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One, remember to look up at the stars and not
down at your feet.

Two, never give up work. Work gives you
meaning, and purpose and life is empty without
it.

Three, if you are lucky enough to find love,

remember it is there and don't throw it away.

Stephen Hawking

...A Rosa Tulia Fonseca
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Resumen y Abstract IX

Resumen

Dentro de los farmacos usados como segunda linea de tratamiento para la leishmaniasis
estan la anfotericina B y la miltefosina. Los dos medicamentos interfieren con la
composicion de lipidos en la membrana parasitaria y existe evidencia tanto in vitro como
en aislamientos clinicos de resistencia cruzada entre estos medicamentos en especies
pertenecientes al subgénero Leishmania Leishmania spp. En Suramérica las especies
predominantes pertenecen al subgénero Leishmania Viannia spp. El presente estudio
evalud la ocurrencia de disminucién de susceptibilidad a anfotericina B in vitro en parasitos
de Leishmania Viannia spp con previa exposicion a miltefosina. Los parasitos evaluados
correspondian a clones inducidos resistentes y a aislamientos de pacientes tratados con
miltefosina. El establecimiento de dosis efectivas 50 (EC50) se hizo por el método de
rezarsurina, la cuantificacion de mRNA de genes involucrados en la biosintesis y
transporte de lipidos se realiz6 por RT-gPCR. En los parasitos con induccién experimental
de resistencia a miltefosina se observd concomitantemente el aumento en la tolerancia a
anfotericina B; acompafiado por una disminucién en la expresién de enzimas involucradas
en la biosintesis de esterol, esterol metil transferasa y latosterol oxidasa; de una proteina
de unién endosoma-lisosoma vamp y del transportador de miltefosina. El limitado nimero
de aislamientos clinicos no presentd una correlacion entre los valores EC50 calculados
para los dos farmacos. Lo anterior permite concluir que es posible generar resistencia
cruzada entre miltefosina y anfotericina b en parasitos del subgénero Leishmania Viannia

y se requiere estudios con mayor numero de aislamientos.

Palabras clave: miltefosina, anfotericina B, resistencia cruzada, Leishmania

braziliensis.
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Abstract

Among the second-line drugs used to treat Leishmaniasis are amphotericin B and
miltefosine, both drugs interfere with the lipid composition of the parasite membrane, there
is cross-resistance evidence in vitro and in clinical isolates in species of the Leishmania
subgenus, Leishmania leishmania spp. In South America the predominant species belong
to the subgenus Leishmania viannia spp. The aim of the study was to evaluate the
susceptibility to amphotericin B in vitro in parasites of Leishmania viannia spp with previous
exposition to miltefosine. The evaluated parasites were clones induce resistant to
miltefosine and clinical isolates that have been previously expose to miltefosine in
Leishmaniasis treatment. Resarzurin method was used to stablish the EC50, mRNA
guantification of genes involve in sterol biosynthesis was done through a RT-gPCR. It was
observed in induce resistant clones to miltefosine a higher tolerance to amphotericin B,
accompany by a loss of expression of enzymes involved in the sterol biosynthesis, sterol
methyl transferase and lathosterol oxidase, of a protein involve in membrane fusion of
endosome-lysosome, vamp and miltefosina transporter. The limit number of clinical
isolates did not follow the change in susceptibility observed for the induce resistant clones
in both drugs. As a conclusion, is possible to induce cross-resistance between amphotericin
B and miltefosina in Leishmania viannia parasites and a bigger sample size of clinical

isolates is needed to assess cross-resistance.

Keywords: miltefosine, amphotericin B, cross-resistance, leishmania braziliensis
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Introduccioén

La leishmaniasis es una enfermedad frecuente en regiones tropicales y subtropicales,
generada por parasitos protozoarios del género Leishmania transmitidos por un vector de
la subfamilia Phlebotominae del género Fhlebotomus en el viejo mundo y Lutzomyia en el

nuevo mundo (1)

Existen tres formas clinicas de la enfermedad seglin la respuesta inmune, especie
infectante y efecto tegumentario la enfermedad. La presentacion predominante en
Colombia es la forma cutdnea con un 95% de casos reportados anualmente siendo las
especies que pertenecen al subgénero Viannia como: L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis y L. (V.) panamensis las relacionadas con esta forma clinica y adicionalmente

L. (V.) braziliensis y L. (V.) panamensis estan relacionada con la mucocutanea (2)

El tratamiento de primera eleccién utilizado para la leishmaniasis son las sales de
antimonio pentavalente donde el éxito del tratamiento esta relacionado con la respuesta
inmune del hospedero y factores intrinsecos del parasito como la susceptibilidad. En casos
de falla terapéutica se utilizan medicamentos de segunda linea como la miltefosina o la

anfotericina B, en la India estos dos se utilizan como tratamientos combinados (3)

La aparicidn de resistencia a los medicamentos de primera linea contra la leishmaniasis
ya se ha registrado en diferentes trabajos (4-9) asi mismo también se ha presentado
resistencia tanto en campo o generada en laboratorio a la miltefosina y a la anfotericina B,
y resistencia cruzada descrita en especies del subgénero Leishmania como: Leishmania

(L.) major, Leishmania (L.) donovani, L (L) mexicana y Leishmania (L.) infantum.

Aunque los mecanismos de accién de los medicamentos de segunda linea como la
miltefosina o la anfotericina B no estan claramente definidos, se ha observado que son
medicamentos que afectan los lipidos en las membranas celulares y los mecanismos de
resistencia observados tanto en Leishmania como en otros organismos donde los

medicamentos tienen accion microbicida, involucran cambios en los perfiles de lipidos.
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En Colombia el esquema de tratamiento de la Leishmaniasis indica que en falla terapéutica
0 contraindicaciones a sales de antimonio se recomienda administrar miltefosina o
anfotericina B. Sin embargo, hay reportes que sugieren que una de las especies mas
prevalente en el pais, como es L. (V.) braziliensis, presenta disminucion en la
susceptibilidad a la Miltefosina. Adicionalmente se conoce poco sobre la susceptibilidad a
la anfotericina B, de las especies del subgénero Viannia, que son las mas prevalentes en
Sur América. En los grupos de investigacion del Hospital Universitario Centro
Dermatolégico y Universidad Nacional se han desarrollado estudios preliminares sobre la
susceptibilidad in vitro que sugieren la circulacion de pardasitos de Leishmania con
disminucion en la susceptibilidad a anfotericina B. Dado lo anterior el presente estudio
determind el nivel de susceptibilidad a anfotericina B de parasitos de Leishmania spp con

exposicion previa a la miltefosina.
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1.Marco teodrico

1.1 Generalidades

1.1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa, causada por varias especies de parasitos
intracelulares obligados del género leishmania, los cuales se caracterizan por tener un ciclo
de vida digenético en el cual el estadio presente en el vector es flagelado y se denomina
promastigote. El estadio sin flagelo aparente es denominado amastigote y se localiza en
el macréfago del hospedero vertebrado. La transmision es generada por la picadura de
un vector perteneciente a la familia Phlebotominae del género Phlebotomus (viejo mundo)

0 Lutzomyia (nuevo mundo). (10-12)

La enfermedad es endémica en diferentes lugares del mundo, frecuente en la region
tropical y subtropical de Africa, América y Asia. Se estima que existen mas de 350 millones
de personas en riesgo de tener la enfermedad en méas de 88 paises. En las poblaciones
humanas la mayoria de infecciones por leishmania son asintomaticas, sin embargo,
cuando la infeccion no puede ser controlada por el sistema inmune es expresada en varias
formas clinicas: cutanea, mucocutanea y visceral, clasificacion realizada de acuerdo a sus

efectos tegumentarios o viscerales.(10-12)

1.1.2 Epidemiologia

En el mundo la leishmaniasis cutanea es la forma de la enfermedad con mayor prevalencia,
con la mayoria de casos en Afganistan, Algeria, Brasil, Colombia, Irdn, Pakistan y Arabia

Saudita, segun el ultimo reporte de la OMS.

En Colombia, el udltimo informe del SIVIGILA del 2019 reporté 4.962 casos de
leishmaniasis. (13) Por procedencia Antioquia, Narifio, Norte de Santander y Tolima son
los departamentos que mas registraron casos de leishmaniasis con forma cutdnea, siendo
987, 570, 400, 362 casos respectivamente. Estudios de distribucion de especies en el pais,
asocian principalmente a L. (V.) panamensis y L. (V.) braziliensis con esta forma de la
enfermedad. (14)
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L. panamensis
L. braziliensis
L. guyanensis
Complejo mexicana

Leishmania sp.

e n0po

L. Mexicana

Figura 1-1: Distribucion geografica de las especies pertenecientes al subgénero Viannia en

Colombia. (10)

En Colombia la distribucion de las especies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensisy L (V.)
panamensis, (figura 1) se extiende por la mayoria del territorio, siendo la especie L (V.)
panamensis la mas frecuente con la mayor cantidad de registros distribuidos en diferentes

departamentos (14).

1.1.3 Cuadros clinicos asociados a L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensisy L. (V.)
panamensis

El espectro de manifestaciones clinicas de las Leishmaniasis puede variar de asintomatico
a letal y es resultado de la especie infectante de Leishmania y la respuesta inmune del
hospedero. En Suramérica algunas de las especies tienen caracteristicas metastasicas y
un 10% de los casos de leishmaniasis cutanea progresan a la leishmaniasis mucocutanea

gue forma lesiones destructivas secundarias en nariz y boca. (15)
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Las especies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis y L (V.) panamensis pertenecientes al
subgénero Viannia, estdn principalmente asociadas a diferentes patrones de la
presentacion cutdnea y adicionalmente L. (V.) braziliensis y L (V.) panamensis a la
presentacion mucocutanea de la enfermedad. (Tabla 1)

Patrén de la

Especie Caracteristicas clinicas
enfermedad P

-Nd6dulos o ulceras maltiples o

nicas.

- Puede estar asociado a

linfadenopatias/linfadenitis.

- Puede propagarse a otras partes

de la piel o mucosa.

- Lesiones similares a especies

del viejo mundo L. infantum

- Metéstasis

linfatica/hematdgena a la mucosa

de la cavidad oral y el tracto

Leishmaniasis L. braziliensis | respiratorio alto.

mucocutanea L. panamensis |- Puede reaparecer meses 0 afios

después de curarse las lesiones.

