 0,01 uM para la AMB. Para
evaluar el efecto de la combinacion de los compuestos, se establecieron concentraciones
por debajo de los ICso de cada uno de los compuestos previamente calculados sobre las
diferentes cepas de L. infantum. Las concentraciones ensayadas para ambas
combinaciones sobre el porcentaje de infeccién de macrofagos por amastigotes de L.
infantum se encuentran en la Tabla 7. Finalmente, se procedid a construir los

isobologramas de cada combinacion empleando el programa Sigmaplot 12.0 y se realizd
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el célculo del FIC mediante la formula descrita en la Figura 7 empleando los 1Cso

combinados de cada compuesto.

Tabla 7. Concentraciones ensayadas de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF sobre
el porcentaje de infeccion in vitro de macrofagos de la linea celular RAW 264.7 por
amastigotes de diferentes cepas de L. infantum.

Cepa Combinacion
NFV+AMB (UM) NFV+MTF (UM)
0,31 + 4x10* 0,29 + 0,21
MCAN/ES/98/LLM-724 0,18 + 6,5x10* 0,12 + 0,61
0,09 + 1x10°® 0,05+1
1,2 +5x10™ 1+0,6
MHOM/PT/09/LLM-1708 0,75 + 8x10™ 0,8+0,8
0,5+ 1,2x10% 06 +1,2
1 +5x10™ 1,5+ 0,25
MHOM/ES/15/LLM-2284 0,5 + 8x10™ 1+05
0,25 + 1x10°® 05+1

11.2.5 Estudio in vivo de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF

en ratones BALB/c infectados con L. infantum

Para evaluar el efecto in vivo de la combinacion del nelfinavir con la anfotericina
B y la miltefosina, se emplearon ratones BALB/c infectados con L. infantum
(MCAN/ES/98/LLM-724), a los cuales se les aplico el tratamiento combinado de los
compuestos con sus respectivos controles. Una vez culminado el tratamiento, se extrajo
el higado y el bazo para realizar la cuantificacion de las cargas parasitarias mediante PCR

a tiempo real.
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11.2.5.1 Infeccion y tratamiento de ratones BALB/c

Se emplearon ratones machos y hembras de 7 a 8 semanas de edad, los cuales
fueron infectados con una densidad de parasitos de 1x108 promastigotes de L. infantum
(MCAN/ES/98/LLM-724) en fase estacionaria de crecimiento por via intraperitoneal, en
un volumen méaximo de 200 pl. Transcurridos los 15 dias post-infeccién, se inicio el
tratamiento con los compuestos los cuales fueron administrados por via intraperitoneal
por 15 dias consecutivos. Se prepararon soluciones “stock™ de cada compuesto, a partir
de los cuales se realizaron diluciones en solucion salina estéril al 0,85%, empleado como
vehiculo de los compuestos.

Los ratones fueron distribuidos en 8 grupos descritos a continuacion. Cuatro
grupos de 5 ratones correspondieron al control de la infeccion sin tratamiento y a los
tratamientos solos: 5 mg/kg/dia del NFV, 5 mg/kg/dia de la MTF y 1 mg/kg/dia de la
AMB. Dos grupos de 8 ratones correspondientes a los tratamientos de las combinaciones
de 5 mg/kg/dia NFV + 5 mg/kg/dia MTF y 5 mg/kg/dia del NFV + 1 mg/kg/dia AMB.
Un grupo de 3 ratones para el control del vehiculo de las drogas (soluciédn salina al 0,85%)
y un grupo de 2 ratones para el control sin infeccion.

Una vez culminado el tratamiento, se procedio al sacrificio de los animales. Para
ello, se anestesiaron los ratones con isofluorano y se sacrificaron por dislocacion cervical.
Se extrajo el higado y bazo en condiciones de esterilidad, para la cuantificacion de la

carga parasitaria de cada una de las muestras.
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11.2.5.2 Procesamiento de los 6rganos

Una vez obtenido el higado y el bazo se procedio a procesar cada 6rgano de
manera individual en condiciones de esterilidad siguiendo el protocolo descrito por
Carrillo y col., 2014 y Cunhay col., 2013, con ligeras modificaciones.

Se maceraron ambos 6rganos utilizando un separador celular (BD Falcon ®) y se
recogio el contenido celular en tubos falcon de 50 ml de capacidad. Para el higado, se
procedi6 a centrifugar la suspension celular a 250 g a 4°C por 10 minutos. Se descartd el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 20 ml de PBS (Gibco, Paisley, UK). Se
incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente hasta que se formen dos fases. Se tomé 2
ml de la suspension celular de la fase superior en un tubo nuevo y se afiadié 2 ml de PBS.
Se procedio a realizar el contaje en un contador de células automéatico TC10 (BioRad®).
Finalmente, se ajustd el nimero de células a 10x10° células/ml en un volumen de 1 ml,
se centrifugo a 4000 g por 8 minutos, se descartd el sobrenadante y se almaceno a - 20 °C
hasta su uso (Carrillo y col., 2014; Cunha y col., 2013).

Para el bazo, se procedié a centrifugar la suspension celular a 250 g a 4 °C por 10
minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml en tampon
de lisis de eritrocitos y se incubo por 5 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
afiadié 8 ml de PBS y se centrifugo a 250 g a 4 °C por 10 minutos. Se descarté el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 1 ml de medio RPMI. Se procedio a
realizar el contaje en un contador de células automatico TC10 (BioRad®). Finalmente, se
ajusto el nimero de células a 10x10° células/ml en un volumen de 500 pl y se almacend

a - 20 °C hasta su uso (Carrillo y col., 2014; Cunhay col., 2013).

56



11.2.5.3 Extraccion de ADN de las muestras de higado y bazo

El ADN de las muestras fue extraido utilizando fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (Merck Millipore, USA) empleando el protocolo descrito por Carrillo y col.,
2014 y Cunhay col., 2013.

Se tomo 200 pl de la muestra y se agregd 400 pl de NET10 (10 mM NacCl, 10 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8), 40 pl de SDS al 10% y 2 pl de proteinasa K (20 mg/ml)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) incubandose por 1 hora a 70 °C. Una vez transcurrido el
tiempo, se centrifugd a 10000 g por 6 minutos. Se afiadié 500 pl de fenol/cloroformo y
se centrifugd nuevamente a 10000 g por 6 minutos. Se recuperd la fase acuosa en un tubo
nuevo con 500 ul de cloroformo/alcohol isoamilico. Se centrifugd nuevamente bajo las
mismas condiciones, se recuperd la fase acuosa y se agregd 700 pl de etanol absoluto, 30
I de acetato de sodio 3M incubandose por 20 minutos a— 70 °C. Se centrifugo de nuevo,
se descart6 el sobrenadante y se afiadié 1 ml de etanol al 70%. Finalmente, se centrifugo
nuevamente y se descartd el sobrenandante. El sedimento se dejé secar a temperatura
ambiente, resuspendiéndose en 100 ul de agua estéril y almacenandose a -20 °C. Se
cuantifico el ADN total empleando un Nanodrop ND-1000 (SpectoPhotometer) de cada
una de las muestras obtenidas en ambos 6rganos (Carrillo y col., 2014; Cunha y col.,

2013).

11.2.5.4 Cuantificacidn de la carga parasitaria

La determinacion de la carga parasitaria de Leishmania sp. en las muestras de

higado y bazo se realizé mediante PCR a tiempo real (PCR-RT o qPCR) utilizando como
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blanco de amplificacion una region del gen del kinetoplasto de Leishmania sp. (Mary y
col., 2004; Miro y col., 2009).

Para ello, se utilizé como primers, K1 (5’-CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG) y
K2 (5’-CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3), los cuales amplifican una region de
300 pb del kinetoplasto de Leishmania sp. (Mary y col., 2004). Segun la muestra, se tomo
entre 100 y 400 ng de ADN, que sirvieron de templado, en un total de 20 pl de reaccion
del kit LightCycler FastStar ADN Master SYBR Green | empleando el equipo
LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Germany) con una temperatura final de
alineamiento de 65 °C, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la cuantificacion
de la carga parasitaria, se empleé un control de ADN de 10* parésitos, obtenido a partir
de una curva de calibracion de concentraciones crecientes de ADN de Leishmania sp.

disuelto en ADN de raton (Mary y col., 2004; Miro y col., 2009).

