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RESÚMEN 

 

En la actualidad, se han reportado casos de coinfección por Leishmania y por el 

virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en al menos 35 países del mundo, donde la 

leishmaniasis visceral es la forma clínica más común en estos pacientes. No existe un 

tratamiento específico para la coinfección por Leishmania/VIH; y según datos reportados 

por la Organización Mundial (OMS), al menos el 75% de los pacientes coinfectados con 

Leishmania/VIH, los cuales son tratados con los fármacos recomendados, sufren recaídas 

de la enfermedad, generando un cuadro clínico más severo y cepas más virulentas. 

Tomando en cuenta la falta de un tratamiento específico y las altas tasas de recaídas, surge 

la necesidad de implementar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la 

coinfección Leishmania/VIH. Por esta razón, en el siguiente trabajo se planteó estudiar la 

potenciación 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 fármacos 

utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis visceral como lo son la Anfotericina B 

(AMB) y la Miltefosina (MTF). En primer lugar, se evaluó in vitro el efecto de las 

combinaciones NFV+AMB y NFV+MTF sobre promastigotes y amastigotes de L. 

donovani, encontrando un efecto sinergístico en ambos casos, con un índice de 

concentración inhibitoria fraccional (∑FIC) menor a 0,5. Estas combinaciones también 

fueron evaluadas sobre amastigotes intracelulares de L. infantum; observándose también 

una potenciación de las drogas al emplearlas en combinación (∑FIC<0,5). Por último, 

también se examinó 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 además se observó una reducción significativa en la carga 

parasitaria por la combinación de NFV+MTF (89% de reducción de la carga parasitaria), 

en comparación con la obtenida cuando estos fármacos se usaron de manera individual. 

Estos resultados validan la combinación de drogas como una alternativa eficiente en el 

tratamiento de esta parasitosis y en casos de coinfección de Leishmania/VIH, logrando 

aumentar el efecto del antirretroviral sobre Leishmania.  

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

Combinaciones. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Leishmaniasis 

 

La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades causadas por parásitos 

protozoarios del género Leishmania (Alvar y col., 1997; 2008; 2012). La infección 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 parásito (Alvar y col., 2008; Cunha y 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 macrófagos, monocitos, neutrófilos y células dendríticas, 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 países del mundo, afectando principalmente a 

regiones tropicales y subtropicales (Van Griensven y col., 2014; OMS, 2010; 2017). Para 

el año 2015, se estimaron entre 20000 y 30000 muertes anuales y una incidencia de 0,7 a 

1 millón de nuevos casos anuales, siendo el continente Africano el más afectado (Alvar y 

col., 2012; Cruz y col., 2006; OM S 2017). En Venezuela, la enfermedad se distribuye 

geográficamente en tres focos, el foco central, el oriental y el occidental, siendo lo estados 

Lara, Trujillo y Anzoátegui los más afectados, con una prevalencia de 12,3 casos por cada 

100.000 habitantes para el año 2015 (Bonfante-Garrido y Barroeta, 2002; Feliciangeli y 

col., 2005; Moreno y col., 2016; Ortega y col., 2013; Traviezo, 2012; Zerpa y col., 2003). 
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Figura 1. Ciclo de infección por Leishmania en el huésped vertebrado. Proliferación 

de los promastigotes del parásito en el interior del vector y de los amastigotes en el huésped 

vertebrado. (Tomado de Cunha y col. 2013). 

 

De acuerdo a las manifestaciones clínicas, los síntomas asociados y la especie de 

Leishmania involucrada en la infección, 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; 0MS, 2010; 2017). La leishmaniasis cutánea (LC), considerada como la 

forma menos letal de la enfermedad, se caracteriza por la presencia de ulceras cutáneas 

que pueden presentarse de forma localizada (LCL) o difusa (LCF) (OMS, 2010; 2017). 

La leishmaniasis mucocutánea (LMC), considerada como una variante de la LC, afecta 

principalmente el tejido de la mucosa naso-faríngea. Por último, la leishmaniasis visceral 

(LV) o Kala-azar, es la forma letal de la enfermedad sino es tratada a tiempo, afectando 
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principalmente los órganos viscerales como el hígado y el bazo (Van Griensven y Diro, 

2012; Van Griensven y col., 2014). Adicionalmente, es posible distinguir la leishmaniasis 

dérmica post Kala-azar (PKDL), la cual puede aparecer semanas o años después de la 

infección por LV, se caracteriza por presentar úlceras y máculas pigmentadas dispersas 

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

 

Tabla 1. Principales manifestaciones clínicas de la leishmaniasis y la especie de Leishmania 

frecuentemente asociada a la enfermedad (Tomado de Cunha y col., 2013). 

 

Forma Clínica Especie 

                                                                 Viejo Mundo subgénero Leishmania 

Leishmaniasis Cutánea 

Leishmaniasis Visceral  

Post Kala-azar Dérmica 

L. major, L. tropica, L. aethiopica 

L. donovani y L. infantum 

L. donovani 

                                                                   Nuevo Mundo subgénero Leishmania 

Leishmaniasis Cutánea 

 

Leishmaniasis Visceral  

L. infantum, L. mexicana, L. pifanoi y L. 

amazonensis 

L. infantum (L. chagasi) 

                                                           Nuevo Mundo subgénero Vianna 

Leishmaniasis Cutánea 

 

Leishmaniasis Mucocutánea 

L. braziliensis, L. guayanensis, L. 

panamensis, L. peruviana, L. 

venezuelensis 

L. braziliensis y L. panamensis 
 

 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 infección 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). Típicamente, la infección originada por L. infantum, es considerada zoonótica, donde 

animales domésticos actúan como reservorios del parásito, posicionando al humano como 

un hospedador accidental (Andreani y col., 2012; Gossage y col., 2003; Okwor y Uzonna, 
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2013), a diferencia de la infección causada por L. donovani, considerada como 

antropónotica, el humano actúa como reservorio del parásito, capaz de infectar a 

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

 

1.2 Leishmania como patógeno oportunista en pacientes VIH-positivos 

 

Una de las principales amenazas para el control de Leishmania es su interacción 

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 infección desatendida a nivel mundial (Alvar 

y col., 2008; 2012; Diro y col., 2014; Van Griensven y col., 2014). Actualmente, la 

infección por Leishmania es reconocida como la tercera infección oportunista causada 

por protozoarios patógenos en pacientes VIH-positivos (Ukwor y Uzonna, 2013), 

producto del bajo recuento de linfocitos T CD4+ (< 200 células/mm3), que permite a los 

parásitos del género Leishmania, establecer la infección en conjunto con el VIH (Desjeux 

y Alvar, 2003; Molina y col., 2003; Podinovskaia y Descoteaux, 2015). 

En la coinfección por Leishmania/VIH, el parásito y el virus presentan efectos 

recíprocos que se potencian al producirse en conjunto (Bentwich, 2003; Stebbing y col., 

2004; Okwor y Uzonna, 2013). La inmunosupresión 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 áreas endémicas, reduciendo la 

probabilidad de respuesta terapéutica y aumentando la posibilidad de sufrir recaídas de la 

enfermedad (Kaye y Scott, 2011; Kumar y Nylen, 2012). Por su parte, la infección por 

Leishmania estimula la replicación y reactivación del virus en las células infectadas, 

produciendo un rápido incremento de la carga viral, estableciéndose entonces una 

“simbiosis” entre ambos patógenos (Okwor y Uzonna, 2013). 
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En el transcurso de los años, 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 coinfección por Leishmania/VIH (Alvar y col., 2008; Garg, 2009; 

Van Griensven y col., 2010). Se ha evidenciado que tanto, el establecimiento de la 

infección por parte del parásito y la replicación del virus, son el resultado de una red 

compleja de señales extracelulares, como aquellas provistas por citoquinas, 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 

inmunológica tipo Th1 y Th2, existiendo una regulación cruzada entre ambas respuestas, 

de manera tal que las citoquinas producidas por un subconjunto Th puede suprimir la 

producción y/o actividad del otro subconjunto (De Oliveira y Brodskyn, 2012; Garg, 

2009; Olivier, 2003; Podinovskaia y Descoteaux, 2015). La infección 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 inmunológica 

frente a la infección por ambos patógenos, se encuentra asociado a la progresión clínica 

de la coinfección 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, sólo plantean posibles 

modelos de la interacción entre Leishmania y el VIH en los individuos coinfectados. Si 

bien no se encuentra del todo claro cuáles son los mecanismos celulares mediante el cual, 

el parásito y el virus logran potenciar su desarrollo e infección en estos pacientes, es un 

hecho que la presencia de ambos agentes infecciosos en un mismo individuo altera el 

curso de la infección, resultando en muchos casos en patologías atípicas dificultando su 

diagnóstico y tratamiento.  
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1.3 Coinfección Leishmania/VIH 

 

De acuerdo al último reporte emitido por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) se han registrado casos de coinfección Leishmania/VIH en al menos 35 países del 

mundo (OMS, 2010; Van Griensven y col., 2014). El número de casos de coinfección 

reportados ha aumentado rápidamente desde la década de 1990, debido a la propagación 

de la epidemia del VIH y la creciente superposición geográfica entre las dos enfermedades 

(Diro y col., 2014; Gossage y col., 2003). Al analizar la distribución espacial de la 

población afectada, se sugirió una creciente propagación de la infección 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 coinfección por Leishmania/VIH (Figura 2) (López-Vélez, 

2003; Van Griensven y col., 2013; 2014). 

Sumado a la creciente superposición geográfica entre ambas enfermedades, es 

importante señalar que el uso de jeringas compartidas entre los usuarios de drogas 

intravenosas, constituye una vía de transmisión artificial que incrementa en gran medida 

la incidencia de los casos de coinfección por Leishmania/VIH, contribuyendo no sólo a 

la trasmisión del virus, sino también del parásito (Alvar y col., 2012; Monge-Maillo y 

col., 2014).  
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Figura 2. Distribución mundial de la leishmaniasis y la coinfección 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 coinfección Leishmania/VIH, según el último reporte 

emitido por la OMS para el año 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 clínicas de 

la leishmaniasis dependen de la especie de Leishmania involucrada así como, del estado 

nutricional e inmunológico del huésped vertebrado (Gossage y col., 2003; Raes y col., 

2007). La forma clínica más común de la leishmaniasis en pacientes coinfectados es la 

LV, aunque también se han reportado casos de LC (Alvar y col., 2008; Van Griensven y 

Diro, 2010; Van Griensven y col., 2014). Las manifestaciones clínicas de la LV, causa 

por L. infantum y L. donovani, en pacientes VIH-positivos son similares a la LV 

producida en pacientes infectados únicamente con Leishmania (Alvar y col., 1992; 1997; 

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

Leishmaniasis 

Coinfección Leishmania/VIH 

http://www.who.int/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/burden_hiv_coinfection/en/
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ha reportado la diseminación del parásito en lugares atípicos, como en pulmones, en el 

sistema gastrointestinal, en sangre periférica y el desarrollo de lesiones cutáneas 

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 visceralización de cepas 

dermotrópicas del parásito en pacientes coinfectados (Colomba y col., 2009; Kaye y Scott, 

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

 

1.4 Prevalencia de la coinfección Leishmania/VIH 

 

El primer caso de leishmaniasis asociado a la infección por el VIH fue reportado 

en el año 1985 en el este de Europa, producto de la propagación de la epidemia del VIH 

y la creciente superposición geográfica entre ambas enfermedades. A partir de esa fecha, 

el número de casos reportados de coinfección aumentó rápidamente 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 países del sur de 

Europa, en la actualidad los casos de coinfección Leishmania/VIH son notoriamente altos 

en el continente africano (Albrecht, 1998; Albrecht y col., 1996; Alvar y col., 2008; 

2012).  

En Europa, para el año 2001, se habían registrado un total de 1911 casos de 

coinfección Leishmania/VIH, con más del 50% procedentes principalmente de España, 

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 región provienen de pacientes 

VIH-positivos, siendo España y Portugal los países más afectadas (Aree y col., 2013). 

También se han registrado casos en otros países europeos como Suiza, Reino Unido y 
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Alemania, aunque con menos frecuencia (Bourgeois y col., 2010; Monge-Maillo y López-

Vélez, 2013; Pintado y col., 2001).   

Mientras que en Europa los casos de coinfección por Leishmania/VIH 

corresponden al 10% del total casos de leishmaniasis reportados, en África la prevalencia 

es distinta. Para el año 2000, se había estimado que al menos el 40% de los casos de 

leishmaniasis registrados en el África Subsahariana provenían 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 región se encuentra la mayor proporción de 

personas infectadas con VIH y con leishmaniasis, lo que representa un alto riesgo de 

coinfección, siendo el África Subsahariana la zona más afectada (Merson y col., 2008; 

Van Griensven y Diro, 2012; OMS, 2017). Actualmente, los países con una mayor 

incidencia de coinfección son Etiopia, Kenya, Uganda, Somalia y Sudán, donde la 

transmisión es básicamente antroponótica, reportándose casos de PKDL en al menos el 

50% de los casos de LV, constituyendo la principal vía de transmisión en África (Diro y 

col., 2014; Fenske y col., 1991; Lyon y col., 2003; Stork y col., 2006). 

Por su parte, en el continente Asiático el primer caso de coinfección por 

Leishmania/VIH fue reportado en el año 1999 en la India. En esta región la coinfección 

por ambos patógenos ocurre debido a la migración de personas de zonas rurales a urbanas 

para ejercer su actividad económica, los cuales adquieren la infección 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). Según datos reportados por el Centro Médico de Kala-

azar en la India, el número de coinfectados aumentó de 0.88% a 7% del total de casos de 

leishmaniasis reportados para el año 2012 (Mengistu y Ayele, 2003; Van Griensven y 

Diro, 2012). De igual forma que ocurre en Europa, la infección por el VIH puede reactivar 
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infecciones latentes de la leishmaniasis debido al deterioro progresivo del sistema inmune 

causado por la infección del VIH.  

Por último, en Suramérica, los reportes de la prevalencia de la coinfección por 

Leishmania/VIH se encuentran altamente subestimadas. Debido a que la leishmaniasis es 

una enfermedad que se encuentra asociada principalmente a países de bajos recursos, los 

sistemas de notificación y la falta de un diagnóstico adecuado y oportuno, tiene como 

resultado una subestimación de los casos reales que se presentan en cada región, así como 

de la población que se encuentra en riesgo (Alvar y col., 2012; Lindoso y col., 2014; 

López-Veléz, 2003).  

En el año 2006, la Organización Panamericana de la Salud estimó un aproximado 

de 62.000 casos de LV y 5.000 de LC en la región americana, siendo Brasil el país más 

afectado (Bernier y col., 1995; Zhao, 2006). Ese mismo año, se reportó que al menos el 

2% de los casos de LV registrados provenían de pacientes infectados con el VIH (Wolday, 

1999; Uzonna, 2001; Azzam, 2006). Ya para el año 2010, la proporción de coinfectados 

Leishmania/VIH había aumentado hasta un 17%, según datos reportados por el Ministerio 

de Salud de Brasil (Lima y col., 2013; Milano, 2012; Mogneau y col., 2011). 