- Visto con otras especies en

inmunocompromiso

- Mdltiples nédulos o ulceras

cutaneas (mas de 20 a cientos)

_ o ] L braziliensis | O™ posible compromiso de la

Leishmaniasis cutanea L . | mucosa

difusa - PANAMENSIS | b0 e ser resistente al

L. guyanensis - . .
tratamiento con antimonio

- Lesiones mdltiples o crénicas

recurrentes

Tabla 1-1: Especies del subgénero Viannia asociadas a diferentes patrones de las presentaciones

L. braziliensis
L. panamensis
L. guyanensis

Leishmaniasis cutanea
localizada

clinicas de Leishmaniasis. Adaptado de (19)

Las diferentes presentaciones clinicas asociadas a la leishmaniasis estan en gran parte
moduladas por la respuesta inmune del hospedero. En los pacientes con leishmaniasis
cutanea y mucocutanea se observa un espectro inmunolégico (16) particular que varia de
una intensa respuesta células por parte de las células T, caracterizada por una
hipersensibilidad de tipo retardado es decir una respuesta de tipo celular y altos niveles de

interferon-y, a individuos sin respuesta hipersensible, con altos niveles de anticuerpos.
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Dado que las especies de Leishmania son eliminadas de forma efectiva por macréfagos
activados por IFNy y no son neutralizados por los anticuerpos, los pacientes con una fuerte
respuesta celular tienen pocos parasitos en las lesiones, mientras que en los que
predomina una respuesta humoral no pueden controlar la carga parasitaria.
Adicionalmente en pacientes sin respuesta de células T es observada una forma severa
de la enfermedad denominada leishmaniasis cutanea difusa, mientras que en el extremo
opuesto de la respuesta inmune una respuesta celular exacerbada desarrolla una

leishmaniasis mucosa. (16)

Leishmaniasis Leishmaniasis cutanea

Anticuerpos

Carga

Respuesta parasitaria
tipo Thl

Enfermedad Enfermedad
severa Enfermedad severa
moderada

Figura 1-2: Espectro inmunolégico de la Leishmaniasis cutanea y mucocutanea en humanos.
Adaptado de (12)

La leishmaniasis mucosa (16,17) esta caracterizada por un tipo de respuesta inmune hiper-
inflamatoria destructiva, causado por numerosas células inmunes activas dentro de estas
la induccion de células Thl que liberan citoquinas como IL-2 TNF e IFNy (figura 1-2), que
estan relacionadas con la activaciéon de macréfagos y formas severas de la enfermedad.
El IFNy induce la diferenciacion de células T citotéxicas CD8+, activa macréfagos y

estimula la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa (INOS o0 NOS2) y la produccion de
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oxido nitrico que es el principal agente microbicida que permite destruir parasitos

intracelulares como Leishmania.

Sin embargo, la respuesta de tipo Thl no es contrarrestada por el sistema inmune en
términos de magnitud y duracion, y se observa una inflamacion incontrolada que lleva a

una citotoxicidad y dafio en el tejido mediado por la respuesta inmune del hospedero. (17)

En contraste la leishmaniasis cutanea difusa (16,17) esta caracterizada por bajos niveles
de citoquinas liberadas por células Thl, altos niveles de anticuerpos (Figura 1-2) lo que
lleva a que no haya una adecuada funcion microbicida por parte de los macréfagos y una
alta carga parasitaria. También se observa una alta liberacién de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10, que esté involucrada en la supresion de la respuesta inmune dada la

activacion de las células T regulatorias.

1.1.4 Tratamiento de primera linea

Para el tratamiento de la enfermedad tradicionalmente se ha utilizado como primera linea
las sales de antimonio pentavalente (Sb*®), las cuales han sido el tratamiento principal por
mas de 70 afios para todas las formas de Leishmaniasis, dos formulaciones son utilizadas

sodio-estibogluconato (Pentostam ®) y meglumina-antimoniato (Glucantime ®). (18)

Las sales de antimonio pentavalente son administradas via intravenosa o intramuscular, la
dosis recomendada por la organizacion mundial de la salud es de 20 mg/kg/dia por 20 dias
consecutivos. Sin embargo, su uso tiene varios efectos adversos entre las cuales estan los
efectos secundarios como dolor, vomito, nauseas, diarrea, fatiga, dolor de cabeza, fiebre,

falla del higado, cardiotoxicidad entre otras. (4)(19)

El antimonio es un profarmaco que para activarse debe sufrir una reduccion biolégica de
antimonio pentavalente a trivalente, sin embargo, la localizaciéon de este proceso, en el
macréfago o en el parasito permanece como un tema controversial. El glutation y el
tripanotion en el macréfago y en el amastigote, son las moléculas antioxidantes

relacionadas con la reduccion no enzimética del medicamento. (18)

El modo de accion de los antimoniales involucra varios efectos en el metabolismo del
tripanotion y glutation. Se ha observado que la exposicion al Sb(lll) causa una rapida
desaparicion de las moléculas antioxidantes tanto en amastigotes como en promastigotes

adicionalmente una proporcién significativa de estos tioles son efluxados de la célula en
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cantidades aproximadamente equimolares y el remanente de estas moléculas en la célula
es transformado a su respectiva forma disulfuro (Tripanotion y Glutation), este proceso
asociado a una continua oxidacion relacionado con la inhibicidn de la tripanotion reductasa

posiblemente inducido por el Sb(lll). (20)

Asi mismo se ha reportado que el estibugluconato de sodio en el estado de reduccion
(Sb*®) inhibe la sintesis de macromoléculas en amastigotes, posiblemente por una
perturbacion energética dado la inhibicion de la glicolisis y la B-oxidacién de acidos grasos.
Otros estudios han reportado apoptosis en amastigotes tratados con la forma trivalente del
antimonio, donde se ha observado fragmentaciébn del DNA y externalizacion de la

fosfatidilserina. Sin embargo, estos efectos no involucran la via activacién de caspasas.

(4)

Entre las razones para la falla en el tratamiento con antimoniales en la leishmaniasis
cutanea americana estan la adherencia al tratamiento, la especie de Leishmania que esta
involucrada en la infeccién y la respuesta inmune del hospedero, esta Ultima es de
particular importancia ya que la pérdida significativa de la maquinaria antioxidante en
Leishmania spp por la accién de los antimoniales hace al parasito susceptible a los dafios
por radicales libres del macrofago, esto sugiere que es necesario una respuesta eficiente

por parte de los macréfagos para que el tratamiento sea exitoso. (18)

1.2 Agente Causal

El agente causal de la enfermedad es un protozoario perteneciente al género Leishmania
gue comprende mas de 30 especies, de los cuales 21 son responsables por causar la

enfermedad

Durante el desarrollo del parasito en el tracto digestivo del vector se han descrito diferentes
cambios morfolégicos que estan asociados con cambios genéticos y bioquimicos, que
conllevan a la transformaciéon de promastigotes no infectivos o poco infectivos (prociclicos)
en promastigotes infectivos (metaciclicos), en un proceso denominado metaciclogénesis.
(21)

Inicialmente la primera transformacién del parasito en el vector es la de amastigote a

promastigote prociclico, de 18 a 24 horas después de la ingestion de la comida de sangre.
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Seguido a la primera transformacion se distinguen otros tipos de promastigotes
morfolégicamente distintos entre los cuales estan: nectomoénadas, leptomonadas,

haptomoénadas y promastigotes metaciclicos.(22)

Los promastigotes prociclicos son el estadio responsable de la expansion inicial de la
poblacion de parasitos de tal manera que se multiplican rapidamente y se transforman en
nectomonadas las cuales son formas alargadas con flagelos elongados que les confiere
una mayor movilidad, estas formas son capaces de salir de la matriz peritréfica y migrar al
intestino posterior del vector donde se pueden adherir al epitelio a través de

hemidesmosomas flagelares.

La region de adhesién de la forma nectomonada del promastigote es una caracteristica
importante que diferencia dos de los principales subgéneros de Leishmania, en el
subgénero Viannia se conserva el desarrollo en el intestino posterior denominandose
peripilaria, mientras en las especies del subgénero Leishmania hay desarrollo Gnicamente
en la regién anterior y media del intestino, denominandose suprapilaria; caracteristica que
fue utilizada por Lainson & Shaw en 1979 para la clasificacion taxonémica del género.
(23)(Figura 3)

FOREGUT  MIDGUT HINDGUT | FOREGUT  MIDGUT HINDGUT

r 1 r 1 r 1 f L L 1

SUPRAPYLARIA

PERIPYLARIA

Figura 1-3: llustracion del desarrollo de las especies del Subgénero Viannia (imagen de la izquierda) y

Leishmania (imagen de la derecha) en el intestino del vector. Adaptado de (20)

llustracion del desarrollo de las especies del Subgénero Viannia (imagen de la izquierda)

y Leishmania (imagen de la derecha) en el intestino del vector. Adaptado de (24)

Posteriormente la forma nectomonada se diferencian en haptomonadas, que es una forma
gue posee una expansion en la punta del flagelo y se une a la superficie del epitelio

intestinal a través de una unién tipo hemidesmosoma, aunque son formas poco comunes
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en el subgénero Viannia. El siguiente suceso es una migracion hacia la parte posterior del
intestino donde hay una transformacion a promastigotes tipo leptomonada que establecen
una segunda ronda de replicacion para la poblacion del parésito en el intestino medio
anterior, donde se produce el gel secretado por promastigote y la diferenciacién a

promastigote metaciclico. (25)

La forma metaciclica es la forma infectiva del hospedero vertebrado que no posee ciclos
de divisién y pierde la capacidad de adhesién al epitelio intestinal del vector, asegurando
gue son formas libres disponibles para transmitirse. Para que la forma metaciclica del
promastigote pueda iniciar una infeccion, primero debe sobrevivir a los mecanismos de
defensa microbicida a los que estid expuesto en el hospedero vertebrado, los cuales
incluyen la lisis mediada por complemento y las actividades dependientes o
independientes de oxigeno en el macréfago. Es por esto por lo que en el proceso de
metaciclogénesis ademas de los cambios morfolégicos, también existen una serie de
cambios moleculares que le confieren a la forma metaciclica del promastigote una mayor
probabilidad de supervivencia y de completar su ciclo de vida en el hospedero vertebrado.
(26)

Entre los cambios moleculares observados en los promastigotes metaciclicos estan el LPG
y la glicoproteina gp63. ElI LPG confiere la proteccion contra enzimas hidroliticas en el
vector y ademas funciona como antigeno de superficie. El papel protector del LPG contra
las enzimas proteoliticas del vector se demostré empleando mutantes de LPG, las cuales
produjeron bajas tasas de infeccion a las 48 horas después de la ingestion comparadas
con la infeccién producida por la cepa silvestre, apoyando lo evidencia por Schlein y
Romano en 1986.(27)

Otra funcién que involucra al LPG en el vector es la adhesién de los parasitos en estadio
promastigote al epitelio intestinal proceso que es una caracteristica inherente a los
promastigotes prociclicos que es eliminada durante la transformacion a promastigote
metaciclico o infectivo. Esta caracteristica permite la liberacion y migracion del parasito
infectivo hacia la proboscide del insecto, para luego ser transmitido durante una nueva

picadura. (25)
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La glicoproteina gp63 es una metaloproteasa de Leishmania ampliamente estudiada, de
la cual se sabe que presenta polimorfismo entre especies y su expresion es diferencial
entre el estadio promastigote y amastigote encontrandose en menor medida en estos
tltimos. Adicionalmente esta proteina al igual que el LPG funciona como un antigeno de
superficie y se ha observado que el incremento en la infectividad en los promastigotes

metaciclicos estd asociado con un aumento en la expresion de esta metaloproteasa (1)

Cuando el vector inocula el parasito en el hospedero vertebrado se desarrolla una
respuesta inmune la cual atrae diferentes células presentadoras de antigeno con
capacidad fagocitica, entre estas los macréfagos, células en las cuales el patégeno se

desarrollara en un compartimento denominado vacuola parasitofora.

