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Resumen

La leishmaniosis es una enfermedad infecciosa causada por parasitos protozoarios de
diferentes especies del género Leishmania. El tratamiento se basa principalmente en la
quimioterapia. Sin embargo, los farmacos disponibles para la leishmaniosis no
satisfacen las necesidades, pues tienen diversos inconvenientes y limitaciones. En la
actualidad, la bdsqueda de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la
leishmaniosis es una prioridad. En este sentido, el reciclaje farmacoldgico ha ido
ganando espacio dentro de la industria farmacéutica para tratar enfermedades
infecciosas. Este trabajo, tiene como objetivo evaluar la actividad antileishmanial de
farmacos que se utilizan en la clinica para diferentes enfermedades. En este trabajo, se
evalud la actividad inhibitoria de 26 farmacos sobre promastigotes y amastigotes de
L. amazonensis, asi como su citotoxicidad en macréfagos de ratones BALB/c. De los
productos seleccionados, se obtuvo la prediccién de su diana molecular a través del
programa computacional en linea ‘PASS online’. El grupo farmacol6gico que mostrd
mayor actividad sobre promastigotes fueron los antineoplasicos, seguido de los
antifangicos y por Gltimo los antiparasitarios. Sin embargo, en general se observo poca
selectividad, excepto para los farmacos de referencia y otros tres compuestos
correspondientes a cada uno de los grupos farmacoldgicos. Estos compuestos selectivos,
fueron evaluados sobre amastigotes de L. amazonensis, de los cuales los farmacos de
referencia, el itraconazol y el cisplatino mostraron valores de Clso < 10 uM. Mediante el
programa ‘PASS online’ se identifico la lanosterol 14-a desmetilasa como posibles
diana terapéutica antileishmanial para el itraconazol. Estos resultados brindan
evidencias que motivan el reciclaje farmacoldgico como estrategia promisoria y se
sugieren estudios futuros con otros grupos farmacoldgicos, asi como corroborar los
mecanismos de accion y los efectos en modelos animales de los productos

seleccionados.

Palabras clave: Leishmania amazonensis, promastigotes, macrofagos, amastigotes,
‘PASS online’.
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Abreviaturas
A
Abs: Absorbancias promedio
ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

C

CCsp: Concentracion Citotoxica Media

CEIl: Comité de Etica Institucional

CENPALAB: Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio
Clsp: Concentracion Inhibitoria Media

CIDR: Centro de Investigacion, Diagndstico y Referencia

CITMA: Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente

D
DE: Desviacion estandar

DMSO: Dimetilsulfoxido

E

ELISA: Ensayos inmunoenzimaticos en fase sdlida, de sus siglas en inglés enzyme
linked immune sorbent assay

ETD: Enfermedad tropical desatendida

G
GDP: Guanosin difosfato

I
Ic: Inhibicion de la viabilidad celular
IPK: Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri

IS: indice de selectividad




L

LC: Leishmaniosis cutanea

LCD: Leishmaniosis cutinea difusa

LDPK: Leishmaniosis dérmica post kala-azar
LMC: Leishmaniosis Mucocutinea

LR: Leishmaniosis recidivans

LV: Leishmaniosis visceral

M
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

O
OMS: Organizacién Mundial de Salud

P

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, siglas del inglés Polymerase Chain
Reaction

R
RI: Reduccién de la infeccién

RPMI: medio de cultivo celular del inglés Roswell Park Memorial Institute

S
SFB: Suero fetal bovino

SSFE: Solucion salina fisiologica estéril
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I. Introduccién

La leishmaniosis es una enfermedad infecciosa causada por parésitos protozoarios
intracelulares de diferentes especies del género Leishmania y representa un problema de
Salud Publica en los paises en vias de desarrollo de areas tropicales y subtropicales y es
considerada una enfermedad tropical desatendida (ETD) por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS). EI parasito es transmitido por la picadura de insectos que actdan
como vectores, siendo del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el
Nuevo Mundo (Andrade-Neto et al., 2018; Bustamante et al., 2019).

La enfermedad se presenta con una importante variabilidad clinica y epidemioldgica.
Las manifestaciones clinicas de la leishmaniosis pueden variar desde lesiones cutaneas
0 mucocutaneas hasta lesiones viscerales mortales (Keighobadi et al., 2019). En la
leishmaniosis cutanea (LC) se produce una lesion que se desarrollan como una papula
en el sitio de la picadura y en la leishmaniosis mucocutanea (LMC) tiene lugar la
destruccion de la mucosa y el cartilago oronasofaringeo en la etapa tardia (Araujo et al.,
2016); mientras que la leishmaniosis visceral (LV) se caracteriza por la acumulacién de
parasitos en el higado y el bazo que puede conducir a la muerte si no se trata (Bezerra-
Souza et al., 2019).

La enfermedad afecta aproximadamente a 300 millones de personas y causa de 20 a 30
mil muertes anuales. Aunque la leishmaniosis tiene una amplia distribucion geogréfica,
se considera endémica en 98 paises, siete de ellos representan el 90 % de los casos:
Bangladesh, Brasil, India, Etiopia, Kenia, Nepal y Sudan. EI nimero de casos nuevos de
la enfermedad es incierto, pero es posible estimar un aumento de 200.000 a 400.000
nuevos casos de LV y 700.000-1.200.000 nuevos casos de LC por afio (Andrade-Neto
et al., 2018). En general, estos nuevos casos causan dificultades socioecondémicas
considerables, con un impacto mayor en las comunidades mas pobres, lo que significa
que los nuevos tratamientos antileishmaniales que se necesitan urgentemente tienen que

ser asequibles y accesibles (Charlton et al., 2018).

En la actualidad, no existe una vacuna efectiva para la leishmaniosis. El tratamiento se
basa principalmente en la quimioterapia, con un namero limitado de medicamentos que
se emplean para el control de las infecciones por Leishmania (Keighobadi et al., 2019).

Los farmacos de primera linea son los derivados de antimonio pentavalente, y en casos




de fracaso terapéutico, se recomienda utilizar opciones de segunda linea como son la
anfotericina B, la pentamidina, la paromomicina y la miltefosina (Braga, 2019;
Bustamante et al., 2019; Yamamoto et al., 2020). Sin embargo, en general estos
tratamientos no satisfacen las necesidades, pues tienen diversos inconvenientes y
limitaciones, siendo los méas importantes las numerosas reacciones indeseables debido a
la alta toxicidad de la mayoria de farmacos y la necesidad de administracion parenteral
(Bustamante et al., 2019; Yamamoto et al., 2020). Ademas, los tratamientos requieren
de varias semanas y muchas veces el paciente necesita ser hospitalizado para controlar
los efectos tdxicos, lo que implica costos muy elevados. Estos factores hacen que la
terapia sea inaccesible para muchos pacientes o luego resulten en acciones terapéuticas
incompletas, ya sea por falta del seguimiento de la medicacion o por desanimo del

paciente, por lo que urge el desarrollo de nuevos medicamentos (Braga, 2019).

Para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas, la reutilizacion o
reposicionamiento de farmacos ha emergido como una estrategia prometedora (da Silva
Rodrigues et al., 2019) y ha demostrado ser exitosa para tratar las ETD, incluyendo la
leishmaniosis (Abou-EI-Naga et al., 2020). Esta estrategia se basa en demostrar una
nueva actividad terapéutica para un medicamento que existe para el tratamiento de otra
enfermedad. En este caso, la reutilizacion de medicamentos es aquella investigacion
donde se demuestra una nueva actividad terapéutica para un medicamento que existe

para el tratamiento de otra enfermedad (Andrade-Neto et al., 2018).

El descubrimiento de nuevas aplicaciones clinicas para medicamentos es estratégico
para reducir el costo y el tiempo de disponibilidad, dado que existe un conocimiento
sobre los perfiles de seguridad toxicoldgica de las moléculas en estudio (Braga, 2019).
En el caso de la leishmaniosis, la reutilizacién de farmacos se pone de manifiesto en la
mayoria de los farmacos que hoy se utilizan en el manejo clinico de esta enfermedad, ya
que surgieron a partir de esta estrategia. Ejemplo de ello son: (i) la anfotericina B, la
cual es un antifungico por excelencia; (ii) la pentamidina, un medicamento
hipoglicemiante, (iii) la paromomicina, un antibiético de amplio espectro y (ii) la
miltefosina, disefiada como anticancerigeno (Andrade-Neto et al., 2018; Braga, 2019).

Durante la pandemia de la COVID-19, se observé una explosién en el nimero de

productos evaluados mediante el reposicionamiento farmacologico, lo que a su vez

marco pautas para la evolucion de los estudios farmacolégicos. Sin embargo, el reciclaje




farmacologico no debe aplicarse sin una estrategia llevada a cabo con racionalidad
(Hamid et al., 2024).

Aunque para la leishmaniosis se han evaluado un elevado nimero de medicamentos de
diferentes aplicaciones clinicas, es conocido que para el reciclaje pudieran utilizarse
farmacos de patdgenos que sean cercanos desde el punto de vista filogenético, entre los
que se encuentran parasitos de la misma familia como Trypanosoma, aquellos de la
familia Apicomplexa (especies de Plasmodium y Toxoplasma), distantes como los
protozoos extracelulares (Giardia, Trichomonas, etc...) o incluso aquellos de otros
reinos pero que guardan similitudes como los hongos (Urbina, 2015). Finalmente, los
anticancerigenos constituyen los principales compuestos que han demostrado su eficacia
sobre agentes infecciosos, lo cual ha sido explicado por las caracteristicas comunes

entre los parasitos y las células tumorales (Hamid et al., 2024).

Recientemente, se han descrito varios estudios utilizando la evaluacion simultanea de un
alto nimero de compuestos basados en tecnologias de avanzada que contribuyen a esta
estrategia. Sin embargo, los resultados prometedores en el descubrimiento de nuevas
alternativas antileishmaniales incluyen los ensayos clasicos de evaluacion in vitro para
la eleccion de los posibles candidatos para la reutilizacion (Braga, 2019). En este
sentido, la diversidad bioldgica celular y la compleja interaccion parasito-hospedero son
aspectos relevantes (Weng et al., 2018). Por otra parte, para lograr un mayor éxito en el
desarrollo de farmacos es necesario tener en cuenta ademas los criterios

internacionalmente establecidos para este fin (Hamid et al., 2024).

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriormente expuestos, en este estudio se
evaluaron medicamentos que se utilizan como antiparasitarios, antifungicos y

antineoplasicos sobre L. amazonensis.
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I1. Objetivos

I1.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antileishmanial de farmacos que se utilizan en la clinica para el

tratamiento de diferentes enfermedades.

11.2. Objetivos especificos

1. Determinar la actividad antileishmanial de farmacos que se utilizan en la clinica para

el tratamiento de diferentes enfermedades sobre promastigotes de L. amazonensis.

2. Seleccionar los farmacos con mayor selectividad antileishmanial acorde a la

citotoxicidad sobre macrofagos peritoneales de raton BALBI/c.

3. Evaluar la actividad antileishmanial de farmacos que se utilizan en la clinica para

diferentes enfermedades sobre amastigotes intracelulares de L. amazonensis.

4. ldentificar las posibles dianas terapéuticas de los farmacos seleccionados como

promisorios mediante un estudio in silico.
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I11. Marco tedrico

I11.1. Leishmania y leishmaniosis

Los protozoos pardsitos obligados del género Leishmania (Trypanosomatida:
Trypanosomatidae), son los agentes causales de la leishmaniosis. Se han descrito
aproximadamente 53 especies de Leishmania, de ellas, 31 especies se conocen como
parasitos de mamiferos y 20 especies son patdgenas para los seres humanos (Akhoundi
et al., 2016). La OMS clasifica la leishmaniosis como una ETD, que afecta
principalmente a la poblacion de bajos ingresos de paises en desarrollo (OMS, 2010).
La leishmaniosis es endémica en aproximadamente 100 paises de todo el mundo.
Anualmente, se notifican més de 1,3 millones de casos nuevos, de los cuales entre
20.000 y 30.000 son mortales (Bustamante et al., 2019).