En Venezuela, la información sobre la incidencia y prevalencia de la coinfección 

Leishmania/VIH es escasa, por lo que el análisis epidemiológico es limitado. El primer 

caso de coinfección por Leishmania/VIH en Venezuela fue reportado en el año 1995 por 

Hernández y col, ya para el año 2013, se habían reportado casos de coinfección en 11 de 

las 24 entidades federales (Figura 3) (Ortega y col., 2013; Zerpa y col., 2003a; 2003b; 

2005). Para ese mismo año, se estimó que el 31 % de los casos reportados de coinfección 

provenían del estado Bolívar y en un 22% del estado Anzoateguí, siendo los estados con 

una mayor prevalencia de casos de coinfección 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 índice de infección 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 coinfección 

Leishmania/VIH, produciéndose un sub-registro de los casos de coinfección (De Lima y 

col., 2011; Ortega y col., 2013). 

 

  

Figura 3. Distribución geográfica de la incidencia de la coinfección Leishmania/VIH en 

Venezuela. Tomado de los casos reportados en los Servicios de Dermatología Sanitaria a nivel 

nacional en el período 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 clínico del paciente. 

En el caso del tratamiento de la leishmaniasis en paciente VIH-negativos se utilizan una 

gran variedad de fármacos, entre los cuales destacan la terapia con antimoniales 

pentavalentes y antibióticos, como principales líneas de acción (Alvar y col., 2012; 

Cunningham, 2002). Por otra parte, las opciones terapeúticas para el tratamiento de la LV 

en pacientes VIH-positivos es complejo, tomando en cuenta el cuadro clínico producido 

por ambos patógenos, en general se suelen emplear combinaciones de los fármacos 

comúnmente utilizados para el tratamiento de la LV en individuos no coinfectados. 

Desde la introducción de los antimoniales pentavalente en el año 1945, estos 

compuestos se han mantenido como primera línea de acción en el tratamiento de la 

leishmaniasis. Dicha terapia comprende la administración del pentostam (estibogluconato 

de sodio) y glucantime (antimoniato de meglumina) por vía parenteral, lo cual hace 

obligatorio la hospitalización y monitoreo constante del paciente por parte del personal 

médico (Alvar y col., 2008; Haldar y col., 2011; Soto y Soto, 2006).  

El mecanismo de acción de los antimoniales pentavalentes no se conoce con 

precisión. Sin embargo, se cree que actúan sobre el metabolismo energético del parásito, 

interfiriendo con la síntesis de ATP y GTP, producto de la inhibición de la actividad 

glicolítica y de la oxidación de los ácidos grasos (Friedrich y col., 2012; Oullette y col., 

2004). Por otro lado, también se ha demostrado la inhibición de enzimas específicas tales 

como la tripanotión reductasa, una enzima equivalente a la glucatión reductasa en 

mamíferos, producto de la acción de los antimoniales pentavalentes (de Lima y col., 2007; 

Fredzard y col., 2005; Haldar y col., 2011). Se ha postulado que el grupo antimonio (Sbv) 
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de estos compuestos es reducido en el interior celular a la forma trivalente del antimonio 

(SbIII), el cual exhibe tanto la actividad leishmanicida como tóxica 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 acción en el parásito 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 reducción del antimonio requiere la participación activa de compuestos 

tioles tanto del huésped como del parásito (Croft y col., 2006; Davis y Kedzierski, 2005; 

Friedrich y col., 2012). 

En caso de intolerancia a los antimoniales pentavalentes, se administran fármacos 

de segunda línea de acción 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 antibiótico poliénico, el cual se extrajo originalmente de 

Streptomyces nodosus (Alvar y col., 2008; Serrano y col., 2013). Su estructura química 

se caracteriza por presentar un anillo, que contiene un ácido carboxílico y una cadena 

hidrocarbonada con un grupo amino, que juegan un papel clave en su actividad biológica 

y le confiere características anfipáticas (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 mayoría de los disolventes 

orgánicos, por esta razón su absorción oral es mínima y debe administrarse por vía 

parenteral (Serrano y col., 2013; Volmer y col., 2010). Otras de las características más 

relevantes de la anfotericina B es su estado de agregación. Este parámetro de la 

anfotericina B es bastante complejo, dado que condiciona no sólo 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 anfipática, tiende a 
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agregarse a altas concentraciones, formando dímeros u oligómeros (Espada y col., 2008; 

Torrado y col., 2008;  Volmer y col., 2010). Adicionalmente, el uso de agentes 

surfactantes o excipientes como el desoxicolato sódico, también favorecen la formación 

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 antibiótico actúa uniéndose a los esteroles de membrana, principalmente el 

ergosterol, presente en la membrana celular de los hongos y Leishmania. Como 

consecuencia de esta fijación se producen alteraciones en la estructura de la membrana, 

producto de la formación de poros compuestos de agregados de anfotericina B y esteroles 

(Ramos y col, 1996; Roberts y col., 2003). Estas alteraciones originan una 

despolarización 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 hipótesis 

más extendidas, afirma que la anfotericina B es capaz de comportarse como un agente 

pro-oxidante, generando especies reactivas de oxígeno (ROS) (Liu y col., 2016). 

Algunos agentes antifúngicos como los imidazoles y triazoles han mostrado 

clínicamente un efecto antiproliferativo sobre el parásito, en particular el itraconazol, 

posaconazol, ketoconazol y metronidazol, los cuales inhiben la 14α-desmetilasa asociada 

al sistema del citocromo P450, enzima clave en la ruta de la biosíntesis 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 fármacos se encuentran 
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disponibles en presentación oral e intravenosa para el tratamiento de infecciones 

micóticas y también pueden emplearse en el tratamiento de la leishmaniasis. Además de 

los azoles, existen una variedad de compuestos capaces de inhibir o inducir la actividad 

de CYP3A4 entre ellos algunos antibióticos, 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 fármacos 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 aromática, la cual es administrada clínicamente como pentamidina de 

isetionato (Alvar y col., 2008; Nguewa y col., 2005; OMS, 2010). El mecanismo de 

acción aún no se conoce con exactitud, sin embargo se ha propuesto que la pentamidina 

afecta la replicación del genoma a nivel mitocondrial, desestabilizando los surcos 

menores del ADN formado por la interacción de la timina y la adenosina, además de 

inhibir la topoisomerasa II del kinetoplasto del parásito, inactivando la transcripción de 

proteínas (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 plasmática de 

T. cruzi (Benaim y col., 1993). 

Otró fármaco empleado en el tratamiento de la leishmaniasis es la paromomicina, 

un aminoglucósido que se cree que afecta el proceso de traducción de proteínas, al 

bloquear la subunidad 30S ribosomal dificultando la transcripción del ARN mensajero 

(Armijos y col., 2004; Sundar y col., 2007). Este fármaco presenta baja absorción por vía 

oral por tanto debe ser administrado por vía parenteral y en algunos regiones, se han 

desarrollado algunas formulaciones tópicas para lesiones cutáneas (Kim y col., 2009; 

Morais-Teixeira y col., 2014). 
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Por último, la miltefosina, un fosfolípido acilado, es ampliamente utilizada en el 

tratamiento de la leishmaniasis, el cual fue inicialmente desarrollado como fármaco 

antineoplásico (Croft y col., 1987; Paris y col., 2004). Una de las ventajas del tratamiento 

con la miltefosina es su administración por vía oral. Sin embargo, resulta ser altamente 

teratogénico, favoreciendo además la aparición de resistencia (Sindermann y col., 2004).    

Existen numerosas evidencias que sugieren que la miltefosina altera el 

metabolismo lipídico de Leishmania (Croft y col., 1987; Imbert y col., 2012), lo cual 

afecta las rutas de señalización celular dependientes de lípidos. Específicamente, se ha 

planteado que la miltefosina ejerce su acción antiparasitaria inhibiendo la acilcoenzima 

A alquil-aciltransferasa, una enzima clave en la remodelación lipídica de la membrana, 

involucrada en la síntesis de fosfatidilcolina en L. mexicana, produciendo una 

disminución 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 actúa 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 c oxidasa 

en Leishmania, enzima que participa en la cadena transportadora de electrones, lo que 

origina una reducción del potencial electroquímico mitocondrial y una disminución 

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 parásitos (Serrano-Martín y col., 2009; Verma 

y Dey, 2004). En el año 2013, se describió un canal de Ca+2 presente en la membrana 

plasmática de L. mexicana, similar al canal de Ca+2 dependiente de voltaje tipo L en 

humanos (Benaim y col., 2013). Dicho canal en Leishmania es activado por esfingosina 
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a diferencia del canal en humanos, y además, es activado por la miltefosina (Pinto y col., 

2018). Adicionalmente, también se demostró que este fármaco induce la rápida 

alcalinización de los acidocalcisomas (Pinto y col., 2018). De este modo, la miltefosina 

estaría induciendo una gran acumulación de calcio intracelular que, sumado al efecto que 

se ha reportado sobre la mitocondria y sobre la ruta de síntesis de lípidos en el parásito, 

podrían explicar el efecto leishmanicida de este fármaco sobre Leishmania. 

En pacientes coinfectados con Leishmania/VIH el tratamiento es complejo, 

producto de la presencia de ambos patógenos en un mismo individuo (Alvar y col., 2008; 

Van Griensven y col., 2010; OMS, 2010). Cuando surgieron los primeros focos de 

coinfección, no existía 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 síntomas asociados (Alvar y col., 2006; Molina y col., 2003). De manera 

general, se ha observado que estos pacientes presentan menores tasas de curación, mayor 

probabilidad de generar resistencia, una mayor toxicidad a los fármacos empleados y una 

alta posibilidad de sufrir recaídas 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 extrapolación de posibles tratamientos en 

distintos continentes, donde pueden presentarse muy probablemente diferentes 

susceptibilidades a los fármacos empleados (Maltezou, 2008; Rijal y col., 2007). 

Se han realizado numerosos ensayos clínicos que evalúan la eficacia de diferentes 

tratamientos para los pacientes coinfectados con Leishmania/VIH, empleando fármacos 

comúnmente 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 presentó altas tasas de curación en pacientes coinfectados con 

Leishmania/VIH, se observó una mayor tasa de mortalidad producto de una alta 

sensibilidad de estos pacientes a los efectos tóxicos 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 

curación 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 lipídicas, 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 razón, la anfotericina B ha sido señalada como la primera 

línea de acción terapéutica en el tratamiento de pacientes coinfectados con 

Leishmania/VIH (Alvar y col., 2008; Diro y col., 2014; Van Griensven y col; 2013; 2014).  

Por otro lado, si bien los estudios con la miltefosina son más escasos, se reportaron 

altas tasas de curación en pacientes que sufrían recaídas, en comparación con el 

tratamiento con otros fármacos. La experiencia con otros fármacos como la pentamidina 

o la paromomicina se limita a pocos casos clínicos, y estos se administran principalmente 

en combinación con otros fármacos y no como primera opción (Alvar y col., 2008; OMS; 

2010). Por esta razón, se ha propuesto a la miltefosina como tratamiento profiláctico en 

pacientes coinfectados con Leishmania/VIH (OMS, 2010).  

En este sentido, la profilaxis secundaria ha demostrado prolongar la supervivencia 

al reducir el número recaídas en pacientes coinfectados, además de reducir la posibilidad 

de transmisión de cepas resistentes (Alvar y col., 2008; Kumar y col., 2009; Van 
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Griensven y col., 2013; 2014). En la LV zoonótica, los parásitos son transmitidos de 

animales a humanos, y no entre seres humanos, lo que significa que la profilaxis puede 

completarse con cualquier fármaco, ya que no hay riesgo de propagación (Cruz y col., 

2006; OMS, 2010). Basado en la experiencia de la leishmaniasis zoonótica en la cuenca 

mediterránea, la profilaxis recomendada por la OMS incluyen a la miltefosina y la 

anfotericina B en dosis subóptimas (Al-Mohammed y col, 2005; Durand, 1998; Lachaud, 

2009). En los focos antroponóticos, donde los parásitos 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;OMS, 2007; Ostyn y col., 2015). 

Adicionalmente, la OMS recomienda el inicio o mantenimiento de la terapia 

antirretroviral de alta eficiencia o HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) para el 

tratamiento de la infección por el VIH, en conjunto con los fármacos leishmanicidas en 

pacientes coinfectados (OMS, 2010). Los fármacos que se usan como terapia 

antirretroviral han sido clasificado principalmente en 3 categorías según su mecanismo 

de acción: inhibidores nucleósidos de la transcriptasa reversa (INTR) como zidovudina, 

lamivudina y estavudina; inhibidores no nucleósidos 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; Romera y col., 2011). Estos compuestos suelen ser utilizados en regímenes de 

combinación de fármacos 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 introducción 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 involucró 6.941 

individuos con VIH de Australia y diez países Europeos, al comparar los períodos 1997-

2001 y 1994-1996, se observó una disminución de estas infecciones oportunistas cuando 

los pacientes fueron tratados con la terapia antirretroviral (López-Veléz, 2003). Esto 

evidencia el impacto que ha tenido la terapia HAART contra las principales infecciones 

oportunistas asociadas.  

En el caso específico de la coinfección por Leishmania/VIH, el inicio de la terapia 

HAART en el año 1997 contribuyó notablemente a la disminución de la incidencia de la 

coinfección por estos patógenos (Alvar y col., 1997; 2008; 2012; López-Veléz, 2003). 

Dicha disminución ha sido más relevante en la región Europea, sin embargo en otras 

regiones de bajos recursos como África y la India, donde el acceso a la terapia 

antirretroviral es limitada, el número de nuevos casos de coinfección por Leishmania/VIH 
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sigue en constante aumento, lo cual sigue siendo hoy en día un reto de gran importancia 

(Cruz y col., 2006; Diro y col., 2014).  

En la región Africana, la terapia HAART fue introducida apenas en el año 2003. 

Tres años más tarde, se estimó que aproximadamente sólo unas 65000 personas se 

encontraba recibiendo la terapia HAART en toda la región, siendo esto un factor de riesgo 

para la alta incidencia de casos de coinfección por Leishmania/VIH (Cruz y col., 2006).  

En Asía la terapia antirretroviral fue iniciada en algunos centros médicos a partir 

del año 2004. En la actualidad, el tratamiento y control de infecciones endémicas en esta 

región, como el SIDA y la leishmaniasis, es proporcionada por organizaciones 

internacionales como Médicos 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 áreas poco pobladas de difícil acceso y con una alta incidencia 

de coinfección, el acceso a la terapia HAART sigue siendo mínima (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 pequeño número de 

pacientes, mientras que los programas gubernamentales están ausentes, presentan un mal 

funcionamiento o aún se encuentran en la primera fase de la aplicación (Van Griensven 

y col., 2014; OMS, 2010). 