El proceso de endocitosis o unién inicial e internalizacion de los promastigotes de
Leishmania en los macréfagos, es mediado por receptores, que involucra factores
derivados del suero y moléculas tanto del parasito como de la célula hospedera. Entre las
moléculas de la célula hospedera que participan en este proceso estan los receptores de
las subunidades C3b y C3bi del componente 3 del complemento que se unen a CR1y CR3
respectivamente, los receptores de lectina que median uniones con moléculas de
carbohidratos y las integrinas que reconocen secuencias especificas de aminoacidos. Las
principales moléculas de superficie de Leishmania involucradas en la interaccion inicial con
el macréfago son gp63, los lipofosfoglicanos (LPG) el principal glicoconjugado del

promastigote y los glico inosito fosfolipidos (GPIs). (17)

Luego de la unién inicial entre el parasito y el macrofago, este dltimo genera unas
prolongaciones tipo pseuddpodos para rodear e invaginar al microorganismo. Muchos
compartimentos celulares incluyendo el reticulo endoplasmatico y endosomas maduros,
entre otros, contribuyen a la formacion del fagosoma a través de eventos de fusion
sucesivos regulados por proteinas SNARES y sinaptotagminas, estas Ultimas relacionadas
con el reclutamiento de proteinas de endosomas reciclados para formar el fagosoma y

controlar el proceso fagocitico.(17)

La interaccién entre el macréfago y el parasito de Leishmania incluye una diversidad de

factores que le permiten al parasito sobrevivir y reproducirse, entre estos esta el secuestro
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o modulacién de vias antimicrobianas y el uso de compartimentos como el fagolisosoma.
(28)

Dentro de las estrategias que utiliza el parasito hay una coleccion de mecanismos y
moléculas, en las cuales esta la proteasa GP63 la cual puede ser secretada o puede estar
anclada a la superficie por una unién glicofofatidilinositol, es la proteina mas abundante en
la superficie de promastigotes y representa el 1% del proteoma total del parasito, es
diferentes estudios se ha demostrado que GP63 puede llegar al citosol y nacleo del
macréfago y clivar maltiples sustratos como factores de transcripcion, proteinas tirosina
fosfatasas, y el complejo de rapamicina (nTOR). Adicionalmente otros estudios en GP63
han demostrado que afecta significativamente las proteinas fagosomales Snare Vamp8
involucradas en la presentacion cruzada de antigenos de las células con capacidad

fagocitica y en el transporte de vesiculas hacia el fagolisosoma. (29)

Otras moléculas utilizadas por el parasito que aumentan su sobrevida en la célula
hospedera son las fosfatasas acidas las cuales estan presentes en la superficie de todas
las especies de Leishmania estudiadas y poseen una resistencia significativa a la
degradacion proteolitica, asi como una preferencia por niveles de pH &cidos, lo cual es un
beneficio importante para la estabilidad del parasito en ambientes como el fagolisosoma

del macréfago o intestino del vector.

Para promover la formacién de la vacuola parasitofora, los lipofosfoglicanos presentes en
membrana de Leishmania interfieren con la formacién de microdominios lipidicos
fagosomales impidiendo el ensamblaje de la NADPH oxidasa, adicionalmente los
lipofosfoglicanos pueden inducir la acumulaciéon de F-actina perifagosomal lo cual puede

actuar como una barrera fisica que previene el trafico vesicular hacia el fagolisosoma. (30)

1.3 Lipidos de membrana en leishmania

Los lipidos son muy importantes para la biologia de todas las células y organismos. Son
los elementos estructurales principales de las membranas biolégicas, anclan
glicoconjugados y muchas proteinas a las membranas, también funcionan como moléculas

de sefalizacién dentro y entre células.(31)
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Son moléculas de particular importancia para los patdégenos, ya que en algunos casos
estos pueden deliberadamente buscar hospederos con alta concentracion de lipidos o
desarrollar mecanismos para aprovechar el metabolismo lipidico de las células
hospederas. Algunos de los patdgenos intracelulares se desarrollan en vacuolas
especializadas y el flujo de lipidos entre el hospedero y el patdgeno es critico para la

supervivencia del parasito.(31)

Adicionalmente los lipidos también son importantes factores de patogénesis que permiten
al patégeno evadir la respuesta inmune, manipular procesos del hospedero y causar
enfermedad. Un ejemplo en parasitos protozoarios son los glicosilfosfatidilinositol GPI, los
cuales incluyen los lipofosfoglicanos en las especies de Leishmania que son cruciales para
la especificidad de hospedero y la supervivencia del parasito en el vector. (32)

Los fosfolipidos (FL) son los componentes mayoritarios de las membranas plasméticas con
una importancia mayor a solo ser una molécula estructural. La degradacion de los
glicerofosfolipidos genera un gran grupo de moléculas de sefializacion que incluyen inositol
1,4,5-trifosfato, 1,2-diacilglicerol, liso-fosfolipidos y acido fosfatidico. Adicionalmente los
fosfolipidos como el fosfatidilinisitol puede ser modificado por un grupo de cinasas (PI3K,
PI4K y PIPKs) en fosfoinitositidos activos (PIP, PIP2 y PIP3); Pl cinasas son actividad por
pequefias proteinas G monoméricas que regulan distintos procesos celulares incluyendo

trafic6 de membranas y remodelamiento del citoesqueleto. (33)

Los fosfolipidos representan el 70% del total de lipidos celulares en Leishmania, las
especies con mayor representacion, segun el grupo de alcohol que presenten, son: la
fosfatidilcolina de un 30-40%, fosfatidiletanolamina (~10%) y fosfatidilininositol (~10%).
(33)

Los esfingolipidos constituyen otro gran grupo dentro de los componentes de lipidos de la
membrana celular de los parasitos del género Leishmania donde la mayoria de las
especies de este lipido pertenecen al inositol fosfoceramida no glicosilado y la ceramida.
Cada metabolito en la biosintesis o degradacion de los esfingolipidos tiene una actividad
importante. La ceramida, ceramida-1-fosfato, esfingosina, esfingosina-1-fosfato median
muchas vias de sefializacion que regulan la apoptosis, reconocimiento célula-célula,
crecimiento y diferenciacion. En particular la ceramida es un potente segundo mensajero

gue es capaz de activar diferentes proteinas. (31)
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Adicionalmente los esfingolipidos junto con el colesterol se distribuyen homogéneamente
en la membrana plasmatica, aunque pueden encontrarse conglomerados en micro
dominios denominados balsas lipidicas. Estos micro dominios han demostrado aportar
caracteristicas patogénicas a las formas sanguineas de T. brucei. En el estadio
promastigote de Leishmania se han aislado moléculas como el LPG o la metaloproteinasa
GP63 que también confieren caracteristicas patogénicas y ademas hay observaciones
donde la composicién de las balsas lipidicas cambia entre el promastigote prociclico a

metaciclico. (34)

En la transformacion de promastigote a amastigote también se han evidenciado cambios
en el perfil de lipidos. En Leishmania donovani se ha evidenciado cambios en la relacion
esterol-fosfolipido con un aumento de dos veces en el primero y una disminucién moderada
en la segunda especie de lipido. Otros cambios observados en la misma especie es el
incremento en acidos grasos saturados y monoinsaturados que asemejan la composicion
lipidica de la membrana del hospedero, sugiriendo que la remodelacion de lipidos en parte
depende de los &cidos grasos o de la actividad de desaturasas y/o elongasas que estén

disponibles en los macréfagos. (35)

1.4 Medicamentos que actlan sobre las vias lipidicas del parasito

1.4.1 Anfotericina B

La anfotericina B es un antibiético polienico, es un agente terapéutico natural que se
encentra como un metabolito de la bacteria Streptomyces nodosus aislado en 1955 en
Venezuela, que actla como un antimicotico de amplio rango y anti-parasitario. Es el
tratamiento de eleccién para las infecciones sistémicas con hongos como Candida albicans

o Aspergillus fumigatus (36)
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Figura 1-4: Estructura quimica de la anfotericina B: () micosamina (Il)
Regioén polar del anillo macrolido (I1l) Cadena polienica constituida por
7 conjugados (C=C).. Adaptado de (32)

- Mecanismo de accioén

La anfotericina B pertenece a la familia de farmacos de macrolidos polienicos los cuales
tienen como caracteristica la union a los esteroles de la membrana celular de eucariotas
(ergosterol en hongos y protozoarios como leishmania). La teoria prevalente en torno al
mecanismo de accion es la formacion de estructuras similares a canales (poros) que se
forman sobre la membrana celular generando canales i6nicos. Estos canales de
membrana formados por anfotericina B incrementan la permeabilidad de la membrana
celular a los iones y pequefias moléculas llevando a un desbalance osmatico de la célula,
siendo esencial la presencia de esteroles para que se observe la actividad formadora de

canales de la anfotericina B. (36)

Se ha reportado gue la habilidad de formar canales i6nicos en la membrana celular no es
suficiente o al menos no es el principal mecanismo por el cual se genera el efecto
citotoxico,(37). Sin embargo, se ha descrito que la delecién sintética del grupo micosamina
de la estructura de la anfotericina B (Figura 1-4) elimina completamente la creaciéon de
canales y la actividad antifungica del farmaco atribuyéndole a este elemento estructural y
su capacidad de unién a otra molécula del farmaco y al esterol el efecto microbicida. Por
otro lado se ha demostrado que la unién de anfotericina B a los esteroles es esencial y es
suficiente para generar el efecto citotoxico, excluyendo el proceso de formacion de canales

como el principal mecanismo de accion, ya que en estos experimentos la formacion de
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canales fue inhibida al eliminar el grupo hidroxilo del carbono 35 de la estructura de la
anfotericina B y aun asi se mantiene el efecto toxico (38,39)

Otro mecanismo por el cual la anfotericina puede ejercer su efecto leishmanicida es la de
secuestrar el colesterol presente en los macréfagos, dado que el medicamento interactla
especificamente con esta molécula, afectando la interaccién macrofago-parasito, esto esta
apoyado por la observacién de que el pre-tratamiento de macrofagos con anfotericina B es

suficiente para inhibir la infeccion por Leishmania. (36)

- Sensibilidad diferencial entre especies
Las diferencias en la sensibilidad a la anfotericina B de las diferentes especies del género
Leishmania deben ser esperadas dada la variacion en el tipo y cantidad de esteroles en
membrana de diferentes especies. En estudios in vitro de 6 especies de Leishmania en un
modelo de macréfagos murinos, los amastigotes de Leishmania mexicana fueron los
menos sensibles al antibiético. En contraste se ha reportado una alta eficacia de la
anfotericina B liposomal contra L. donovani L.infantum/L. chagasi (4). También, se ha
encontrado que las tasas de respuesta a la anfotericina B liposomal pueden variar segun
la zona geogréfica, ya que en el caso de leishmaniasis visceral en India se observa una

mejor respuesta con respecto al este africano (40).