El descubrimiento y la primera descripcion del agente causal de la enfermedad fue en
1898 y 1901 por P. Borovsky, W. B. Leishman y C. Donovan (Weyers, 2016). No
obstante, la clasificacién taxondmica de este género es muy compleja y se divide en
subgéneros Leishmania y Viannia (Ramirez et al., 2016) (Figura 1). La clasificacion de
subdivisién fue propuesta por Lainson y Shaw (1987), que se basa en su ubicacién
dentro del tracto alimentario de los insectos. Las especies de Leishmania que pertenecen
al subgénero Viannia maduran en el intestino posterior del fleb6tomo; mientras que las
especies que pertenecen al subgénero Leishmania maduran en el intestino medio y
anterior del fleb6tomo (Akhoundi et al., 2016).




Reino Protista

Subreino Sarcomastigophora

Filo Protozoa

Subfilo Mastigophora

Clase Zoomastigophora

Orden Kinetoplastida

Familia Trypanosomatidae

Subgénero Leishfania

Complejo de especies Leishmania Viannia

7 7 ! |

Especies L.donovani  L.tropica L. major L. aethiopica L.mexicana L. lainsoni L braz?liensis L gu;tmensis
L. infantum L. killicki L. amazonensis L. brazilienis L. guyanensis
L. chagasi L. garhani L. peruviana L. panamiensis

L. pifanoi

L. venezuelensis

Figura 1. Clasificacion taxonomica jerarquica del género Leishmania (Fuente: Raj et al., 2020).




I11.1.1. Transmision y ciclo de vida

El parésito tiene un ciclo de vida digenético que alterna entre un huésped mamifero e
insectos vectores (Figura 2). Se transmite por la picadura de insectos infectados de los
géneros Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo (Bustamante
et al., 2019). Estos son insectos pequefios (generalmente de 1,5 a 2 mm de longitud
corporal) que se encuentran principalmente en regiones tropicales y subtropicales. Las
hembras de los dos géneros son reconocidos como los Unicos vectores comprobados de

especies de Leishmania patogenas para los humanos (Dostéalova y Volf, 2012).

El ciclo de vida de Leishmania consta de dos etapas sin fase sexual. El parasito sufre
una diferenciacion morfoldgica cada vez que se desplaza entre el huésped y el vector, en
amastigotes y promastigotes. En los insectos vectores, el parasito se presenta en forma
de promastigote, que se caracteriza por ser alargado, movil y extracelular; mientras que
en los vertebrados el parasito se encuentra en forma de amastigote. Los amastigotes son
ovoides, inmoviles y de estadio intracelular (Sharma y Singh, 2008). Los insectos
vectores al alimentarse de un hospedero vertebrado infectado, toman a los amastigotes
de Leishmania junto con la sangre. Dentro del fleb6tomo, ocurre la primera
diferenciacion de los parasitos a promastigotes prociclicos (Gossage et al., 2003). Las
formas prociclicas se dividen en el intestino medio abdominal. Los promastigotes
migran desde el intestino medio abdominal hacia la parte anterior del intestino medio
donde finalmente se diferencian en promastigotes metaciclicos que pasan a la
probdscide del insecto donde estan listos para la transmision al huésped (Sasidharan y
Saudagar, 2021). El vector inyecta los promastigotes en la piel del huésped y poco
después el parasito es absorbido por los macréfagos de la piel, donde se transforman en
amastigotes entre 12 a 24 horas posteriores a la inoculacion. Después de la
transformacion, los amastigotes se multiplican dentro del macréfago y, finalmente, el
macrofago estalla liberando los amastigotes para infectar a otros macrofagos. Esta etapa
es de naturaleza crénica y puede continuar durante meses o afios, e incluso durante toda
la vida sin signos ni sintomas perceptibles, dependiendo de la susceptibilidad del

huésped y su estado inmunolégico (Sharma y Singh, 2008).




Estadios en el insecto Estadios en el humano

Los promastigotes son fagocitados
e por macrofagos y otras células
fagociticgs mononucleares

o Elinsecto ingiere sangre

Los promastigotes se dividen en (inyecta promastigotes en piel)

intestino y migran a proboscide

Los promastigotes se
transforman en amastigotes

Los amasnhgotes se transforman en
opromasn’gotes en intestino del insecto

Los amastigotes se multiplican en células
de varios tejidos e infectan otras células

e Célula parasitada
ingerida -

™ e El insecto ingiere sangre

(y macrofagos infectados con amastigotes)

A= Estadio infectante

A\ = Estadio diagnéstico

o

SAFER - MEALTHIER - PEOPLE"

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. (Fuente: https://www.cdc.gov/dpdx/

leishmaniasis/index.html, acceso 27 de agosto de 2024).

111.1.2. Formas clinicas

Hay tres manifestaciones clinicas principales de la enfermedad: la LC, la LMC y la LV
(Figura 3). Otros tipos raros se ramificaron mas tarde como leishmaniosis cutanea
difusa (LCD), leishmaniosis redicivans (LR) y leishmaniosis dérmica post kala-azar
(LDPK) (Sasidharan y Saudagar, 2021).

La LC es la forma mas comun de leishmaniosis y suele autocurarse. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad incluyen Ulceras crénicas en los sitios de
picadura de insectos, que a menudo dejan cicatrices para toda la vida. La extension de
los sintomas varia dependiendo de la especie (de Vries y Schallig, 2022).
Leishmania major, L. aethipica y L. tropica son las especies responsable de los casos de

LC en el Region mediterranea, América, Asia central y Oriente Medio; mientras que en



https://www.cdc.gov/dpdx/%20leishmaniasis/index.html
https://www.cdc.gov/dpdx/%20leishmaniasis/index.html

Ameérica del Sur las especies responsables son L. braziliensis, L. guyanensis,

L. panamensis, L. mexicana y L. amazonensis (Pavli y Maltezou, 2010).

La LMC es una variante rara y grave de LC, entre las cuales la mayoria de los casos son
causados por L. braziliensis, aunque L. amazonensis, L guyanensis y L. panamensis
también pueden producir esta manifestacion clinica (Abadias-Granado et al., 2021). Es
caracterizado por lesiones de la mucosa que conducen a la destruccidon parcial o
completa de la mucosa de la nariz, garganta y boca. En este caso, la LMC pone en
peligro la vida del paciente y causa lesiones masivas, que conducen a una desfiguracion
permanente. Requiere un diagndstico precoz y un tratamiento rapido. La LMC es
endémica de regiones de América Latina, especialmente Bolivia, Brasil y Pert (Gupta et
al., 2022a).

La LV también llamada kala-azar o fiebre negra es la forma mas grave de leishmaniosis,
donde se afectan érganos como la médula 6sea, el bazo y el higado, siendo fatal si no se
trata. Los agentes causantes de la LV en el Viejo Mundo incluyen L. donovani y L.
infantum; mientras que en el Nuevo Mundo es L. chagasi (sinonimia de L. infantum).
Los sintomas clinicos de la enfermedad incluyen fiebre, pérdida de peso, anemia, y
hepatoesplenomegalia, debido principalmente al aumento de la carga parasitaria en
estos Grganos. La hipersecrecion de la hormona adrenocorticotrdpica en LV conduce al
ennegrecimiento de la piel de los pacientes, de lo cual se deriva su nombre local en la
India como kala-azar (ELkhair, 2014). En la mayoria de los casos, los pacientes son
asintomaticos durante la fase inicial de la infeccién y pueden desarrollarse hasta afios
mas tarde (Gupta et al., 2022a).




Figura 3. Principales manifestaciones clinicas de la leishmaniosis. A: leishmaniosis

cutanea (Fuente: https://images.app.goo.gl/KTTCQx4bhYFsth7w7, acceso 27 de agosto

de 2024); B: leishmaniosis mucocutanea (Fuente: https://www.researchgate.net/

figure/Figura-1-Leishmaniasis-mucocutanea-antes-del-tratamiento-Lesion-destructiva-
del-labio_figl 26811784, acceso 27 de agosto de 2024); C: leishmaniosis visceral.

(Fuente: https://www.researchgate.net/figure/Figura-4-Caso-de-Leishmaniasis-visceral
figl 367624968, acceso 27 de agosto de 2024).

111.1.3. Epidemiologia

Es endémica en mas de 98 paises, donde hay un total de 350 millones de personas en
riesgo y 12 millones de casos de infeccién (Akhoundi et al., 2016). No obstante, se
reconoce que las cifras de casos de leishmaniosis notificados son inferiores a la carga
real (Alvar et al., 2012). A nivel mundial, la mayoria de los casos anuales ocurren en
Asia occidental, Asia central, las Américas y la cuenca del Mediterraneo, pero se
encuentra principalmente en el sudeste asiatico, el este de Africa y Brasil (Sharma y
Singh, 2008).

En este escenario, la leishmaniosis constituye actualmente un importante problema de
salud publica mundial, mostrando una carga creciente durante la Gltima década. Los
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diez paises que juntos representan entre el 70 % y el 75 % de la incidencia global
estimada de LC son Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Iran,
Perd, Siria y Sudan del Norte. La LMC se presenta exclusivamente en América del Sur,
mostrando una mayor incidencia en Bolivia, Colombia, Ecuador, Per(, Paraguay y
Venezuela (Akhoundi et al., 2016); aunque cabe destacar que alrededor del 90 % de los
casos de LMC ocurren en Bolivia, Brasil y Peru (Costa-da-Silva et al., 2022). Mas del
90 % de todos los casos de LV ocurren en solo seis paises, entre ellos la Bangladesh,
Brasil, Etiopia, India, Sudan y Sudan del Sur, siendo responsable de miles de muertes
cada afio (Akhoundi et al., 2016). Sin embargo, en Cuba, no se reportan casos
autoctonos de leishmaniosis, aunque se han presentado casos importados provenientes

de diferentes areas endémicas (Montalvo et al., 2018).

111.1.4. Diagnostico

El diagndstico inicial, sencillo, preciso y fiable es decisivo para el tratamiento
adecuado, cura y erradicacién de cualquier enfermedad en todo el mundo. Para el
diagnostico de la leishmaniosis existen varios métodos como parasitoldgicos,
inmunolégicos y moleculares (De Brito et al., 2020). Sin embargo, ninguno de ellos ha
demostrado ser un enfoque ideal debido al amplio espectro de caracteristicas clinicas y
variedades de especies involucradas en el desarrollo de la enfermedad (Kumari et al.,
2021). Los métodos de diagndstico parasitologico detectan los amastigotes ya sea por
microscopia directa o histopatologia y la forma promastigote en cultivos (Sakkas et al.,
2016). Estos métodos se utilizan principalmente debido al bajo costo y el procedimiento
sencillo. Se puede detectar parésitos a nivel de genero, pero no a nivel de especie
(Elmahallawy et al., 2014).

Por otra parte, los métodos inmunoldgicos son rapidos, no invasivos y detectan
antigenos o anticuerpos de Leishmania en pacientes humanos (Kumari et al., 2021). Sin
embargo, la tuberculosis glandular y la lepra muestran cierta reactividad cruzada (Singh
y Sivakumar, 2003). Dentro de estos métodos podemos encontrar la prueba de
aglutinacion directa, que constituye un ensayo semicuantitativo, rapido, sencillo y
rentable. Los altos valores de sensibilidad y especificidad asociados a esta prueba la
hacen perfecta para trabajos de campo y estudios de laboratorio (do Vale et al., 2020).
Otro de los metodos es la inmunofluorescencia, el cual constituye una técnica
diagndstica estandar para detectar la presencia de los parasitos durante la fase activa de
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la enfermedad. La sensibilidad de esta técnica en pacientes inmunocompetentes oscila
entre el 77 % y 100 % (Kumar et al., 2020). El diagnostico utilizando el ensayo
inmunoenzimatico en fase solida (ELISA, de sus siglas en inglés enzyme linked immune
sorbent assay) es extremadamente sensible, pero la especificidad depende
completamente del antigeno utilizado, por lo se requiere un antigeno altamente
especifico como reactivo inicial (de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). La sensibilidad de
esta técnica oscila entre el 80 % y el 100 % (Kumar et al., 2020). Se han registrado
reacciones cruzadas entre pacientes con tripanosomiasis, tuberculosis y toxoplasmosis
(Elmahallawy et al., 2014).