11.2.5.5 Uso de Animales y Estatus Eticos

Se emplearon ratones BALB/c los cuales fueron criados y mantenidos en cabinas
IVC con alimento estéril y bebida ad libitum, en el Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII)
de Madrid- Espafia. Todos los experimentos fueron llevados a cabo en concordancia con
el Comité Etico de Animales del ISCIII, siguiendo los lineamentos de la Guia de Salud
de Animales de la Autoridades Nacionales Espafiolas, segun las declaraciones de la

directiva del Parlamento y Consejo Europeo.
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11.2.5.6 Analisis Estadistico

Se utiliz6 el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA) para los
analisis estadisticos de los ensayos in vivo. Los resultados fueron presentados como las
medias * la desviacion estdndar (DE). Para la comparacion de las diferencias
estadisticamente significativas, se utilizé la prueba paramétrica t de Student de dos colas
o la prueba no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, segun la distribucion de los

datos, con un intervalo de confianza del 95%. * p<0.05, ** p<0.01 y *** p < 0.001.
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1.3 RESULTADOS

11.3.1 Efecto del Nelfinavir, la Anfotericina B y la Miltefosina sobre el
porcentaje de infeccién in vitro de macrdéfagos murinos por amastigotes de L.

infantum

Se procedié a evaluar el efecto del NFV, AMB y MTF sobre el porcentaje de
infeccion in vitro de macrofagos (RAW 264.7) por amastigotes de 3 diferentes cepas de
L. infantum. Dichos compuestos presentaron un efecto inhibitorio dosis-dependiente
sobre el porcentaje de infeccidn (Figura 12), encontrandose que el NFV y la MTF, tienen
una mayor efectividad sobre la cepa MCAN/ES/98/LLM-724, estimandose un 1Cso de
0,42 = 0,24 uM para el NFV y de 1,52 £ 0,26 uM para la MTF (Tabla 8). La AMB
presentd una menor efectividad sobre la misma cepa, registrandose un 1Cso de 8,29x10°3
+ 1,43x10° pM. Para el resto de las cepas estudiadas (MHOM/PT/09/LLM-1708 y
MHOM/ES/15/LLM-2284), se encontraron susceptibilidades similares hacia los tres

compuestos evaluados de manera individual (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto del NFV, AMB y MTF sobre el porcentaje de infeccion in vitro de
macrdfagos murinos de la linea celular RAW 264.7 por amastigotes de diferentes cepas de
L. infantum.

NFV AMB MTF
Cepas ICso MIC ICso MIC 1Cso MIC
uM uM 1M 1M uM uM
MCAN/ES/98/LLM- 8,29x10° + 3
+ + + - + +
o4 042+024 61 1 40X10° 0,01 +1x10° 152+026 10+1
MHOM/PT/09/LLM- 2,17x10° + s
+ + + - + +
1708 1,92+0,89 10+1 610" 0,01 +1x10° 260+14 10%1
MHOM/ES/15/LLM- 2,08 x10° + 3
+ + + - + +
2284 2,09+0,71 10%1 | 53x10° 0,01 +1x10° 190+0,87 10+1
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Figura 12. Efecto del NFV (A), AMB, (B) y MTF (C) sobre el porcentaje de infeccion

in vitro de macrdéfagos de la linea celular RAW 264.7 por amastigotes de diferentes cepas de

L. infantum. La inhibicion de la infeccién se evalud in vitro como se indica en materiales y

métodos. Los datos mostrados son el resultado de tres experimentos independientes.
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Se puede observar que a concentraciones superiores a 6 £ 1 uM del NFV se
alcanza cerca del 90% de inhibicién del porcentaje de infeccion de los macrofagos por la
cepa MCAN/ES/98/LLM-724, estableciéndose este valor como el MIC. No obstante, para
la AMB y la MTF, los MIC estimados fueron de 0,01 + 1x102 pM y 10 + 1 uM,
respectivamente. Para las otras cepas estudiadas, MHOM/PT/09/LLM-1708 vy
MHOM/ES/15/LLM-2284, el MIC estimado para el NFVy la MTF fuede 10+ 1 uM y

para la AMB de 0,01 + 1x107 uM.

11.3.2 Efecto de la combinacién del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el
porcentaje de infeccién in vitro de macrdofagos murinos por amastigotes de L.

infantum

Con el fin de evaluar si la eficacia de los compuestos aumenta cuando se usan en
conjunto, se determinaron los valores FIC para las todas combinaciones de compuestos
ensayadas sobre L. infantum. Se encontaron valores de FIC menores a 0,5 para ambas
combinaciones de compuestos sobre las tres cepas de L. infantum., clasificando la
interaccion entre los compuestos como un sinergismo fuerte (Figura 13). De las tres cepas
estudiadas, la cepa obtenida del paciente inmunodeprimido (MHOM/ES/2015/LLM-
2284) resultd ser mas sensible a ambos tratamientos combinados, con valores de FIC de
0,16 + 0,06 para la combinacion de NFV+AMB y de 0,2 £ 0,1 para la combinacion de
NFV+MTF. Mientras que, con las otras dos cepas se encontraron valores de FIC
similares, alrededor de 0,25 para ambas combinaciones, a excepcién de la combinacién
de NFV+AMB sobre MCAN/ES/98/LLM-724 (0,48 + 0,2) (Tabla 9).

Adicionalmente, se lograron alcanzar porcentajes de inhibicidn de la infeccién
mayores al 90%, cuando las drogas fueron utilizadas en combinacidn a concentraciones

por debajo tanto de sus 1Cso como de los MIC correspondientes (Tabla 8 y 9), asi como
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también una reduccién del nimero de amastigotes por célula. Al construir los
isobologramas de cada combinacidn, se obtuvieron is6bolas concavas caracteristicas de

un efecto sinergistico entre los compuestos (Figura 13).
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Tabla 9. Efecto de las combinaciones del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el porcentaje de infeccion in vitro de macr6fagos murinos de la linea celular
RAW 264.7 por amastigotes de diferentes especies de L. infantum.

NFV+AMB NFV+MTF
Cepag % % N° % % N°

Infeccion  Inhibicion Amast Infeccion Inhibici6 Amast

[uM] + DE dela  +DE FIC*DE [UM] + DE ndela +pE FIC*DE
infeccion infeccion

CONTROL 100+ 3 - 2+0,1 CONTROL 100+ 3 - 2+0,1

MCAN/ES/98/ 0,31 NFV + 4x10* AMB 14 +2 90 1+0,2 0,29 NFV + 0,21 MTF 15+3 95 1+£0,3
0,48 +0,2 0,25+0,1

LLM-724 0,18 NFV+ 6,5x10‘4 AMB 15+2 91 1+05 0,12 NFV + 0,61 MTF 12+3 88 1+0,2

0,09 NFV + 1x10° AMB 14+1 93 1+0,1 0,05 NFV + 1 MTF 12+2 89 1+0,2

CONTROL 100+ 6 - 1+0,3 CONTROL 100+ 6 - 1+0,3

MHOM/PT/09/ 1,2 NFV + 5x10° AMB 15+1 91 1+0,1 1NFV +0,6 MTF 17+1 93 1+0,1
0,23 + 0,05 0,30 + 0,08

LLM-1708 0,75 NFV+ 8x10* AMB 13+2 89 1+0,2 0,8 NFV + 0,8 MTF 15+2 89 1+0,3

0,5 NFV + 1,2x10° AMB 13+1 88 1+01 0,6 NFV + 1,2 MTF 9+1 91 1+0,1

CONTROL 100+ 6 - 2+0,6 CONTROL 100+ 6 - 2 0,6

MHOM/ES/15/ 1 NFV + 5x10* AMB 14+1 91 1+0,3 1,5 NFV + 0,25 MTF 14 +2 91 1+0,3

0,16 + 0,06 0,2+0,1
LLM-2284 0,5 NFV+ 8x10“* AMB 12+1 90 1+01 1 NFV + 0,5 MTF 12+1 90 1+0,2
0,25 NFV + 1x10° AMB 7+1 93 1+01 0,5NFV +1 MTF 14 +1 89 1+0,1
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Figura 13. Isobologramas de la combinacion de NVF+AMB y NFV+MTF sobre la
infeccidn in vitro de macrofagos murinos de la linea celular RAW 261.7 por amastigotes de
L. infantum. (A) MCAN/ES/98/LLM-724, (B) MHOM/PT/09/LLM-1708 y (C)
MHOM/ES/15/LLM-2284. La linea punteada representa un efecto aditivo tedrico entre las
drogas, mientras que la linea solida muestra un efecto sinergistico de la combinacion. Los

resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes.
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11.3.3 Efecto de la combinacion del NFV+AMB y NFV+MTF en ratones

BALB/c infectados con L. infantum

Se evalud la eficacia terapéutica de la combinacion del NFV con la AMB vy la
MTF en ratones BALB/c infectados con L. infantum (MCAN/ES/98/LLM-724 (Figura
14). Al evaluar el tratamiento con los compuestos sin combinar se encontrd que la dosis
utilizada para el tratamiento con el NFV (5 mg/kg), la AMB (1mg/kg) y la MTF (5 mg/kg)
fueron capaces de reducir las cargas parasitarias en higado (Figura 14A) y bazo (Figura
14B). Se encontrd una reduccién de la carga parasitaria producida por el NFV del 61%
en higado y de 64% en bazo. Con el tratamiento de la AMB se obtuvo una reduccion de
la carga parasitaria casi en un 100% en ambos 6rganos, mientras que en el caso del
tratamiento con la MTF, se obtuvo una reduccidn de la carga parasitaria del 77% y 76%,
respectivamente.