En cultivos de promastigotes con anfotericina B se ha visto que esta fue 8 veces mas activa
en contra de L. pifanoi proveniente de una Leishmaniasis cutanea difusa que de L.

braziliensis o L. tropica. (41)

- Mecanismo de resistencia
Es escasa la evidencia que se ha producido en cuantos a los mecanismos que median la
resistencia a anfotecina B. Dentro de la evidencia que se ha encontrado la unién a los
esteroles de membrana por parte de la anfotericina B no es suficiente para generar la
muerte celular, el mecanismo actual de accién del medicamento puede ser mas complejo
y multifactorial. (42) Existen reportes en hongos en donde el tratamiento con anfotericina
B bajo condiciones sub-terapéuticas lleva a la perdida de iones monovalentes pero no

provoca muerte celular (43)
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En promastigotes de Leishmania donovani resistentes a anfotericina B se ha encontrado
que el ergosterol es reemplazado por el precursor cholesta-5,7,24-trien-33-ol, esto
resultado de un defecto en la transmetilacion de C-24 por la pérdida de funcion SCMT, lo
cual conferiria a la cepa resistente una alta fluidez en la membrana bajando la afinidad de
la anfotericina por la membrana pues esta necesita de una baja fluidez. (42,44)

1.4.2 Miltefosina

La miltefosina es otra opcion terapéutica dentro de los medicamentos de segunda linea
utilizados contra la leishmaniasis, la cual es utilizada desde 1998 contra la leishmaniasis
visceral en India y en 1999 se iniciaron los estudios clinicos en Colombia en pacientes con
leishmaniasis cutdnea, para ser finalmente aceptada en el esquema de tratamiento de la
enfermedad desde el 2005. (45)

La miltefosina es un analogo de fosfolipido que pertenece al grupo de las alquil-
fosfocolinas, las cuales en su estructura no tienen el esqueleto de glicerol tipico de los
fosfolipidos y son esteres de fosfocolina de cadenas largas alifaticas de alcoholes, que
estructuralmente estan relacionadas al grupo de los alquil lisofosfolipidos (ALPs) que son
analogos sintéticos de las lisofosfatidilcolinas o lisolecitinas, (46), Son una clase de drogas
anti-cancerigenas que actuan a nivel de la membrana celular modulado la homeostasis
lipidica. También se ha encontrado que este medicamento tiene actividad contra especies
del género Leishmania y tiene la ventaja de que puede ser administrado de manera oral.

Tiene una eficiencia muy baja con L. (V.) braziliensis. (46)

- Mecanismo de accién

El mecanismo leishmanicida de la miltefosina se cree que estd relacionado con la
interferencia con el funcionamiento de los lipidos, principalmente de aquellos que se
encuentran en la membrana celular y tienen una funcién estructural como la fosfatidilcolina
o la fosfatidiletanolamina produciendo una alteracion de los diferentes procesos de

transduccién de sefial mediados por lipidos con una alteracion de la fosfolipasa C, A2 o D.
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Asi mismo también se ha observado una inhibicion de la Citocromo C oxidasa,
despolarizacién mitocondrial y muerte celular (45,47).

Una de las condiciones requeridas para el efecto leishmanicida de la miltefosina es la
acumulacion del medicamento dentro de la célula. Para los analogos de fosfolipidos como
la miltefosina se ha observado que una de las formas de internalizacién es por su afinidad
a raft-lipidicos ricos en colesterol y se ha evidenciado previamente que los ALPs son
internalizados en células de carcinoma humano y linfoma de ratén por endocitosis mediada
por raft lipidicos. Sin embargo, también hay evidencia que soporta la translocacién de ALP
por un mecanismo dependiente de ATP asociado a dos proteinas que forman un complejo
en la membrana plasmatica, el transportador de Miltefosina LAMT y la subunidad B LdRos3.
(48)

Una vez la miltefosina es internalizada en el parasito o en la célula cancerigena se ha
observado la inhibicién de la sintesis de fosfaditilcolina adicional a la sintesis de lipidos por
vias secundarias como la fosfatidiletanolamina. En células cancerigenas también se ha
observado que inhibe el transporte de colesterol de membrana al reticulo plasmatico y

dada la naturaleza anfipatica son facilmente insertados en la membrana celular. (49)

- Sensibilidad entre especies

Se ha reportado que tanto el estadio promastigote como amastigote de L. (V.) panamensis,
L. (L.) mexicana y L. (L.) major tienen baja sensibilidad a la miltefosina siendo la uUltima
especie la de menor sensibilidad, adicionalmente el medicamento mostro una accion de 2
a 10 veces mas alta en promastigotes que en amastigotes (41)

Adicionalmente también se ha encontrado resistencia en campo en L. (L.) tropicay L. (V.)
braziliensis y generada en laboratorio en L. (L.) infantum, L. (L.) major y L. (L.) donovani.
(50)

En un estudio realizado en regiones de alta transmisiéon en Colombia se observo que L.
(V.) panamensis y L. (V.) braziliensis son poco sensibles a miltefosina con el 68% de cepas
de L. (V.) braziliensis resistentes a 16uM (6.5ug/mL) una concentracion que diferencia las

cepas silvestres de las lineas seleccionadas experimentalmente. Resultados que coinciden
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con la baja respuesta clinica de pacientes infectados con L. (V.) braziliensis a miltefosina
en algunas areas geograficas. Ademas, en pardsitos aislados de L. (V.) panamensis de la
Amazoniay la Orinoquia fueron significativamente menos susceptibles a la miltefosina.(51)

Adicionalmente se ha sugerido que la miltefosina puede interferir con el metabolismo de

lipidos y éteres de L. (L.) mexicana por la inhibicién del metabolismo de lipidos. (41)

- Mecanismo de resistencia

Parte del entendimiento de los mecanismos de accidn del medicamento provienen de
estudios con lineas celulares experimentalmente resistentes a la miltefosina, donde se ha
demostrado que la acumulacion intracelular del medicamento es un prerrequisito para la
actividad de miltefosina lo que depende de la actividad del heterodimero LAMT vy la
subunidad B LdRos3. (48)

La caracteristica compartida en las lineas de Leishmania resistentes a miltefosina es una
reduccion en la acumulacién del medicamento. Bajas concentraciones del medicamento
se pueden lograr por al menos 4 mecanismos: reduccién en la incorporacién, incremento
de la eliminacién, incremento del metabolismo y alterar la permeabilidad de la membrana
plasmatica. Adicionalmente modificaciones en las composiciones de lipidos de las
membranas y la biosintesis de esteroles han sido detectadas en promastigotes resistentes
a miltefosina. (52) Dentro de los 4 mecanismos por los cuales se puede observar las bajas
concentraciones del medicamento estan las mutaciones en la maquinaria de translocaciéon
de la miltefosina que estan directamente relacionadas con la sensibilidad de Leishmania

al medicamento. (48,53)

La fluidez de la membrana y la permeabilidad son influenciados por la composicion de
lipidos, su modificacion puede afectar las interacciones medicamento-membrana. Por
ejemplo, la reduccion de esteroles en la membrana plasmatica decrece la susceptibilidad
del parasito a miltefosina, los autores del estudio (54), sugirieron que los esteroles y los

raft lipidicos tienen un rol importante en el reservorio Miltefosina. (54,55).






2.Antecedentes y planteamiento del problema

El mecanismo de accion de anfotericina b y miltefosina, altera la homeostasis de lipidos y
esteroles de membrana, adicionalmente se ha evidenciado que en especies del subgénero
L. Leishmania existe resistencia cruzada in vitro a los dos medicamentos, asi como una

relacion funcional en las vias sobre las que actlia cada uno de ellos

Las especies mas prevalentes de leishmania en Colombia son, Leishmania (V.)
guyanensis, Leishmania (V.) panamensis y Leishmania (V.) braziliensis todas ellas
pertenecientes al subgénero L. Viannia y productoras de cuadros cutaneos y
mucocutaneos de la enfermedad. En casos de falla terapéutica o contraindicaciones a la
primera linea de tratamiento para LC en la region esta indicado la administracion de
miltefosina y/o anfotericina b, sin embargo, no se hace una evaluacion de la especie
infectante y varios estudios han demostrado una disminucién en la susceptibilidad de
Leishmania (V.) braziliensis a miltefosina. Adicionalmente estudios en el Hospital Centro
Dermatolégico Federico Lleras Acosta sugieren circulacion de parasitos del subgénero

Viannia con disminucién en la susceptibilidad a anfotericina b.

En la literatura revisada no hay reportes de resistencia cruzada en especies del subgénero
viannia, de tal manera que se hace necesario evaluar el potencial de estas especies para
generar resistencia cruzada entre estos dos farmacos que son utilizados actualmente para

tratar la enfermedad como segunda linea de tratamiento.

2.1 Pregunta de investigacion

¢, Es posible la generacion de resistencia cruzada entre anfotericina b y miltefosina en

parasitos del subgénero Leishmania Viannia que han sido expuestos a miltefosina?
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3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar el nivel de susceptibilidad a la Anfotericina B de parésitos de Leishmania spp

expuestos previamente a Miltefosina.

3.2 Objetivos especificos

1. Generacion in vitro de parasitos de Leishmania spp resistentes a Miltefosina

2. Evaluacion de la capacidad biologica in vitro de los clones de Leishmania spp
resistentes a Miltefosina

3. Determinacion de la susceptibilidad a AmB de los parasitos de Leishmania spp
resistentes a Miltefosina

4. Determinar la susceptibilidad a la Miltefosina y AmB de aislamientos clinicos de

Leishmania spp que han sido previamente expuestos a Miltefosina
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4.Metodologia

4.1 Consideraciones éticas

El disefio metodoldgico de este proyecto no incluyo experimentacion con animales ni seres
humanos y segun el articulo 11 de la resolucién nimero 8430 de 1993 del ministerio de
salud por la cual se establecen las normas cientificas para la investigacion en salud, el
estudio se clasific6 como una investigacion sin riesgo ya que en ninglin momento implica
la intervencién o maodificacién de variables biol6gicas, fisioldgicas, psicoldgicas o sociales

o0 la interaccién con pacientes.

En cuanto a los aislamientos clinicos utilizados en este proyecto, se aseguré el anonimato
y confidencialidad de la informacion del personal identificable y de contacto (Nombre,
documento de identidad, direccion, teléfono) de los pacientes. Asi mismo también se contd
con el formato de preservacion de muestra de los bancos biolégicos del Hospital
Universitario Centro Dermatoldgico Federico Lleras Acosta (CDFLLA) y del laboratorio de
parasitologia de la facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia (UNAL),

debidamente firmado por el paciente en el momento de la toma de la muestra.

4.2 Aspectos ambientales

La metodologia de este proyecto de investigacion contemplé la manipulacién de
microorganismos gue pueden contaminar el medio ambiente, por tal motivo toda actividad
relacionada con su manejo se realiz6 en un espacio cerrado y en camara de flujo laminar

clase Il.

Adicionalmente todo reactivo utilizado en técnicas de biologia molecular se clasifico y
etiqueto con la informacién necesaria para un manejo adecuado, tanto para estos residuos
como para el material contaminado con residuos bioldgicos, se tuvo en cuenta las normas
de seguridad del manual de procedimientos del laboratorio de parasitologia de la facultad

de medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota.

4.3 Bioseguridad

En este estudio se contempl6 todo lo estipulado en el capitulo uno de la resolucién nimero

8430 de 1993 del ministerio de salud, donde se establecen los lineamientos de la



38 Evaluacion de la susceptibilidad a la anfotericina b de parasitos de Leishmania

spp. previamente expuestos a miltefosina

investigacion con microorganismo patdégenos o material biolégico que pueda contenerlos.
Asi mismo también se aplicaron todas las normas de seguridad del manual de
procedimientos del laboratorio de parasitologia de la facultad de medicina de la
Universidad Nacional de Colombia.

El transporte de microorganismos entre los laboratorios del Hospital Universitario Centro
Dermatolégico Federico Lleras Acosta y el laboratorio de Parasitologia de la Universidad
Nacional de Colombia se realiz6 siguiendo las recomendaciones de IATA para el transporte
de sustancias bioldgicas clase B (UN3373). Brevemente, los parasitos fueron
transportados en cultivo, en un recipiente herméticamente sellado a manera de embalaje
primario. Este recipiente contenia un embalaje secundario con material de aislamiento y
amortiguacion para evitar el rompimiento del embalaje primario y material absorbente para
contener los derrames en caso de fuga. Este procedimiento fue llevado a cabo por un

profesional del laboratorio con certificacion de expedidor de mercancias peligrosas IATA.