Por altimo, las técnicas de biologia molecular son una alternativa eficaz a la deteccion
por métodos convencionales, lo cual ha revolucionado el diagndstico de la
leishmaniosis. Presentan mayor sensibilidad y especificidad junto con la posibilidad de
analizar cientos de muestras simultaneamente e identificar la especie infectante
(Akhoundi et al., 2016). Aunque se han desarrollado diferentes métodos, la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, siglas del inglés Polymerase Chain Reaction) constituye
el ensayo estandar (Akhoundi et al., 2017). No obstante, en la actualidad, la utilizacién
combinada de métodos parasitoldgicos clasicos con deteccidn basada en la PCR ofrece

un enfoque mejorado al diagndstico de la leishmaniosis (Montalvo et al., 2018).

111.1.5. Control

La estrategia de vacunacion es el método mas econdmico para la prevencion de
enfermedades infecciosas. En el caso de la leishmaniosis, se han desarrollado varios
candidatos que aun estan bajo investigacion (Burza et al., 2018). En este sentido,
existen diferentes formas de vacunas: vacunas muertas, atenuadas, de antigenos totales
o purificados, proteinas recombinantes o de subunidades y de ADN. Sin embargo,
aungue algunos estudios de ensayos clinicos han informado resultados prometedores, en
la actualidad no existe una vacuna registrada que prevenga la leishmaniosis (Ghorbani y
Farhoudi, 2017).

Otro aspecto importante en el control de la leishmaniosis, son las medidas orientadas
hacia los reservorios animales, tanto salvajes (gran jerbo, damanes, rata de arena,
meriones, zarigiieya) como antroponoticos (perros). En el caso de los reservorios, en
general las medidas van orientadas principalmente al control y eliminaciéon en zonas

pobladas o sitios de desarrollo de la agricultura (WHO, 2014).
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Una estrategia eficaz para reducir la leishmaniosis humana es controlar los vectores,
especialmente en zonas antropogénicas. Existen varios métodos de control, incluidos
productos quimicos, gestion ambiental y proteccion personal. Aunque algunos métodos
pueden tener un fuerte efecto independiente sobre las poblaciones de fleb6tomos, se
recomienda que el control de los fleb6tomos involucre mas de un método (Stockdale y
Newton, 2013).

I11.2. Tratamiento

Hay varias terapias para las diversas formas de la leishmaniosis. Las preferencias por
tratamientos de primera o segunda linea varian segun la manifestacion clinica de la
enfermedad y a menudo es guiado por la préctica regional. En general, el antimonio
pentavalente ha sido considerado el pilar del tratamiento de la leishmaniosis durante
décadas; sin embargo, este agente tiene elevada toxicidad y es cada vez mas ineficaz
debido al desarrollo de resistencia del parasito. Se utilizan otros agentes alternativos en
diferentes situaciones clinicas y guiados por la disponibilidad y efectividad en diferentes
localidades como son: la anfotericina B, la pentamidina, la miltefosina y la

paramomicina (Moafi et al., 2019).

111.2.1. Tratamiento convencional

Los farmacos de eleccién para el tratamiento de LC y LV son los antimoniales
pentavalentes, disponibles comercialmente en forma de antimoniato de meglumina
(Glucantime®) o estibogluconato de sodio (Pentostam®) (Santana et al., 2021). Estos
fueron introducidos por primera vez en 1945 (Kumari et al., 2021). Aunque son muy
eficaces en diferentes partes del mundo, como Africa, han resultado ineficaces en la
India debido a la aparicion de cepas resistentes (Sundar et al., 2010). EI mecanismo de
accion de los antimoniales no esta bien estudiado y los autores plantean diferentes vias:
(i) la forma pentavalente se reduce a forma trivalente mediante tioles o reductasa
dependiente de tiol, lo que provoca la inhibicién de la tripanotiona (factor de virulencia
del parasito) que a su vez causa estrés oxidativo, (ii) la forma pentavalente puede estar
directamente involucrada en la reduccién de ADP y GDP (No, 2016), (iii) puede
obstruir las principales vias metabolicas impulsadas por energia (oxidacion de acidos

grasos, glucdlisis y fosforilacion de ADP), (iv) puede inducir estrés oxidativo mediante
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el flujo continuo de tioles, lo cual desequilibra el mecanismo de defensa antioxidante
del paréasito (Ponte-Sucre et al., 2017), y (v) puede causar fragmentacion del ADN y
muerte celular apoptotica (Roatt et al., 2020). Los antimoniales tienen un costo bajo y
se pueden administrar por via intravenosa o intramuscular, y también se han aplicado
por via intralesional para el tratamiento de la LC. Aunque son efectivos, los informes de
efectos secundarios son comunes en la terapia con antimoniales, como nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad, pancitopenia, niveles elevados de enzimas pancredticas y en casos
raros se ha reportado cardiotoxicidad (arritmia, taquicardia ventricular) (Sasidharan y
Saudagar, 2021).

Una vez que las cepas resistentes al antimonio comenzaron a ser prominentes, la
anfotericina B comenz6 a utilizarse como farmaco de segunda linea. En su mecanismo
de accion, se une al ergosterol alterando la fluidez de la membrana, lo que conlleva a la
muerte celular (No, 2016). Otros mecanismos como la auto-oxidacion y la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) también detienen la supervivencia del parasito
(Singh et al., 2016). Aunque ha mostrado una respuesta excelente en muchos individuos
resistentes a los antimoniales, produce efectos secundarios importantes como
nefrotoxicidad, hipopotasemia, escalofrios durante la infusion lenta junto con anafilaxia
y, por lo tanto, los pacientes deben ser hospitalizados durante periodos largos de tiempo
(Santana et al., 2021).

Otro farmaco que se utiliza ampliamente como alternativa a la resistencia a los
antimoniales es la pentamidina. Este farmaco es utiliza por via intramuscular e
intralesional (Sasidharan y Saudagar, 2021). Se plantea que el mecanismo de accion
consiste en la inhibicion de la topoisomerasa Il mitocondrial, la sintesis de poliaminas e
impide el sistema de transporte activo que conduce a la muerte del parasito (Madusanka
et al., 2022). Este farmaco presenta reacciones adversas graves, como nefrotoxicidad,
cardiotoxicidad, pancreatitis, hipoglucemia, leucopenia y anemia, que requieren un

monitoreo constante del paciente (Santana et al., 2021).

La miltefosina es el Unico farmaco oral disponible para la quimioterapia contra la
leishmaniosis. El farmaco fue desarrollado como agente antineoplasico contra el cancer
de mama metastasico (Madusanka et al., 2022). Los posibles mecanismos de accién
son: (i) altera la composicion de la membrana plasmatica al inhibir el metabolismo de
los fosfolipidos y el metabolismo de los alquil-lipidos (Pinto-Martinez et al., 2018), (ii)

dafa las mitocondrias y obstruye la citocromo ¢ oxidasa, causando la muerte celular
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programada (Ponte-Sucre et al., 2017), y (iii) aumenta la expresion de Oxido nitrico
sintetasa lo cual es toxico para la supervivencia del parasito (Ortega et al., 2022). Los
principales efectos secundarios de este medicamento estan asociados con eventos
gastrointestinales, nefrotoxicidad y en ocasiones hepatotoxicidad, por lo que es
necesario vigilar al paciente durante el tratamiento. Ademas, tiene efectos teratogenos y

propiedades abortivas (Sasidharan y Saudagar, 2021).

La paromomicina es un antibiético con una amplia gama de aplicabilidad clinica
utilizado principalmente para infecciones intestinales. Ha mostrado efectividad contra la
LC y la LV (Sasidharan y Saudagar, 2021). EI medicamento se administra mediante
inyeccion intramuscular lo que dificulta el cumplimiento del tratamiento por parte de los
pacientes que generalmente son de poblaciones de bajos recursos (Santana et al., 2021).
Al igual gue otros farmacos, el mecanismo de accién sigue siendo incierto; aunque se
demostré que produce la inhibicion de la sintesis de proteinas del parasito, altera la
fluidez de la membrana, y el metabolismo de los lipidos (Sasidharan y Saudagar, 2021).
También causa efectos secundarios como nefrotoxicidad, ototoxicidad, aumento
reversible de las transaminasas hepaticas y dolor en el sitio de la inyeccion (Santana et
al., 2021).

111.2.2. Desarrollo de nuevos tratamientos

La eficacia en el tratamiento de la leishmaniosis depende de una serie de factores
relacionados con la susceptibilidad del parasito, la respuesta inmunoldgica del huésped,
el medio ambiente, y el tipo de farmaco administrado (Ponte-Sucre et al., 2017). En la
actualidad, la basqueda de nuevas estrategias terapéuticas y compuestos de bajo costo,
menos toxicos y mas efectivos para el tratamiento de la leishmaniosis es una prioridad.
Sin embargo, hasta la fecha, se han realizado muy pocos avances para su tratamiento,
utilizandose las mismas alternativas farmacologicas desde la década de 1940 (Santana et
al., 2021).

La creciente incidencia de resistencia a los medicamentos y la tasa de recaida en
relacién con la terapia de tratamiento convencional han hecho que los investigadores
busquen criticamente una mejor alternativa con mayor efectividad y eficiencia. Con este
objetivo, se han desarrollado varias estrategias, entre las que se incluye la terapia
combinada de farmacos, la utilizacion de productos naturales la nanotecnologia, la
inmunoterapia y el reciclaje farmacol6gico (Kumari et al., 2021).
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En el caso de la terapia combinada de farmacos, los principales objetivos son reducir el
curso del tratamiento, tasa de recaida, dosis, efectos secundarios letales y superacion de
la resistencia a los medicamentos (Sundar y Singh, 2018). Se han reportado
disminuciones de la carga parasitaria en higado y bazo en el caso de LV y reducciones
del tamafo de la lesion en LC, en un modelo experimental murino (Kumari et al.,
2021).

En diferentes culturas y paises, las plantas medicinales autdctonas se utilizan para tratar
diversas enfermedades, especialmente la leishmaniosis. Muchos productos derivados de
plantas, incluidas chalconas, terpenoides, naftoquinonas, neolignanos, lignanos,
alcaloides, quinonas, oxilipina, flavonoides, saponinas y terpenos, han mostrado una
actividad antileishmanial prometedora (Ghodsian et al., 2020). Adicionalmente, se han
aislado productos quimicos con actividad antileishmanial de organismos marinos

(Nweze et al., 2021) y cianobacterias (Rivas y Rojas, 2019).

El uso de las nanoparticulas es una opcion viable debido a su biocompatibilidad,
solubilidad mejorada del farmaco, distribucion eficaz hasta el Organo diana e
inmunocompatibilidad. En el caso de la leishmaniosis, las nanoparticulas mas utilizadas
para la administracion de farmacos son los derivados liposomales y las poliméricas
(Ahmad et al., 2022).

En los Gltimos afios, la inmunoterapia se ha convertido en una opcidn atractiva ya que
causa menos efectos secundarios que el tratamiento convencional, es rentable y
potencialmente menos susceptible a la resistencia del parasito. Dentro de esta estrategia
se incluyen la terapia con anticuerpos y vacunas basada en citocinas (Divenuto et al.,
2023).

111.3. Reciclaje farmacologico

La reutilizacion de farmacos (tambien llamada reposicionamiento o reperfilado de
medicamentos) es una estrategia para identificar nuevos usos para medicamentos
aprobados o en investigacion para otras enfermedades distintas a la indicacion original
(Pushpakom et al., 2018). Esta estrategia ha ido ganando espacio dentro de la industria
farmacéutica, permitiendo reducir gastos y al mismo tiempo optimizar el tiempo de
liberacion por parte de las agencias reguladoras de salud (Santana et al., 2021). Como

los medicamentos ya han pasado por ensayos preclinicos se aprovechan sus perfiles de
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seguridad conocidos, ya que se han sometido a extensas pruebas de seguridad y eficacia
en humanos, lo que reduce el riesgo de efectos adversos inesperados cuando se utilizan

para nuevos fines (Breckenridge y Jacob, 2019).

La reutilizacién de farmacos es una estrategia viable para abordar enfermedades raras y
desatendidas, complementando algunas de las limitantes comerciales para el desarrollo
de nuevos medicamentos, fundamentalmente en paises de bajos recursos (LOpez-
Arencibia et al., 2024). Durante la pandemia de la COVID-19, se observo una explosion
en el nimero de productos evaluados mediante el reposicionamiento farmacologico, lo
que a su vez marcé pautas para la evolucion de los estudios farmacologicos. Sin
embargo, el reciclaje farmacol6gico no debe aplicarse sin una estrategia llevada a cabo
con racionalidad, lo cual es necesario para lograr un mayor éxito teniendo en cuenta
ademas los criterios internacionales para el desarrollo de farmacos (Hamid et al., 2024).
En este sentido, la diversidad bioldgica celular, las asociaciones filogenéticas y la
compleja interaccion parasito-hospedero son algunos de los aspectos relevantes a tener
en cuenta (Weng et al., 2018).