Al analizar el tratamiento con la combinacion de los compuestos, se encontré una
reduccion de la carga parasitaria con la combinacion de 5 mg/kg NFV + 1 mg/kg AMB
similar al obtenido con el tratamiento individual de la AMB (1 mg/kg) sobre ambos
organos. Por otro parte, con la combinacion de 5 mg/kg NFV + 5 mg/kg MTF, la
reduccion de la carga parasitaria fue del 89% en higado y de 84% en bazo, superior a la
observada con los tratamientos individuales del NFV y la MTF (5 mg/kg cada uno) en
higado y bazo, sugiriendo un posible aumento del efecto terapéutico de estos compuestos
al emplearlo en conjunto sobre la reduccion de la carga parasitaria.

Al realizar el anélisis estadistico, se encontraron diferencias significativas entre el
grupo control sin tratamiento y los grupos tratados sobre ambos 6rganos. En el caso del
tratamiento con los compuestos solos, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con los tratamientos del NFV (*p<0.05), y la MTF (* <0.05). Con el

tratamiento combinado, se obtuvo un *p<0.05 en higado para las dos combinaciones
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ensayadas y en bazo s6lo con la combinacion de NFV+MTF (**p<0.01). Adicionalmente,
es importante sefialar que no se observo una reduccién de la carga parasitaria sobre el

grupo tratado s6lo con solucidn salina al 0,85%, empleado como vehiculo de las drogas.

= A

40~

30+
20| |

104 e

Parasitos/ug ADN

Dl e 55

1 2 3 4 5 6
Grupos de Tratamiento

**

150+

—
100+ T

Parasitos/ug ADN

==\

4 5 6

Grupos de Tratamiento

Figura 14. Estimacién de las cargas parasitarias en higado (A) y bazo (B) en ratones
BALBI/c infectados con L. infantum. (1) Control sin tratamiento, (2) 5 mg/kg NFV, (3) 1 mg/kg
AMB, (4) 5 mg/kg MTF, (5) 5 mg/kg NFV + 1 mg/kg AMB y (6) 5 mg/kg NFV + 5 mg/kg MTF.
Se puede observar como el tratamiento con los compuestos solos y combinados, redujeron
significativamente la carga parasitaria en ambos Grganos, respecto al grupo control sin
tratamiento. Se encontraron diferencias significativas entre el grupo control sin tratamiento y el
grupo tratado sélo con NFV (*p< 0.05) y con MTF (*p< 0.05) en higado y bazo. Con el
tratamiento combinado, se obtuvo un *p < 0.05 en higado para las dos combinaciones ensayadas

y en bazo sélo con la combinacion de NFV + MTF (**p< 0.01).
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4. DISCUSION

La leishmaniasis fue reportada como una infeccion oportunista en pacientes
infectados con el VIH durante la expansion de la epidemia del virus, afectando en la
actualidad a mas de 30 paises a nivel mundial (Alvar y col., 2008; Diro y col., 2014). En
la coinfeccion Leishmania/VIH, la gran mayoria de la morbilidad y mortalidad se
produce en pacientes que presentan LV (Van Griensven y Diro, 2010; Raes y col., 2007).
Las manifestaciones clinicas iniciales de la LV son similares en pacientes VVIH-negativos
y VIH-positivos. No obstante, en pacientes coinfectados es posible encontrar la
presencia del parasito en 6rganos atipicos, modificandose el curso de la infeccion por
Leishmania, generando una alta probabilidad de fracaso terapéutico y altas tasas de
recaida de la enfermedad (Cruz y col., 2006; David y Craft, 2009; Michel y col., 2011).

En este contexto, existe la urgente necesidad de establecer un tratamiento
especifico y eficaz para los pacientes coinfectados con Leishmania/VIH. Es importante
acotar que los tratamientos que estan siendo aplicados en la actualidad, han sido elegidos
de manera azarosa, y que ademas, el 75% de estos pacientes sufren recaidas de la
enfermedad cualquiera sea el tratamiento elegido. Este panorama plantea la necesidad
de realizar estudios cientificamente disefiados con resultados experimentales solidos,
para determinar cual o cuales podrian ser los farmacos mas apropiados a administrar de
manera exitosa en los pacientes afectados.

Son muchos los ensayos clinicos que se han realizado hasta la fecha en la
budsqueda de un tratamiento leishmanicida eficaz en pacientes VIH-positivos (Laguna y
col., 1994; Omollo y col., 2011; Rybniker y col., 2010; Wasunna y col., 2016). Uno de
los hallazgos mas relevantes y que podria emplearse para hacer recomendaciones firmes

respecto al posible tratamiento de pacientes coinfectados Leishmania/VIH, es el efecto
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leishmanicida que presentan los antirretrovirales empleados en la terapia HAART (Pozio
y Gémez, 2005). En los Gltimos afios, se ha estudiado a profundidad el efecto in vitro
que tienen los IP’s del VIH sobre diferentes especies de Leishmania, encontrandose que
estos farmacos inhiben de forma dosis-dependiente el crecimiento in vitro de
promastigotes y amastigotes axénicos, ademas de disminuir el porcentaje de infeccion
de macrofagos. Adicionalmente, se han descrito cambios ultraestructurales y
morfolégicos en el paréasito, asociados a la presencia de estos compuestos en los cultivos
(Savoia y col., 2005; Santos y col., 2009; Trudel, y col., 2008; Valdivieso y col., 2010;
Van Griensven y col., 2013).

Tomando en cuenta que los antirretrovirales son farmacos de los cuales se
conocen sus propiedades quimicas, su farmacocinética, farmacodinamica, eficacia y
tolerabilidad en el organismo, estos podrian ser utilizados como tratamiento alternativo
contra esta parasitosis, particularmente en pacientes coinfectados con el VIH, donde la
quimioterapia tradicional contra este parasito es poco efectiva (Van Griensven y col.,
2013).

Se ha reportado que el NFV es el antirretroviral que presenta un mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento in vitro de ambos morfotipos del parésito, 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; Van Griensven y col.,
2013). Adicionalmente, presenta una mayor afinidad hacia el dominio RP de la Ddil-
like de Leishmania (Perteguer y col., 2012; Serrano y col., 2012). Las concentraciones
efectivas del NFV en el plasma sanguineo se encuentran alrededor de los 7 pM,
suficiente para inhibir el crecimiento del virus (ICso 14 nM) (Andrews y col., 2006). No
obstante, el efecto leishmanicida de este antirretroviral sobre L. donovani y L. infantum,

especies causantes de las manifestaciones viscerales, se encuentra entre 0,42 y 11 pM.
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Esta diferencia de susceptibilidades entre el parasito y el virus, plantea ciertos
inconvenientes en el momento de disefiar un esquema terapéutico, que incluya a los
antirretrovirales en el tratamiento de la leishmaniasis (Van Griensven y col., 2013).