4.4 Seguridad de lainformacion

La informacion generada por este proyecto fue guardada en una carpeta del servidor de
archivo del Centro Dermatolégico Federico Lleras Acosta denominado (SATURNOO1) al
cual solo tenia acceso el director, el co-director y el estudiante identificados con una clave
de acceso. Adicionalmente se realizd una copia de respaldo o “back up” para preservar la
seguridad de la informacibn cada semana, segun el protocolo especifico para
SATURNOO1, adicionalmente se entregé toda la informacion a la Oficina de Docencia e

Investigacion del centro al darse por terminado el proyecto.

45 Pertinencia social

Mediante el desarrollo de este proyecto se logré el fortalecimiento cientifico para el
desarrollo de proyectos de evaluacion de medicamentos, especificamente Miltefosina y
Anfotericina B. En América la AmB y la miltefosina son medicamentos de segunda linea
para el tratamiento de la Leishmaniasis cutdnea y muco-cutanea y de primera linea para
el tratamiento de la Leishmaniasis visceral. Sin embargo, poco es conocido de la
resistencia y susceptibilidad in vitro a este medicamento para las especies circulantes en

Colombia. La posibilidad de que las especies de Leishmania puedan desarrollar resistencia
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cruzada a estos dos medicamentos puede tener un impacto significativo en la manera en

gue se administran las reducidas opciones terapéuticas a la Leishmaniasis.

4.6 Cultivo de cepas de parésitos

Las cepas de referencia de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147) y L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94) se mantuvieron a 27°C
en medio Schneider (Schneider's Drosophila Insektenmedium, Genaxxon Bioscience)
suplementado con 10% de suero fetal bovino y gentamicina. El cultivo de los clones en
induccién de resistencia se realizé con el mismo esquema anterior, mas la adicion la dosis
de miltefosina (Cayman Chemical Company) a la que se encontraba el cultivo en ese
momento. Para el clon derivado de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) las
concentraciones fueron las siguientes: 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95, 105, 115, 125,
135, 145uM, para el clon de L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) 7, 14, 24, 34, 44,
54 uM y para el clon de L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94) 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16,
18, 19, 20, 22, 24uM.

En el caso de los cultivos realizados en medio senekjie, la fase liquida estaba compuesta
por medio schneider con gentamicina sin suero fetal bovino méas la dosis de miltefosina,
también se mantuvo a 27°C.

Las condiciones cultivo de los aislamientos clinicos de Leishmania braziliensis fueron
exactamente la mismas que para los clones de las cepas de referencia, descritas en el

parrafo anterior.

- Curvas de crecimiento
Para las curvas de crecimiento se colocaron una cantidad de 1*1076/ ml parasitos el primer
dia y se realizaron conteos diarios en camara de neubauer hasta que el cultivo alcanzara
la fase estacionaria de la curva, aproximadamente 7 dias después. Las curvas de

crecimiento se colocaron por duplicado.

47 Generacion de clones

Para generar los clones de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147) y L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94) se utiliz6 la metodologia
de la dilucién limitante, previamente empleada en un trabajo del Hospital Universitario

Centro Dermatolégico Federico Lleras Acosta, para generar clones resistentes a AmB
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derivados de aislamientos de referencia susceptibles al medicamento. La metodologia
consistié en realizar diluciones seriadas de los parasitos de cada una de las especies en
factor de %2 en una placa de 96 pozos a partir de 100 uyl de una solucién de 1000
parasitos/ml. La placa de 96 pozos posteriormente fue evaluada en el microscopio invertido
para identificar los pozos en los que hubo un solo promastigote. Las poblaciones de
pardsitos derivadas de estos pozos se tomaron como clones. Los clones derivados de los
promastigotes de los aislamientos de las cepas de referencia fueron sometidos a diferentes

concentraciones crecientes de miltefosina para inducir la resistencia a miltefosina.

47.1 Induccién de resistenciain vitro a miltefosina.

La induccién de resistencia a miltefosina en los clones de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) y L. (V.) panamensis
(MHOM/PA/71/LS94) se realizé aumentando de forma creciente y gradual la dosis del

farmaco en cultivo.

La dosis de miltefosina inicial de la induccién de resistencia fue aproximadamente la mitad
de la dosis efectiva 50 determinada en el presente trabajo para cada uno de los clones.
La dosis de inicio de induccion de resistencia para el clon derivado de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) fue de 15uM, para el clon de L. (V. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147) fue de 7uM y para el clon L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94)
fue 2uM.

Una vez los cultivos tenian el mismo comportamiento en términos de crecimiento con la
cepa sin induccién de resistencia, la dosis de miltefosina aumentaba al doble, proceso que
duraba al menos 4 pases, en caso de que el cultivo tomara mas pases en llegar al mismo
crecimiento que la cepa sin induccién de resistencia, se disminuia la concentracion del
medicamento. En el caso del clon de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) las dosis
de miltefosina utilizadas en cultivo para generar la resistencia in vitro, fueron las siguientes:
15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95, 105, 115, 125, 135, 145uM, para el clon de L. (V.)
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) fueron: 7, 14, 24, 34, 44 uM y para el clon de L. (V.)
panamensis (MHOM/PA/71/LS94) fueron: 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 22, 24uM.
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472 Evaluacién de la susceptibilidad a miltefosina y anfotericina B.

Para evaluar la susceptibilidad a miltefosina y anfotericina B, se realiz6 un ensayo
colorimétrico con AlamarBlue® (rezasurina) de viabilidad celular representada en la
inhibiciéon de la actividad metabolica. Se sembraron 2x10*5 promastigotes en placas de 96
pozos en medio Schneider completo, mas la dosis del medicamento. En el caso de la
miltefosina para Leishmania panamensis el cultivo se expuso a las siguientes
concentraciones: (32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5uM), para Leishmania guyanensis (64, 32, 16, 8, 4,
2,1, 0.5uM) y para Leishmania braziliensis (243.2, 60.8, 30.4, 15.2, 7.6, 3.8, 1.9uM) y se
incubo por 66 horas a 27°C, una vez pasado el tiempo se adicionaron 4ul de AlamarBlue®
2.5mM vy se incubo una vez mas por 6 horas a 27°C, luego se leyeron las absorbancias a

570 y 630nm en el lector ThermoFisher Scientific Multiskan Go.

En el caso de la anfotericina b, el tiempo de incubacion total, incluyendo el alamar blue fue
de 48 horas y con las siguientes concentraciones del farmaco: (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125,
0.0625, 0.031, 0.015ug/ml)

4.8 Extraccion de RNA

Para la extracciéon de RNA de los clones inducidos resistentes se utilizé el kit Direct-zol™
RNA MiniPrep (Zymo Research). La extraccion se realiz6 a partir de una cantidad de
parasitos igual o superior a 1x108 El RNA obtenido fue cuantificado en NanoDrop Yy

almacenado en -80° hasta su uso.

4.9 Retrotranscripcién

Antes de iniciar el proceso de retrotranscripcion se adiciono un paso con DNAsa
(Invitrogen). EI RNA extraido se incubo con DNAsa por 15 minutos a temperatura ambiente

posteriormente se adiciono 1ul de EDTA 25mM y se calent6 por 10 minutos a 65°C.

Para la retrotranscripcion se utilizé el High Capacity cONA Reverse Transcription Kit y se
uso 1ug de RNA extraido de cada uno de los clones inducidos resistentes y del control sin
induccién de resistencia. El protocolo se estandarizo segun el procedimiento del kit, a un
volumen de 20ul, donde las concentraciones finales utilizadas fueron 1X de buffer de la
enzima, 2ul de random primers, 0.8ul de dNTPs y 1uL de la retrotranscriptasa reversa. El

perfil térmico ejecutado fue el sugerido por la casa comercial: 10 minutos a 25°C, 37°C por
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120 minutos, 85°C por 5 minutos y 4°C para finalizar el procedimiento. EI cDNA fue
almacenado a -20°C hasta su uso.

4.10 gRT-PCR

Para la qRT-PCR se utilizé el SsoFast™ EvaGreen® Supermix a un volumen final de
reaccion de 15ul, con 7.5ul de la Mix 1X y las siguientes concentraciones de primers: para
el gen housekeeping (Actina) se utilizé 0.6uM de cada primer Fw 5'-
(GGCGAACGAGGAGTCATTTG) -3’ y Rev 5’- (ATCAGCGACGGCTTGAACAG) -3, para
el gen transportador de miltefosina (MT), 0.3 uM de cada primer Fw &5'-
(GACAGGCGTTCATTGACACATG) -3’y Rev 5- (CTATTCATGATCGTCTCGACTTTGC)
-3, para el gen de Vamp, se utilizé 0.3 uM, de cada primer Fw 5’- (GAGATGAGGCTTCTG
GCCGAGC) -3’y Rev 5’- (GACGCCACCATCCTTGTCCTCG) -3, para el gen de la esterol
metil transferada (SMT), se  utilizé 0.3 pM, de cada primer Fw 5'-
(TAAACAACAACGATTACCAGATCA) -3’y Rev 5'- (CTACAGAAGTCGGTCTTAATGTAG)
-3’ finalmente para el gen de la latosterol oxidasa (LO) se utilizé 0.3 uM , de cada primer
Fw 5-(CATTTATGCCGTTCTTGATG) -3’y Rev 5- (TTATTGTACATCTTGCTATACCCAC)
-3’. El perfil térmico de la reaccién consistié en un ciclo de 50°C por dos minutos, un ciclo
de 95° por 10 segundos, y 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minutos. Todos

los ensayos incluyeron 3 réplicas de cada muestra y control.

4.11 Analisis de expresiéon de genes

Para la evaluacién de los niveles de expresion del transportador de miltefosina (MT), la
proteina asociada al trafico vesicular (Vamp), el esterol metil transferasa (SMT) y la
latosterol oxidasa (LO) se utiliz6 el método de Livak, delta-delta ct 2-22€T, siendo la actina

el gen normalizador.
Las tres ecuaciones utilizadas para calcular el DDCT, fueron las siguientes:

La primera y segunda ecuacioén ((4.1.1 — 4.1.2)) normalizan la expresion del gen objetivo
proveniente de muestras con o sin induccion de resistencia, con la expresion del gen

normalizador.

CT Gen objetivo — CT del gen de control interno = ACT inducido (4.1.1)
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CT Gen objetivo — CT del gen de control interno = ACT No inducido (4.1.2)

La ecuacion (4.1.3) describe el cambio de expresion de los genes.

27Act Inducido
2~ACTNo Inducido

= Fold c/1ange (4.1.3)

Finalmente, para el andlisis de los datos se present6 el: Log2 Fold Change.

4.12 Analisis estadistico

El ECso se determin6 por medio de una curva de dosis respuesta usando una regresion no

linear en el software GraphPad Prism (8.0.1)

Para determinar la significancia de la diferencia en la expresion de genes se realizé una t

student paramétrica no pareada en el software GraphPad Prism (8.0.1).