Si los pacientes no reciben el tratamiento HAART, aumentan las tasas de recaídas 

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 reportó que pacientes coinfectados con 

Leishmania/VIH sufrieron recaídas de la enfermedad a menos de 3 meses de haber 

culminado el tratamiento aparentemente exitoso de LV, con una reconstitución del 

sistema inmune y cargas virales indetectables en el momento de la recaída con la LV 
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(Pintado y col., 2001). Por esta razón, se ha sugerido que en regiones donde el recuento 

de células T CD4+ es difícil de obtener, dado las deficiencias en los sistemas de 

diagnóstico, la LV debe ser considerada como una enfermedad altamente riesgosa, y por 

tanto un punto válido para la administración 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 reducción 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 

disminución de la carga parasitaria aun cuando el recuento de linfocitos T CD4+ se 

encuentra por debajo del límite 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, podrían 

tener un efecto directo sobre diferentes agentes patógenos 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 año 2005 por Savoia y col., quienes reportaron que los fármacos indinavir 

y saquinavir producen un efecto antiproliferativo en cultivos in vitro de promastigotes de 

L. infantum y L. major. En el año 2008, Trudel y col. estudiaron el efecto de varios IP’s, 

sobre el crecimiento in vitro de amastigotes axénicos de L. infantum, observando una 

inhibición dosis dependiente. Adicionalmente, demostraron que el nelfinavir, ritonavir y 

saquinavir reducen la supervivencia intracelular de L. infantum y L. donovani, 

disminuyendo el porcentaje de infección de macrófagos derivados de monocitos humanos 
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(MDM’s) coinfectados o no con el virus. De igual forma, los autores encontraron una 

inhibición de la replicación 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 cutáneas de la enfermedad, L. amazonensis. Este grupo de 

investigación encontró que de todos los inhibidores estudiados, el nelfinavir mostró un 

mayor efecto inhibitorio sobre la proliferación de promastigotes y una reducción del 90% 

en el porcentaje de infección de macrófagos por amastigotes. Al evaluar el efecto de estos 

compuestos sobre la actividad proteolítica de L. amazonensis, se encontró que el lopinavir 

fue el compuesto más eficiente en inhibir la hidrólisis de un sustrato sintético de la 

proteasa del VIH por parte del parásito. 

        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 parásitos fueron tratados con Ac-Leu-Val-fenilalanina, un 

inhibidor selectivo de la IP’s del VIH. Los fármacos utilizados en este estudio inducen 

cambios en la morfología del parásito, observándose células binucleadas y 

multinucleadas. Adicionalmente, los autores reportaron una reducción del porcentaje de 

infección de macrófagos y monocitos coinfectados con el VIH por amastigotes de L. 

infantum y L. mexicana, siendo el nelfinavir más efectivo que el saquinavir, en 

concordancia con los resultados obtenidos por Trudel y col. (2008).  De igual forma, estos 
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compuestos, fueron capaces de inhibir de manera dosis-dependiente la actividad tipo 

aspartil proteasa previamente reportada en el parásito (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 año 2011 que se 

identificó la proteína responsable de dicha actividad en el parásito. White y col., (2011) 

demostraron que una proteína de Leishmania, homóloga a la proteína inducible al daño 

del DNA (Ddi1) de la levadura Saccharomyces cerevisiae, era inhibida por los IP’s del 

VIH. En estos estudios se observó que el gen correspondiente a la proteína Ddi1 de L. 

major fue capaz de complementar el fenotipo de secreción de proteínas asociado a la Ddi1 

de la levadura S. cerevisiae. Asimismo, se encontró que varios de los inhibidores de 

proteasa del VIH, utilizados como fármacos antirretrovirales, evitan el fenotipo de 

complementación resultante, lo que sugiere que la inhibición de la Ddi1 de Leishmania 

podría ser el mecanismo por el cual los inhibidores de la proteasa del VIH median su 

acción antiparasitaria (White y col., 2011). Estos hallazgos se apoyan con los trabajos 

realizados por Perteguer y col. (2012) quienes clonaron, secuenciaron y expresaron la 

proteína Ddi1-like de L. major; demostrando por primera vez que la Ddi1-like de L. major 

es una proteasa funcional capaz de hidrolizar péptidos específicos de la proteasa del VIH 

y de proteasas tipo catepsina D, y además su actividad es inhibida por el nelfinavir.  

Tomando en cuenta que los IP’s del VIH bloquean la actividad enzimática del 

dominio retroviral (RP) de la Ddi1-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 Ddi1 de Leishmania. Los resultados obtenidos revelan 

que el nelfinavir fue el antirretroviral que presentó una mayor selectividad hacia el 

dominio RP de la DDi1 de Leishmania. (Figura 5). En concordancia con estos hallazgos, 

el nelfinavir fue el antirretroviral que presentó una mayor efectividad sobre la 
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proliferación del parásito y la actividad enzimática tipo aspartil proteasa en el parásito 

(Valdivieso y col., 2010; Perteguer y col., 2012).  

No obstante, desde el año 2003, los antirretrovirales que se encuentran disponibles 

para el tratamiento del VIH en países de recursos limitados es el lopinavir, seguido por el 

darunavir y el atazanavir, impulsados como fármacos de segunda y tercera línea para el 

tratamiento contra el VIH (Alvar y col., 2008; Van Griensven, 2013). Los hallazgos 

realizados hasta la fecha indican que dichos fármacos ofrecidos en la actualidad en países 

de bajos recursos, en donde la incidencia de la coinfección por Leishmania/VIH es alta, 

no son la mejor opción terapéutica. El lopinavir, el darunavir y el atazanavir, no fueron 

los IP’s del VIH que presentaron la mejor efectividad sobre el crecimiento del parásito, 

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

2012).   

 

 

Figura 5. Compuestos evaluados en el docking molecular. Es posible observar los 

valores de energía de unión y la constante de inhibición (Ki) para cada IP’s del VIH empleado 

(Tomado de Serrano y col., 2012).   

 

Antiretroviral  
Energía de Unión 

(Kcal/mol) 
Desviación Ki (µM) 

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 
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Si bien estos hallazgos son de gran importancia en vías 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 

parásito, se encuentra entre 10 – 26 µM (Santos y col., 2009; Savoia y col., 2005; Trudel 

y col., 2008; Valdivieso y col., 2010) mientras que, la concentración en el plasma 

sanguíneo del nelfinavir, el IP más efectivo sobre el parásito, se encuentra entre 1,7 – 7 

µM, suficiente para inhibir la replicación viral (IC50 14 ƞM) pero no para bloquear el 

crecimiento del parásito (Andrews y col., 2006), lo que hace necesario la búsqueda de 

nuevas alternativas farmacológicas que mejoren el efecto inhibitorio de este fármaco 

sobre la proliferación de Leishmania.  

 

 

 

1.5.2 Combinaciones de fármacos sobre Leishmania 

 

En la última década, los estudios experimentales para identificar nuevos 

tratamientos leishmanicidas han estado dirigidos a la búsqueda de combinaciones 

sinergísticas. El sinergismo es un tipo de interacción entre fármacos, en donde la acción 

combinada de dos o más fármacos produce un efecto total mayor al que producen cada 

fármaco por separado, empleando para ello fármacos de diferentes estructura química y 

con diferentes blancos de acción (Olliaro y Taylor, 2003), a diferencia de la combinación 

aditiva y antagonista, en donde el uso de los fármacos de forma conjunta es indiferente o 

producen efectos contrarios, respectivamente. Algunas de las ventajas de la combinación 

de fármacos incluyen el aumento del efecto terapéutico deseado, disminución 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 patologías como el 
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cáncer 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 específico para la coinfección por 

Leishmania/VIH, además de las altas tasa de recaídas 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 introducción de la 

terapia de combinación de fármacos en el tratamiento de la LV y LC, tanto en pacientes 

coinfectados o no con el VIH, con la finalidad de reducir al mínimo la aparición de cepas 

resistentes y reducir las tasas de recaídas. 

Aunque son escasos los ensayos clínicos que se han realizado hasta la fecha, de 

posibles terapias de combinación en pacientes coinfectados con Leishmania/VIH, en la 

práctica se administran algunos fármacos en conjunto en pacientes con múltiples recaídas 

(Omollo y col., 2011; Rybniker y col., 2010; Wasunna y col., 2016).  

Estudios pioneros sobre la combinación de compuestos en Leishmania fueron 

realizados por Chunge y col. (1990) y Neal y col. (1995), quienes evaluaron en ensayos 

clínicos, el efecto del estibogluconato de sodio en combinación con la paromomicina y el 

alopurinol, encontrando que con estas combinaciones de fármacos los pacientes se 

recuperaban más rápido y no sufrían recaídas en un periodo de 12 meses. A partir los 

trabajos de Chunge y col. (1990) y Neal y col. (1995), se consideró incluir las 

combinaciones de fármacos en el tratamiento de pacientes con múltiples recaídas, no sólo 

en pacientes con leishmaniasis sino también coinfectados con el VIH. Desde entonces, se 

han realizado numerosos estudios clínicos y ensayos in vitro, en donde se evalúa la 

eficacia de la combinación entre compuestos comúnmente empleados para el tratamiento 

de la leishmaniasis.  



 

28 
 

En casos clínicos se ha evaluado la eficacia de la combinación de varios fármacos 

disponibles en el mercado, para el tratamiento de la coinfección 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 combinación del alupurinol con el glucantime 

por al menos 4 meses. De todos los pacientes evaluados, sólo 5 presentaron cura 

parasitológica en el tiempo de tratamiento evaluado. A partir de entonces, se han realizado 

distintos ensayos clínicos de combinaciones entre fármacos leishmanicidas, entre los 

cuales se incluyen la combinación 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 

parasitológica en al menos el 65% de los casos, la mayoría de los pacientes coinfectados 

presentan recaídas de la enfermedad una vez culminado el tratamiento. Además, se ha 

observado que la probabilidad de sufrir recaídas es mayor si no se sigue un tratamiento 

profiláctico (Laguna y col., 1994; Omollo y col., 2011; Rybniker y col., 2010; Wasunna 

y col., 2016).  

Considerando que los ensayos clínicos realizados hasta la fecha tienen una 

eficacia variable, no previenen futuras recaídas de la enfermedad y suelen realizarse de 

manera experimental en pacientes con un cuadro clínico más complejo, es necesario 

realizar ensayos in vitro con combinaciones de fármacos que brinden mayores evidencias 

de posibles combinaciones que puedan emplearse en ensayos clínicos. 

Uno de los primeros trabajos en donde se evaluó la combinación in vitro de 

fármacos sobre Leishmania fue realizado en el 2006 por Seifert y Croft. Estos 

investigadores evaluaron el efecto de la combinación 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 investigación encontró un 
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efecto sinergístico in vitro de la combinación de miltefosina con el pentostam mientras 

que, las otras combinaciones se clasificaron como aditivas. De igual manera, Seifert y 

Croft (2006) evaluaron la combinación 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 potenciación 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 fármacos que se encuentran 

disponibles en el mercado, con compuestos prometedores que tenga un efecto sobre el 

parásito. En este sentido, Seifert y col. (2011), ha reportado un efecto sinergístico de la 

combinación de la sitamaquina, un derivado de la 8-aminoquinolina que se encuentra en 

fase 2B de estudios clínicos para el tratamiento de la leishmaniasis, con la miltefosina 

sobre la infección in vitro de macrófagos murinos por amastigotes de L. donovani 

(Carvalho y col., 2011; Seifert y col., 2011; Yeates, 2002; Wasunna, 2005). 

En el 2009, Serrano-Martín y col., reportaron que la combinación de la 

amiodarona, un agente antirritmico con fuerte actividad anti-Leishmania, con la 

miltefosina en L. mexicana, tiene un efecto sinergístico, con un índice de concentración 

inhibitoria fraccional (FIC) de 0,74 en promastigotes y 0,49 en amastigotes. Asimismo, 

los autores encontraron que la aplicación de este esquema terapéutico induce cura 

parasitológica en un 90% en un modelo murino de LC, siendo esta la primera vez que se 

evidencia un efecto sinergístico in vivo en un modelo de LC (Serrano-Martín y col., 2009). 

Si bien existen varios estudios que demuestran el efecto sinergístico de algunas 

combinaciones entre fármacos 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 año 2015, cuando se realizaron las primeras combinaciones de fármacos 

leishmanicidas con los IP’s del VIH.  

Estudios pioneros llevados a cabo en el Laboratorio de Biología Celular de 

Parásitos del Instituto de Biología Experimental de la UCV, evaluaron la combinación 

del nelfinavir con la anfotericina B o con la miltefosina sobre L. mexicana, especie del 

parásito que causa manifestaciones cutáneas de la enfermedad. Los resultados obtenidos 

muestran un efecto sinergístico de la combinación de estos compuestos sobre el 

porcentaje de infección de macrófagos por amastigotes del parásito, con valores de FIC 

de 0,61 y 0,85 para la combinación con anfotericina B y miltefosina, respectivamente. 

Con ambas combinaciones se logró potenciar el efecto anti-Leishmania del antirretroviral 

al emplearlo en conjunto con los fármacos leishmanicidas; adicionalmente, se logró 

disminuir las dosis necesarias de los compuestos al utilizarlos en conjunto para inhibir el 

crecimiento del parásito. Estos trabajos abren la posibilidad de estudiar el efecto de estas 

combinaciones sobre otras especies del parásito así como, realizar futuras combinaciones 

de antirretrovirales con otros fármacos comúnmente empleados para el tratamiento de la 

leishmaniasis, con la finalidad de diseñar un esquema terapeútico más eficaz y menos 

tóxicos para los pacientes coinfectados con Leishmania/VIH.   
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2. JUSTIFICACIÓN 

El panorama epidemiológico de la coinfeccion por Leishmania y el VIH ha 

cambiado considerablemente desde los primeros casos reportados a mediados de los años 

80. Como ya se ha mencionado, debido a la creciente expansión geográfica de ambas 

infecciones, es cada vez más frecuente encontrar pacientes coinfectados con 

Leishmania/VIH, en particular en zonas endémicas. Sumado a esto, la falta de medidas 

de control epidemiológico eficaces ha ocasionado un aumento de los casos a nivel global, 

dando lugar a la aparición de nuevos casos de leishmaniasis en pacientes VIH-positivos 

cada vez mas frecuentes (OMS, 2010). Adicionalmente, es aún más alarmante el hecho 

de que las manifestaciones clínicas más 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 características intraespecies; L. infantum es 

capaz de producir lesiones cutáneas y manifestaciones viscerales de la enfermedad, a 

diferencia de L. donovani donde sólo se producen manifestacones viscerales. Además de 

ello, L. infantum es responsable de la mayoría de los casos asíntomáticos que se presentan 

en la región mediterránea, constituyendo una factor de riesgo en pacientes 

inmunmodeprimidos. 

Las herramientas de control de la coinfección por Leishmania/VIH deben 

comprender un sistema de detección temprana de los casos, con sistemas de diagnóstico 

y seguimiento eficaces, así como un tratamiento farmacológico temprano y efectivo. En 

la actualidad no existe un tratamiento específico para estos pacientes, por el contrario son 

tratados con diferentes opciones de fármacos según su historia clínica, estado 

inmunológico y respuesta a tratamientos previos. La presencia del virus y el parásito en 

un mismo individuo, trae como consecuencia cambios importantes en la fisiología del 
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hospedador, traduciéndose en una infección inusual y recurrente con altas cargas 

parasitarias, además de la posibilidad de producirse una activación del virus latente, 

siendo esto un punto esencial a tomar en cuenta en el momento de diseñar un esquema 

terapéutico específicos 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 patógenos es el uso de combinaciones de fármacos, 

con el objetivo de aumentar la eficacia terapéutica, de reducir las recaídas de la LV y la 

toxicidad de los compuestos. Para esto, es necesario evaluar cuales combinaciones de 

fármacos pudiesen ser más efectivas y menos tóxicas, 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 clínicos.  