Tomando en cuenta que la combinacion de farmacos que actian de manera
sinergistica, logra potenciar el efecto terapéutico de cada compuesto, y ademas, se logra
minimizar las dosis requeridas, el desarrollo de resistencia y reducir el periodo de
tratamiento (Alvar y col., 2008; Van Griensven y col., 2014), la OMS ha sugerido la
aplicacion de este esquema terapéutico no solo para el tratamiento de la leishmaniasis,
sino también en pacientes coinfectados con el VIH (OMS, 2010; 2017). Considerando
esta recomendacion, al conocimiento de que el NFV es el antirretroviral més efectivo
contra ambos morfotipos de Leishmania y que la LV, causada por L. donovani y L.
infantum, es la forma clinica mas comun en la coinfeccion por Leishmania/VVIH, nos
propusimos en el presente trabajo, estudiar el posible efecto sinergistico del NFV al
combinarlo con la AMB y con la MTF sobre L. donovani y L. infantum.

Los resultados obtenidos, muestran una inhibicién dosis-dependiente de los
compuestos sin combinar sobre la proliferacion in vitro de promastigotes y sobre el
porcentaje de infeccion de macréfagos por amastigotes de L. donovani. De acuerdo a la
especie del parasito ensayada la concentracion del NFV que inhibe el 50% de la
proliferacion in vitro de promastigotes de Leishmania, se encuentra entre 9 y 26 uM
(Valdiviesoy col., 2010; Van Griensven y col., 2013). El 1Cso del NFV reportado en este
trabajo fue de 10,93 uM para promastigotes de L. donovani, valor comprendido dentro
del rango reportado, y ademas, es cercano al encontrado por Valdivieso y col., (2010)
sobre la misma especie (ICso de 14,10 uM). En otras especies del parasito como L.
mexicana, se ha reportado un ICso de 13,83 uM sobre promastigotes del parasito (Mejias

y col., 2015). Por otra parte, el 1Cso del NFV sobre la infeccion in vitro de macréfagos

70



murinos por amastigotes de L. donovani, fue de 0,89 uM, en contraste con el efecto
reportado sobre L. mexicana (ICso de 0,5 uM), evidenciando a la especie L. mexicana
como maés sensible al tratamiento por el antirretroviral (Mejias y col., 2015).

En cuanto a las drogas leishmanicidas, la AMB result6 ser el compuesto mas
eficiente (Corral y col., 2014; Seifert y Croft, 2006; Trinconi y col., 2014), con un I1Csp
de 0,091 uM sobre promastigotes de L. donovani, similar al reportado por Mbongo y
col., 1998. En estudios previos de la AMB sobre amastigotes intracelulares, se ha
reportado un ICso de 0,033 uM sobre L. amazonensis (Morais-Texeiray col., 2014) y de
0,0012 uM para L. mexicana (Mejias y col., 2015), valores al menos 10 veces mayores
al encontrado en este trabajo sobre L. donovani (ICso de 0,00061 uM). Otras cepas de L.
donovani diferentes a la empleada en este trabajo, como MHOM/ET/67/L82 (Seifert y
Croft, 2006) y MHOM/SD/43/124 (Corral y col., 2014a), también han resultado ser mas
sensibles al tratamiento por AMB en comparacion con otras especies del parasito.

En cuanto al tratamiento con la MTF, el 1Cso reportado en este trabajo es de 11,27
MM sobre promastigotes y de 2,90 uM sobre amastigotes de L. donovani mientras que,
en otros trabajos se ha reportado un ICso de la MTF comprendido entre 1y 15 uM sobre
promastigotes y amastigotes de diferentes especies de Leishmania, incluyendo L.
infantum y L. amazonensis (Seifert y Croft, 2006; Serrano-Martin y col., 2009a).

Al evaluar la combinacion del NFV+AMB y del NFV+MTF sobre la
proliferacion in vitro de promastigotes de L. donovani, se obtuvieron valores de FIC
menor a 0,5 para la combinacién de NFV+AMB (0,43) y menor a 1 para la combinacién
de NFV+MTF (0,88), clasificando ambas combinaciones como sinergisticas.
Especificamente, la combinacion con AMB result6 ser clasificada como sinergismo
fuerte y la combinacion con MTF como sinergismo moderado (Figura 8). Con ambas

combinaciones se obtuvieron isobologramas con is6bolas concavas, siendo la isébola de
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la combinacion de NFV+AMB maés pronunciada que la combinacion de NFV+MTF. En
contraste con los hallazgos reportados por nuestro grupo de investigacién sobre la
proliferacion in vitro de promastigotes de L. mexicana (MHOM/BZ/82/Bel-21), la
combinacién de NFV+AMB ha sido reportada como sinergismo moderado (FIC = 0,59)
mientras que, la combinacion de NFV+MTF se clasifico como aditiva (FIC = 1) (Mejias
y col., 2015). Estos resultados sugieren que ambas combinaciones parecieran ser mas
efectivas sobre L. donovani, al menos sobre el morfotipo promastigote del parasito.
Adicionalmente, la combinacién de NFV+AMB pareciera ser mas eficaz que la
combinacién con NFV+MTF sobre promastigotes de L. donovani y L. mexicana.

La combinacion de estos compuestos también fue evaluada sobre el porcentaje
de infeccion in vitro de macréfagos murinos de la linea celular J774 por amastigotes de
L. donovani. Se encontro que la combinacion de NFV+AMB pareciera ser mas eficiente,
FIC = 0,32, que la combinacion con NFV+MTF (FIC = 0,57), con is6bolas concavas
para las dos combinaciones, clasificAndose ambas como sinergisticas (Figura 11). En
amastigotes intracelulares de L. mexicana, se ha reportado valores de FIC de 0,61y 0,85
para las combinaciones de NFV+AMB y NFV+MTF, respectivamente, mayores a los
FIC encontrados sobre amastigotes intracelulares de L. donovani. Adicionalmente, se
obtuvieron is6bolas concavas para ambas combinaciones, tanto en promastigotes como
amastigotes de L. donovani (Figura 9 y 11).

De esta manera se podria afirmar que el tratamiento combinado de NFV+AMB
resulta ser més eficaz que la combinacion de NFV+MTF sobre L. donovani y L.
mexicana, siendo L. donovani méas sensible al tratamiento. Este resultado es de gran
importancia, tomando en cuenta que L. donovani causa manifestaciones viscerales de la

enfermedad, la forma clinica mas comudn observada en pacientes coinfectados con VIH.
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Adicionalmente, es interesante resaltar que la forma amastigote del parésito
resulté ser mas sensible que la forma promastigote, hacia el tratamiento solo y
combinado. Este resultado es de gran interés debido a que el amastigote es el morfotipo
de relevancia fisiologica. Algunos investigadores sugieren que la diferencia de
susceptibilidad hacia los compuestos entre los dos morfotipos, puede deberse a posibles
modificaciones bioguimicas que ocurren en la superficie del parasito durante el proceso
de transformacién, exponiendo blancos de accion del compuesto en la forma amastigote
no accesibles o ausentes en la forma promastigote. También se ha postulado que en el
caso de los amastigotes intracelulares puede generarse una mayor concentracion de la
droga en la vacuola parasitofora. Estas diferencias de susceptibilidad también ha sido
observada con otros farmacos utilizados cominmente contra la leishmaniasis (Benaim y
col., 2006; Corral y col., 2012; 2014a).

Estas diferencias de sensibilidades que presentan las especies de Leishmania al
tratamiento con compuestos solos o combinados podrian deberse a multiples factores
aun en discusion. Actualmente se manejan varias hipétesis; en principio los farmacos
deben superar las barreras de las membranas plasméticas del macréfago, de la vacuola
parasitofora y del amastigote, para poder alcanzar su blanco de accidn y ejercer su accion
leishmanicida. EI compuesto podria difundir a través de la membrana plasmaética o bien
ingresar al interior celular mediante transportadores de membrana. Diferencias o
variaciones en la composicion de la membrana plasméatica o una disminucién en la
expresion del transportador, pueden presentarse en diferentes especies del parasito (dos
Santos y col., 2013; Zufferey y col., 2003). Esto se podria traducir en una mayor o menor
accesibilidad de un determinado farmaco al blanco de accion del mismo. Tomando en
cuenta que la AMB es un compuesto que induce una réapida respuesta en el parasito

debido a su accion a nivel de la membrana plasmaética, estos cambios de composicion en
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la membrana, pudiesen explicar las diferencias de sensibilidades observadas (dos Santos
y col., 2013).

La especie del parasito estudiada en esta oportunidad, L. donovani, es el agente
etiologico causante de la LV en el continente Africano y en Asia. En estas regiones son
precisamente donde se presenta una mayor prevalencia de casos de coinfeccion con el
VIH. En este sentido los resultados obtenidos en este trabajo podrian ser de gran utilidad,
dado que se encontr6 una mayor susceptibilidad de esta especie hacia el tratamiento
combinado del antirretroviral con los compuestos leishmanicidas, lo cual abre la
posibilidad de aplicar tratamientos mas especificos y posiblemente mas eficaces en estas
regiones.