En el tratamiento de la leishmaniosis, se han perfilado varios farmacos que hoy
constituyen parte del arsenal terapéutico para el tratamiento de esta enfermedad (Braga,
2019). Como se menciono anteriormente, la anfotericina B es un agente antifungico, la
pentamidina, un medicamento hipoglicemiante, la paromomicina es un antibi6tico
aminoglucoésido que se desarrollé para tratar infecciones intestinales; y la miltefosina se
disefi6 como agente antineoplasico (Braga, 2019; Kumari et al., 2021). Actualmente, en
la literatura cientifica, se pueden apreciar diferentes estudios de compuestos de diversos
grupos farmacolégicos que han sido estudiados sobre Leishmania, partiendo de la

estrategia de reciclaje farmacoldgico (Tabla I).
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Tabla I. Reportes en los Gltimos cinco afios de compuestos activos sobre Leishmania

spp. utilizando la estrategia de reciclaje farmacologico, segun indicacion para la que se

utilizan en la clinica.

Indicacion Compuesto Especie de Referencia
Leishmania
Antiarritmico Amiodarone L. major Bahrami et al., 2021
Antibacteriano Triclosan L. amazonensis Mesquita et al., 2022
Antidepresivos Clomipramina L. amazonensis da Silva et al., 2019
Escitalopram L. infantum Lima et al., 2022
Imipramina L. donovani Mukherjee et al., 2021
Tioridazina L. amazonensis, Sifontes-Rodriguez et
L. mexicana y al., 2024
L. major
Antifungicos Butenafina L. infantum Bezerra-Souza et al.,
2019
Fluconazol L. major Keighobadi et al., 2019
Terconazol L. donovani y Lopez-Arencibia et al.,
L. amazonensis 2024
Tolnaftato L. amazonensis, Yamamoto et al., 2020
L. braziliensis y
L. infantum
Voriconazol L. major Bahrami et al., 2021
Antihistaminico ABT-239 L. donovani y Lopez-Arencibia et al.,
L. amazonensis 2024
Antineoplasicos Bortezomib L. donovani y Lopez-Arencibia et al.,
L. amazonensis 2024
Ibrutinib L. donovani Varikuti et al., 2019
Sorafenib L. infantum Abou-EI-Naga et al.,
2020
Antiparasitarios Fexinidazol L. infantum De Morais-Teixeira et
al., 2019

Triclabendazol

L. amazonensis

Borges et al., 2023

Suramina

L. donovani

Khanra et al., 2020

Antirreumatoides

Auranofin

L. infantum

Abou-El-Naga et al.,
2020
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Tabla I. Continuacion.

Indicacion Compuesto Especie de Referencia
Leishmania
Antituberculoso Rifabutin L. braziliensis Bustamante et al., 2019
Antivirales Lamivudina L. braziliensis Bustamante et al., 2019
Tenofovir L. braziliensis Bustamante et al., 2019
Estimulante Almitrina L. donovani y L. Lopez-Arencibia et al.,
respiratorio amazonensis 2024

Como se puede apreciar, en la actualidad, han sido explorados un amplio rango de
farmacos sobre diferentes especies de Leishmania basada en la estrategia de reciclaje
farmacolégico, lo cual demuestra su utilidad (Charlton et al., 2018). Tomando como
evidencia las ventajas de la estrategia de reciclaje farmacoldgico y los estudios previos,
resulta interesante continuar investigando los farmacos disponibles en el mercado para
ampliar el arsenal terapéutico contra esta enfermedad. En particular, los antiparasitarios,
antifangicos y antineoplasicos, podrian constituir un intento exitoso en la evaluacion de

nuevos farmacos sobre Leishmania.

Los antiparasitarios constituyen una importante fuente de compuestos que han sido
explorados como antileishmaniales. Por ejemplo, debido al linaje de taxonomia mas
cercano, algunos medicamentos antitripanosémicos se han reciclado para la
leishmaniosis. En este caso, se encuentra la pentamidina (Charlton et al., 2018) y el
fexinidazol (Wyllie et al., 2012; De Morais-Teixeira et al., 2019), utilizados para tratar
la Tripanosomiasis Africana. Otro estudio interesante, esta relacionado con la coleccion
de 400 compuestos obtenidos de Medicamentos para Malaria, de los cuales se

identificaron 14 medicamentos activos sobre L. major (Khraiwesh et al., 2016).

Una segunda fuente de compuestos que han sido explorados como antileishmaniales son
los antifdngicos, debido a que tanto los hongos como los tripanosomatidos tienen
ergosterol como componente de su membrana citoplasmatica y no colesterol (Urbina,
2015). En este sentido, los azoles antifingicos representan un potencial grupo para ser
evaluados sobre Leishmania. Entre ellos, por ejemplo, el fluconazol (Emad et al., 2011),
el terbinafine (Farajzadeh et al., 2015) y el ketoconazol (Salmanpour et al., 2001) han

demostrado ser activos.
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Finalmente, los anticancerigenos han demostrado su eficacia sobre Leishmania,
identificados como los principales compuestos a ser reciclados sobre agentes
infecciosos, lo cual ha sido explicado por las caracteristicas comunes entre los parasitos
y las células tumorales (Hamid et al., 2024). Tanto las células cancerosas como
Leishmania spp. tienen el capacidad de proliferar en un organismo huésped durante
periodos de tiempo prolongados, y algunas enzimas inhibidas por anticancerigenos
también pueden ser utilizadas en el desarrollo de terapias antileishmanial (Uliana y
Barcinski, 2009). Diferentes compuestos utilizados para el tratamiento del cancer han
mostrado actividad antileishmanial. Ademas de los ejemplos recientes que se mostraron
en la tabla 1, se ha reportado la actividad antileishmanial de la rapamicina (Khadir et al.,
2019), el tamoxifeno (Miguel et al., 2008) y la camptotecina (Balafia-Fouce et al.,
2012).

Como se ha mencionado, la actividad antileishmanial de un amplio grupo de estructuras
han sido exploradas. A pesar, de que es significativo el nimero de medicamentos
utilizados en el proceso de descubrimiento de fA&rmacos antileishmanial, nuevos estudios
de reciclaje farmacologico constituyen una necesidad (Charlton et al., 2018). Dentro de
esta creciente estrategia, las metodologias de evaluacién in vitro, combinada con el
cribado in silico, contribuyen a acelerar el descubrimiento de farmacos mas seguros,
activos, compatibles con el paciente y comprender su mecanismo de accién sobre su
diana farmacoldgica. Todos estos aspectos, conllevan al mejor disefio de nuevos

tratamientos antileishmanial (Braga, 2019).
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V. Materiales y Meétodos...



IV. Materiales y métodos

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de Leishmania del Departamento
de Parasitologia perteneciente al Centro de Investigacion, Diagnostico y Referencia
(CIDR) del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK), La Habana, Cuba. Para
ello, se utilizo un disefio experimental y se llevd a cabo en el periodo de septiembre de
2023 a septiembre del 2024.

Durante el desarrollo del estudio se aplicaron las Buenas Précticas de Laboratorio
acorde al Sistema de Gestion de Calidad implementado en el Laboratorio de Leishmania
y se tuvieron en cuenta las medidas de bioseguridad planteadas en el Expediente
Técnico de Seguridad Bioldgica del Laboratorio segun la Resolucién 180/2007 del
Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA). Todos los utensilios,
reactivos y equipamientos necesarios que se utilizaron cumplen con los requisitos para
el trabajo en el laboratorio y con la certificacion emitida por el fabricante. A
continuacién, se puntualizan los materiales y reactivos empleados, asi como los

procedimientos realizados.

IV.1. Cepa de Leishmania, obtencion y mantenimiento

Para esta investigacion se utilizaron promastigotes de L. amazonensis
(MHOM/77/LTB0016), donados por el Departamento de Inmunologia de la Fundacion
Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ, Brasil, los cuales fueron mantenidos a 26 °C en medio
Schneider (SIGMA, St. Louis, MO, EE.UU), 10 % de suero fetal bovino (SFB; SIGMA,
St. Louis, MO, EE.UU) inactivado con calor (56°C durante 30 minutos) y antibioticos
(penicilina sodica 200 Ul, estreptomicina 200 pg/mL; SIGMA, St. Louis, MO, EE.UU)
con pases cada 3-5 dias, que corresponden con las fases de crecimiento logaritmico y
estacionario, respectivamente (Monzote, 2003). En los experimentos, los parésitos que
se emplearon no exceden de 10 pases de cultivo luego de ser aislados de lesiones
cutaneas de ratones BALB/c infectados previamente con L. amazonensis, cumpliendo

con la metodologia del laboratorio de Leishmania, CIDR, IPK (Monzote, 1999).
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1V.2. Productos a evaluar

En esta investigacion, segun la indicacion, fueron incluidos 11 antiparasitarios, seis
antifungicos y nueve antineoplasicos (Tabla Il), para un total de 26 farmacos que se
utilizan en la clinica y se encontraban disponibles en el Laboratorio de Leishmania del
IPK. Entre ellos, tres compuestos (pentamidina, anfotericina B y miltefosina) son
considerados farmacos de referencia. De forma general, se prepararon soluciones
madres de cada compuesto en dimetilsulfoxido (DMSO; BDH, Poole, Inglaterra) y se

almacenaron a 4 °C hasta el momento de utilizacién.

Tabla I1. Farmacos que se utilizan en la clinica con diferentes indicaciones evaluados en

el presente estudio y su procedencia.

Concentracion
Indicacion Compuesto Firma Comercial de la solucion
madre (mM)
Antiparasitarios Albendazol Chagzhou Yabang, China 20
Artemisina Quimicos Cayman, EE.UU 40
Atovacuona Glaﬁﬂzg:ter;gline, 20
Levamizol Bﬁgﬂ%m éa IC;TI_ r’]\;L 20
Metronidazol Sigma, EE.UU 20
Pentamidina” Richet, Argentina 10
Pirimetamina | Ipca Laboratories Ltd, India 2
Secnidazol Zhejiang Supor, China 20
Sulfadiazina Ipca Laboratories Ltd, India 10
Tiabendazol Hikal LTD, China 20
Tinidazol Zhejiang Supor, China 20
Antifungicos 5-Fluorocitosina Pfizer, Inglaterra 10
Anfotericina B” QUIMEFA. Cuba 2
Clotrimazol Jintan Zhongxing, China 20
Fluconazol Pfizer, Inglaterra 10
Itraconazol AARTI DRUGS, India 10
Ketoconazol AARTI DRUGS, India 20

“: Farmacos de referencia que se utilizan en el tratamiento clinico de la leishmaniosis.
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Tabla Il. Continuacion.

Concentracion de

Indicacion Compuesto Firma Comercial la solucién madre

(M)

Antineoplasicos | 5-Fluorouracilo | Sigma-Aldrich, EE.UU 10
Carboplatino Sigma-Aldrich, EE.UU 10

Ciclofosfamida AICA, Cuba 10

Cisplatino Sigma-Aldrich, EE.UU 2,5

Doxorrubicina Sigma-Aldrich, EE.UU 10

Mac-Chem-Products,
Metotrexato ) 10
India

Tropical Disease

Miltefosina” Research Program, 10
Suiza

Paclitaxel Sigma-Aldrich, EE.UU 5

Vincristina Sigma-Aldrich, EE.UU 10

*: Farmacos de referencia que se utilizan en el tratamiento clinico de la leishmaniosis.

1VV.3. Animales

Para la realizacién de los procedimientos experimentales se emplearon ratones BALB/c
jévenes, adultos sanos, con un peso corporal entre 18 y 22 gramos, que fueron
suministrados por El Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, Mayabeque, Cuba), los cuales presentaron su certificado de calidad. Los
roedores se salvaguardaron cumpliendo con las normas para el uso de animales de
experimentacién como plantea la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo
(Relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos, 22 de
septiembre de 2010; DOUE-L-2010-81868) para aliviar y reducir el sufrimiento animal.
El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica (CEI) del IPK con el cédigo CEI-IPK
36-42. El medio de alojamiento y alimentacién de estos ratones estuvo dado por
condiciones sanitarias convencionales: régimen ciclico de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, alojamiento en cajas de macroldn T2 utilizando como cama bagazo de cafia
desmeollado y esterilizado por autoclave; alimentacion con pienso concentrado
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aportado por CENPALAB, y el agua a 6,0 < pH < 8,0, los cuales fueron proporcionados

para ser consumidos libremente.