Por las razones antes expuestas, el siguiente trabajo se planteó evaluar el efecto 

combinado del nelfinavir con la anfotericina B y con la miltefosina, sobre infecciones in 

vitro de macrófagos murinos por especies viscerotópicas del parásito, L. donovani y L. 

infantum, así como, realizar una primera aproximación de la combinación de estos 

compuestos en un modelo murino de LV. 

 

3. OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar el posible efecto sinergístico del Nelfinavir al combinarlo con los fármacos 

leishmanicidas, Anfotericina B y Miltefosina, sobre Leishmania donovani y Leishmania 

infantum, especies del parásito 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 

combinación del NFV+AMB y del NFV+MTF 
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I.1  OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

Evaluar el efecto de la combinación de NFV+AMB y NFV+MTF sobre la proliferación 

in vitro de promastigotes de L. donovani y sobre el porcentaje de infección in vitro de 

macrófagos murinos de la línea celular J774 por amastigotes de L. donovani. 

 

I.2  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

I.2.1    Compuestos 

 

El Nelfinavir (NFV) fue donado por la empresa Pfizer (Código: AG1343) para su 

uso en investigación. La Anfotericina B (AMB) (Fungizone; Código: A2411) y la 

Miltefosina (MTF) (hexadecil-fosfocolina; Código: M5571) se obtuvieron 

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

 

I.2.2    Cultivo de parásitos 

 

Para los ensayos in vitro con L. donovani (MHOM/IN/80/DD8), se emplearon 

promastigotes del parásito suministrados por el Laboratorio de Biología Celular de 

Parásitos del Instituto de Biología Experimental de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad Central de Venezuela. Los parásitos se cultivaron en frascos T25 de 25 cm3 

en medio Schneider (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), suplementado con 10% de Suero 

Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Paisley, UK) inactivado a 56 ºC por 45 minutos y 100 UI/ml 

penicilina y 100 µg/ml estreptomicina (Gibco, Paisley, UK) a temperatura ambiente y sin 

agitación. 
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I.2.3    Cultivo de macrófagos murinos 

 

Se cultivaron macrófagos murinos de la línea celular J774, en frascos T25 de 25 

cm3 en medio RPMI-1640 con 10% de SFB, 100 UI/ml penicilina, 100 µg/ml 

estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (Gibco Paisley, UK), incubados en una cámara 

de crecimiento con una atmósfera de CO2 al 5% y a una temperatura de 37 °C. Los 

repiques se realizaron cada 3 días, cuando los cultivos celulares se encontraban en 

confluencia.  

 

I.2.4    Efecto de la combinación del NFV+AMB y del NFV+MTF sobre 

la proliferación in vitro de promastigotes de L. donovani 

 

El efecto de los compuestos sobre la proliferación de promastigotes de L. 

donovani, se evaluó 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 sembró una densidad celular de 5x105 

promastigotes/pozo en medio RPMI sin rojo fenol suplementado con 10% de SFB, 100 

UI/ml penicilina, 100 µg/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 incubación, se añadió 100 µl de 

MTT (Research Organic, EU) (5 mg/ml) a cada uno de los pozos y se incubó por 3 horas 

en oscuridad y a temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo de incubación, se 

descartó el medio, se añadió 100 µl de DMSO puro y se incubó por 15 minutos bajo las 

mismas condiciones. Finalmente, se determinó la intensidad del color a 586 nm en un 

lector ELISA-TECAN.  
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Los compuestos fueron evaluados solos y en combinación. El rango de 

concentraciones utilizadas para los compuestos evaluados individualmente fue de 3 a 30 

μM para el NFV y la MTF y de 0,03 a 0,5 µM para la AMB. Para la escogencia de las 

concentraciones de capa compuesto a ser evaluado en combinación (Tabla 2), se 

determinaron los valores del IC50 y la mínima concentración inhibitoria (MIC) que causa 

al menos el 90% de inhibición de la proliferación 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 parásito. Los 

resultados fueron graficados utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el cálculo del 

IC50 se utilizó la función “Four Parameter Logistic Curve”. 

 

Tabla 2. Concentraciones ensayadas de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre 

la proliferación in vitro de promastigotes de L. donovani 

 

 

 

 

 

 

 

Para determinar el tipo de interacción existente entre el NFV+AMB y el 

NFV+MTF se estimó el índice de concentración inhibitoria fraccional (FIC) según la 

fórmula descrita por Hallander y col. (1982) (Figura 6). El valor del índice FIC se usa 

comúnmente para categorizar la interacción de los dos medicamentos evaluados y estima 

la combinación de compuestos que produjo el mayor cambio del MIC con respecto al 

compuesto solo. 

Combinación [µM] 

NFV + AMB 

11 NFV + 5x10-3 AMB 

9 NFV + 7x10-3 AMB 

5 NFV + 0,013 AMB 

NFV + MTF 

12 NFV + 8 MTF 

10 NFV + 10 MTF 

8 NFV + 16 MTF 
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Para calcular el índice FIC, se utilizaron los valores de MIC según la ecuación: 

ΣFIC = [(MIC de la combinación A) / (MIC de A sola)] + [(MIC de la combinación B) / 

(MIC de B sola)] (Figura 6), sobre la proliferación celular de los promastigotes del 

parásito. Si el valor de FIC resulta ser mayor a 1, la combinación de los fármacos 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 construcción de los 

isobologramas, representación gráfica de la combinación donde cada eje representa las 

concentraciones de las drogas en escala lineal, se realizó utilizando el programa Sigmaplot 

12.0. Para una combinación aditiva, la isóbola es una recta mientras que, si la 

combinación resulta ser sinergística o antagonista, las isóbolas serán cóncava o convexa, 

respectivamente. 

 

∑ FIC =
MIC combinación de A

MIC A sin combinar
+

MIC combinación de B

MIC B sin combinar
 

Figura 6. Fórmula descrita por Hallander y col. (1982) para el cálculo del índice de 

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

 

I.2.5    Infección de macrófagos murinos de la línea celular J774 

 

Se infectaron macrófagos murinos de la línea celular J774 con promastigotes de 

L. donovani (MHOM/IN/80/DD8) en fase estacionaria de crecimiento. Para ello, se 

sembró una densidad celular de 150.000 macrófagos/pozo sobre laminillas colocadas en 

placas de cultivo de 6 pozos estériles y se incubaron en medio RPMI-1640 suplementando 

con 10% SFB, 100 UI/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina y 2 mM L-glutamina 

durante 24 horas a 37 ºC y una atmósfera de 5% de CO2. Posteriormente, se añadieron 

promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, en una relación de 10 parásitos por 
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cada macrófago y se incubaron por 5 horas bajo las mismas condiciones descritas 

anteriormente. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron dos lavados rápidos 

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

 

I.2.6   Efecto de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos por amastigotes de L. 

donovani 

 

Para evaluar el efecto de los compuestos solos y combinados sobre el porcentaje 

de infección de macrófagos murinos, se añadieron las diferentes concentraciones a 

evaluar a macrófagos previamente infectados con amastigotes de L. donovani, y se 

incubaron a 37 ºC y a una atmósfera de 5% de CO2 durante 48 horas. Para el contaje y 

visualización de los amastigotes intracelulares se aplicó la tinción Giemsa (Merck 

Millipore, USA). Para ello, luego de transcurrido las 48 horas de la incubación con los 

compuestos, se retiró el medio de los pozos y se lavó dos veces con tampón fosfato salino 

(PBS) 150 mM (NaCl 0,12M, NaHPO4 10x10-3 M, KH2PO4 3,16x10-3 M pH 7,2). 

Posteriormente, se fijó con metanol absoluto frío por 15 minutos y se añadió el colorante 

Giemsa diluido 1/20 en agua de destilada por 15 minutos, se retiró el colorante y se lavó 

nuevamente con PBS.  

Se realizó el contaje del número de macrófagos infectados y no infectados para 

determinar el porcentaje de infección y del número de amastigotes intracelulares 

presentes en 100 macrófagos en los cultivos tratados y no tratados utilizando el objetivo 

de inmersión (100x) de un microscopio óptico. Los resultados fueron graficados 

utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el cálculo del IC50 se utilizó la función 

“Four Parameter Logistic Curve”.  
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El intervalo de concentraciones ensayadas de los compuestos individuales fue de 

1 a 10 μM para el NFV y la MTF y de 0,001 a 0,01 µM para la AMB. Para evaluar el 

efecto de la combinación de los compuestos, se establecieron concentraciones por debajo 

de los IC50 de cada uno de los compuestos previamente calculados sobre L. donovani. Las 

concentraciones ensayadas para ambas combinaciones sobre el porcentaje de infección 

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

 

Tabla 3. Concentraciones ensayadas de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre 

el porcentaje de infección in vitro de macrófagos de la línea celular J774 por amastigotes de 

L. donovani. 

 

 

 

 

 

 

 

Para calcular el índice FIC, se utilizaron los valores del IC50 combinados según la 

ecuación: ΣFIC = [(IC50 de la combinación A) / (IC50 de A sola)] + [(IC50 de la 

combinación B) / (IC50 de B sola)] (Figura 7), sobre el porcentaje de infección de 

macrófagos por amastigotes de L. donovani. Para el cálculo del IC50 combinado se 

procedió a realizar una curva dosis-respuesta del efecto del NFV en presencia de la AMB 

ó de la MTF sobre los amastigotes intracelulares, con la finalidad de calcular el IC50 

combinado del NFV en presencia de la otra droga. De igual manera, se procedió a calcular 

el IC50 combinado de la AMB y de la MTF en presencia del NFV sobre los amastigotes 

intracelulares. 

Combinación [µM] 

NFV + AMB 

0,6 NFV + 8x10-5 AMB 

0,4 NFV+ 2x10-4 AMB 

0,05 NFV + 5x10-4 AMB 

NFV + MTF 

0,55 NFV + 0,2 MTF 

0,19 NFV + 0,6 MTF 

0,09 NFV + 1,2 MTF 
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Si el valor del índice FIC resulta ser mayor a 1, la combinación se clasificará 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 isóbola recta la combinación se clasificará como aditiva mientras que, si la 

combinación resulta ser sinergística o antagonista, las isóbolas serán cóncava o convexa, 

respectivamente.  

 

∑ FIC =
IC50 combinado de A

IC50 A sin combinar
+

IC50 combinado de B

IC50 B sin combinar
 

Figura 7. Fórmula descrita por Hallander y col. (1982) para el cálculo del índice de 

concentración inhibitoria fraccional (FIC) empleado en amastigotes intracelulares de 

Leishmania sp. 
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I.3    RESULTADOS 

 

I.3.1    Efecto del Nelfinavir, la Anfotericina B y la Miltefosina sobre la 

proliferación in vitro de promastigotes de L. donovani 

Se evaluó el efecto inhibitorio del NFV, de la AMB y de la MTF sobre la 

proliferación de promastigotes de L. donovani (MHOM/IN/80/DD8) empleando el 

método del MTT. Se observó una inhibición dosis-dependiente de la proliferación celular 

con los 3 compuestos ensayados (Figura 8), estimándose un IC50 de 10,93 ±0,16 μM para 

el NFV, de 0,91 ± 0,01 µM para la AMB y de 11,27 ± 0,25 μM para la MTF (Tabla 4).  

A concentraciones superiores a 20 μM, se alcanzó cerca del 90% de inhibición del 

crecimiento celular para el NFV, estableciéndose este valor como la mínima 

concentración inhibitoria (MIC) de este compuesto sobre la proliferación in vitro de 

promastigotes de L. donovani (Figura 8, Tabla 4). En el caso de la AMB, fue posible 

alcanzar porcentajes de inhibición cercanos al 90% a concentraciones superiores a 0,3 

µM, considerando este valor como el MIC de la AMB sobre la forma promastigote de L. 

donovani. Por último, el MIC establecido para la MTF fue de 30 µM sobre la proliferación 

del parásito. 

 

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

donovani.  

 

 

 

 

 

Compuesto 
Promastigotes 

IC50 (µM) MIC (µM) 

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 proliferación in vitro de 

promastigotes de L. donovani. La inhibición del crecimiento celular se evaluó in vitro mediante 

la reducción del MTT como se indica en materiales y métodos. Los datos mostrados son el 

resultado de tres experimentos independientes. 
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I.3.2    Efecto de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre la 

proliferación in vitro de promastigotes de L. donovani 

 

Con el fin de evaluar si la eficacia de los compuestos aumenta cuando se usan en 

combinación sobre la proliferación 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), encontrándose un 95% de inhibición de la proliferación in 

vitro de los promastigotes de L. donovani, a todas las concentraciones ensayadas. Al 

construir el isobolograma, se observó una isóbola cóncava, característica de una 

interacción sinergística entre los compuestos.  

Para la combinación de NVF+MTF, se encontró un valor de FIC menor a 1 cuando 

las drogas se utilizaron en combinación (FIC = 0,88 ± 0,05) (Figura 9B). En esta 

oportunidad, se alcanzó un 90% de inhibición en la proliferación in vitro de los 

promastigotes de L. donovani a todas las concentraciones ensayadas. Al construir el 

isobolograma se observó una isóbola cóncava, menos pronunciada que la anterior (Figura 

9B). 
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Figura 9. Isobologramas de la combinación de NVF+AMB (A) y NFV+MTF (B) sobre 

la proliferación in vitro de promastigotes de L. donovani. La inhibición de la infección se 

evaluó in vitro como se indica en materiales y métodos. La línea punteada representa un efecto 

aditivo teórico entre las drogas, mientras que la línea sólida muestra un efecto sinergístico de la 

combinación. Los resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes. 
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I.3.3    Efecto del Nelfinavir, la Anfotericina B y la Miltefosina sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos por amastigotes de L. 

donovani 

 

Se estudió el efecto del NFV, la AMB y la MTF sobre el porcentaje de infección 

in vitro de macrófagos murinos de la línea celular J774 por amastigotes de L. donovani. 

Los compuestos evaluados en este trabajo presentaron un efecto dosis-dependiente, capaz 

de reducir el porcentaje de infección de los macrófagos por amastigotes del parásito 

(Tabla 5, Figura 10). El NFV disminuyó notablemente el porcentaje de infección de las 

células hasta un 8% de infección respecto al control sin tratamiento, estimándose un IC50 

de 0,89 ± 0,15 µM para el antirretroviral. Es importante señalar que se alcanzó cerca del 

90% de inhibición a concentraciones mayores a 6 ± 1,89 μM para el NFV (Figura 10). 