Si bien los casos de coinfeccion Leishmania/VIH de mayor prevalencia son los
causados por L. donovani provenientes de la region africana y asiatica, en Europa la LV
en pacientes coinfectados es causada por L. infantum. Ambas especies presentan
caracteristicas distintivas, que establecen un cuadro clinico muy diferente. En la region
europea, particularmente, Espafia y Portugal, se ha registrado el mayor nimero de casos
asintomaticos de LV; no obstante, al ocurrir la coinfeccién con el VIH, la infeccion por
Leishmania se vuelve sintomatica, caracterizandose ademas por ser muy virulenta y
presentar una menor tasa de respuesta terapéutica. Esto ocurre, no sélo por la presencia
de ambos patégenos sino también, por la capacidad que tiene dicha especie de
permanecer en el individuo sin mostrar sintomas, logrando adaptarse a la respuesta del
sistema inmunologico del individuo (Carrillo y col., 2014; Kumay y Nylen, 2012).

Por esta razon, en el presente trabajo también se plante6 estudiar la posible
potenciacion del efecto leishmanicida del NFV al combinarlo con la AMB y la MTF,
sobre el porcentaje de infeccion in vitro de macréfagos murinos de la linea celular RAW

264.7 por amastigotes de L. infantum. En este caso, se propuso evaluar el efecto de las
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combinaciones sobre tres cepas del parésito obtenidos de diferentes individuos de
Madrid-Espafa: un canino con LV (MCAN/ES/98/LLM-724), un paciente con LC
(MHOM/PT/15/LLM-1708) y un paciente coinfectado con VIH sin tratamiento para
ambas infecciones (MHOMY/ES/15/LLM-2284); dichas cepas representan los 3 grupos
de pacientes afectados por L. infantum méas importantes. Se incluyé una cepa proveniente
de un canino tomando en cuenta que estos mamiferos actlan como reservorios del
parésito dentro del ciclo zoondtico de L. infantum, ademas de ser una cepa de referencia
internacional (MCAN/ES/98/LLM-724). También se incluy6é en nuestro estudio una
cepa proveniente de una paciente inmunocompetente (MHOM/PT/15/LLM-1708) y un
paciente inmunodeprimido (MHOM/ES/15/LLM-2284), considerando las diferencias de
virulencia que se han reportado en parasitos aislados de pacientes coinfectados o no con
el VIH.

En primer lugar se evaluo el efecto de los compuestos sin combinar sobre el
porcentaje de infeccion in vitro de macréfagos murinos por amastigotes de L. infantum.
Los resultados obtenidos muestran una inhibicién dosis-dependiente de los compuestos
sobre la infeccion de las células. La cepa MCAN/ES/98/LLM-724 resultd ser méas
sensible al tratamiento por el antirretroviral (ICso de 0,42 pM), mientras que las otras
dos cepas presentaron una sensibilidad similar (ICso entre 1 y 2 uM). Si se comparan
estos resultados con el efecto observado del NFV sobre otras especies de Leishmania, se
observa que el antirretroviral presenta una accion diferencial sobre diferentes especies
del parasito, presentando una sensibilidad creciente en L. infantum en el canino > L.
mexicana > L. donovani > L. infantum en humanos.

En contraste con estos resultados, el tratamiento con la AMB resultd ser menos
eficaz sobre la misma cepa de L. infantum en el canino (MCAN/ES/98/LLM-724) (1Cso

de 0,0082 uM), mientras que, con las otras dos cepas de humanos se obtuvieron valores
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de 1Cso similares (ICso de 0,002 uM). Al contrario de lo que ocurre con el tratamiento
con NFV, L. donovani resulté ser mas sensible al tratamiento con la AMB (ICso de
0,00061 pM) en comparacion con L. infantum (ICso entre 0,002 y 0,008 puM) y L.
mexicana (ICso de 0,0012 uM) (Mejias y col., 2015). Tanto la manifestacion visceral
como la cutanea pueden encontrarse simultaneamente en caninos; a diferencia de los
humanos, donde se observan manifestaciones cutaneas y viscerales por separado. Por
tanto, los sintomas clinicos y la respuesta al tratamiento empleado en caninos son
diferentes en humanos; esto pudiese estar relacionado con la biologia del canino como
reservorio del parasito, donde el sistema inmune y el estado nutricional son
caracteristicas determinantes en la infeccion por Leishmania.

Por ultimo en cuanto al tratamiento con la MTF, se report6 que L. mexicana
presenta una mayor sensibilidad al tratamiento (ICso de 1 uM) (Serrano-Martin y col.,
2009a) en comparacion con L. donovani y con las tres cepas de L. infantum evaluadas
en este trabajo. Otras cepas de L. donovani como MHOM/ET/67/L82 (Seifert y Croft,
2006) y de L. infantum como MHOM/BR/70/BH46 (Morais-Teixeira y col., 2014) han
presentado una menor sensibilidad hacia la MTF.

Al evaluar el efecto de las combinaciones de NFV+AMB y NFV+MTF sobre el
porcentaje de infeccion in vitro de macréfagos murinos por amastigotes de L. infantum,
los resultados revelaron que ambas combinaciones producen un efecto inhibitorio mayor
al encontrado cuando se utilizan los compuestos de manera individual, sobre las tres
cepas de L. infantum empleadas en este trabajo.

Ambas combinaciones se clasificaron como sinergisticas con valores de FIC
relativamente similares, todas menores a 0,5 y con isobolas concavas (Tabla 9, Figura
13). Se encontraron valores de FIC mas bajos para ambas combinaciones (0,16 para

NFV+AMF y 0,2 para NFV+MTF) para la cepa proveniente del paciente
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inmunodeprimido (MHOMY/ES/15/LLM-2284), en comparacion con la cepa del canino
y del paciente inmunocompetente. Para la cepa proveniente del canino
(MCAN/ES/98/LLM-724) se obtuvo un FIC de 0,48 para NFV+AMB y de 0,25 para
NFV+MTF, mientras que para la cepa MHOM/PT/09/LLM-1708 se obtuvieron FIC de
0,23y 0,30, respectivamente.

De esta mamera, se demuestra claramente la potenciacién del efecto inhibitorio
del NFV al emplearlo en combinacion con AMB 6 MTF, al igual que ocurre con el
tratamiento combinado en L. donovani y L. mexicana (Mejias y col., 2015). Ademas de
potenciar el efecto leishmanicida del NFV al emplearlo en combinacion, es importante
mencionar que también se logro reducir las dosis necesarias del NFV a concentraciones
en el rango nanomolar. Tomando en cuenta que la concentracion del antirretroviral en el
plasma sanguineo se encuentra alrededor de 7 uM (Andrews y col., 2006), al emplearlo
en conjunto con AMB o MTF se reducen las dosis requeridas para inhibir el crecimiento
del parésito de alrededor de 1 uM a 300 nM.

Ahora bien, si comparamos los FIC obtenidos para las combinaciones ensayadas
sobre el porcentaje de infeccion in vitro de macrofagos murinos por amastigotes de L.
donovani y L. infantum encontradas en este trabajo, en general se obtuvieron FIC
ligeramente menores sobre L. infantum en comparacion con L. donovani, lo cual podria
sugerir una mayor sensibilidad de L. infantum hacia el tratamiento combinado.
Adicionalmente, los resultados obtenidos en L. mexicana, sugieren que esta especie
causante de manifestaciones cutaneas presenta una menor sensibilidad al tratamiento con
las combinaciones de NFV+AMB 6 NFV+MTF en comparacion con las especies que
causan LV.