IV.4. Determinacion de la actividad de los productos convencionales sobre

promastigotes de Leishmania amazonensis

La actividad de los compuestos sobre promastigotes se realiz6 en placas de 96 pocillos
de fondo plano (Costar®, EE.UU) y se utilizd la estrategia propuesta por Cos y
colaboradores en el afio 2006, modificada y adaptada al laboratorio de Leishmania del
IPK. Para ello, se afiadieron 200 pL por pocillo de medio de cultivo Schneider (al 10 %
de SFB y antibidticos como se mencioné en el acépite 11.1.) en los pocillos de la
columna 1 y 100 pL en el resto de la placa. A los pocillos de la columna 2 y 7, se le
adicionaron 4 pL de cada producto a evaluar y 96 pL de medio. A partir de estas
columnas, se realizaron cinco diluciones seriadas 1:2. Posteriormente, a todos los pozos
se les adiciond 100 pL de una suspension de promastigotes de L. amazonensis en fase
de crecimiento logaritmico a una concentracion de 10° parasitos/mL, excepto la
columna 1 que se consider6 como control de medio sin crecimiento y la columna 12

constituyo el control de crecimiento.

La placa se sell6 con Parafilm® (American National Can, Greenwich, Inglaterra) y se
incubd a 26 °C. Después de 72 horas, se afiadié a cada pocillo 10 puL de resazurina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU) a 3 uM, donde se incubd la placa nuevamente
a 26 °C durante 4 horas. Se leyd la absorbancia en un lector de placas de 96 pocillos a
una longitud de onda de 570 nm y 600 nm como longitud de onda de referencia,
conforme a lo escrito en el instructivo Resazurin Cell Viability Assay Kit (Biotium
Inc., EE.UU).

A continuacién, se calcularon las medias de las absorbancias promedio (Abs) para cada
concentracion y la inhibicion de la viabilidad celular (Ic) para cada concentracién

(Resazurin Cell Viability Assay Kit, Biotium Inc., EE.UU), segln la férmula planteada:

Ic =100 — Abstratados 570nm (Abstratados 600nm X RO) %100

Abscontrol de crecimiento 570nm — (Abscontrol de crecimiento 600nm X RO)

Donde:

_ AbS570nm, control de medio

0=
Abs600nm, control de medio
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A partir de las concentraciones de cada producto y los valores de inhibicion, se
determinaron mediante una curva de regresion lineal en el programa Microsoft Excel
2010, la Clsp, que se define como la concentracion de producto que inhibe el 50 % del
crecimiento respecto al cultivo de paréasitos controles que no recibieron tratamiento. De
cada producto se realizaron dos réplicas en cada placa y se repitio cada experimento tres
veces en dias diferentes. Los resultados fueron expresados como la Clso promedio a
partir del valor obtenido para cada experimento por separado con la desviacién estandar

(DE) correspondiente.

IV.5. Seleccion de los farmacos con mayor selectividad antileishmanial acorde a la

citotoxicidad sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c

La citotoxicidad de los compuestos convencionales se determiné sobre la célula
hospedera: macrofagos peritoneales de ratones sanos adultos-jévenes de la linea
BALBI/c. El experimento se llevé a cabo en placas de 96 pocillos de fondo conico
(Greiner Bio-one®, Alemania) y se determind la Concentracion Citotdxica Media
(CCsp), la cual se define como la concentracion que causa la mortalidad del 50 % del

namero de células viables en comparacion con cultivos controles no tratados.

Para ello, los animales fueron sometidos a eutanasia por dislocacion cervical y se
extrajeron las células residentes en el peritoneo mediante un lavado con medio RPMI
1640 (del inglés Roswell Park Memorial Institute; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU) a frio (4 °C) y se distribuyeron 150 uL en cada pocillo de la placa, excepto la
primera columna. Posteriormente, se incubd durante 2 horas a 5 % de CO2 y a 37 °C.
Luego, se retird el sobrenadante con las células libres y se afiadié 50 pL de medio RPMI
al 10 % de SFB vy antibidticos en cada pocillo. A los pocillos de la columna 2y 7, se le
adicionaron 48 pL de medio y 2 pL de cada producto a evaluar. A partir de esta
columna, se realizaron cinco diluciones seriadas de forma horizontal 1:2, tomando cada
vez 50 pL. La columna 1 se consider6 como el control de medio sin crecimiento y la
columna 12 constituyo el control de crecimiento. A toda la placa se le agregd
nuevamente 50 pL del medio con SFB y antibioticos y se incubd 48 horas a iguales
condiciones que las anteriormente mencionadas. Tras la incubacién, se adicionaron
15 pL de solucién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT;
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SIGMA, St. Louis, MO, EUA) que se preparé a razon de 5 mg de MTT/mL en solucion
salina fisioldgica estéril (SSFE) al instante de su utilizacion y se incub6 a las mismas
condiciones. Pasadas 4 horas, se elimind el sobrenadante, la sal de tetrazolio precipitada
se disolvio en 50 pL de DMSO y se midio la absorbancia en un espectrofotometro a las
longitudes de onda de 560 nm y 630 nm como referencia (Sladowski et al., 1993). Los
valores de absorbancia netas (Assonm — Aeszonm) fueron obtenidos para cada concentracion
de los productos evaluados y la CCso se obtuvo a partir de la ecuacion de regresion
lineal en el programa de Microsoft Excel 2010. Los valores de CCso para cada producto
evaluado fueron expresados como la media de tres experimentos realizados por

separado con su DE.

El indice de selectividad (IS) para cada producto fue calculado mediante la division de
la CCso para la célula hospedera entre la Clso sobre promastigotes de L. amazonensis
(previamente determinada en el acapite 11.4). Los productos que mostraron un IS > 10

fueron seleccionados para continuar los estudios (Katsuno et al., 2015).

IV.6. Evaluacién de los farmacos con mayor selectividad sobre amastigotes

intracelulares de Leishmania amazonensis

Los productos que mostraron una Clsp < 10 puM sobre promastigotes de L. amazonensis
y un IS > 10, fueron seleccionados como promisorios (Katsuno et al., 2015) y se
determind la actividad sobre los amastigotes intracelulares. Para ello, se realizé la
extraccion de macrdéfagos peritoneales como se describio en el acéapite IV.5. y se
distribuy6 1 mL en cada pozo de una placa de 24 pozos (Costar®, EE.UU), a la que
previamente se le colocaron laminulas estériles en el interior. Posteriormente, se incubd
durante 2 horas a 5 % de CO2 y a 37 °C. Luego, se retir0 el sobrenadante con las células
libres y la concentracion de macréfagos se obtuvo mediante la resta de células
cuantificadas por conteo en la cdmara de Neubauer antes y después de la incubacion. A
continuacion, se afiadieron promastigotes de L. amazonensis en fase de crecimiento
estacionaria (5 dias de cultivo) que previamente se ajustaron a una concentracion de
manera tal que fueron afiadidos cuatro parasitos por cada macrofago adherido en medio
RPMI al 10 % de SFB vy antibidticos y se incubd la placa nuevamente bajo las mismas

condiciones durante 4 horas (Torres-Santos et al., 1999).
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Pasado el tiempo de incubacion, se elimind el sobrenadante de la placa con los
promastigotes libres, se adicioné 1 mL de medio RPMI fresco al 10 % de SFB y
antibidticos. En la primera fila de la placa, se agregaron 995 uL de medio con excepcion
del ultimo pozo y 5 uL de cada producto evaluado. A partir de este pozo, se llevaron a
cabo diluciones seriadas 1:2 de forma vertical con 1 mL, eliminando el contenido del
ultimo pozo de la placa. Nuevamente, se incubd la placa durante 48 horas en una
atmosfera de 5 % de CO2 y a 37 °C y después de ello se retird6 completamente el
sobrenadante, se agregd 1 mL de metanol (SIGMA, St. Louis, MO, EE.UU) por pozo y
se dejo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se eliminé el metanol y se
tifieron los cultivos con 500 puL/pozo de una solucion de Giemsa (Quimefa, La Habana,
Cuba) 1:4 (Giemsa:H20 / v:v) donde se dej6 reposar durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se retird la solucién y se lavé cada laminula por ambas caras con abundante
agua corriente. Después de secados a temperatura ambiente durante 24 horas, fueron
analizados los cultivos en un microscopio Optico bajo aceite de inmersion (E.P.B.
Carlos J. Finlay, La Habana, Cuba) a 1000x. Se continu6 determinando en las laminulas
teflidas el nimero de amastigotes en 100 macrofagos y el porciento de macréfagos
infectados al analizar 100 macrofagos. Con los datos obtenidos, se calculé el porciento
de reduccion de la infeccion (% RI) teniendo en cuenta el indice de sobrevivencia
(ISob) en cada concentracion de producto, segun la formula (Delorenzi et al., 2001):

Isob tratados %10 0)

Iso controles

% RI=100- (

Donde:

Isob = (% de macrdéfagos infectados ) X (# de amastigotes por macroéfago)

Los resultados se plantearon como la media = DE de dos experimentos por separado y
la Clso se calculdé a partir de las curvas dosis-respuesta mediante la ecuacion de

regresion lineal en el programa Microsoft Excel 2010.

Finalmente, se clasificaron como compuestos activos sobre amastigotes aquellos con
una Clso < 10 uM (Katsuno et al., 2015) y un IS > 10 respecto a amastigotes (division
de la CCsxo para la célula hospedera determinada en el acapite 1V.5 entre la Clso sobre

amastigotes de L. amazonensis).
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IV.7. Identificacion las posibles dianas terapéuticas de los farmacos seleccionados

como promisorios mediante un estudio in silico

El SMILES de los compuestos seleccionados como activos en el experimento anterior
fueron obtenidos en PubChem. Este término responde a la nomenclatura lineal para
cada estructura molecular, conocida como sistema de introduccion lineal molecular
simplificada (SMILES del inglés Simplified Molecular Input Line Entry System). Cada
SMILES fue insertado en un servidor en linea para una prediccion de espectros de
actividad de sustancias nombrado ‘PASS online’

(https://www.way2drug.com/passonline/).  Automaticamente, se obtuvieron las

predicciones de posibles actividades y ligandos con que interaccionan los compuestos.
Para ello, se seleccionaron actividades con Pa > 0,7 (probabilidad de que la sustancia
sea activa) y Pi < 0,1 (probabilidad de que la sustancia sea inactiva) (Filimonov et al.,
2014). En todos los casos, los datos se exportaron a Excel Microsoft 2010, se
almacenaron en una hoja de calculo y se analizaron cualitativamente acorde las dianas

moleculares validadas para Leishmania spp. (Sundar y Singh, 2018).

IVV.8. Operacionalizacion de las variables

Las variables a analizar en el presente estudio, asi como su operacionalizacion se

muestran en la Tabla IlI.

Tabla 11l. Operacionalizacion de las variables en la presente investigacion.

Nombre de la Naturaleza de la Operacionalizacion Mediciones
Variable variable

Clso Cuantitativa NuUmero entero o Media y
continua decimal desviacién

estandar

CCso Cuantitativa NUmero entero o Media 'y
continua decimal desviacion

estandar

IS Cuantitativa NuUmero entero o indice
continua decimal

Clso: Concentracion que inhibe el 50 % del crecimiento parasitario.
CCso: Concentracion que causa la mortalidad del 50 % del namero de células viables.

IS: indice de selectividad.
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1VV.9. Consideraciones éticas

Los animales se mantuvieron en el Area de Riesgo Bioldgico Il del Bioterio, IPK, bajo
las normas y estandares internacionales como se describié anteriormente. Se asegurd la
confidencialidad y seguridad de los resultados. Solo tuvieron acceso a los datos de
investigacion el personal previamente autorizado. Los sistemas de informacion
presentaron implantadas las medidas de seguridad necesarias que evitaron la pérdida de
los datos, la alteracion de los mismos 0 que otras personas, no autorizadas, accedieran a

ellos.