La AMB resultó ser el compuesto más eficiente, con un IC50 estimado de       

6,1x10-4 ± 2,3x10-4 µM, mientras que la MTF presentó un IC50 de 2,90 ± 0,13 µM (Tabla 

5). A medida que aumenta la concentración de ambos compuestos, el porcentaje de 

infección de los macrófagos disminuye considerablemente, alcanzando un MIC de 0,01 

± 3,1x10-3 µM para la AMB y de 10 ± 1,28 µM para la MTF. 

  

Tabla 5. Efecto del NFV, la AMB y la MTF sobre el porcentaje de infección in vitro de 

macrófagos murinos de la línea celular J774 por amastigotes de L. donovani. 

 

 

 

 

 

 

Compuesto 
Amastigotes 

IC50 (µM) MIC (µM) 

NFV 0,89 ± 0,15 6 ± 1,89 

AMB 6,1x10-4 ± 2,3x10-4 0,01 ± 3,1x10-3 

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 infección 

in vitro de macrófagos de la línea celular J774 por amastigotes de L. donovani. La inhibición 

de la infección de macrófagos se evaluó in vitro como se indica en materiales y métodos. Los 

datos mostrados son el resultado de tres experimentos independientes. 
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I.3.4    Efecto de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos por amastigotes de L. donovani 

 

El efecto de la combinación de estos compuestos también se evaluó sobre el 

porcentaje de infección 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 combinación de NFV+MTF (Figura 11, Tabla 6).  

En ambos casos se obtuvieron FIC menores a 0,5 y se alcanzaron porcentajes de 

inhibición superiores al 90% (Tabla 6), así como una marcada reducción de la cantidad 

de amastigotes presentes por célula, clasificando dichas combinaciones como 

sinergísticas. Adicionalmente, se observaron isobolas cóncavas, característica de una 

interacción sinergística entre los compuestos (Figura 11). 

Es importante señalar que el valor de FIC obtenido para la combinación de 

NFV+AMB es menor al obtenido con la combinación de NFV+MTF (Figura 11), al igual 

que ocurre con el valor de FIC de la combinación de NFV+AMB sobre los promastigotes 

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

sobre la infección in vitro de macrófagos de la línea celular J774 por amastigotes de L. 

donovani. La inhibición de la infección se evaluó in vitro como se indica en materiales y métodos. 

La línea punteada representa un efecto aditivo teórico entre las drogas, mientras que la línea sólida 

muestra un efecto sinergístico de la combinación. Los resultados mostrados corresponden a tres 

experimentos independientes.
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Tabla 6. Efecto de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos de la línea celular J774 

por amastigotes de L. donovani. 

COMPUESTOS Concentración (µM) 
% Infección ± 

DE 

% Inhibición de 

la infección 

Nº Amastigotes/cél 

± DE 
FIC ± DE 

CONTROL - 100 ± 0,3 - 5 ± 2 - 

  

NFV+AMB 

  

0,6 NFV + 8x10-5 AMB 

0,4 NFV + 2x10-4 AMB 

0,05 NFV + 5x10-4 AMB 

10 ± 1 

8 ± 1 

7 ± 2 

90 

92 

93 

1 ± 0,8 

1 ± 1 

2 ± 2 

0,32 ± 0,09 

  

NFV+MTF 

  

0,55 NFV + 0,2 MTF 

0,19 NFV + 0,6 MTF 

0,09 NFV + 1,2 MTF 

10 ± 2   

7 ± 1 

7 ±  2 

91 

93 

93 

1 ± 0,5 

2 ± 1 

1± 0,8 

0,57 ± 0,01 



 

50 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO II                                                            

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

hacia la combinación del NFV+AMB y del NFV+MTF 
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II.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

Evaluar el efecto de la combinación de NFV+AMB y NFV+MTF sobre el porcentaje de 

infección de macrófagos murinos de la línea celular RAW 264.7 por amastigotes de 3 

cepas de diferente virulencia de L. infantum y sobre la reducción de la carga parasitaria 

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

 

II.2     MATERIALES Y MÉTODOS 

 

II.2.1    Cultivo de parásitos 

 

Para los ensayos in vitro con L. infantum, se utilizaron tres cepas extraídas de 

diferentes individuos ubicados en distintas localidades de Madrid (España). 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 cutánea. Por último, la cepa MHOM/ES/15/LLM-

2284 fue extraída 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 ósea mientras que, la cepa 

MHOM/PT/09/LLM-1708 fue obtenida a partir de una biopsia de piel. 

Todas las cepas de L. infantum se cultivaron en medio bifásico Novy-McNeal-

Nicolle (NNN) y RPMI-1640 (Lonza Bio-Whittaker, Suiza) a 27ºC suplementado con 

10% de SFB (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 100 UI/ml penicilina, 100 µg/ml 

estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (Lonza Bio-Whittaker, Suiza) a 27 ºC.    
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II.2.2    Cultivo de macrófagos murinos 

 

Se cultivaron macrófagos murinos de la línea celular RAW 264.7, en frascos T25 

de 25 cm3 en medio RPMI-1640 con 10% de SFB, 100 UI/ml penicilina, 100 µg/ml 

estreptomicina y 2 mM de L-glutamina, incubados en una cámara de crecimiento con una 

atmósfera de CO2 al 5% y a una temperatura de 37 °C. Los repiques se realizaron cada 3 

días, cuando los cultivos celulares se encontraban en confluencia.  

 

II.2.3     Infección de macrófagos murinos de la línea celular RAW 264.7 

 

Se infectaron macrófagos murinos de la línea 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 sembró una densidad celular de 150.000 macrófagos/pozo sobre laminillas 

colocadas en placas de cultivo de 6 pozos estériles. Se incubaron en medio RPMI-1640 

suplementando con 10% SFB, 100 UI/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina y 2 mM L-

glutamina durante 24 horas a 37 ºC y una atmósfera de 5% de CO2. Posteriormente, se le 

añadieron promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, en una relación de 10 

parásitos por cada macrófago y se incubaron por 5 horas bajo las mismas condiciones 

descritas anteriormente. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron dos lavados 

rápidos con medio RPMI-1640 fresco y se mantuvieron el cultivo bajo las mismas 

condiciones. 
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II.2.4    Efecto de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos por amastigotes de L. 

infantum 

 

Para evaluar el efecto de los compuestos individuales y en combinación sobre el 

porcentaje de infección de macrófagos murinos, se añadieron las diferentes 

concentraciones a evaluar a macrófagos previamente infectados por amastigotes de L. 

infantum y se incubaron a 37 ºC y a una atmósfera de 5% de CO2 durante 48 horas. 

         Para el contaje y visualización de los amastigotes intracelulares se aplicó la tinción 

Giemsa (Merck Millipore, USA), siguiendo el protocolo descrito en la sección 3.6 del 

capítulo I. De igual forma, se realizó el contaje del número de macrófagos infectados y 

no infectados para determinar el porcentaje de infección y de los amastigotes 

intracelulares presentes en 100 macrófagos en los cultivos tratados y no tratados 

utilizando el objetivo de inmersión (100x) de un microscopio óptico. Los resultados 

fueron graficados utilizando el programa Sigmaplot 12.0 y para el cálculo del IC50 se 

utilizó la función “Four Parameter Logistic Curve”.  

Se ensayó el efecto de los compuestos solos y combinados sobre la reducción de 

la infección por L. infantum. El intervalo de concentraciones evaluadas de los compuestos 

solos fue de 1 a 10 µM para el NFV y la MTF y de 0,001 a 0,01 µM para la AMB. Para 

evaluar el efecto de la combinación de los compuestos, se establecieron concentraciones 

por debajo de los IC50 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 infección de macrófagos por amastigotes de L. 

infantum se encuentran en la Tabla 7. Finalmente, se procedió a construir los 

isobologramas de cada combinación empleando el programa Sigmaplot 12.0 y se realizó 
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el cálculo del FIC mediante la fórmula descrita en la Figura 7 empleando los IC50 

combinados de cada compuesto. 

 

Tabla 7. Concentraciones ensayadas de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre 

el porcentaje de infección in vitro de macrófagos de la línea celular RAW 264.7 por 

amastigotes de diferentes cepas de L. infantum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2.5    Estudio in vivo de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF 

en ratones BALB/c infectados con L. infantum 

 

Para evaluar el efecto in vivo de la combinación 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 aplicó el tratamiento combinado de los 

compuestos con sus respectivos controles. Una vez culminado el tratamiento, se extrajo 

el hígado y el bazo para realizar la cuantificación de las cargas parasitarias mediante PCR 

a tiempo real. 

 

 

Cepa Combinación 

 NFV+AMB (µM) NFV+MTF (µM) 

MCAN/ES/98/LLM-724 

0,31 + 4x10-4 

0,18 + 6,5x10-4 

0,09 + 1x10-3 

0,29 + 0,21 

0,12 + 0,61 

0,05 + 1 

MHOM/PT/09/LLM-1708 

1,2 + 5x10-4 

0,75 + 8x10-4 

0,5 + 1,2x10-43 

1 + 0,6 

0,8 + 0,8 

0,6  + 1,2 

MHOM/ES/15/LLM-2284 

1 + 5x10-4 

0,5 + 8x10-4 

0,25 + 1x10-3 

1,5 + 0,25 

1 + 0,5 

0,5 + 1 
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II.2.5.1    Infección 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 parásitos de 1x108 promastigotes de L. infantum 

(MCAN/ES/98/LLM-724) en fase estacionaria de crecimiento por vía intraperitoneal, en 

un volumen máximo de 200 µl. Transcurridos los 15 días post-infección, se inició el 

tratamiento con los compuestos los cuales fueron administrados por vía intraperitoneal 

por 15 días consecutivos. Se prepararon soluciones “stock” de cada compuesto, a partir 

de los cuales se realizaron diluciones en solución salina estéril al 0,85%, empleado como 

vehículo de los compuestos. 

Los ratones fueron distribuidos en 8 grupos descritos a continuación. Cuatro 

grupos de 5 ratones correspondieron al control de la infección sin tratamiento y a los 

tratamientos solos: 5 mg/kg/día del NFV, 5 mg/kg/día de la MTF y 1 mg/kg/día de la 

AMB. Dos grupos de 8 ratones correspondientes a los tratamientos de las combinaciones 

de 5 mg/kg/día NFV + 5 mg/kg/día MTF y 5 mg/kg/día del NFV + 1 mg/kg/día AMB. 

Un grupo de 3 ratones para el control del vehículo de las drogas (solución salina al 0,85%) 

y un grupo de 2 ratones para el control sin infección.  

  Una vez culminado el tratamiento, se procedió al sacrificio de los animales. Para 

ello, se anestesiaron los ratones con isofluorano y se sacrificaron por dislocación cervical. 

Se extrajo el hígado y bazo en condiciones de esterilidad, para la cuantificación de la 

carga parasitaria de cada una de las muestras.  
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II.2.5.2    Procesamiento de los órganos 

 

Una vez obtenido el hígado y el bazo se procedió a procesar cada órgano de 

manera individual en condiciones de esterilidad siguiendo el protocolo descrito por 

Carrillo y col., 2014 y Cunha y col., 2013, con ligeras modificaciones.  

Se maceraron ambos órganos utilizando un separador celular (BD Falcon ®) y se 

recogió el contenido celular en tubos falcón de 50 ml de capacidad. Para el hígado, se 

procedió a centrifugar la suspensión celular a 250 g a 4ºC por 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 20 ml de PBS (Gibco, Paisley, UK). Se 

incubó por 10 minutos a temperatura ambiente hasta que se formen dos fases. Se tomó 2 

ml de la suspensión celular de la fase superior en un tubo nuevo y se añadió 2 ml de PBS. 

Se procedió a realizar el contaje en un contador de células automático TC10 (BioRad®). 

Finalmente, se ajustó el número de células a 10x106 células/ml en un volumen de 1 ml, 

se centrifugó a 4000 g por 8 minutos, se descartó el sobrenadante y se almacenó a - 20 ºC 

hasta su uso (Carrillo y col., 2014; Cunha y col., 2013). 

Para el bazo, se procedió a centrifugar la suspensión celular a 250 g a 4 ºC por 10 

minutos. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml en tampón 

de lisis de eritrocitos y se incubó por 5 minutos. Transcurrido el tiempo de incubación, se 

añadió 8 ml de PBS y se centrifugó a 250 g a 4 ºC por 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 1 ml de medio RPMI. Se procedió a 

realizar el contaje en un contador de células automático TC10 (BioRad®). Finalmente, se 

ajustó el número de células a 10x106 células/ml en un volumen de 500 µl y se almacenó 

a - 20 ºC hasta su uso (Carrillo y col., 2014; Cunha y col., 2013). 
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II.2.5.3   Extracción de ADN de las muestras de hígado y bazo 

 

El ADN de las muestras fue extraído utilizando fenol/cloroformo/alcohol 

isoamílico (Merck Millipore, USA) empleando el protocolo descrito por Carrillo y col., 

2014 y Cunha y col., 2013.  

Se tomó 200 µl de la muestra y se agregó 400 µl de NET10 (10 mM NaCl, 10 mM 

EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8), 40 µl de SDS al 10% y 2 µl de proteinasa K (20 mg/ml) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) incubándose por 1 hora a 70 ºC. Una vez transcurrido el 

tiempo, se centrifugó a 10000 g por 6 minutos. Se añadió 500 µl de fenol/cloroformo y 

se centrifugó nuevamente a 10000 g por 6 minutos. Se recuperó la fase acuosa en un tubo 

nuevo con 500 µl de cloroformo/alcohol isoamílico. Se centrifugó nuevamente bajo las 

mismas condiciones, se recuperó la fase acuosa y se agregó 700 µl de etanol absoluto, 30 

µl de acetato de sodio 3M incubándose por 20 minutos a – 70 ºC. Se centrifugó de nuevo, 

se descartó el sobrenadante y se añadió 1 ml de etanol al 70%. Finalmente, se centrifugó 

nuevamente y se descartó el sobrenandante. El sedimento se dejó secar a temperatura 

ambiente, resuspendiéndose en 100 µl de agua estéril y almacenándose a -20 ºC. Se 

cuantificó el ADN total empleando un Nanodrop ND-1000 (SpectoPhotometer) de cada 

una de las muestras obtenidas en ambos órganos (Carrillo y col., 2014; Cunha y col., 

2013).  

 

II.2.5.4    Cuantificación de la carga parasitaria 

 

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

hígado y bazo se realizó mediante PCR a tiempo real (PCR-RT o qPCR) utilizando como 
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blanco de amplificación una región del gen del kinetoplasto de Leishmania sp. (Mary y 

col., 2004; Miro y col., 2009).  

Para ello, se utilizó como primers, K1 (5’-CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG) y 

K2 (5’-CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3’), los cuales amplifican una región de 

300 pb del kinetoplasto de Leishmania sp. (Mary y col., 2004). Según la muestra, se tomó 

entre 100 y 400 ng de ADN, que sirvieron de templado, en un total de 20 µl de reacción 

del kit LightCycler FastStar ADN Master SYBR Green I empleando el equipo 

LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Germany) con una temperatura final de 

alineamiento de 65 ºC, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la cuantificación 

de la carga parasitaria, se empleó un control de ADN de 104 parásitos, obtenido a partir 

de una curva de calibración de concentraciones crecientes de ADN de Leishmania sp. 