Como ya se habia mencionado estas diferencias de susceptibilidades entre las

especies podrian ser causadas por diversos factores. Entre ellos, se menciond las
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variaciones en la composicion de la membrana plasmatica y/o la expresion de los
transportadores de membrana, afectando con ello el ingreso de la droga al interior
celular. Otro de las hip6tesis que se manejan es el grado de diversidad genética que
presentan las numerosas especies de Leishmania sp., que le pudiesen permitir responder
de manera diferencial a la presion selectiva de una droga. En presencia de la droga, el
parasito es capaz de activar la expresion de ciertos genes que le permiten responder a los
cambios a los cuales estéa siendo sometido producto del tratamiento con la droga. Ha sido
reportado que L. infantum presentan un mayor grado de diversidad genética en
comparacién con L. donovani, incluso en cepas pertenecientes a una misma region
geogréfica, lo cual podria ser una explicacion a la mayor sensibilidad observada sobre
L. infantum (Alvar y col., 2008; Sundar y col., 2007; Van Griensven y col., 2014). De
igual forma, dicha variabilidad genética también podria estar relacionada con la
capacidad de una especie en producir manifestaciones cutaneas o viscerales de la
enfermedad. Tomando en cuenta que L. infantum es capaz de producir ambas
manifestaciones clinicas, es interesante haber encontrado una mayor sensibilidad de esta
especie al tratamiento combinado con el antirretroviral.

Por otra parte, es importante mencionar que aunque se emplearon diferentes
lineas celulares de macréfagos murinos para las infecciones in vitro con las diferentes
especies del parésito, J774 para L. donovani y RAW 264.7 para L. infantum, no se
observaron diferencias producto del uso de estas células, encontrandose porcentajes de
infeccion entre el 70 y el 75% para los dos tipos celulares. Ambas lineas celulares se
encuentran bien establecidas y su uso es recomendado para la evaluacién de diferentes
eventos celulares.

Se han estudiados algunas combinaciones in vitro de AMB con otros compuestos

leishmanicidas como la paromomicina (Morais-Teixeira y col., 2014), la sitamaquina
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(Carvalhoy col., 2011), la nitazoxanida (Mesquita y col., 2014), la alicina (Corral y col.,
2014a) y el tamoxifen (Trinconi y col., 2014) sobre diferentes especies de Leishmania.
La combinacién de la AMB con la paromomicina presenta un efecto sinergistico (FIC =
0,46) sobre la reduccion de la infeccion de amastigotes de L. infantum, pero aditivo (FIC
> 1) si se combina con el glucantime (Morais-Teixeira y col., 2014). Mientras que, la
combinacién de AMB con NFV sobre amastigotes de L. donovani (FIC = 0,32) y L.
infantum (FIC < 0,5) ensayada en este trabajo, resulté ser mas efectiva.

Las combinaciones con la sitamaquina y la nitazonaxida resultaron ser aditivas
sobre el crecimiento del parasito mientras que, la combinacién con la alicina y el
tamoxifen fue sinergistica (Corral y col., 2012; Mesquita y col., 2014). La alicina es un
producto natural presente en plantas de la familia Alliaceae, el cual ha mostrado tener
una gran variedad de efectos farmacoldgicos, entre ellos actividad bactericida, fungicida
y antiprotozoaria (Leishmania sp. y Plasmodium sp.) (McClure y col., 1996; Wagg y
col., 2010; Corral y col., 2012). La combinacién de la alicina con la AMB resultd ser
sinergistica sobre el crecimiento de promastigotes y amastigotes intracelulares de L.
infantum y L. donovani, con valores de FIC menores a 1 (0,75 y 0,89, respectivamente)
(Corral y col., 2012). Estos valores de FIC son, al menos, 2 veces mayores a los
obtenidos en este trabajo, cuando aplicamos la combinacion del NFV+AMB o
NFV+MTF sobre el porcentaje de infeccion in vitro de macro6fagos murinos por
amastigotes de L. donovani y L. infantum.

Por otra parte, la combinacion de la AMB con el tamoxifen, un modulador
selectivo del receptor de estrdgenos empleado en el tratamiento de cancer de mamé
(Trinconi y col., 2014), el cual ha mostrado actividad leishmanicida sobre promastigotes
y amastigotes de L. amazonensis, L. braziliensis y L. chagasi, y en infecciones

experimentales de LC (Miguel y col., 2008; 2009), presenta un efecto sinergistico sobre
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amastigotes de L. amazonensis, con un FIC estimado de 0,74 (Trinconi y col., 2014). Al
emplear la combinacion de la AMB con este compuesto, se logra disminuir las
concentraciones del antibi6tico y con ello reducir la toxicidad. Nuevamente los valores
de FIC obtenidos en este trabajo son menores a los obtenidos por otros autores
empleando otras combinaciones de drogas.

Se ha demostrado que la MTF actla sinérgisticamente con otros farmacos
leishmanicidas como el pentostam, sobre la infeccion de macr6fagos por amastigotes de
L. donovani (Seifert y col., 2011) asi como, con otros compuestos sintéticos
prometedores como agentes leishmanicidas como la sitamaquina (Carvalho y col., 2011)
y la nitazoxanida (Mesquita y col., 2014). No obstante, la sinergia observada con cada
una de esas combinaciones, sobre la infeccion in vitro de macréfagos murinos por
amastigotes intracelulares, es relativamente baja (FIC > 0,5), en comparacion con los
FIC obtenidos en este trabajo sobre el morfotipo de interés clinico. En estudios
realizados por nuestro laboratorio demuestran un efecto sinergistico entre compuestos
naturales de la familia de las 4-ariloxi-7-cloroquinolinas con la AMB 6 la MTF, logrando
potenciar el efecto leishmanicida de los compuestos con valores de FIC alrededor de 0,7
(Valdivieso y col., 2018).

Otros compuestos como los derivados de aril-quinuclidina, que inhiben la
escualeno sintasa en la via de sintesis del ergosterol los cuales fueron desarrollados
originalmente como agentes reductores del colesterol, también tienen efectos
antiproliferativos potentes contra L. amazonensis y otros tripanosomatideos como T.
cruzi (Rodrigues y col., 2005; Urbina y col., 2004), ademé&s de presentar un efecto
sinergistico con el itraconazol y el posaconazol sobre amastigotes intracelulares de L.
amazonensis con valores de FIC de 0,17 y 0,11, respectivamente (de Macedo-Silva y

col., 2015). En T. cruzi, también se ha demostrado el efecto sinergistico de la
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amiodarona+posaconazol (Benaim y col., 2006; Veiga-Santos y col., 2012) y de la
mevinolina, un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A reductasa, con el
ketoconazol con valores de FIC < 0,5 sobre amastigotes intacelulares del paréasito
(Benaim y col., 2006; Urbina y col., 1993; Veiga-Santos y col., 2012).

Hasta el momento no se habia sido evaluado el efecto leishmanicida de la
combinacién del NFV, el antirretroviral mas eficaz sobre Leishmania, en combinacion
con otras drogas leishmanicidas, siendo este trabajo pionero en al area. En estudios
realizados por Costa y col. (2016), se analizé el efecto de la combinacion de algunos
antirretrovirales, tanto inhibidores de la transcriptasa reversa como inhibidores de la
proteasa del VIH con la MTF, sobre la proliferacion de promastigotes y sobre la
infeccidn in vitro de macréfagos por amastigotes de L. infantum. Estos investigadores
encontraron un ligero aumento del efecto inhibitorio del efavirenz, un inhibidor de la
transcriptasa reversa, al combinarlo con la MTF sobre promastigotes y amastigotes
intracelulares (Costa y col., 2016).

En otros agentes patdgenos como Cryptosporidium sp y Plasmodium sp, se han
ensayado combinaciones de antirretrovirales de la familia de los inhibidores de la proteasa
del VIH en combinacion con otras drogas (Hommer y col., 2003; Skinner-Adams y col.,
2007). En el caso de Crypstospodirum sp, se ensayé la combinacién del amprenavir,
indinavir, NFV, ritonavir y saquinavir en combinacion con la paromomicina, encontrando
un mayor efecto antiproliferativo de los inhibidores cuando se utiliza en combinacion
sobre este agente patdgeno. De todas las combinaciones estudiadas, los autores reportan
que la combinacion de la paromomicina con el NFV y el ritonavir fueron las mas eficaces
(Hommer y col., 2003). En Plasmodium falciparum, se ha reportado un incremento del

efecto antiparasitario in vitro de la cloroquina y la mefloquina, cuando se utilizan en
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combinacidn con saquinavir y ritonavir, incluso en cepas resistentes, siendo mas eficaz la
combinacidn con ritonavir (Skinner-Adams y col., 2007).