1VV.10. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos durante la investigacién se almacenaron en bases de datos del
programa Microsoft Excel 2010. Anteriormente, se explicd que la obtencion de las Clso
y la CCso se realiza directamente de la ecuacion de regresion lineal derivada de un
grafico de las diferentes concentraciones estudiadas de los productos convencionales
(eje x) contra el efecto causado (eje y). En todos los casos, se expuso la media y la DE
referente a las tres réplicas realizadas en diferentes dias. Para comparar los valores de
Clso 0 CCx entre los diferentes compuestos estudiados, se empled la prueba de Mann-
Whitney realizada a través del programa Statistica for Windows (Version 10),

considerandose significativos los valores de p < 0,05.
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V. Resultados

En la presente investigacion se evaluaron un total de 26 farmacos que se utilizan en la
clinica, entre ellos 11 antiparasitarios, seis antifungicos y nueve anticancerigenos. En
cada grupo se incluy6 un farmaco de referencia que se utiliza para el tratamiento de la
leishmaniosis que surgio de la estrategia de reciclaje farmacologico, entre ellos la

pentamidina, la anfotericina B y la miltefosina, respectivamente.

V.1. Evaluacién de la actividad inhibitoria de los fArmacos sobre promastigotes de

Leishmania amazonensis

La actividad de los productos frente a promastigotes se muestra en la tabla V. De forma
general, de los 26 farmacos, 20 compuestos (76,9 %) inhibieron el crecimiento de
L. amazonensis. Los farmacos que presentaron mayor actividad fueron los
antineoplasicos (100 %) > antifangicos (83,3 %) > los antiparasitarios (54,5 %). Sin
embargo, solo seis mostraron una Clsg < 10 uM, correspondiéndose a los farmacos de
referencia (pentamidina, anfotericina B, y miltefosina) y un compuesto de cada grupo en

el siguiente orden (de mas a menos activos): pirimetamina > cisplatino > itraconazol.
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Tabla 1V. Concentracion

los compuestos).

Inhibitoria Media de

promastigotes de L. amazonensis (por orden alfabético segun grupo de clasificacion de

los farmacos evaluados sobre

Clasificacion Compuesto Clso £ DE
Y pg/mL
Antiparasitarios Albendazol > 200 > 200
Artemisina 59,8 +3,0 16,9+0,8
Atovacuona 12,4 +0,6 4,6+0,2
Levamizol > 200 104,6 +5,2
Metronidazol > 200 > 200
Pentamidina” 2,6 £0,2 0,9 +£0,05
Pirimetamina 04+0,1 0,1+0,01
Secnidazol > 200 > 200
Sulfadiazina 238+1.2 74+04
Tiabendazol 113,8+5,6 229+11
Tinidazol > 200 > 200
Antifingicos 5-Fluorocitosina > 200 > 200
Anfotericina B 0,4 +0,02 0,4+0,02
Clotrimazol 53427 18,4+0,9
Fluconazol 104,5+5,2 320+1,6
Itraconazol 1,4+0,1 1,0£0,1
Ketoconazol 53,6 £2,7 285+14
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Tabla IV. Continuacién.

Clasificacion Compuesto Clso £ DE
Y pg/mL
Antineoplasicos 5-Fluorouracilo 30,6 + 1,5 4,0+0,2
Carboplatino 130+1,7 48+0,2
Ciclofosfamida 63,3+ 3,2 16,5+0,8
Cisplatino 1,1+£0,6 0,3+0,01
Doxorrubicina 95,7+4,8 52,0+ 2,6
Metotrexato 67,8+3,4 308+15
Miltefosina® 2,1+0,1 0,9+0,1
Paclitaxel 283+14 23,7+12
Vincristina 233+£1.2 19,2+0,9

*: Farmacos de referencia que se utilizan en el tratamiento clinico de la leishmaniosis.
Clso: Concentracion que inhibe el 50 % del crecimiento parasitario.

DE: desviacion estandar de la media aritmética.

V.2. Seleccion de los farmacos con mayor selectividad antileishmanial acorde a la

citotoxicidad sobre macrofagos peritoneales de raton BALB/c

En la tabla V se resumen las CCso de los compuestos evaluados sobre macrofagos
peritoneales de raton BALB/c. Puede observarse que solamente nueve (34,6 %)
farmacos resultaron no citotoxicos a la concentracion méxima evaluada (200 uM). Los
compuestos mas citotoxicos se encontraron en el grupo de los antineoplasicos (100 %)

> antifungicos (33,3 %) > antiparasitarios (36,4 %), con valores de CCso < 100 puM.
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Tabla V. Concentracion Citotoxica Media de farmacos evaluados sobre macrofagos

peritoneales de raton BALB/c (por orden alfabético segun grupo de clasificacion de los

compuestos).
Clasificacion Compuestos Gl 2 DE
Y pg/mL
Antiparasitarios Albendazol 1432 +7,1 38,0+1,9
Artemisina > 200 56,5+28
Atovacuona 215+1]1 79+04
Levamizol > 200 > 200
Metronidazol > 200 > 200
Pentamidina” 39,9+2,0 1,3+ 0,06
Pirimetamina 10,1+0,5 25+0,1
Secnidazol > 200 > 200
Sulfadiazina 20,3+1,1 6,3+0,3
Tiabendazol > 200 99,5+49
Tinidazol > 200 > 200
Antiftingicos 5-Fluorocitosina > 200 > 200
Anfotericina B 7,5+0,4 6,9+0,3
Clotrimazol > 200 72,2+ 3,6
Fluconazol 171,1+6,5 52,4+ 26
Itraconazol 37,3£19 26,3+1,3
Ketoconazol > 200 138,6 £6,9
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Tabla V. Continuacion.

Clasificacion Compuestos CCs0 £ DE
Y pg/mL
Antineoplasicos 5-Fluorouracilo 100,0 + 4,3 13,0 £ 0,6
Carboplatino 70,6 £3,5 26,2+1,3
Ciclofosfamida 80,2+4,0 209+1,0
Cisplatino 105,1+£4,9 30115
Doxorrubicina 10,7+ 0,5 5809
Metotrexato 100,5+ 3,8 454 +£27
Miltefosina® 49,6 +25 20,3+1,0
Paclitaxel 56,4+2,8 471+23
Vincristina 40,4+2,0 33,3+1,7

“: Farmacos de referencia que se utilizan en el tratamiento clinico de la leishmaniosis.

CCso: Concentracién que causa la mortalidad del 50 % del nimero de células viables.

DE: desviacion estandar de la media aritmética.

Posteriormente, se calculd el IS de todos los compuestos incluidos en el estudio. En la

Figura 5 puede apreciarse que dos compuestos presentaron un IS = 5 y otros seis

productos muestran valores superiores a 10. Entre estos ultimos se encuentran la

pirimetamina, itraconazol, cisplatino y los farmacos de referencia pentamidina,

anfotericina B, y miltefosina, resultando los méas activos sobre promastigotes de

L. amazonensis y de mayor selectividad por el parésito. En particular, los tres

compuestos mencionados (pirimetamina,

superiores a los farmacos de referencia, resaltando entre ellos el cisplatino.
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Figura 5. Indice de selectividad (IS) de los compuestos evaluados (por orden alfabético
segun grupo de clasificacién de los compuestos). En verde los productos con un IS <5,
en azul aquellos con un IS entre 5 — 10 y en rojo los que presentan un IS > 10. La franja
discontinua horizontal indica el valor de corte en un IS de 10. *: Farmacos de referencia

que se utilizan en el tratamiento clinico de la leishmaniosis.

Teniendo en cuenta la actividad y selectividad observada, la pirimetamina, el
itraconazol, el cisplatino y los farmacos de referencia fueron seleccionados para la

siguiente fase de experimentacion.

V.3. Evaluacion de los farmacos con mayor selectividad sobre amastigotes
intracelulares de Leishmania amazonensis

Los seis productos evaluados fueron capaces de inhibir el crecimiento de amastigotes

intracelulares de L. amazonensis (Tabla VI). Sin embargo, valores de Clsg < 10 fueron

observados para los farmacos de referencia, el itraconazol y el cisplatino. Resulta

interesante destacar que solo el cisplatino mostro valores similares (p > 0,05) al farmaco

de referencia incluido en su grupo.
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Tabla VI. Concentracion Inhibitoria Media de los farmacos seleccionados sobre
amastigotes intracelulares de L. amazonensis (por orden alfabético segun grupo de
clasificacion de los compuestos).

Clso £ DE
Clasificacion Compuesto
UM pg/mL
Antiparasitarios Pentamidina” 3,4+0,6° 1,2+0,2

Pirimetamina 36,5+1,82° 9,1+0,5

Antifangicos Anfotericina B” | 0,03+0,002* | 0,03+0,01

Itraconazol 6,5+ 0,32° 46+0,2
Antineopléasicos Cisplatino 8,3 +0,42¢ 25+0,1
Miltefosina” 9,2 + 0,46¢ 3,8+0,2

“: Farmacos de referencia que se utilizan en el tratamiento clinico de la leishmaniosis.
Clso: Concentracion que inhibe el 50 % del crecimiento parasitario.

DE: desviacion estandar de la media aritmética.

IS: Indice de selectividad

Letras diferentes significan diferencias significativas respecto al resto de los compuestos
para una p < 0,05.

Teniendo en cuenta que el itraconazol y el cisplatino mostraron valores de Clso
inferiores a 10 uM, se determiné su selectividad respecto a la citotoxicidad observada.

En este caso, el itraconazol mostré un IS > 5 y el cisplatino superior a 10 (Figura 6).
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Figura 6. Indice de selectividad (IS) de los compuestos evaluados. En azul aquellos con
un IS entre 5 — 10 y en rojo los que presentan un IS > 10. *: Farmacos de referencia que

se utilizan en el tratamiento clinico de la leishmaniosis.

V.4. Identificacion las posibles dianas terapéuticas de los farmacos seleccionados

como promisorios mediante un estudio in silico

Utilizando la herramienta en linea ‘PASS online’, se determinaron las posibles
actividades y dianas terapéuticas del itraconazol y el cisplatino, los cuales demostraron
una Clsg < 10 uM. En la tabla VII, se muestran los resultados para el itraconazol
obtenidos con un Pa > 0,7. En el caso del cisplatino el programa no fue capaz de
determinar los posibles ligando ya que presenta en su estructura quimica menos de tres

carbonos.

36




Tabla VII. Prediccion de actividades bioldgicas y ligandos obtenidos del itraconazol a

través del programa en linea ‘PASS online’ (organizados por valores de Pa).

Pa Pi Actividad biologica
0,846 0,003 Antimicatico
0,706 0,005 Antimicobacteriano
Pa Pi Ligandos
0,980 0,000 Inhibidor lanosterol 14-a desmetilasa
0,839 | 0,002 Inhibidor CYP17
0,832 | 0,001 Inhibidor CYP51
0,730 0,004 Inhibidor citocromo P450

Pa: Probabilidad de que la sustancia sea activa.

Pi: Probabilidad de que la sustancia sea inactiva.
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VI. Discusion...



V1. Discusion

La leishmaniosis es una enfermedad compleja a nivel mundial que impacta a las
comunidades de areas endémicas. Adicionalmente, la distribucion de nuevos casos en
paises tropicales y subtropicales, asi como el aumento en el nimero de viajeros sugieren
un aumento en el riesgo de infeccion (Kmetiuk et al., 2020). Debido a las dificultades
para el control de vectores y el limitado éxito en el desarrollo de vacunas, ha convertido
a la utilizacién de quimioterapéuticos como la principal opcion para el manejo de la
leishmaniosis (Roberts, 2006). Sin embargo, los medicamentos convencionales causan
efectos tdxicos, requieren largos periodos de tratamientos a altos costos y la resistencia
ha emergido como una agravante (Corman et al., 2023). Por lo tanto, constituye una

necesidad la identificacion y desarrollo de nuevos agentes antileishmanial.