Para determinar el tiempo de duplicacién poblacional, la fase exponencial de la curva de
crecimiento (24, 48, 72 horas) se ajust6 a la ecuacién de curva exponencial y luego se

realizé una prueba F en el software GraphPad Prism (8.0.1).
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5.Resultados

5.1 Generacién in vitro de parasitos de Leishmania spp resistentes a miltefosina

5.1.1 Deteccion de la susceptibilidad inicial a miltefosina en clones de Leishmania
spp.

Para dar inicio al proceso de generacion de parasitos con una reduccidon en la
susceptibilidad a la miltefosina en estadio promastigote de acuerdo con lo descrito en la
seccion de métodos, se obtuvo clones provenientes de aislamientos de referencia de las
especies L. (V.) Dbraziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. (V.) guyanensis
(MHOM/GF/79/LEM85) y L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94) respectivamente
denominados C10, C2 y D11 a los cuales se les determiné la dosis efectiva 50 (EC50).
Todos previamente generados a este estudio en el Centro Dermatolégico Federico Lleras
Acosta, por la técnica de dilucién limitante, descrita en métodos. (56)

El establecimiento de la escalera de concentraciones de miltefosina para determinar la
susceptibilidad de C10, C2 y D11 se realizé con base a los valores de EC50 reportados en
la literatura para cada una de las especies. En el caso de leishmania (V.) guyanensis no
hubo registros en la literatura de tal manera que las concentraciones utilizadas fueron

basadas en datos no publicados del grupo de investigacion (tabla 5-1).

EC50 (uM) Referencia

Leishmania braziliensis

61.43 +£ 9.37 (57)
MHOM/BR/1995/M15280

Leishmania braziliensis

48.37+11.37 (58)
MHOM/BR/75/M2903

Leishmania braziliensis

_ ) 25-70 (59)
Aislamientos

Leishmania panamensis

4 (60)

MHOM/COL/86/1166LUC
Leishmania panamensis
(MHOM/PA/67/BOYNTON) 1.3-3.72 (61)



Capitulo 3

45

Tabla 5-1: Dosis EC50 reportada en la literatura para cepas de referencia de Leishmania (V.)

braziliensis y Leishmania (V.) panamensis

Los valores de la dosis efectiva 50 establecida en este trabajo por medio del método de

rezasurina, para los clones de las tres especies, fueron los siguientes: el clon menos

susceptible a la miltefosina fue el C10 de Leishmania (V.) braziliensis con un EC50 de

27.02 uM, para el clon C2 de Leishmania (V.) guyanensis una dosis de 14.60 uM mientras

gue el clon mas susceptible fue el de Leishmania (V.) panamensis con una dosis EC50 de

3.12 uM. (Figura 5-1).

A B Leishmania guyanensis
Leishmania panamensis (MHOM/GF/T3LEMES)
(MHOM/PAT1L594) -
150+
- 1004
- 1004 2
b -} 50 1
B S0 =
E - o T T 1 1
® 0.5 1.8 1.5 20
r T T (A [ *5 1
A0 0.0 05 10 15 20 50 Log [1M]

5 Log [uki]

c Leishmania braziliensis D
(MHOM/BR/T5/M2903)

1809 EC50{pM) Intervalo 95% R?
3 1004 A 3.125 2.82B-3.447 0.59608
-
-"g B 14.60 13.00-16.31 0.5447
- 50

C 27.02 26.04 - 28 04 0.5924
L] T I. : 1
o 1 2 3
Log [uM]

Figura 5-1: Graficas de dosis-respuesta y EC50 de D11, C2 y C10, clones de Leishmania (V.)

panamensis, Leishmania (V.) guyanensis y Leishmania (V.) panamensis.

A. Grafica de dosis respuesta del clon D11 de Leishmania panamensis a miltefosina. B. Grafica de
dosis respuesta del clon C2 Leishmania guyanensis a la Miltefosina. C. Grafica de dosis respuesta del

clon C10 de Leishmania braziliensis a miltefosina. D. Tabla resumen con datos de dosis efectiva 50,

intervalo de confianza y coeficiente de ajuste R? para D11, C2, C10.
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Adicionalmente se evaluo la
susceptibilidad a miltefosina de la linea
de pre-monocitica U937, la dosis efectiva
50 fue de 54.51uM (IC, 95%: 51.57-
57.63uM. R? 0.91) (Figura 5-2)

Figura 5-2: Gréfica de dosis respuesta de los monocitos

de la linea U937 a miltefosina.

51.2

Induccion de resistencia

Exposicion de los clones de Leishmania spp a miltefosina

El incremento de la dosis de miltefosina en cultivo se realiz6 de manera gradual.

Una vez que el cultivo con miltefosina crecia de igual manera que el cultivo control

sin induccién de resistencia, se aumentaba la dosis del medicamento. Cada una de

las tres especies inicio con una concentracion de miltefosina menor a la del valor

Incremento de dosis de

miltefosina

Leishmania (V). panamensis

Leishmania (V). guyanensis

Leishmania (V). braziliensis

Cultivo
inicial Pasel Pase2 Dosis final

2uM

15uM

..... » 24 uM
..... > 54uM
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Figura 5-3: Exposicion de C10, C2 y D11 de Leishmania spp a miltefosina.

La figura muestra la dosis inicial y final que alcanzaron los clones en cultivo y la concentracion de
miltefosina de los dos siguientes sub-cultivos a la inicial para ilustrar la induccién de resistencia en cada
una de las especies. Las tres primeras concentraciones de la induccién de resistencia del clon D11,
Leishmania (v). panamensis fueron 2, 4, 8 hasta llegar a una concentracion final en cultivo de 24uM.
Las tres primeras concentraciones de la induccion de resistencia del clon C2, Leishmania (v).
guyanensis fueron 7, 14, 24 hasta llegar a una concentracion final en cultivo de 54uM. Las tres primeras
concentraciones de la induccidn de resistencia de C10, Leishmania (v). braziliensis fueron 15, 25, 35
hasta llegar a una concentracién final en cultivo de 145uM. (*)(**)(***) Dosis EC50 para cada una de las
especies reportada en el presente trabajo (Leishmania (v). panamensis*, Leishmania (v). guyanensis**,

Leishmania (v). braziliensis***)

de EC50 determinada en este estudio. Para el clon C10 de Leishmania (V.)
braziliensis la concentracion inicial del medicamento fue de 15uM, para el clon C2
de Leishmania (V.) guyanensis de 7uM y para ambas especies el aumento de la
dosis en cada sub-cultivo fue de 10uM, teniendo en cuenta que la baja
susceptibilidad al medicamento permitia un cambio grande de concentracion,
mientras que en el clon D11 de Leishmania (V.) panamensis el aumento de la
concentracion fue delimitada por la viabilidad del cultivo y la concentracién de inicio

de induccién de resistencia fue 2 uM. (Figura 5-3)

Debido al principal obstaculo técnico de este proyecto que es abordado en el
siguiente capitulo de crio-preservacion, se continuara describiendo tnicamente el
proceso de induccion de resistencia del clon C10 de Leishmania braziliensis.

En una etapa inicial, la induccion de resistencia del clon C10 de Leishmania (V.)
braziliensis se desarroll6 de manera sucesiva, en cultivo continuo siempre

aumentado la dosis del medicamento. (Figura 5-4)

Posterior a este proceso se realizaron descongelamientos de clones a los cuales
previamente se les habia inducido resistencia y debido a la viabilidad de los cultivos
fue necesario retornar a dosis menores de miltefosina ademas de cambio del medio

de cultivo, como de describe en la (Figura 5-4).
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segun el proceso de crioconservacion-descongelamiento descrita en el siguiente
capitulo para Leishmania (V.) braziliensis, los clones de C10 utilizados en el
presente trabajo se dividen en dos grupos segun su historia de induccién de
resistencia, un grupo (125, 115uM) con 3 periodos de induccién de resistencia,
separado por dos momentos de crio-preservacion y el segundo con (105, 95uM)
dos periodos de induccién de resistencia y un momento de crio — congelamiento.
(Figura 5-4)
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Figura 5-4: Figura que ilustra el curso de la induccion de resistencia de los clones de Leishmania

(V.) braziliensis utilizados en este trabajo.

Los clones (1-4) provienen de diferentes congelamientos (125 - 95 uM) realizados en la primera
etapa de induccién de resistencia de este trabajo. Para describir la induccion de resistencia de
los clones se dividieron en dos grupos, los clones que provienen de congelamientos con 3 ciclos
de induccion de resistencia y 2 etapas de crio-congelamiento (125, 115 uM) y con dos ciclos de
induccion de resistencia y una etapa de crio-congelamiento. (105, 95 uM). Adicionalmente en la
figura también se ilustra el tipo de medio en el que se realizd la induccién de resistencia. Cultivos
realizados en medio schneider (o) Cultivos realizados en medio Senekjie ( ), un periodo de
tiempo en medio schneider seguido de otro en medio senekjie ( 1) indica un periodo de tiempo

en schneider y luego en senekjie.

Parasitos que originalmente fueron expuestos en una primera etapa de induccion
de resistencia hasta 125 y 115 uM, luego de la crio-preservacion se retorné a una
concentracion mas baja de miltefosina 63 y 58 uM respectivamente y de nuevo se
indujo resistencia con un incremento de 10 pM en cada sub-cultivo hasta una dosis
de 100 uM que fue crio conservada segun el protocolo de Croft (62) descrito en el
siguiente capitulo. (Figura 5-4)

Posteriormente el descongelamiento de los parasitos en el esquema de glicerol
10% y DMSO 5% se realiz6 en medio schneider, suero fetal bovino y la misma dosis
de miltefosina a la cual se encontraba creciendo el cultivo antes de la
criopreservacion. Aunque se dio el crecimiento del cultivo, tenian una baja
viabilidad representada en parasitos con formas inespecificas (redondeadas), dos
flagelos o perdida de movilidad, siendo un indicador de estrés en el cultivo, por
tanto, se decidié disminuir la concentracién de miltefosina en el medio de ambos

descongelamientos de 100 pM a 50 puM. (Figura 5-4)

Una vez se siguieron los cultivos y se establecié que crecian los promastigotes sin
problemas de viabilidad a una concentracién de 50 uM del medicamento, se inicié
de nuevo la induccion de resistencia en medio schneider suplementado, con un
aumento de 10uM de miltefosina cada dos sub-cultivos de los parasitos, no

obstante ambos cultivos presentaron baja viabilidad siendo necesario cambiar de
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5.1.3

medio de cultivo de schneider a senekjie. Para el clon que fue descongelado de
glicerol 10% se cambi6 de medio desde la concentracién 50 uM, mientras que para
el clon descongelado en 5% DMSO el cambio se dio en la concentracion de 80 uM,
ambos cultivos terminaron en una concentracion de 90uM (Figura 5-4)

El clon 1 y el clon 2 provienen del segundo grupo de induccion de resistencia,
inicialmente la etapa de induccién de resistencia en este grupo llego hasta 105 y
95 uM y al igual que en el grupo anterior luego de la crio preservacion se retorn6 a
una dosis inferior de miltefosina 53 y 43uM respectivamente. Al presentarse
problemas de viabilidad los cultivos se cambiaron de medio schneider a medio
senekjie y se indujo resistencia hasta llegar a la concentracion 100 uM en ambos
cultivos. (Figura 5-4)

Criopreservacion de parésitos resistentes a miltefosina

El aumento de la dosis de miltefosina en el cultivo, determinaba el fin de un ciclo
de exposicion al farmaco y definia un punto de criopreservacion para los clones

D11, C2 y C10 de las diferentes especies.

El principal obstaculo técnico que se ha presentado en el desarrollo de este
proyecto es consistente con la no recuperacion de parasitos a los que se les ha

inducido resistencia in vitro a miltefosina una vez han sido criopreservados.