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

 

II.2.5.5    Uso de Animales y Estatus Éticos 

 

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 III (ISCIII) 

de Madrid- España. Todos los experimentos fueron llevados a cabo en concordancia con 

el Comité Ético de Animales del ISCIII, siguiendo los lineamentos de la Guía de Salud 

de Animales de la Autoridades Nacionales Españolas, según las declaraciones de la 

directiva del Parlamento y Consejo Europeo.  
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II.2.5.6    Análisis Estadístico 

 

Se utilizó el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA) para los 

análisis estadísticos de los ensayos in vivo. Los resultados fueron presentados como las 

medias ± la desviación estándar (DE). Para la comparación de las diferencias 

estadísticamente significativas, se utilizó la prueba paramétrica t de Student de dos colas 

o la prueba no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, según la distribución de los 

datos, con un intervalo de confianza del 95%. * p<0.05, ** p<0.01 y *** p < 0.001. 
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II.3    RESULTADOS 

 

II.3.1 Efecto del Nelfinavir, la Anfotericina B y la Miltefosina sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos por amastigotes de L. 

infantum 

  

Se procedió a evaluar el efecto del NFV, AMB y MTF sobre el porcentaje de 

infección in vitro de macrófagos (RAW 264.7) por amastigotes de 3 diferentes cepas de 

L. infantum. Dichos compuestos presentaron un efecto inhibitorio dosis-dependiente 

sobre el porcentaje de infección (Figura 12), encontrándose que el NFV y la MTF, tienen 

una mayor efectividad sobre la cepa MCAN/ES/98/LLM-724, estimándose un IC50 de 

0,42 ± 0,24 µM para el NFV y de 1,52 ± 0,26 µM para la MTF (Tabla 8). La AMB 

presentó una menor efectividad sobre la misma cepa, registrándose un IC50 de 8,29x10-3 

± 1,43x10-3 µM. Para el resto de las cepas estudiadas (MHOM/PT/09/LLM-1708 y 

MHOM/ES/15/LLM-2284), se encontraron susceptibilidades similares hacía los tres 

compuestos evaluados de manera individual (Tabla 8).  

 

Tabla 8. Efecto del NFV, AMB y MTF sobre el porcentaje de infección in vitro de 

macrófagos murinos de la línea celular RAW 264.7 por amastigotes de diferentes cepas de 

L. infantum. 

 

Cepas 

NFV AMB MTF 

IC50 

 µM 

MIC 

µM 

IC50   

µM 

MIC  

µM 

IC50   

µM 

MIC   

µM 

MCAN/ES/98/LLM-

724 
0,42 ± 0,24  6 ± 1  

8,29x10-3 ± 

1,40x10-3   
0,01 ± 1x10-3 1,52 ± 0,26 10 ± 1 

MHOM/PT/09/LLM-

1708 
1,92 ± 0,89  10 ± 1  

2,17x10-3 ± 

6x10-4 
0,01 ± 1x10-3 2,60 ± 1,4 10 ± 1 

MHOM/ES/15/LLM-

2284 
2,09 ± 0,71  10 ± 1 

2,08 x10-3 ± 

1,53x10-3 
0,01 ± 1x10-3 1,90 ± 0,87 10 ± 1 
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Figura 12. Efecto del NFV (A), AMB, (B) y MTF (C) sobre el porcentaje de infección 

in vitro de macrófagos de la línea celular RAW 264.7 por amastigotes de diferentes cepas de  

L. infantum. La inhibición de la infección se evaluó 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 µM del NFV se 

alcanza cerca del 90% de inhibición del porcentaje de infección de los macrófagos 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 ± 1x10-3 µM y 10 ± 1 µM, 

respectivamente. Para las otras cepas estudiadas, MHOM/PT/09/LLM-1708 y 

MHOM/ES/15/LLM-2284, el MIC estimado para el NFV y la MTF fue de 10 ± 1 µM y 

para la AMB de 0,01 ± 1x10-3 µM.   

 

II.3.2    Efecto de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos 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 

interacción 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) resultó ser más sensible a ambos tratamientos combinados, con valores de FIC de 

0,16 ± 0,06 para la combinación de NFV+AMB y de 0,2 ± 0,1 para la combinación de 

NFV+MTF. Mientras que, con las otras dos cepas se encontraron valores de FIC 

similares, alrededor de 0,25 para ambas combinaciones, a excepción de la combinación 

de NFV+AMB sobre MCAN/ES/98/LLM-724 (0,48 ± 0,2) (Tabla 9).   

Adicionalmente, se lograron alcanzar porcentajes de inhibición de la infección 

mayores al 90%, cuando las drogas fueron utilizadas en combinación a concentraciones 

por debajo tanto de sus IC50 como de los MIC correspondientes (Tabla 8 y 9), así como 
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también una reducción del número de amastigotes por célula. Al construir los 

isobologramas de cada combinación, se obtuvieron isóbolas cóncavas características de 

un efecto sinergístico 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 infección in vitro de macrófagos murinos de la línea celular 

RAW 264.7 por amastigotes de diferentes especies de L. infantum. 

Cepas 

NFV+AMB NFV+MTF 

[µM] 

% 

Infección 

± DE 

% 

Inhibición 

de la 

infección 

Nº 

Amast 

± DE 
FIC ± DE [µM] 

% 

Infección 

± DE 

% 

Inhibició

n de la 

infección 

Nº 

Amast 

+ DE 
FIC ± DE 

MCAN/ES/98/ 

LLM-724 

CONTROL 

0,31 NFV + 4x10-4 AMB 

0,18 NFV+ 6,5x10-4 AMB 

0,09 NFV + 1x10-3 AMB 

100 ± 3 

14 ± 2 

15 ± 2 

14 ± 1 

- 

90 

91 

93 

2 ± 0,1 

1 ± 0,2 

1 ± 0,5 

1 ± 0,1 

0,48 ± 0,2 

CONTROL 

0,29 NFV + 0,21 MTF 

0,12 NFV + 0,61 MTF 

0,05 NFV + 1 MTF 

100 ± 3 

15 ± 3 

12 ± 3 

12 ± 2 

- 

95 

88 

89 

2 ± 0,1 

1 ± 0,3 

1 ± 0,2 

1 ± 0,2 

0,25 ± 0,1 

MHOM/PT/09/

LLM-1708 

CONTROL 

1,2 NFV + 5x10-3 AMB 

0,75 NFV+ 8x10-4 AMB 

0,5 NFV + 1,2x10-3 AMB 

100 ± 6 

15 ± 1 

13 ± 2 

13 ± 1 

- 

91 

89 

88 

1 ± 0,3 

1 ± 0,1 

1 ± 0,2 

1 ± 0,1 

0,23 ± 0,05 

CONTROL 

1 NFV + 0,6 MTF 

0,8 NFV + 0,8 MTF 

0,6 NFV + 1,2 MTF 

100 ± 6 

17 ± 1 

15 ± 2 

9 ± 1 

- 

93 

89 

91 

1 ± 0,3 

1 ± 0,1 

1 ± 0,3 

1 ± 0,1 

0,30 ± 0,08 

MHOM/ES/15/

LLM-2284 

CONTROL 

1 NFV + 5x10-4 AMB 

0,5 NFV+ 8x10-4 AMB 

0,25 NFV + 1x10-3 AMB 

100 ± 6 

14 ± 1 

12 ± 1 

7 ± 1 

- 

91 

90 

93 

2 ± 0,6 

1 ± 0,3 

1 ± 0,1 

1 ± 0,1 

0,16 ± 0,06 

CONTROL 

1,5 NFV + 0,25 MTF 

1 NFV + 0,5 MTF 

0,5 NFV + 1 MTF 

100 ± 6 

14 ± 2 

12 ± 1 

14 ± 1 

- 

91 

90 

89 

2  ± 0,6 

1 ± 0,3 

1 ± 0,2 

1 ± 0,1 

0,2 ± 0,1 
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Figura 13. Isobologramas de la combinación de NVF+AMB y NFV+MTF sobre la 

infección in vitro de macrófagos murinos de la línea 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 línea punteada representa un efecto aditivo teórico entre las 

drogas, mientras que la línea sólida muestra un efecto sinergístico de la combinación. Los 

resultados mostrados corresponden a tres experimentos independientes. 
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II.3.3    Efecto de la combinación del NFV+AMB y NFV+MTF en ratones 

BALB/c infectados con L. infantum 

         

Se evaluó la eficacia terapéutica de la combinación del NFV con la AMB y 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 encontró 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 hígado (Figura 14A) y bazo (Figura 

14B). Se encontró una reducción de la carga parasitaria producida por el NFV del 61% 

en hígado y de 64% en bazo. Con el tratamiento de la AMB se obtuvo una reducción de 

la carga parasitaria casí en un 100% en ambos órganos, mientras que en el caso del 

tratamiento con la MTF, se obtuvo una reducción de la carga parasitaria del 77% y 76%, 

respectivamente.  

Al analizar el tratamiento con la combinación de los compuestos, se encontró una 

reducción de la carga parasitaria con la combinación de 5 mg/kg NFV + 1 mg/kg AMB 

similar al obtenido con el tratamiento individual de la AMB (1 mg/kg) sobre ambos 

órganos. Por otro parte, con la combinación de 5 mg/kg NFV + 5 mg/kg MTF, la 

reducción de la carga parasitaria fue del 89% en hígado y de 84% en bazo, superior a la 

observada con los tratamientos individuales del NFV y la MTF (5 mg/kg cada uno) en 

hígado y bazo, sugiriendo un posible aumento del efecto terapéutico de estos compuestos 

al emplearlo en conjunto sobre la reducción de la carga parasitaria.  

Al realizar el análisis estadístico, se encontraron diferencias significativas entre el 

grupo control sin tratamiento y los grupos tratados sobre ambos órganos. En el caso del 

tratamiento con los compuestos solos, se encontraron diferencias estadísticamente 

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 hígado para las dos combinaciones 
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ensayadas y en bazo sólo con la combinación de NFV+MTF (**p<0.01). Adicionalmente, 

es importante señalar que no se observó una reducción de la carga parasitaria sobre el 

grupo tratado sólo con solución salina al 0,85%, empleado como vehículo de las drogas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Estimación de las cargas parasitarias en hígado (A) y bazo (B) en ratones 

BALB/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 órganos, respecto al grupo control sin 

tratamiento. Se encontraron diferencias significativas entre el grupo control sin tratamiento y el 

grupo tratado sólo con NFV (*p< 0.05) y con MTF (*p< 0.05) en hígado y bazo. Con el 

tratamiento combinado, se obtuvo un *p < 0.05 en hígado para las dos combinaciones ensayadas 

y en bazo sólo con la combinación de NFV + MTF (**p< 0.01).
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4. DISCUSIÓN 

 

La leishmaniasis fue reportada como una infección oportunista en pacientes 

infectados con el VIH durante la expansión de la epidemia del virus, afectando en la 

actualidad a más de 30 países a nivel mundial (Alvar y col., 2008; Diro y col., 2014). En 

la coinfección Leishmania/VIH, la gran mayoría de la morbilidad y mortalidad se 

produce en pacientes que presentan LV (Van Griensven y Diro, 2010; Raes y col., 2007). 

Las manifestaciones clínicas iniciales de la LV son similares en pacientes VIH-negativos 

y VIH-positivos. No obstante, en pacientes coinfectados es posible encontrar la 

presencia del parásito en órganos atípicos, modificándose el curso de la infección por 

Leishmania, generando una alta probabilidad de fracaso terapéutico y altas tasas de 

recaída 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 

específico y eficaz para los pacientes coinfectados con Leishmania/VIH. Es importante 

acotar que los tratamientos que están siendo aplicados en la actualidad, han sido elegidos 

de manera azarosa, y que además, el 75% de estos pacientes sufren recaídas de la 

enfermedad cualquiera sea el tratamiento elegido. Este panorama plantea la necesidad 

de realizar estudios científicamente diseñados con resultados experimentales sólidos, 

para determinar cuál o cuáles podrían ser los fármacos más apropiados a administrar de 

manera exitosa en los pacientes afectados. 

Son muchos los ensayos clínicos que se han realizado hasta la fecha en la 

búsqueda 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 más relevantes y que podría 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 Gómez, 2005). En los últimos años, se ha estudiado a profundidad el efecto in vitro 

que tienen los IP’s del VIH sobre diferentes especies de Leishmania, encontrándose que 

estos fármacos inhiben de forma dosis-dependiente el crecimiento in vitro de 

promastigotes y amastigotes axénicos, además de disminuir el porcentaje de infección 

de macrófagos. Adicionalmente, se han descrito cambios ultraestructurales y 

morfológicos en el parásito, 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 fármacos de los cuales se 

conocen sus propiedades químicas, su farmacocinética, farmacodinámica, eficacia y 

tolerabilidad en el organismo, estos podrían ser utilizados como tratamiento alternativo 

contra esta parasitosis, particularmente en pacientes coinfectados con el VIH, donde la 

quimioterapia tradicional contra este parásito 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 parásito, 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 hacía el dominio RP de la Ddi1-

like de Leishmania (Perteguer y col., 2012; Serrano y col., 2012). Las concentraciones 

efectivas del NFV en el plasma sanguíneo se encuentran alrededor de los 7 µM, 

suficiente para inhibir el crecimiento del virus (IC50 14 ƞM) (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 µM. 
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Esta diferencia de susceptibilidades entre el parásito y el virus, plantea ciertos 

inconvenientes en el momento de diseñar un esquema terapéutico, que incluya a los 

antirretrovirales en el tratamiento de la leishmaniasis (Van Griensven y col., 2013). 

 Tomando en cuenta que la combinación de fármacos que actúan de manera 

sinergística, logra potenciar el efecto terapéutico de cada compuesto, y además, se logra 

minimizar las dosis requeridas, el desarrollo de resistencia y reducir el período de 

tratamiento (Alvar y col., 2008; Van Griensven y col., 2014), la OMS ha sugerido la 

aplicación de este esquema terapéutico no sólo para el tratamiento de la leishmaniasis, 

sino también en pacientes coinfectados con el VIH (OMS, 2010; 2017). Considerando 

esta recomendación, al conocimiento de que el NFV es el antirretroviral más efectivo 

contra ambos morfotipos de Leishmania y que la LV, causada por L. donovani y L. 

infantum, es la forma clínica más común en la coinfección por Leishmania/VIH, nos 

propusimos en el presente trabajo, estudiar el posible efecto sinergístico del NFV al 

combinarlo con la AMB y con la MTF sobre L. donovani y L. infantum. 