Luego de analizar la informacion anteriormente reportada, podriamos sugerir que
las combinaciones de compuestos utilizadas en este trabajo parecieran ser eficaces sobre
Leishmania, en comparacion con las combinaciones de compuestos que se han ensayado
hasta ahora, al igual que ocurre con los trabajos realizados por de Macedo-Silva y col.
(2015) y Serrano-Martin y col. (2009a) sobre Leishmania sp. y de Urbina y col. (1993)
y Benaim y col. (2006) sobre T. cruzi, donde los FIC obtenido son menores a 0,5.
Adicionalmente es de interés resaltar, que se logré alcanzar cerca del 90% de inhibicion
del crecimiento del parésito a concentraciones menores a las empleadas de manera
individual, potencidndose asi el efecto leishmanicida del NFV al realizar las
combinaciones en conjunto con la AMB o la MTF.

Para poder entender la naturaleza de la interaccion entre los compuestos que se
emplean en combinacién es necesario considerar el mecanismo de accion de cada uno
de ellos (Pérez-Acufia, 2008; Romand y col., 1996). La potenciacion del efecto
terapéutico de los compuestos empleados en conjunto, puede darse cuando ambos
compuestos afectan una misma ruta bioquimica en diferentes puntos o bien cuando
afectan rutas bioquimicas diferentes que son esenciales para la sobrevivencia del agente
patdgeno (Wagg y col., 2010). De esta manera, al emplear la combinacion de dos
farmacos que actlen de manera sinergistica, es posible potenciar el efecto terapéutico,
lo cual podria explicar por qué algunas combinaciones de compuestos se ven mas
favorecidas que otras (Hommer y col., 2003; Skinner-Adams y col., 2007).

En Leishmania sp., ademas de la inhibicién de la Ddil del parasito por accion
del NFV (Whitey col., 2011; Perteguer y col., 2012), Kumar y col. (2010) ha demostrado

que este antirretroviral genera estrés oxidativo en amastigotes de L. donovani,
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observando un aumento en el contenido de ADN, la fragmentacion del ADN nuclear y
la pérdida del potencial electroquimico mitocondrial, eventos caracteristicos de la
apoptosis. Sin embargo, el tratamiento de los amastigotes axénicos con inhibidores de
las caspasas no fue capaz de disminuir el contenido de ADN nuclear fragmentado en
parasitos tratados con el NFV, lo que sugiere por lo tanto que este antirretroviral elimina
el parasito de una manera independiente de caspasas. Adicionalmente, los autores
observaron la despolarizacion de la membrana mitocondrial, producto del tratamiento
de los parasitos en cultivos con el NFV, lo cual conduce a la liberacién de la
endonucleasa G. Estos hallazgos proporcionan una vision mas completa del mecanismo
de muerte celular inducido por NFV en L. donovani (Kumar y col., 2010).
Adicionalmente, trabajos realizados en colaboracién con el Laboratorio de Bioquimica
y Sefalizacion de Parasitos del IDEA, han demostrado que el NFV es capaz de producir
una rapida despolarizacién del potencial electroquimico mitocondrial en promastigotes
de L. mexicana (13 uM) y L. donovani (10 uM) y que ademas, las combinaciones del
NFV+AMB y del NFV+MTF producen una mayor despolarizacion de la membrana
mitocondrial a concentraciones mas bajas.

Como ya se ha mencionado, el mecanismo de accion de la AMB, se basa en su
alta afinidad por el ergosterol, principal esterol en Leishmania, lo cual altera la
permeabilidad de la membrana del parasito, produciendo la formacion de poros que
resulta en la lisis celular (Ramos y col, 1996; Roberts y col., 2003; Van Griensveny col.,
2014). Este farmaco ejerce la accion méas potente de todas las drogas leishmanicidas; el
efecto de la AMB puede apreciarse en menos de 24 horas de tratamiento en cultivos in
vitro (Van Griensven y col., 2014; Wasunna y col., 2016). Por esta misma razon, es el
compuesto que presenta una mayor toxicidad en el organismo, por lo cual es de sumo

interés disminuir su toxicidad bien sea empleando formulaciones lipidicas o
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combinandola con otras drogas menos toxicas pero igual de eficientes (Van Griensven
y col., 2014).

Por altimo, se ha reportado que la MTF es capaz de alterar la sintesis de
fosfatidilcolina, asi como de afectar la homeostasis intracelular del Ca*?, induciendo la
entrada de este ion desde el exterior celular, gracias a la activacion de una canal de Ca*?
regulado por voltaje, presente en la membrana plasmatica (Serrano-Martin y col., 2009;
Vermay Dey, 2004; Pinto y col., 2018). A nivel mitocondrial, la MTF inhibe de manera
dosis-dependiente la actividad de la citocromo ¢ oxidasa, enzima que participa en la
cadena transportadora de electrones, lo que origina una reduccion del potencial
electroquimico mitocondrial y un significativo declive de los niveles de ATP
intracelular, produciendo la muerte celular similar a la apoptosis (Lugue-Ortega y Rivas,
2007). También se ha demostrado que la MTF aumenta los niveles de las especies
reactivas de oxigeno, lo que conduce a un aumento del estrés oxidativo, alterdndose el
metabolismo de las poliaminas y el potencial mitocondrial, liberandose el citocromo c y
la superdxido dismutasa A mitocondrial produciendo finalmente la fragmentacién del
ADN nuclear.

Si se analiza el efecto de la combinacion del NFV y la AMB sobre el parésito, la
AMB presenta un rapido efecto a nivel de la membrana plasmética aiin a concentraciones
muy bajas, generando poros y desestabilizando la estructura, lo cual podria facilitar de
alguna manera el acceso del NFV al interior celular para ejercer su accién leishmanicida
mas eficazmente, bien sea sobre los blancos que se han postulado actualmente, a nivel
mitocondrial o sobre la division del parésito, o bien sobre otro blanco de accion adn sin
estudiar. De esta manera se podria explicar porque la combinaciéon del NFV+AMB

resulta mas eficaz, y ademas se podria postular que la combinacion de NFV con AMB
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logra potenciar el efecto antiparasitario del antirretroviral gracias a la accion de los
compuestos sobre diferentes rutas bioquimicas.

En el caso de la combinacion del NFV+MTF, ambos compuestos presentan un
efecto més tardio en comparacion con la AMB. No obstante, la MTF es capaz de inhibir
el crecimiento del parasito mediante diferentes vias bioquimicas estudiadas hasta ahora,
entre ellas inhibiendo la actividad de la citocromo ¢ oxidasa afectando el potencial
mitocondrial y la inhibicién de la sintesis de fosfatidilcolina; en el caso del NFV también
se ha postulado que presenta un efecto a nivel mitocondrial conduciendo a liberacion de
la endonucleasa G. De este modo, el uso combinado del NFV con la MTF podria llevar
a un rapido colapso del potencial mitocondrial, lo cual se traduce finalmente en la muerte
del parasito, lo cual conlleva a sugerir que se logra potenciar el efecto leishmanicida de
ambos compuestos gracias a sSu accion sobre una misma ruta bioquimica.
Adicionalmente, se ha sugerido que el NFV en capaz de bloquear la division celular,
especificamente a nivel de la citocinesis, al inhibir la actividad de la Ddil-like
Leishmania involucrada en el proceso de la separacion de las cromatidas hermanas
durante la duplicacidon. Esta potenciacion producto del uso de la combinacion de estos
compuestos puede ser mas 0 menos efectiva de acuerdo a las caracteristicas intrinsecas
de cada especie del parasito, como ya se ha discutido anteriormente. Estos hallazgos son
de gran importancia, tomando en cuenta, que se logré reducir las dosis necesarias del
antiretroviral, a concentraciones mas cercanas a la concentracion efectiva del NFV sobre
el virus.

Los ensayos in vitro si bien son Utiles para evaluar el actividad leishmanicida de
compuestos nuevos asi como de combinaciones con otros compuestos, no es posible
estudiar los aspectos farmacocinéticos y farmacodindmicos de los compuestos

empleados, por lo tanto no son siempre predictivos de las interacciones in vivo y ademas
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no permiten evaluar posibles efectos adversos que pudieses presentarse por el uso de los
compuestos (Croft y Coombs, 2003; Mesa-Arango y col., 2012). No obstante, el
conocimiento obtenido sobre las interacciones entre farmacos en sistemas in vitro son
de gran utilidad a la hora de identificar posibles combinaciones que pudiesen actuar de
manera sinérgica en un modelo in vivo. Considerando que las combinaciones de
compuestos evaluadas en este trabajo resultaron ser sinergisticas en el sistema in vitro
ensayado, se planted realizar una primera aproximacion del efecto de las combinaciones
de NFV+AMB y NFV+MTF en ratones BALB/c infectados con L. infantum
(MCAN/ES/98/LLM-724).