Con el objetivo de recuperar los congelamientos de clones D11, C2 y C10 con
induccién de resistencia, se realizaron diferentes variaciones al protocolo de
descongelamiento y se evaluaron criocongelamientos de diferentes ciclos de

exposicion al farmaco.

En total se realizaron 34 ensayos de descongelamiento que comprenden los
altimos 4 ciclos de exposiciéon al farmaco de los clones D11 y C2 de Leishmania
(V.) panamensis y Leishmania (V.) guyanensis, y los ultimos 7 ciclos de exposicion

a miltefosina del clon C10 de Leishmania (V.) braziliensis (Figura 5-5).
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Figura 5-5: Efectividad de variaciones al protocolo de descongelamiento de Leishmania (V.)

braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis y Leishmania (V.) panamensis.

La figura muestra los descongelamientos realizados en Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania
(V.) guyanensis y Leishmania (V.) panamensis. (£ ) Corresponde a los criocultivos que no se
recuperaron con ninguna de las variaciones al protocolo de descongelamiento. (v ) Corresponde
a cultivos que se recuperaron efectivamente en la tercera variacion al protocolo de cultivo (3) medio
schneider suplementado con 10% de SFB y la mitad de concentracion de miltefosina de la que fue

usada para la crioconservacion

La primera variacion al protocolo de descongelamiento de los clones con induccion
de resistencia consistié en descongelar en medio schneider con suero fetal bovino,
sin miltefosina y se evalu6 en los congelamientos provenientes del ultimo ciclo de
induccién de resistencia para cada uno de los clones, es decir, para el clon de
Leishmania (V.) braziliensis fueron los criocongelamientos que provenian de
cultivos que crecian a una concentracion de 145uM, Leishmania (V.) guyanensis

de 54 pM y para Leishmania (V.) panamensis de 24 uM. Sin embargo, esta
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variacion en el protocolo no fue exitosa para recuperar los criocongelamientos en

ninguno de los clones C10, C2, D11.

La segunda variacion también se evalué en descongelamientos del ultimo ciclo de
exposicion a la miltefosina y consisti6 en descongelar en medio con miltefosina
suplementado con suero fetal bovino de una casa comercial diferente, no obstante,
esta condicién tampoco fue exitosa para recuperar los congelamientos de C10, C2,
D11.

La ultima condicion evaluada en los criocongelamientos del dltimo ciclo de
induccién de resistencia fue el descongelamiento en medio schneider con suero
fetal bovino a la mitad de la concentracion de miltefosina a la que estaban
expuestos los parasitos antes del congelamiento, no obstante, esta Gltima condicion
tampoco fue exitosa con la recuperaciéon de C10, C2, D11

Una vez se evaluaron todas las condiciones de descongelamiento en los parasitos
que fueron criocongelados en el Ultimo ciclo de exposicion al farmaco, se sigui6 con
el ciclo inmediatamente anterior y se realizaron los mismos ensayos. En Leishmania
(V.) panamensis y Leishmania (V.) guyanensis no fue posible recuperar los
congelamientos en ninguno de los ciclos de exposicion al medicamento evaluados,
en Leishmania (V.) braziliensis se logré recuperar los congelamientos desde el
tercer ciclo de congelamiento que correspondia a la concentracion de 125, 115, 105
y 95 uM, con la dltima variacion al protocolo de descongelamiento (Figura 5-4)

Los congelamientos recuperados del clon C10 de Leishmania (V.) braziliensis se
descongelaron a la mitad de la concentracion a la que crecian al momento de la
criopreservacion (63, 58, 53, 43uM; respectivamente) para a partir de estas
concentraciones dar inicio al aumento gradual del farmaco nuevamente. (Figura 5-
4)

Los cultivos descongelados en dosis de 53 y 43uM, perdieron viabilidad
gradualmente en schneider completo, de tal manera que se cambiaron a medio
senekjie, con las condiciones descritas en la seccion de métodos, hasta alcanzar
una dosis de 100uM para luego ser cultivados de nuevo en medio schneider

completo a la misma concentracion de miltefosina. (Figura 5-4)
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En cuanto a los cultivos descongelados en una dosis de 63 y 58uM una vez se
estableci6 el cultivo en schneider de nuevo se inici6 la induccién de resistencia con
el objetivo de establecer un método de criopreservacion de los nuevos clones
“resistentes” a miltefosina, se utilizé el descrito por Croft, que consiste en el uso de

DMSO 5% y Glicerol 10% como medios de criopreservacion (62) (Figura 5-4)

Los crio-conservamientos realizados con el esquema anterior fueron
descongelados inicialmente en una concentracion de miltefosina de 100uM en
medio schneider suplementado, sin embargo, el cultivo proveniente del esquema
con glicerol 10% perdio viabilidad y se cambié a medio senekjie hasta alcanzar una
dosis de 90uM y luego se establecié de nuevo en medio schneider suplementado.
El crio-cultivo proveniente del esquema con 5% de DMSO conservo la viabilidad
hasta una concentracion de miltefosina de 80uM, en este punto se cambié a medio
senekjie hasta alcanzar una dosis de 90uM, proceso descrito en el capitulo de

induccién de resistencia. (Figura 5-4)

Determinacién de la dosis efectiva 50 de promastigotes de Leishmania

braziliensis

La dosis efectiva 50 determinada para el clon de Leishmania (V.) braziliensis, que
crecia a una concentracion de 145uM en la primera etapa de induccién de
resistencia fue de 129.6 uM, mientras que para el clon sin induccién de resistencia
fue de 26.87 puM, es decir un clon 4.8 veces menos susceptible a la miltefosina.
(Figura 5-6)
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Figura 5-6: Susceptibilidad a miltefosina de los clones de Leishmania (V.) braziliensis en primera

etapa de induccién de resistencia.

(Linearoja) La grafica de dosis respuesta, muestra la susceptibilidad de los clones de Leishmania
(V.) braziliensis que crecian en cultivo a 145 pM, EC50 129.6 pM (IC, 95%: 103.8-159.5, R2
0.89). (Linea negra) Susceptibilidad de clon sin induccién de resistencia (SIR) a miltefosina,
EC50 26.87 6 uM (IC, 95%: 25.91-27.88, R2 0.99), P valor (P<0.0001) de Prueba F para
diferencia de medias.

En la segunda etapa de induccién de resistencia, se determiné la susceptibilidad a la
miltefosina de los clones de Leishmania braziliensis 1-4 que crecian a una concentracion
de 100 y 90 uM. (Figura 5-7)

Todos los clones presentaron una disminucion en la susceptibilidad a la miltefosina,
reflejado en el desplazamiento a la derecha de curva de dosis respuesta en comparacion

con la del control sin induccién de resistencia.

La dosis EC50 determinada para los clones 1 y 2 que crecian en cultivo a una
concentracion de 100uM fue de 123.7 y 143.6 uM respectivamente, mientras que para los
clones 3 y 4 que crecian en cultivo a una concentracion de 90uM de miltefosina fue de
84.14 y 121.2uM respectivamente, con respecto a la dosis 50 del clon control sin induccién
de resistencia que fue de 29.17uM. Los clones generados fueron de 3 a 5 veces menos

susceptibles a la miltefosina. Figura 5-7
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Figura 5-7: Susceptibilidad a miltefosina de los clones de Leishmania braziliensis con induccién de

resistencia a miltefosina.

Las gréficas ilustran la respuesta a miltefosina de los clones de Leishmania braziliensis. A. Grafica
de dosis respuesta para el clon 1 que crecia a una concentracion de 100uM en cultivo. B. Grafica
de dosis respuesta para el clon 2 que crecia a una concentracion de 100uM en cultivo. C. Grafica
de dosis respuesta para el clon 3 que crecia a una concentracion de 90uM en cultivo. D. Grafica
de dosis respuesta para el clon 4 que crecia a una concentracion de 90uM en cultivo. En todas las
graficas la linea negra representa la respuesta del clon control sin induccién de resistencia. La
prueba F para diferencia de medias tuvo un P significativo para todas las comparaciones.
(P<0.0001). E. Tabla resumen de los datos de EC50, IC, 95% y R2.
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5.2 Evaluacion de la capacidad bioldgica de los clones resistentes de
Leishmania braziliensis.

Estudios previos en Leishmania han demostrado que la adquisicion de resistencia puede
tener impactos diferentes en el “fithess” del parasito o en la capacidad de crecimiento,
sobrevivencia en las células hospederas o transmision. Se ha encontrado relacién entre
cambios en la cinética de crecimiento y la resistencia a medicamentos en cepas
susceptibles y resistentes en Leishmania amazonensis, también se ha reportado un
detrimento significativo en el crecimiento de cepas de Leishmania infantum resistentes a
miltefosina (63—65)

Se evaluo el crecimiento de los clones inducidos resistentes a miltefosina de leishmania
(V.) braziliensis en comparacion con el crecimiento del clon control sin induccién de

resistencia. (Figura 5-8.)

Para comparar el crecimiento de los clones con una menor susceptibilidad a la miltefosina
se utilizo la fase exponencial de la curva de crecimiento que representa el periodo de
tiempo donde los parasitos se dividen regularmente siguiendo una progresion geométrica.
Se calculé la razén de crecimiento exponencial o el tiempo de duplicacién poblacional que
es definido como el tiempo en el que se duplica la poblacién de parasitos, tanto para los

clones como para el control sin induccion de resistencia.

Los clones 1y 2 mostraron diferencias significativas en la fase exponencial de la curva de
crecimiento, mientras que los clones 3 y 4 no mostraron diferencias significativas respecto
a el control sin induccién de resistencia que presento un tiempo de duplicacion poblacional
de 12.79 horas. (Figura 5-8)

El tiempo de duplicacion poblacional para el clon 1 fue de 21.27 horas y para el clon 2 de
10.58 horas, es decir una diferencia de 8.5 horas en el primer caso y una diferencia de 2.2
horas para el clon 2, aunque la tasa de crecimiento del ultimo clon es mas répida que la
del control sin induccion de resistencia, la cantidad de parasitos de la curva de crecimiento
del clon siempre fue mas baja que del control evidenciado en la fase logaritmica y plateau

de la curva de crecimiento de este clon. (Figura 5-8)
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Figura 5-8: Curvas de crecimiento de clones de Leishmania (V.) braziliensis resistentes a

miltefosina.

(Linea negra) Curva de crecimiento del clon control sin induccion de resistencia. (Linea roja). Curva
de crecimiento del clon de Leishmania (V.) braziliensis. Entre paréntesis se sefiala la dosis de
miltefosina a la que crecia cada clon. P valor con (P<0.005) calculado con una prueba F para

diferencia de medias.

5.3 Determinacion de susceptibilidad de anfotericina B de parasitos
resistentes a miltefosina

En leishmania mexicana, Leishmania major, Leishmania infantum y Leishmania donovani
se ha reportado la generacién de resistencia a miltefosina y anfotericina b tanto en campo
como en laboratorio. Adicionalmente debido al uso del tratamiento combinado de estos dos

farmacos en la India se ha reportado resistencia cruzada en aislamientos de Leishmania

donovani. (4,53,66)

Se evalud la susceptibilidad a anfotericina b de todos los clones de leishmania (V.)

braziliensis con una menor susceptibilidad a miltefosina.