Los resultados obtenidos, muestran una inhibición dosis-dependiente de los 

compuestos sin combinar sobre la proliferación in vitro de promastigotes y sobre el 

porcentaje de infección de macrófagos por amastigotes de L. donovani. De acuerdo a la 

especie del parásito ensayada la concentración del NFV que inhibe el 50% de la 

proliferación in vitro de promastigotes de Leishmania, se encuentra entre 9 y 26 µM 

(Valdivieso y col., 2010; Van Griensven y col., 2013). El IC50 del NFV reportado en este 

trabajo fue de 10,93 µM para promastigotes de L. donovani, valor comprendido dentro 

del rango reportado, y además, es cercano al encontrado por Valdivieso y col., (2010) 

sobre la misma especie (IC50 de 14,10 µM). En otras especies del parásito como L. 

mexicana, se ha reportado un IC50 de 13,83 µM sobre promastigotes del parásito (Mejías 

y col., 2015). Por otra parte, el IC50 del NFV sobre la infección in vitro de macrófagos 
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murinos por amastigotes de L. donovani, fue de 0,89 µM, en contraste con el efecto 

reportado sobre L. mexicana (IC50 de 0,5 µM), evidenciando a la especie L. mexicana 

como más sensible al tratamiento por el antirretroviral (Mejías y col., 2015).  

En cuanto a las drogas leishmanicidas, la AMB resultó ser el compuesto más 

eficiente (Corral y col., 2014; Seifert y Croft, 2006; Trinconi y col., 2014), con un IC50 

de 0,091 µM 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 IC50 de 0,033 µM sobre L. amazonensis (Morais-Texeira y col., 2014) y de 

0,0012 µM para L. mexicana (Mejías y col., 2015), valores al menos 10 veces mayores 

al encontrado en este trabajo sobre L. donovani (IC50 de 0,00061 µM). 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 más 

sensibles al tratamiento por AMB en comparación con otras especies del parásito. 

En cuanto al tratamiento con la MTF, el IC50 reportado en este trabajo es de 11,27 

µM sobre promastigotes y de 2,90 µM sobre amastigotes de L. donovani mientras que, 

en otros trabajos se ha reportado un IC50 de la MTF comprendido entre 1 y 15 µM sobre 

promastigotes y amastigotes de diferentes especies de Leishmania, incluyendo L. 

infantum y L. amazonensis (Seifert y Croft, 2006; Serrano-Martín y col., 2009a).  

Al evaluar la combinación del NFV+AMB y del NFV+MTF sobre la 

proliferación in vitro de promastigotes de L. donovani, se obtuvieron valores de FIC 

menor a 0,5 para la combinación de NFV+AMB (0,43) y menor a 1 para la combinación 

de NFV+MTF (0,88), clasificando ambas combinaciones como sinergísticas. 

Específicamente, la combinación con AMB resultó ser clasificada como sinergismo 

fuerte y la combinación con MTF como sinergismo moderado (Figura 8). Con ambas 

combinaciones se obtuvieron isobologramas con isóbolas cóncavas, siendo la isóbola de 
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la combinación de NFV+AMB más pronunciada que la combinación de NFV+MTF. En 

contraste con los hallazgos reportados por nuestro grupo de investigación sobre la 

proliferación in vitro de promastigotes de L. mexicana (MHOM/BZ/82/Bel-21), la 

combinación de NFV+AMB ha sido reportada como sinergismo moderado (FIC = 0,59) 

mientras que, la combinación de NFV+MTF se clasificó como aditiva (FIC = 1) (Mejías 

y col., 2015). Estos resultados sugieren que ambas combinaciones parecieran ser más 

efectivas sobre L. donovani, al menos sobre el morfotipo promastigote del parásito. 

Adicionalmente, la combinación de NFV+AMB pareciera ser más eficaz que la 

combinación con NFV+MTF sobre promastigotes de L. donovani y L. mexicana.  

La combinación de estos compuestos también fue evaluada sobre el porcentaje 

de infección in vitro de macrófagos murinos de la línea celular J774 por amastigotes de 

L. donovani. Se encontró que la combinación de NFV+AMB pareciera ser más eficiente, 

FIC = 0,32, que la combinación con NFV+MTF (FIC = 0,57), con isóbolas cóncavas 

para las dos combinaciones, clasificándose ambas como sinergísticas (Figura 11). En 

amastigotes intracelulares de L. mexicana, se ha reportado valores de FIC de 0,61 y 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 isóbolas cóncavas para ambas combinaciones, tanto en promastigotes como 

amastigotes de L. donovani (Figura 9 y 11). 

De esta manera se podría afirmar que el tratamiento combinado de NFV+AMB 

resulta ser más eficaz que la combinación de NFV+MTF sobre L. donovani y L. 

mexicana, siendo L. donovani más sensible al tratamiento. Este resultado es de gran 

importancia, tomando en cuenta que L. donovani causa manifestaciones viscerales de la 

enfermedad, la forma clínica más común observada en pacientes coinfectados con VIH.  
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Adicionalmente, es interesante resaltar que la forma amastigote del parásito 

resultó ser más 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 fisiológica. Algunos investigadores sugieren que la diferencia de 

susceptibilidad hacia los compuestos entre los dos morfotipos, puede deberse a posibles 

modificaciones bioquímicas que ocurren en la superficie del parásito durante el proceso 

de transformación, exponiendo blancos de acción 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 concentración de la 

droga en la vacuola parasitófora. Estas diferencias de susceptibilidad también ha sido 

observada con otros fármacos utilizados comúnmente 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 podrían deberse a múltiples factores 

aún en discusión. Actualmente se manejan varias hipótesis; en principio los fármacos 

deben superar las barreras de las membranas plasmáticas del macrófago, de la vacuola 

parasitófora y del amastigote, para poder alcanzar su blanco de acción y ejercer su acción 

leishmanicida. El compuesto podría difundir a través de la membrana plasmática o bien 

ingresar al interior celular mediante transportadores de membrana. Diferencias o 

variaciones en la composición de la membrana plasmática o una disminución en la 

expresión del transportador, pueden presentarse en diferentes especies del parásito (dos 

Santos y col., 2013; Zufferey y col., 2003). Esto se podría traducir en una mayor o menor 

accesibilidad de un determinado fármaco al blanco de acción del mismo. Tomando en 

cuenta que la AMB es un compuesto que induce una rápida respuesta en el parásito 

debido a su acción a nivel de la membrana plasmática, estos cambios de composición en 
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la membrana, pudiesen explicar las diferencias de sensibilidades observadas (dos Santos 

y col., 2013). 

La especie del parásito estudiada en esta oportunidad, L. donovani, es el agente 

etiológico 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 coinfección con el 

VIH. En este sentido los resultados obtenidos en este trabajo podrían ser de gran utilidad, 

dado que se encontró una mayor susceptibilidad de esta especie hacía el tratamiento 

combinado del antirretroviral con los compuestos leishmanicidas, lo cual abre la 

posibilidad de aplicar tratamientos más específicos y posiblemente más eficaces en estas 

regiones. 

Si bien los casos de coinfección Leishmania/VIH de mayor prevalencia son los 

causados por L. donovani provenientes de la región africana y asiática, en Europa la LV 

en pacientes coinfectados es causada por L. infantum. Ambas especies presentan 

características distintivas, que establecen un cuadro clínico muy diferente. En la región 

europea, particularmente, España y Portugal, se ha registrado el mayor número de casos 

asintomáticos de LV; no obstante, al ocurrir la coinfección con el VIH, la infección por 

Leishmania se vuelve sintomática, caracterizándose además por ser muy virulenta y 

presentar una menor tasa de respuesta terapéutica. Esto ocurre, no sólo por la presencia 

de ambos patógenos sino también, por la capacidad que tiene dicha especie de 

permanecer en el individuo sin mostrar síntomas, logrando adaptarse a la respuesta del 

sistema inmunológico del individuo (Carrillo y col., 2014; Kumay y Nylen, 2012).   

Por esta razón, en el presente trabajo también se planteó estudiar la posible 

potenciación del efecto leishmanicida del NFV al combinarlo con la AMB y la MTF, 

sobre el porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos de la línea 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 parásito obtenidos de diferentes individuos de 

Madrid-España: 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 (MHOM/ES/15/LLM-2284); dichas cepas representan los 3 grupos 

de pacientes afectados por L. infantum más importantes. Se incluyó una cepa proveniente 

de un canino tomando en cuenta que estos mamíferos actúan como reservorios del 

parásito dentro del ciclo zoonótico de L. infantum, además de ser una cepa de referencia 

internacional (MCAN/ES/98/LLM-724). También se incluyó 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 parásitos aislados de pacientes coinfectados o no con 

el VIH.    

En primer lugar se evaluó el efecto de los compuestos sin combinar sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos por amastigotes de L. infantum. 

Los resultados obtenidos muestran una inhibición dosis-dependiente de los compuestos 

sobre la infección de las células. La cepa MCAN/ES/98/LLM-724 resultó ser más 

sensible al tratamiento por el antirretroviral (IC50 de 0,42 µM), mientras que las otras 

dos cepas presentaron una sensibilidad similar (IC50 entre 1 y 2 µM). Si se comparan 

estos resultados con el efecto observado del NFV sobre otras especies de Leishmania, se 

observa que el antirretroviral presenta una acción diferencial sobre diferentes especies 

del parásito, 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 resultó ser menos 

eficaz sobre la misma cepa de L. infantum en el canino (MCAN/ES/98/LLM-724) (IC50 

de 0,0082 µM), mientras que, con las otras dos cepas de humanos se obtuvieron valores 
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de IC50 similares (IC50 de 0,002 µM). Al contrario de lo que ocurre con el tratamiento 

con NFV, L. donovani resultó ser más sensible al tratamiento con la AMB (IC50 de 

0,00061 µM) en comparación con L. infantum (IC50 entre 0,002 y 0,008 µM) y L. 

mexicana (IC50 de 0,0012 µM) (Mejías y col., 2015). Tanto la manifestación visceral 

como la cutánea pueden encontrarse simultáneamente en caninos; a diferencia de los 

humanos, donde se observan manifestaciones cutáneas y viscerales por separado. Por 

tanto, los síntomas clínicos y la respuesta al tratamiento empleado en caninos son 

diferentes en humanos; esto pudiese estar relacionado con la biología del canino como 

reservorio del parásito, donde el sistema inmune y el estado nutricional son 

características determinantes en la infección por Leishmania. 

 Por último en cuanto al tratamiento con la MTF, se reportó que L. mexicana 

presenta una mayor sensibilidad al tratamiento (IC50 de 1 µM) (Serrano-Martín y col., 

2009a) en comparación 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 hacía la MTF.  

Al evaluar el efecto de las combinaciones de NFV+AMB y NFV+MTF sobre el 

porcentaje de infección in vitro de macrófagos 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 sinergísticas con valores de FIC 

relativamente similares, todas menores a 0,5 y con isóbolas cóncavas (Tabla 9, Figura 

13). Se encontraron valores de FIC más 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 (MHOM/ES/15/LLM-2284), en comparación 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 

0,23 y 0,30, respectivamente.  

De esta mamera, se demuestra claramente la potenciación del efecto inhibitorio 

del NFV al emplearlo en combinación con AMB ó MTF, al igual que ocurre con el 

tratamiento combinado en L. donovani y L. mexicana (Mejías y col., 2015). Además de 

potenciar el efecto leishmanicida del NFV al emplearlo en combinación, es importante 

mencionar que también se logró reducir las dosis necesarias del NFV a concentraciones 

en el rango nanomolar. Tomando en cuenta que la concentración del antirretroviral en el 

plasma sanguíneo se encuentra alrededor de 7 µM (Andrews y col., 2006), al emplearlo 

en conjunto con AMB o MTF se reducen las dosis requeridas para inhibir el crecimiento 

del parásito de alrededor de 1 µM a 300 nM.  

Ahora bien, si comparamos los FIC obtenidos para las combinaciones ensayadas 

sobre el porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos por amastigotes de L. 

donovani y L. infantum encontradas en este trabajo, en general se obtuvieron FIC 

ligeramente menores sobre L. infantum en comparación con L. donovani, lo cual podría 

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 cutáneas presenta una menor sensibilidad al tratamiento con 

las combinaciones de NFV+AMB ó NFV+MTF en comparación con las especies que 

causan LV. 

Como ya se había mencionado estas diferencias de susceptibilidades entre las 

especies podrían ser causadas por diversos factores. Entre ellos, se mencionó las 
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variaciones en la composición de la membrana plasmática y/o la expresión de los 

transportadores de membrana, afectando con ello el ingreso de la droga al interior 

celular. Otro de las hipótesis 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 presión selectiva de una droga. En presencia de la droga, el 

parásito es capaz de activar la expresión de ciertos genes que le permiten responder a los 

cambios a los cuales está siendo sometido producto del tratamiento con la droga. Ha sido 

reportado que L. infantum presentan un mayor grado de diversidad genética en 

comparación con L. donovani, incluso en cepas pertenecientes a una misma región 

geográfica, lo cual podría ser una explicación 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 podría estar relacionada con la 

capacidad de una especie en producir manifestaciones cutáneas o viscerales de la 

enfermedad. Tomando en cuenta que L. infantum es capaz de producir ambas 

manifestaciones clínicas, 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 

líneas celulares de macrófagos murinos para las infecciones in vitro con las diferentes 

especies del parásito, J774 para L. donovani y RAW 264.7 para L. infantum, no se 

observaron diferencias producto del uso de estas células, encontrándose porcentajes de 

infección entre el 70 y el 75% para los dos tipos celulares. Ambas líneas celulares se 

encuentran bien establecidas y su uso es recomendado para la evaluación 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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(Carvalho y 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 combinación de la AMB con la paromomicina presenta un efecto sinergístico (FIC = 

0,46) sobre la reducción de la infección de amastigotes de L. infantum, pero aditivo (FIC 

> 1) si se combina con el glucantime (Morais-Teixeira y col., 2014). Mientras que, la 

combinación de AMB con NFV sobre amastigotes de L. donovani (FIC = 0,32) y L. 

infantum (FIC < 0,5) ensayada en este trabajo, resultó ser más efectiva. 

Las combinaciones con la sitamaquina y la nitazonaxida resultaron ser aditivas 

sobre el crecimiento del parásito mientras que, la combinación con la alicina y el 

tamoxifen fue sinergística (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 farmacológicos, 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 combinación de la alicina con la AMB resultó ser 

sinergística 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 combinación del NFV+AMB o 

NFV+MTF sobre el porcentaje de infección in vitro de macrófagos murinos por 

amastigotes de L. donovani y L. infantum.  

Por otra parte, la combinación de la AMB con el tamoxifen, un modulador 

selectivo del receptor de estrógenos empleado en el tratamiento de cáncer de mamá 

(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 sinergístico sobre 
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amastigotes de L. amazonensis, con un FIC estimado de 0,74 (Trinconi y col., 2014). Al 

emplear la combinación de la AMB con este compuesto, se logra disminuir las 

concentraciones del antibiótico 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 actúa sinérgisticamente con otros fármacos 

leishmanicidas como el pentostam, sobre la infección de macrófagos por amastigotes de 

L. donovani (Seifert y col., 2011) así 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 infección in vitro de macrófagos murinos por 

amastigotes intracelulares, es relativamente baja (FIC > 0,5), en comparación con los 

FIC obtenidos en este trabajo sobre el morfotipo de interés clínico. En estudios 

realizados por nuestro laboratorio demuestran un efecto sinergístico entre compuestos 

naturales de la familia de las 4-ariloxi-7-cloroquinolinas con la AMB ó 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 vía de síntesis 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), además de presentar un efecto 

sinergístico 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 sinergístico 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 parásito 

(Benaim y col., 2006; Urbina y col., 1993; Veiga-Santos y col., 2012). 