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran, como era de esperar, que el
tratamiento en monoterapia de la AMB y MTF en ratones con LV, fue capaz de inhibir
la carga parasitaria casi en un 100% con la AMB sobre ambos 6rganos 'y 77% y 76%
con la MTF sobre higado y bazo, respectivamente, respecto al grupo control sin
tratamiento (Figura 14). En el caso del tratamiento con el NFV se obtuvo una inhibicion
del 61% en higado y de 64% en bazo de la carga parasitaria, demostrandose por primera
vez el efecto antiparasitario de este antirretroviral en un modelo in vivo de LV. En cuanto
al tratamiento con la combinacion de los compuestos se obtuvieron porcentajes de
inhibicion de la carga parasitaria casi del 100% para la combinacién de NFV+AMB
sobre ambos 6rganos y de 89% (*p<0,05) en higado y de 84% en bazo (**p< 0,01) para
la combinacion de NFV+MTF.

En el caso de la combinacion de NFV+AMB no es posible afirmar si el
tratamiento combinado result en un aumento del efecto terapéutico del NFV. Esto se
debe a que la dosis administrada de la AMB (1 mg/kg) en monoterapia elimino la carga
parasitaria casi en un 100%. Al combinar NFV+AMB, empleando las mismas dosis

usadas en el tratamiento individual, también se elimind aproximadamente el 100% de la
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carga parasitaria. Este resultado pudo deberse al efecto leishmanicida de la AMB y no a
la combinacion con el NFV, por esta razon, no se puede concluir la existencia de una
potenciacion del efecto leishmanicida del antiretroviral. Seria necesario emplear dosis
mas bajas de la AMB para evaluar si realmente existe un efecto sinergistico al
combinarla con el NFV.

En cuanto al tratamiento combinado de 5 mg/kg NFV + 5 mg/kg MTF, se observd
una reduccién de la carga parasitaria de 89% en higado y 84% en bazo, en el grupo de
ratones tratados con la combinacion de NFV+MTF. En este caso, se podria afirmar que
se observd una potenciacion del efecto leishmanicida del NFV al emplearlo en
combinacién con la MTF, sobre la reduccion de la carga parasitaria del higado y bazo.

Se han reportado numerosos estudios de combinacion de compuestos en modelos
experimentales de LV empleando ratones o hdmster. Entre ellos se pueden mencionar
los ensayos de la combinacion de la MTF con AMB, pentostam y paromomicina (Seifert
y col., 2006), de la alicina con AMB (Corral y col., 2014) y de nitroquinolinas con MTF
(Nakayamay col., 2011) sobre infecciones experimentales de L. donovani y L. infantum.
No obstante, la mayoria de estas combinaciones resultaron ser aditivas en la reduccion
de las cargas parasitarias, a excepcion de la combinacion de la MTF+AMB y de la
MTF+paromomicina (Seifert y col., 2006) que resultaron en un ligero aumento del
efecto terapéutico de la MTF sobre L. donovani al emplearla en combinacion.

Hasta el momento, no se han estudiado las interacciones farmacocinéticas y
farmacodindmicas que pudiésen presentarse entre los farmacos NFV+AMB vy
NFV+MTF. EI NFV es metabolizado por el citocromo P450 y ademas es sustrato del
CYP2C19, por lo cual puede presentar interacciones bioquimicas desfavorables con
otros farmacos generando toxicidad y disminucién del efecto terapettico (Pai y Nahata.,

1999; Wilkinson, 2005). Se ha recomendado evitar la administracion del NFV con otros
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farmacos como fungizidas de la familia de los azoles, algunos anticoagulantes y otros
IP’s del VIH, ya que pueden generar interacciones farmacocinéticas clinicamente
significativas (Dooley y col., 2008; Piscitelli y col., 2001; Randic y Di Carlo, 1997). Sin
embargo, no hay informacién sobre interacciones farmacocinéticas con la AMB 0 la
MTF.

Para la AMB, se han realizado estudios con otros farmacos antirretrovirales,
como atazanavir, darunavir, ritonavir y lopinavir, y los resultados sugieren que no deben
producirse interacciones clinicamente relevantes. Por lo tanto, no existe una
contraindicacién reportada para la administracion conjunta de antirretrovirales con
AMB. En cuanto a la MTF, el metabolsimo de este farmaco no depende de las
isoenzimas CYP; adicionalmente no se han reportado interacciones clinicamente
importantes con otros farmacos incluyendo los antirretrovirales. No obstante, puede
existir la posibilidad de que se produzca una alteracién en la biodisponibilidad de MTF,
pero no existe evidencia clinica disponible (Dorlo y col., 2012; Mehuys y col., 2012).

Por otro lado, también es importante evalular los efectos secundarios que
presentan los farmacos a emplear en combinacion, debido a que si estos presentan los
mismos efectos secundarios como nauseas, problemas gastrointestinales y vomitos, no
van a presentar una buena tolerabilidad en el paciente. No obstante, algunos de estos
efectos secundarios son leves y ademas podrian reducirse al emplearse en combinacion
debido a que las dosis a emplear serian menores. Estos estudios son de gran importancia
en vias de validar el uso de las combinaciones de drogas en fase clinica, de manera de
asegurar una buena tolerabilidad y eficiencia del efecto terapeutico.

Hasta la fecha no se habia realizado ningun ensayo in vivo de la combinacion de
antirretrovirales con otros compuestos leishmanicidas. Por tanto, son pioneros nuestros

estudios sobre el efecto de la combinacion de antirretrovirales con drogas leishmanicidas
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en un modelo murino, y ademas, es la primera vez que se reporta la potenciacion del
efecto antiproliferativo de un antirretroviral con la MTF en un modelo in vivo de LV.
Los resultados obtenidos en este trabajo, dan soporte a la aplicacion de terapias
combinadas como una de las alternativas quimioterapéuticas con mayor proyeccion en la
actualidad, para mejorar el tratamiento contra la leishmaniasis, en pacientes coinfectados
0 no con el VIH. Los resultados son prometedores, en particular la combinacion de
antirretrovirales como el NFV con otras drogas leishmanicidas, al potenciar el efecto
antiparasitario del antirretroviral empleado en conjunto con la AMB y la MTF. Por otro
lado, la administracién combinada de un farmaco como el NFV que presenta un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de dos agentes patdgenos distintos, antiparasitaria y
antiviral, podria disminuir la duracion y los costos del tratamiento, beneficiando en gran
medida su aplicacion y alcance del mismo. Si bien es necesario el estudio de la
combinacidén de estos compuestos en fase clinica con la finalidad de validar su uso en el
tratamiento de pacientes con leishmaniasis y coinfectados con el VIH, se trata de
compuestos que se encuentran disponibles en el mercado y ademas, se conocen sus
propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas, su tolerabilidad en el organismo y sus
efectos secundarios. Més aln es muy ventajoso emplear combinaciones de farmacos ya

aprobados para su administracion en pacientes.
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5. CONCLUSIONES

Las combinaciones del NFV+AMB y del NFV+MTF, presentan un efecto sinergistico
sobre la proliferacion in vitro de promastigotes y la reduccion del porcentaje de
infeccion de macr6fagos murinos por amastigotes de L. donovani. De igual forma se
observé una disminucion del nimero de amastigotes por células, presentes en las
vacuolas lisosomales.

Tomando en cuenta la resultados, la combinacion de NFV+AMB reduce de manera
mas eficaz la proliferacién de L. donovani que la combinacion de NFV+MTF.

Las combinaciones de NFV+AMB y de NFV+MTF se clasificaron como sinergisticas
sobre L. infantum, al reducir el porcentaje de infeccién in vitro de macréfagos
murinos.

La cepa de L. infantum proveniente del paciente inmunosuprimido resulté ser mas
sensible al tratamiento con ambas combinaciones en comparacion con las otras cepas.
La cepa del paciente inmunocompetente presento susceptibilidades similares con los
dos tratamientos combinados mientras que, la cepa del canino resultd ser menos
sensible al tratamiento de NFV+AMB.

Se demuestra por primera vez el efecto leishmanicida in vivo del NFV al reducir la
carga parasitaria en higado y bazo de ratones BALB/c infectados con L. infantum.

El tratamiento con la combinacion NFV+MTF en ratones BALB/c infectados con L.
infantum, logro potenciar el efecto leishmanicida del antirretroviral reduciendo las

cargas parasitarias en higado y bazo.
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