Durante las Ultimas décadas, las investigaciones para el desarrollo de nuevos farmacos
para el tratamiento de la leishmaniosis se han enfocado en la LV; mientras que la
bldsqueda de compuestos para la LC han tenido menor prioridad (Corman et al., 2023).
Esto se debe a que esta forma de la enfermedad a pesar de presentar un curso crénico
puede ser auto-limitada, incluso Illevar a la auto-curacion en pacientes
inmunocompetentes (De Vries y Schallig, 2022). Sin embargo, la LC, constituye la
manifestacion clinica de mayor prevalencia y hasta 1 millén de nuevos casos son
reportados por afio. Adicionalmente, se ha observado un aumento en las complicaciones
de esta forma clinica en pacientes con co-morbilidades (por ejemplo, pacientes
infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana), la aparicién de lesiones
desfigurantes debido a la destruccion irreversible de tejidos y linfangitis nodular (De
Vries y Schallig, 2022).

Las Américas representan un escenario especial, no solo por la presencia de esta forma
de la enfermedad, sino también por la alta carga que representa esta parasitosis debido a
la morbilidad que causa y el numero de diferentes especies que pueden circular en una
misma area geografica (Ramirez et al., 2016). En particular, un alto ndmero de
investigadores centran sus estudios en L. amazonensis, una especie predominante en
esta region geogréafica que causa la LC y la LCD (McMahon-Pratt y Alexander, 2004).
De forma general, la infeccion causada por esta especie se caracteriza por ser cronica,

con abundantes infiltrados dérmicos masivos y presenta caracteristicas clinicas,
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inmunoldgicas y anatomo-patologicas que difieren de otras especies que causan LC en
el continente (Costa et al., 2009). Por otra parte, la no respuesta al tratamiento
convencional es frecuente (Silveira, 2019). En este sentido, la posibilidad de reciclar
desde el punto de vista farmacologico farmacos que se utilizan en la clinica para otras
enfermedades constituye una alternativa atractiva. Esta estrategia constituye un
mecanismo universal para la innovacion, que disminuye el tiempo y costo para que un

producto pueda ser utilizado en la clinica.

Aunque para la leishmaniosis se han evaluado un elevado nimero de medicamentos de
diferentes aplicaciones clinicas, nuevos estudios son necesarios en la blsqueda de
nuevas alternativas para el tratamiento de la leishmaniosis. En este estudio, se
incluyeron medicamentos que se utilizan como antiparasitarios, antifungicos o
antineoplasicos. En cada grupo, ademas, se incluy6é un medicamento que se utiliza en la
clinica para el tratamiento de la leishmaniosis, lo cual representa una fortaleza de los

grupos seleccionados como estrategia de reciclaje farmacol6gico racional.

VI.1. Evaluacién de la actividad inhibitoria de los farmacos sobre promastigotes de

Leishmania amazonensis

Los promastigotes de Leishmania son formas que crecen libremente en medio de cultivo
y son utilizados cominmente para la evaluacion de nuevos candidatos antileishmanial.
Estos ensayos son faciles, menos costosos, rapidos y con alta reproducibilidad
(Hendrickx et al., 2019), por lo cual fueron utilizados como primer modelo para la

evaluacion de los farmacos seleccionados.

De forma general, en este ensayo se observo que mas del 70 % de los compuestos (20)
fueron capaces de inhibir el crecimiento de promastigotes de L. amazonensis. Entre
estos, 18 farmacos mostraron Clsg inferiores a 100 uM vy solo seis a 10 uM, entre estos

los tres compuestos de referencia.

En particular, resalta el grupo de los anticancerigenos, entre los cuales todos inhibieron
el crecimiento de Leishmania, con valores de Clso entre 1,1 a 95,7 uM. Estas evidencias
corroboran la hipdtesis planteada por Rashidi y colaboradores (2021), los cuales
sugirieron que el reciclaje farmacologico de los farmacos anticancerigenos constituia
una estrategia atil en la busqueda de nuevos candidatos contra la leishmaniosis. En

particular, los parasitos y las células tumorales se caracterizan por una rapida
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proliferacion, la cual precisa de una alta sintesis de nucle6tidos para la division celular
que conlleva a un elevado metabolismo y generacién de radicales libres (Hamid et al.,
2024).

De este grupo, la miltefosina mostré una buena actividad antileishmanial, con una
Clso = 2,1 £ 0,1 puM. Este farmaco ha sido recomendado para el tratamiento de la LC
causada por L. guyanensis y L. panamensis (Oliveira et al., 2011); y recientemente,
Cabral y colaboradores (2024) reportaron una Clsg de 0,034 uM para promastigotes de
L. amazonensis. Sin embargo, algunas investigaciones indican que otras especies son

mas resistentes (Madusanka et al., 2022).

Entre el resto de los compuestos antineoplasicos, el cisplatino fue el que demostr6é una
Clso inferior a 10 uM, que fue incluso estadisticamente mejor (p < 0,05) que la
actividad demostrada por la miltefosina (Clsp =1,1 + 0,6 uM vs 2,1 + 0,1 uM,
respectivamente). EIl cisplatino es un agente basado en el platino que fue el primero en
ser desarrollado en esta familia para la quimioterapia de varios tipos de cancer (Su et
al., 2022). Estudios anteriores, demostraron la actividad del cisplatino sobre
promastigotes de L. infantum (Clso = 7,73 £ 1,03 uM), especie que causa la LV (Tavares
et al., 2007).

Aunque los otros anticancerigenos evaluados mostraron valores de Clso superiores a 10
uM, son resultados similares a otros reportados en la literatura cientifica. Por ejemplo,
el 5-fluorouracilo (Azzouz y Lawton, 2017) y el metotrexato (Bigot et al., 2023) han
demostrado actividad sobre promastigotes de L. donovani o L. infantum, y L. major,

respectivamente.

En segundo lugar, cinco de los antifingicos evaluados mostraron actividad sobre
promastigotes de L. amazonensis. Solo la 5-fluorocitosina no fue capaz de inhibir el
crecimiento a la méxima concentracion evaluada (200 uM); mientras que el fluconazol
mostré una Clsg superior a 100 uM (Clso = 104,5 £ 5,2 uM). Los antifngicos son entre
los productos anti-infecciosos el grupo que mas se ha evaluado para el tratamiento de la
leishmaniosis, debido a la presencia de ergosterol y esteroles en la membrana de los
hongos y los trypanosomatideos en lugar del colesterol presente en las membranas de
las células de mamiferos (Urbina, 2015). En este grupo, la mayor inhibicion fue

observada para la anfotericina B (Clso = 0,4 = 0,02 uM), la cual es considerada el
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compuesto mas activo sobre Leishmania y es reservada como segunda linea por la

elevada toxicidad que causa (Dos Santos et al., 2020).

Los azoles (fluconazol, ketoconazol e itraconazol) han sido compuestos atractivos para
el tratamiento de la LC, incluso en ensayos clinicos. Sin embargo, discrepancias han
sido documentadas en la literatura cientifica relacionadas con la especificidad de la
especie. Por ejemplo, la eficacia de estos azoles para L. mexicana, L. infantum,
L. donovani, L. major, L. braziliensis y L. tropica oscilan entre un 15 al 89 %
(Madusanka et al., 2022). En este estudio, se apreciaron marcadas diferencias entre
estos compuestos al ser evaluados sobre promastigotes de L. amazonensis: (i) el
fluconazol con poca actividad (Clso = 104,5 £ 5,2 uM), (ii) el ketoconazol con modera
actividad (Clso = 53,6 + 2,7 uM), y (iii) el itraconazol mostré una buena actividad (Clso
= 1,4 + 0,1 uM). Este altimo, es un compuesto azol conocido, del cual se ha reportado
su actividad sobre promastigotes de L. amazonensis (cepa MHOM/BR/75/Josefa), con
una Clso = 0,08 uM (de Macedo-Silva et al., 2013).

Finalmente, de la serie estudiada, los antiparasitarios fueron los compuestos que menos
actividad demostraron, a pesar de ser aparentemente el grupo mas cercano a
Leishmania. En este caso, los antihelminticos albendazol y levamizol, asi como los
recomendados para protozoos intestinales (parésitos extracelulares) tales como el
metronidazol, el secnidazol y el tinidazol no fueron capaces de inhibir el crecimiento de
los promastigotes de L. amazonensis. Del resto de los compuestos de este grupo, solo la
pentamidina (fa&rmaco control de este grupo), los antimalaricos (artemisinina y
atovacuona), y los anti-toxoplasmicos (sulfadiazina y pirimetamina) mostraron una Clsg
inferior a 100 uM. Como puede apreciarse, estos farmacos son utilizados para el
tratamiento de otros protozoos intracelulares, en ese caso de la familia Apicomplexa. En
particular, la pirimetamina resulté el producto méas activo, con una superioridad
estadistica significativa (p < 0,05) respecto incluso a la pentamidina (Clso = 0,4 = 0,1
uM vs Clso = 2,6 = 0,2 uM, respectivamente). Previamente. Corona y colaboradores
(2012) reportaron que la pirimetamina fue capaz de inhibir el crecimiento de
promastigotes de L. mexicana y L. major a concentraciones de 30 ug/mL. Por otra parte,
De Carvalho y colaboradores (2003) afirmaron que la pirimetaminafue activa sobre
promastigotes de L. major y L. amazonensis, lo cual fue utilizado como estudio
preliminar para establecer la dosis efectiva del medicamento a ser utilizado en otros

estudio.
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V1.2. Seleccion de los farmacos con mayor selectividad antileishmanial acorde a la
citotoxicidad sobre macro6fagos peritoneales de raton BALB/c

La eficacia antileishmanial de los farmacos no solo depende de su capacidad de inhibir
el crecimiento de promastigotes, sino también de afectar el sistema macréfago-parasitos,
siendo necesario evaluar la viabilidad de células mamiferas en presencia de nuevos
compuestos (Hendrickx et al., 2019). En este sentido, se determind en paralelo a la
actividad en promastigotes, la citotoxicidad de los productos evaluados sobre
macrofagos peritoneales de raton BALB/c, célula hospedera de los amastigotes
intracelulares que se utilizardn posteriormente para verificar la actividad de los

farmacos promisorios.

En este ensayo, la mayor citotoxicidad fue también demostrada por los antineoplasicos,
seguidos de los antiflngicos y finalmente los antiparasitarios, con amplios rangos de
valores de CCso. En la literatura cientifica se han realizado analisis sobre el beneficio-
riesgo de los fArmacos antileishmaniales. Teniendo en cuenta que en el caso de la LC, si
el paciente presenta una respuesta inmunologica adecuada es capaz de autocontrolar,
debe realmente valorarse la utilizacién de un farmaco si este presenta una alta toxicidad,
a pesar de existir pocas alternativas terapéuticas. Precisamente, algunos compuestos
anticancerigenos en ocasiones no han sido desarrollados como antileishmaniales debido
a sus caracteristicas relacionadas con su seguridad. Esta observacién se debe a que el
riesgo y los efectos adversos del tratamiento con estos medicamentos pueden ser
aceptables en pacientes de cancer, pero no asi para algunas enfermedades infecciosas,
incluyendo la LC (Hamid et al., 2024).

A partir del IS calculado, se identificaron a seis compuestos incluidos en el estudio
como selectivos. Aungque Caridha y colaboradores (2019) recomendaron un IS > 5 para
aquellos candidatos para el tratamiento de la LC; otros autores (Katsuno et al., 2015)
han definido como ideal seleccionar aquellos productos con un IS > 10,
fundamentalmente si se trabaja con productos puros. En este trabajo, los tres farmacos
de referencia (pentamidina, anfotericina B y miltefosina) cumplieron este criterio, y
adicionalmente, la pirimetamina, el itraconazol y el cisplatino mostraron IS incluso
superiores a los compuestos de referencia (25, 27 y 91, respectivamente). Este resultado

es muy interesante debido a que podemos contar con farmacos que actden de forma
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selectiva sobre Leishmania, sin afectar significativamente la viabilidad de las células
huésped (Koutsoni et al., 2019).

Teniendo en cuenta estos resultados, los seis compuestos anteriormente mencionados,
fueron seleccionados para la evaluacién de su actividad sobre el modelo de amastigotes

intracelulares de L. amazonensis.