Hasta el momento no se había sido evaluado el efecto leishmanicida de la 

combinación del NFV, el antirretroviral más eficaz sobre Leishmania, en combinación 

con otras drogas leishmanicidas, siendo este trabajo pionero en al área. En estudios 

realizados por Costa y col. (2016), se analizó el efecto de la combinación de algunos 

antirretrovirales, tanto inhibidores de la transcriptasa reversa como inhibidores de la 

proteasa del VIH con la MTF, sobre la proliferación de promastigotes y sobre la 

infección in vitro de macrófagos 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 patógenos como Cryptosporidium sp y Plasmodium sp, se han 

ensayado combinaciones de antirretrovirales de la familia de los inhibidores de la proteasa 

del VIH en combinación con otras drogas (Hommer y col., 2003; Skinner-Adams y col., 

2007). En el caso de Crypstospodirum sp, se ensayó la combinación del amprenavir, 

indinavir, NFV, ritonavir y saquinavir en combinación con la paromomicina, encontrando 

un mayor efecto antiproliferativo de los inhibidores cuando se utiliza en combinación 

sobre este agente patógeno. De todas las combinaciones estudiadas, los autores reportan 

que la combinación de la paromomicina con el NFV y el ritonavir fueron las más 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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combinación con saquinavir y ritonavir, incluso en cepas resistentes, siendo más eficaz la 

combinación con ritonavir (Skinner-Adams y col., 2007).  

Luego de analizar la información anteriormente reportada, podríamos sugerir que 

las combinaciones de compuestos utilizadas en este trabajo parecieran ser eficaces sobre 

Leishmania, en comparación 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-Martín 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 logró alcanzar cerca del 90% de inhibición 

del crecimiento del parásito a concentraciones menores a las empleadas de manera 

individual, potenciándose así el efecto leishmanicida del NFV al realizar las 

combinaciones en conjunto con la AMB o la MTF. 

Para poder entender la naturaleza de la interacción entre los compuestos que se 

emplean en combinación es necesario considerar el mecanismo de acción de cada uno 

de ellos (Pérez-Acuña, 2008; Romand y col., 1996). La potenciación del efecto 

terapéutico de los compuestos empleados en conjunto, puede darse cuando ambos 

compuestos afectan una misma ruta bioquímica en diferentes puntos o bien cuando 

afectan rutas bioquímicas diferentes que son esenciales para la sobrevivencia del agente 

patógeno (Wagg y col., 2010). De esta manera, al emplear la combinación de dos 

fármacos que actúen de manera sinergística, es posible potenciar el efecto terapéutico, 

lo cual podría explicar por qué algunas combinaciones de compuestos se ven más 

favorecidas que otras (Hommer y col., 2003; Skinner-Adams y col., 2007).   

En Leishmania sp., además de la inhibición de la Ddi1 del parásito por acción 

del NFV (White y 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 fragmentación del ADN nuclear y 

la pérdida del potencial electroquímico mitocondrial, eventos característicos 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 

parásitos tratados con el NFV, lo que sugiere por lo tanto que este antirretroviral elimina 

el parásito de una manera independiente de caspasas. Adicionalmente, los autores 

observaron la despolarización de la membrana mitocondrial, producto del tratamiento 

de los parásitos en cultivos con el NFV, lo cual conduce a la liberación de la 

endonucleasa G. Estos hallazgos proporcionan una visión más completa del mecanismo 

de muerte celular inducido por NFV en L. donovani (Kumar y col., 2010). 

Adicionalmente, trabajos realizados en colaboración con el Laboratorio de Bioquímica 

y Señalización de Parásitos del IDEA, han demostrado que el NFV es capaz de producir 

una rápida despolarización del potencial electroquímico mitocondrial en promastigotes 

de L. mexicana (13 µM) y L. donovani (10 µM) y que además, las combinaciones del 

NFV+AMB y del NFV+MTF producen una mayor despolarización de la membrana 

mitocondrial a concentraciones más bajas. 

Como ya se ha mencionado, el mecanismo de acción 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 parásito, produciendo la formación de poros que 

resulta en la lisis celular (Ramos y col, 1996; Roberts y col., 2003; Van Griensven y col., 

2014). Este fármaco ejerce la acción más 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 razón, 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 lipídicas o 
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combinándola con otras drogas menos tóxicas pero igual de eficientes (Van Griensven 

y col., 2014).   

Por último, se ha reportado que la MTF es capaz de alterar la síntesis de 

fosfatidilcolina, así como de afectar la homeostasis intracelular del Ca+2, induciendo la 

entrada de este ión desde el exterior celular, gracias a la activación de una canal de Ca+2 

regulado por voltaje, presente en la membrana plasmática (Serrano-Martín y col., 2009; 

Verma y Dey, 2004; Pinto y col., 2018). A nivel mitocondrial, la MTF inhibe de manera 

dosis-dependiente la actividad de la citocromo c oxidasa, enzima que participa en la 

cadena transportadora de electrones, lo que origina una reducción del potencial 

electroquímico mitocondrial y un significativo declive de los niveles de ATP 

intracelular, produciendo la muerte celular similar a la apoptosis (Luque-Ortega y Rivas, 

2007). También se ha demostrado que la MTF aumenta los niveles de las especies 

reactivas de oxígeno, lo que conduce a un aumento del estrés oxidativo, alterándose el 

metabolismo de las poliaminas y el potencial mitocondrial, liberándose el citocromo c y 

la superóxido dismutasa A mitocondrial produciendo finalmente la fragmentación del 

ADN nuclear. 

Si se analiza el efecto de la combinación del NFV y la AMB sobre el parásito, la 

AMB presenta un rápido efecto a nivel de la membrana plasmática aún a concentraciones 

muy bajas, generando poros y desestabilizando la estructura, lo cual podría facilitar de 

alguna manera el acceso del NFV al interior celular para ejercer su acción leishmanicida 

más eficazmente, bien sea sobre los blancos que se han postulado actualmente, a nivel 

mitocondrial o sobre la división del parásito, o bien sobre otro blanco de acción aún sin 

estudiar. De esta manera se podría explicar porque la combinación del NFV+AMB 

resulta más eficaz, y además se podría postular que la combinación de NFV con AMB 
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logra potenciar el efecto antiparasitario del antirretroviral gracias a la acción de los 

compuestos sobre diferentes rutas bioquímicas.  

En el caso de la combinación del NFV+MTF, ambos compuestos presentan un 

efecto más tardío en comparación con la AMB. No obstante, la MTF es capaz de inhibir 

el crecimiento del parásito mediante diferentes vías bioquímicas estudiadas hasta ahora, 

entre ellas inhibiendo la actividad de la citocromo c oxidasa afectando el potencial 

mitocondrial y la inhibición de la síntesis de fosfatidilcolina; en el caso del NFV también 

se ha postulado que presenta un efecto a nivel mitocondrial conduciendo a liberación de 

la endonucleasa G. De este modo, el uso combinado del NFV con la MTF podría llevar 

a un rápido colapso del potencial mitocondrial, lo cual se traduce finalmente en la muerte 

del parásito, lo cual conlleva a sugerir que se logra potenciar el efecto leishmanicida de 

ambos compuestos gracias a su acción sobre una misma ruta bioquímica. 

Adicionalmente, se ha sugerido que el NFV en capaz de bloquear la división celular, 

específicamente a nivel de la citocinesis, al inhibir la actividad de la Ddi1-like 

Leishmania involucrada en el proceso de la separación de las cromátidas hermanas 

durante la duplicación. Esta potenciación producto del uso de la combinación de estos 

compuestos puede ser más o menos efectiva de acuerdo a las características intrínsecas 

de cada especie del parásito, como ya se ha discutido anteriormente. Estos hallazgos son 

de gran importancia, tomando en cuenta, que se logró reducir las dosis necesarias del 

antiretroviral, a concentraciones más cercanas a la concentración efectiva del NFV sobre 

el virus.   

Los ensayos in vitro si bien son útiles para evaluar el actividad leishmanicida de 

compuestos nuevos así como de combinaciones con otros compuestos, no es posible 

estudiar los aspectos farmacocinéticos y farmacodinámicos de los compuestos 

empleados, por lo tanto no son siempre predictivos de las interacciones in vivo y además 
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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 fármacos 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 sinergísticas en el sistema in vitro 

ensayado, se planteó realizar una primera aproximación 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 órganos y 77% y 76% 

con la MTF sobre hígado y bazo, respectivamente, respecto al grupo control sin 

tratamiento (Figura 14). En el caso del tratamiento con el NFV se obtuvo una inhibición 

del 61% en hígado y de 64% en bazo de la carga parasitaria, demostrándose por primera 

vez el efecto antiparasitario de este antirretroviral en un modelo in vivo de LV. En cuanto 

al tratamiento con la combinación de los compuestos se obtuvieron porcentajes de 

inhibición de la carga parasitaria casi del 100% para la combinación de NFV+AMB 

sobre ambos órganos y de 89% (*p<0,05) en hígado y de 84% en bazo (**p< 0,01) para 

la combinación de NFV+MTF. 

En el caso de la combinación de NFV+AMB no es posible afirmar si el 

tratamiento combinado resultó 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 eliminó 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 combinación con el NFV, por esta razón, no se puede concluir la existencia de una 

potenciación del efecto leishmanicida del antiretroviral. Sería necesario emplear dosis 

más bajas de la AMB para evaluar si realmente existe un efecto sinergístico al 

combinarla con el NFV.  

En cuanto al tratamiento combinado de 5 mg/kg NFV + 5 mg/kg MTF, se observó 

una reducción de la carga parasitaria de 89% en hígado y 84% en bazo, en el grupo de 

ratones tratados con la combinación de NFV+MTF. En este caso, se podría afirmar que 

se observó una potenciación del efecto leishmanicida del NFV al emplearlo en 

combinación con la MTF, sobre la reducción de la carga parasitaria del hígado y bazo. 

Se han reportado numerosos estudios de combinación de compuestos en modelos 

experimentales de LV empleando ratones o hámster. Entre ellos se pueden mencionar 

los ensayos de la combinación 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 

(Nakayama y col., 2011) sobre infecciones experimentales de L. donovani y L. infantum. 

No obstante, la mayoría de estas combinaciones resultaron ser aditivas en la reducción 

de las cargas parasitarias, a excepción de la combinación 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 combinación. 

Hasta el momento, no se han estudiado las interacciones farmacocinéticas y 

farmacodinámicas que pudiésen presentarse entre los fármacos NFV+AMB y 

NFV+MTF. El NFV es metabolizado por el citocromo P450 y además es sustrato del 

CYP2C19, por lo cual puede presentar interacciones bioquímicas desfavorables con 

otros fármacos generando toxicidad y disminución del efecto terapeútico (Pai y Nahata., 

1999; Wilkinson, 2005). Se ha recomendado evitar la administración del NFV con otros 
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fármacos como fungizidas de la familia de los azoles, algunos anticoagulantes y otros 

IP’s del VIH, ya que pueden generar interacciones farmacocinéticas clínicamente 

significativas (Dooley y col., 2008; Piscitelli y col., 2001; Randic y Di Carlo, 1997). Sin 

embargo, no hay información sobre interacciones farmacocinéticas con la AMB ó la 

MTF.  

Para la AMB, se han realizado estudios con otros fármacos antirretrovirales, 

como atazanavir, darunavir, ritonavir y lopinavir, y los resultados sugieren que no deben 

producirse interacciones clínicamente relevantes. Por lo tanto, no existe una 

contraindicación reportada para la administración conjunta de antirretrovirales con 

AMB. En cuanto a la MTF, el metabolsimo de este fármaco no depende de las 

isoenzimas CYP; adicionalmente no se han reportado interacciones clínicamente 

importantes con otros fármacos incluyendo los antirretrovirales. No obstante, puede 

existir la posibilidad de que se produzca una alteración en la biodisponibilidad de MTF, 

pero no existe evidencia clínica disponible (Dorlo y col., 2012; Mehuys y col., 2012).  

Por otro lado, también es importante evalular los efectos secundarios que 

presentan los fármacos a emplear en combinación, debido a que si estos presentan los 

mismos efectos secundarios como náuseas, problemas gastrointestinales y vómitos, no 

van a presentar una buena tolerabilidad en el paciente. No obstante, algunos de estos 

efectos secundarios son leves y además podrían reducirse al emplearse en combinación 

debido a que las dosis a emplear serían menores. Estos estudios son de gran importancia 

en vías de validar el uso de las combinaciones de drogas en fase clínica, de manera de 

asegurar una buena tolerabilidad y eficiencia del efecto terapeútico.  

Hasta la fecha no se había realizado ningún ensayo in vivo de la combinación de 

antirretrovirales con otros compuestos leishmanicidas. Por tanto, son pioneros nuestros 

estudios sobre el efecto de la combinación de antirretrovirales con drogas leishmanicidas 
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en un modelo murino, y además, es la primera vez que se reporta la potenciación 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 aplicación de terapias 

combinadas como una de las alternativas quimioterapéuticas con mayor proyección en la 

actualidad, para mejorar el tratamiento contra la leishmaniasis, en pacientes coinfectados 

o no con el VIH. Los resultados son prometedores, en particular la combinación 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 administración combinada de un fármaco como el NFV que presenta un efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de dos agentes patógenos distintos, antiparasitaria y 

antiviral, podría disminuir la duración y los costos del tratamiento, beneficiando en gran 

medida  su  aplicación y alcance del mismo. Si bien es necesario el estudio de la 

combinación de estos compuestos en fase clínica 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 además, se conocen sus 

propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas, su tolerabilidad en el organismo y sus 

efectos secundarios. Más aún es muy ventajoso emplear combinaciones de fármacos ya 

aprobados para su administración en pacientes. 
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5. CONCLUSIONES 

 

 Las combinaciones del NFV+AMB y del NFV+MTF, presentan un efecto sinergístico 

sobre la proliferación in vitro de promastigotes y la reducción del porcentaje de 

infección de macrófagos murinos por amastigotes de L. donovani. De igual forma se 

observó una disminución del número de amastigotes por células, presentes en las 

vacuolas lisosomales. 

 Tomando en cuenta la resultados, la combinación de NFV+AMB reduce de manera 

más eficaz la proliferación de L. donovani que la combinación de NFV+MTF.  

 Las combinaciones de NFV+AMB y de NFV+MTF se clasificaron como sinergísticas 

sobre L. infantum, al reducir el porcentaje de infección in vitro de macrófagos 

murinos.  

 La cepa de L. infantum proveniente del paciente inmunosuprimido resultó ser más 

sensible al tratamiento con ambas combinaciones en comparación con las otras cepas. 

La cepa del paciente inmunocompetente presentó susceptibilidades similares con los 

dos tratamientos combinados mientras que, la cepa del canino resultó 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 hígado y bazo de ratones BALB/c infectados con L. infantum. 

 El tratamiento con la combinación NFV+MTF en ratones BALB/c infectados con L. 

infantum, logró potenciar el efecto leishmanicida del antirretroviral reduciendo las 

cargas parasitarias en hígado y bazo.  
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