VI1.3. Evaluacién de los farmacos con mayor selectividad sobre amastigotes

intracelulares de Leishmania amazonensis

Durante el proceso de evaluacién de nuevos compuestos usualmente se utilizan al
menos dos estadios del parasito. En este estudio se utilizo como primer modelo de
evaluacion los promastigotes. Sin embargo, es necesario determinar la actividad de los
compuestos seleccionados en una segunda evaluacion para confirmar las
potencialidades del producto seleccionado (De Rycker et al., 2013). En este sentido,
hasta la actualidad, los amastigotes intracelulares contintan siendo el modelo estandar
para la evaluacién de efectividad de un compuesto, ya que constituye la forma que esta
presente en el hospedero vertebrado. Por otra parte, presenta otras ventajas, ya que
puede valorarse la capacidad del producto de penetrar en la célula hospedera, y que no
pierde su actividad debido al metabolismo de la célula del mamifero (Vermeers et al.,
2009).

Todos los farmacos evaluados demostraron capacidad de inhibir los amastigotes
intracelulares de L. amazonensis. La anfotericina B y la pentamidina resultaron ser los
compuestos mas activos; mientras que el cisplatino, la miltefosina y el itraconazole
mostraron valores en el mismo rango de actividad. Solo la pirimetamina causo una Clso
superior a 10 uM (36,5 + 1,82 uM), por lo que fue descartada en esta etapa de

investigacion.

De los otros farmacos con resultados promisorios para ser reciclados
farmacoldgicamente sobre la leishmaniosis, el itraconazol mostrd los mejores valores de
actividad (Clsp = 6,5 £ 0,32 uM). Estudios previos, también resaltaron las
potencialidades de este compuesto, el cual mostr6 una Clso = 0,64 uM sobre
amastigotes intracelulares de L. amazonensis, utilizando la cepa MHOM/BR/75/Josefa
(de Macedo-Silva et al., 2013).
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En orden de actividad el cisplatino demostré una Clso de 8,3 + 0,42 uM. Resultados
similares a los reportados de este compuesto sobre amastigotes de L. infantum con
valores de Clso=1,85 + 0,22 uM (Tavares et al., 2007).

Por otra parte, en nuestro estudio también pudimos corroborar que tanto el itraconazol,
como el cisplatino, fueron capaces de inhibir ambas formas del parésito: los
promastigotes y amastigotes. Este hecho pudiera sugerir que estos compuestos actlian
sobre dianas moleculares que son imprescindibles para la sobrevivencia del parasito en
ambos estadios. No obstante, una ligera disminucion de las Clso fueron apreciadas en
los promastigotes, lo cual pudiera ser 16gico al ser células libres donde el compuesto

solo interacciona con el parasito.

Por otra parte, ambos compuestos fueron menos activos (p < 0,05) que la anfotericina B
y la pentamidina; pero los valores de Clso se encontraron en el mismo rango uM que la
miltefosina, siendo el itraconazol mas activo (p < 0,05) que esta. Algunas caracteristicas
del itraconazol son similares a la miltefosina, fundamentalmente que pueden ser
administrados por via oral y el paciente puede medicarse por solo. Esta caracteristica es
relevante en areas endémicas donde la resistencia, la toxicidad y el costo han causado
una disminucion en la utilidad de los otros farmacos de referencia. En este sentido,
Castafio y colaboradores (2017) sugirieron la buena respuesta al tratamiento con
itraconazol de un paciente con LC que no respondié a la terapéutica con anfotericina B,
aungue en ese caso no se identifico la especie de Leishmania infectante. Por otra parte,
la seleccion de este fA&rmaco se baso en la caracteristica de los azoles de afectar la
membrana de Leishmania, lo cual pudiera ser letal para el parasito. Recientemente, se
sugirié que el itraconazol pudiera ser una terapia atractiva en combinacién con los
derivados de antimonio pentavalente para el tratamiento de la LC en pacientes

pediatricos infectados con L. mexicana (Caro et al., 2022).

Finalmente, al recalcular el IS para cada uno de estos farmacos con CI50 < 10uM, se
pudo observar que el itraconazol y la miltefosina mostraron valores entre 5 y 10. En
particular, Caridha y colaboradores (2019) especificaron que para las especies causantes
de LC, un IS > 5 puede constituir un criterio minimo de aceptabilidad. Sin embargo, la
anfotericina B y el cisplatino mostraron valores superiores a 10, lo cual se considera
ideal para el desarrollo de nuevos farmacos antileishmaniales en particular si van a ser

administrados por via sistémica (Katsuno et al., 2015).
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V1.4. Identificacion las posibles dianas terapéuticas de los farmacos seleccionados

como promisorios mediante un estudio in silico

Durante las Gltimas décadas, se ha observado un incremento en el nimero de productos
evaluados sobre Leishmania. Sin embargo, la mayoria de estos reportes carecen de
estudios relacionados con el posible mecanismo de accion antileishmanial de estos

farmacos que sirvan de basamento para el futuro desarrollo de estos productos, en

especial de ensayos clinicos. En el presente estudio, se llevd a cabo un abordaje

computacional para identificar posibles dianas terapéuticas del itraconazol y el
cisplatino en Leishmania. Este enfoque in silico, permitira complementar los estudios in
vitro realizados con anterioridad con datos obtenidos de simulaciones computacionales.
En este caso, se pueden identificar proteinas similares a dianas moleculares conocidas
de farmacos comerciales, que puedan a su vez constituir dianas novedosas en diversos

organismos, como es el caso de Leishmania (Bustamante et al., 2019).

En este caso, se utiliz6 la herramienta en linea ‘PASS online’, la cual es una estrategia
util que se basa fundamentada en estudios de relaciones cuantitativas estructura-
actividad (Druzhilovskiy et al., 2017). En esta era moderna, con este programa
computacional es posible predecir mas de 3678 efectos farmacoldgicos y modos de
accion de forma rapida y sencilla, como un paso preliminar de tamizaje. Los resultados
de la prediccién pueden interpretarse de forma flexible; sin embargo, cuando el
parametro Pa es mayor de 0,7 existe una alta posibilidad de que estas predicciones

puedan ser corroboradas experimentalmente (Filimonov et al., 2014).

En este estudio, como primer aspecto, se pudo observar que aunque para el itraconazol,
un derivado imidazolico de la familia de los azoles, solo se obtuvo la actividad
antifngica y antibacteriana. Sin embargo, como posibles ligando a inhibir se encontré
la enzima lanosterol 14-a desmetilasa o CYP51 (citada en los resultados de ‘PASS
online’ por separado). Esta enzima cataliza la eliminacion del grupo 14a-metilo de los
precursores de esteroles, lo cual es esencial para la biogénesis de la membrana
(Hargrove et al., 2011). Por otra parte, la CYP51, ademas de constituir un componente
estructural importante de la membrana de Leishmania, también sirven como moléculas
hormonales que modulan el desarrollo de las células, su multiplicacion y las

transformaciones morfologicas que sufren durante su ciclo de vida (Friggeri et al.,
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2018). Actualmente, se conoce que las secuencias aminoacidicas de CYP51 de cinco
especies de Leishmania (L. infantum, L. braziliensis, L. major, L. mexicana y
L. amazonensis) presentan méas de un 95 % de similitud; mientras que solo en un 26 %
cuando se compara con la CYP51 del humano (Hargrove et al., 2011). Por tanto, esta
enzima presenta un gran potencial como diana molecular para la quimioterapia
antileishmanial (Hargrove et al., 2011; Friggeri et al., 2018). Ejemplo de ello, un
estudio in silico del posoconazol (un compuesto también de la familia de los azoles)
mostré preferencia por esta enzima como mecanismo de accion, lo cual fue validado

adicionalmente mediante métodos de acoplamiento molecular (Gupta et al., 2022b).

No obstante, en la literatura cientifica, otras evidencias experimentales han demostrado
que el itraconazol altera la ultraestructura y la fisiologia de la mitocondria, asi como
alteraciones de la membrana plasmatica celular (de Macedo et al., 2013). Tanto la
disfuncion de la mitocondria de Leishmania como de su membrana plasmatica son
considerados dianas terapéuticas esenciales para la sobrevivencia del parasito (Sundar y
Singh, 2018).

Por otra parte, el cisplatino desde el punto de vista quimico, se trata de un complejo de
coordinacion formado por un atomo de platino con dos grupos amino y dos cloruros (Su
et al., 2022). Debido precisamente a esta estructura peculiar, no fue posible obtener
ninguna prediccién, ya que presenta menos de tres atomos de carbono. No obstante, es
conocido que para su actividad anticancerigena, se une al ADN celular y causa la
apoptosis (muerte celular programada) de la célula (Su et al., 2022). En Leishmania, la
apoptosis ha sido identificada como una diana terapéutica interesante para el desarrollo
de farmacos, ya que sirve como regulador de multitud de procesos fisiolégicos y
desempefia un papel determinante en la interaccion huésped-parasito, asi como en la
patogénesis de la enfermedad (Sundar y Singh, 2018). Sin embargo, en la literatura
estudios con L. infantum, han evidenciado que el cisplatino ejerce su actividad
antileishmanial a través de diferentes mecanismos de accion. Entre ellos se ha
demostrado una alteracién parcial en la funcién mitocondrial a través de la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, y un incremento en la produccion de ERO
(Tavares et al., 2007).

VI1.5. Consideraciones generales
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En la ultima década ha existido un progreso importante en el desarrollo de nuevos
farmacos frente a la LV, en contraste a lo observado para la LC (Corman et al., 2023).
En este sentido, demostrar una nueva actividad terapéutica para un farmaco que se
encuentra disponible para el tratamiento de otra enfermedad resulta estratégico, pues
permite reducir el costo y el tiempo invertido en la investigacion y desarrollo. De hecho,
la mayoria de los farmacos que hoy se utilizan en el manejo clinico de la leishmaniosis
surgieron a partir de este enfoque (Braga, 2019).

En el presente estudio por tanto, se brindan evidencias que motivan el reciclaje
farmacol6gico como estrategia promisoria. En particular, la actividad frente a
promastigotes y amastigotes intracelulares, asi como la selectividad del itraconazol vy el
cisplatino, puede tenerse en cuenta para el futuro desarrollo de nuevos agentes para el
tratamiento de la LC. En particular, se corrobora las potencialidades del itraconazol
sobre L. amazonensis y de demuestra por primera vez la actividad del cisplatino para
esta especie.

Adicionalmente, estos compuestos cumplen otros criterios internacionales (Katsuno et
al., 2015; Caridha et al., 2019), ya que presentan una estructura quimica conocida y una
pureza > 90 %. Por otra parte, se sugirieron algunas dianas moleculares potenciales
sobre las que pueden actuar los compuestos estudiados, evidencias que deben ser
comprobadas experimentales en futuros trabajos. En paralelo, es necesario evaluar la
eficacia antileishmanial de estos farmacos sobre la leishmaniosis cutanea experimental
en modelos animales que permita realizar una adecuada valoracion beneficio/riesgo, con
el objetivo de desarrollar nuevos medicamentos antileishmaniales con mayor

efectividad y seguridad.
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VII. Conclusiones

De los 26 farmacos estudiados, 20 (76,9 %) compuestos inhibieron el crecimiento de
promastigotes de L. amazonensis y seis (23,1 %) mostraron una Clso < 10 uM; lo
cual demuestra la utilidad de la estrategia de reciclaje farmacoldgico para la

busqueda de nuevos compuestos con actividad antileishmanial.

Se seleccionaron seis farmacos con un IS > 10 segln su citotoxicidad in vitro sobre
macrofagos peritoneales de ratdn BALB/c, los cuales pueden ser considerados como

candidatos promisorios por su elevada selectividad.

El itraconazol y el cisplatino, junto con los farmacos de referencia, demostraron una
buena actividad antileishmanial sobre amastigotes intracelulares, lo que demuestra

las potencialidades farmacoldgicas de estos compuestos sobre L. amazonensis.

Para el itraconazol se identifico la inhibicion de la enzima lanosterol 14-a
desmetilasa como posible diana terapéutica mediante un estudio in silico, lo que

permite sugerir el mecanismo molecular de este compuesto sobre Leishmania spp.
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VII1l. Recomendaciones

Evaluar la actividad antileismanial del itraconazol y el cisplatino en un modelo

animal de leishmaniosis cutanea experimental causada por L. amazonensis.

Corroborar  experimentalmente  los  posibles  mecanismos de  accion

antileishmanial del itraconazol vy el cisplatino.

Determinar la actividad antileishmanial in vitro de otros farmacos que se utilizan
en la clinica perteneciente a los grupos estudiados u otros que se valoren

utilizando la estrategia de reciclaje farmacoldgico racional.
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