Los cuatro clones mostraron una diferencia significativa en la dosis de EC50 comparado

con el clon control sin induccion de resistencia, reflejado en el desplazamiento a la derecha
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de la curva de dosis respuesta de los clones con respecto a la curva del control. La dosis
efectiva 50 del clon 1y 2 fue de 0.0902 y 0.1282 ug/ml respectivamente, los clones 3, 4
mostraron una mayor tolerancia a la anfotericina b, con una dosis efectiva 50 de 0.1573 y
0.1594 1282 ug/ml respectivamente, mientras que la dosis efectiva 50 para el clon control
sin induccién de resistencia fue de 0.044ug/ml. Es decir que los clones con una

susceptibilidad menor a miltefosina fueron entre 2.25 y 3.9 veces menos susceptibles a la
anfotericina b. (Figura 5.7)
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4 0.1594 0.1505-0.1688 0.9912
Control SIR 0.0440 0.0413 - 0.0469 0.9701

Figura 5-9: Susceptibilidad a anfotericina b de los clones de Leishmania braziliensis con induccion
de resistencia a miltefosina.

Las gréficas ilustran la respuesta a anfotericina b de los clones de Leishmania braziliensis con
induccion de resistencia a miltefosina. A. Grafica de dosis respuesta del clon 1 que crecia a una

concentracién de 100uM en cultivo. B. Grafica de dosis respuesta para el clon 2 que crecia a una
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concentracion de 100uM en cultivo. C. Grafica de dosis respuesta para el clon 3 que crecia a una
concentracion de 90uM en cultivo. D. Grafica de dosis respuesta para el clon 4 que crecia a una
concentracion de 90uM en cultivo. En todas las graficas la linea negra representa la respuesta del
clon sin induccién de resistencia. La prueba F para diferencia de medias tuvo un P significativo para

todas las comparaciones. E. Tabla resumen de los datos de EC50, IC, 95% y R2.

El mecanismo por el cual la anfotericina b y la miltefosina ejercen su efecto leishmanicida,
no es completamente conocido, sin embargo, ambos involucran los esteroles presentes en
la membrana de Leishmania y se ha evidenciado resistencia-cruzada entre estos dos

farmacos en laboratorio y en aislamientos clinicos.

Ensayos realizados con secuenciamiento de alto rendimiento, han identificado multiples
determinantes de resistencia que estan involucrados o relacionados con el mecanismo de
acciéon de miltefosina y anfotericina b. En cepas de Leishmania mexicana resistentes a
AmB se encontré una regulacion a la baja de la enzima esterol C24 metil transferasa
(SMT), involucrada en la via biosintética del ergosterol, también una disminucion de la
expresion del transportador de miltefosina (MT), relacionado con la resistencia cruzada
entre AmB y Milt. (53,67)

Otra enzima involucrada en la sintesis de esteroles es la latosterol oxidasa (LO) que se ha
encontrada regulada a la baja en promastigotes de Leishmania donovani resistentes a

paromomicina. (68)

En otro estudio realizado con RIT-seq (RNA Interference Target sequencing) se
identificaron diversas flipasas de transporte de fosfolipidos incluyendo el ortélogo en T.
brucei del transportador de miltefosina de Leishmania modulando la eficacia de la
anfotericina b, también se identificé la proteina Vamp, como un potencial determinante de

la resistencia cruzada entre AmB y Milt. (69)

Teniendo en cuenta que los clones 1-4 de Leishmania (V.) braziliensis resistentes a
miltefosina obtenidos en este trabajo por presion de seleccién con el medicamento in vitro
presentaron una menor susceptibilidad a anfotericina b se caracterizé la expresion de las

enzimas relacionadas con la sintesis de ergosterol: esterol C-24 metil transferasa (SMT),
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latosterol oxiadasa (LO), el transportador de miltefosina (MT) y la proteina asociada a

transporte vesicular (Vamp) (Figura 5-10)
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Figura 5-10: Expresién de genes en todos los clones de Leishmania braziliensis.

Se presenta el Log2 fold change de la expresién de TM, Vamp, SMT y LO. T student
paramétrica no pareada: P valor (P<0.05)*, (P<0.002)**, (P<0.001)***,

Todos los clones presentaron una disminucion significativa de los niveles de mRNA de LO,

los clones 1-3 una disminucion significativa de mMRNA de SMT, los clones 1y 2 de mRNA

de Vamp y Unicamente el clon 1 mostro una disminucion significativa de mRNA a TM.
(Figura 5-10)

A modo de resumen de las caracteristicas de todos los clones de Leishmania (V.)

braziliensis inducidos resistentes a miltefosina en este trabajo, se presenta la (tabla 5-2).

. o Niveles de expresion Diferencias
Nivel de susceptibilidad de los . ., . .
. respecto al control sin en el Induccion de resistencia
clones a AmB y MilT . ., . . ..
induccidn de resistencia | crecimiento
EC50 AmB EC50 MilT Proveniente Final
Clon TM | SMT | LO | VAMP | Crecimiento
(ug/ml) (rM) (rM) (1M)
1 0.0902 123.7 ME | SCE | ME ME DS 105 100
2 0.1282 143.6 SCE| ME |ME| ME DS 95 100
3 0.1594 84.14 SCE| SCE | ME| SCE NDS 115 90
4 0.1573 121.2 SCE| ME |ME| SCE NDS 125 90
SIR 0.0440 29.17
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Tabla 5-2: Resumen de susceptibilidad a miltefosina y anfotericina B, expresion de genes y
crecimiento de los clones 1-4 de Leishmania (V.) braziliensis.

SIR: Clon sin induccién de resistencia TM: transportador de miltefosina, SMT: esterol C-24 metil
transferasa, LO: latosterol oxidasa, Vamp, proteina de transporte vesicular. ME Menor expresion.
SCE sin cambio en la expresion DS: Diferencias significativas en crecimiento. NDS: No diferencias

significativas en el crecimiento.

5.4 Determinacion de susceptibilidad a miltefosina y anfotericina b de
aislamientos clinicos de Leishmania braziliensis previamente
expuestos a miltefosina.

La adquisicion de resistencia a farmacos en Leishmania, se ha evaluado tanto
experimentalmente, como en aislamientos clinicos. Particularmente en Colombia no se
cuenta con informacion de la susceptibilidad a miltefosina o anfotericina b en los
aislamientos clinicos de Leishmania (V.) braziliensis causante de la forma cutanea de la
enfermedad y la mas comun en la region. En la India como se comento anteriormente se
ha reportado resistencia cruzada en Leishmania donovani, debido al uso de un tratamiento

combinado entre anfotericina b y miltefosina.

5.4.1 Curvas de crecimiento aislamientos clinicos de Leishmania braziliensis
previamente expuestos a miltefosina.

El crecimiento de los aislamientos previamente expuestos a miltefosina, fue evaluado
mediante una curva de crecimiento respecto a la cepa de referencia de Leishmania

braziliensis. Figura 5.9

Los aislamientos clinicos A y C maostraron diferencias estadisticamente significativas en la
fase exponencial de la curva de crecimiento comparados con la cepa de referencia, con P
valor de 0.0036 y 0.0016 respectivamente, el tiempo de duplicacién poblacional fue de
26.59y 18.61 horas respectivamente, mientras que para la cepa de referencia fue de 17.15
horas, indicando una diferencia entre 1.46 y 9.44 horas entre los aislamientos y el cultivo

de referencia. Figura 5.9
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Figura 5-11: Curvas de crecimiento de aislamientos clinicos de Leishmania braziliensis.

(Linea negra) Curva de crecimiento de la cepa de referencia. (Linea roja). Curva de crecimiento del
aislamiento clinico de Leishmania braziliensis. A. Curva de crecimiento del aislamiento 7 B. Curva de
crecimiento del aislamiento 536 C. Curva de crecimiento del aislamiento 44 D. Curva de crecimiento del

aislamiento 46.

Por otra parte, los aislamientos clinicos B y D no mostraron diferencias estadisticamente

significativas en la fase exponencial de las curvas de crecimiento con la cepa de referencia,
obteniendo un P valor de 0.0918 y 0.1510 respectivamente. El tiempo de duplicacién
poblacional fue de 24.39 y 18.04 horas comparado con 17.15 horas de la cepa de
referencia es decir una diferencia entre 7.24 y 0.9 horas. Figura 5-11

5.4.2 Susceptibilidad a miltefosina de aislamientos clinicos de Leishmania

braziliensis previamente expuestos a miltefosina

Los aislamientos clinicos con previa exposicion a miltefosina, mostraron una
susceptibilidad mixta al farmaco. Los aislamientos 536, 44 y 46 mostraron una
susceptibilidad significativamente mayor a la miltefosina con dosis EC50 de: 5.729, 8.572

y 8.733uM respectivamente, comparada con el EC50 de la cepa de referencia
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(MHOM/BR/75/M2903) de entre 33.94 y 35.44uM, siendo entre 3.88 y 6.18 veces menos

susceptibles al medicamento. (Figura 5-10)

Por el contrario, el asilamiento 7 fue el Gnico que mostro un leve aumento en la tolerancia
a la miltefosina con una dosis efectiva 50 de 40.64uM, comparado con el 35.44 de la cepa

de referencia, siendo aproximadamente 1.1 veces menos susceptible a la miltefosina.
(Figura 5-10)

1507 P<0.0001 1907
5 P<0.0001 -& [ braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)
-& L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) A . .
100 . . 100 -o- Aislamiento 536
- ~ -e- Aislamiento 7 -
© ©
2 S
S 504 S 504
5 3
> >
® 1 =
r T T T XL T 1 | —
0.0 0.5 1.0 1.5 Z.J 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
uM]MiL uM]MiL
5 [uM] 25 [uMm]
1504 P<0.0001 o
000 = L braziliensis (MHOM/BR/75M2903) 150+
i -e- Aislamiento 44 {Pe00001%, —+ L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)
100+ -e- Aislamiento 46

50+ 504

%viabilidad
%viabilidad

]

T T T 1
0.5 1.0 1.5 2.0

o
=)

0.5 1.0 1.5 2.0 25

P [uM]MiL 50 [uM]MiL

E

Aislamiento | EC50 (uM) IC, 95% R? EC50 (uM) IC, 95% R?

7 40.64 35.06 -47.12 | 0.96 35.44 33.67-37.31 | 0.98

536 5.729 5.356-6.117 | 0.96 | Lb M2903 35.44 33.67-37.31 | 0.98
44 8.572 6.969 - 10.55 | 0.96 35.44 33.67-37.31 | 0.98
46 8.733 3.811-20.01 | 0.94 33.94 30.61-37.63 | 0.97

Figura 5-12: Susceptibilidad a miltefosina de los aislamientos clinicos de Leishmania

braziliensis previamente expuestos a miltefosina.

Las gréficas ilustran la respuesta a miltefosina de los aislamientos clinicos de Leishmania
braziliensis previamente expuestos a miltefosina. A. Grafica de dosis respuesta del
aislamiento clinico 7, B. Grafica de dosis respuesta para el aislamiento clinico 536. C.
Grafica de dosis respuesta para el aislamiento clinico 44. D. Grafica de dosis respuesta

para el aislamiento clinico 46. E. Cuadro resumen con la dosis EC50, IC, 95% vy el
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coeficiente de ajuste R? adicionalmente se muestran los mismos datos para la cepa de
referencia. En todas las graficas la linea negra representa a la cepa de referencia de
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903. EC50 35.44 uM (IC, 95%: 33.67 — 37.31 puM,
R? 0.98); EC50 33.94 uM (IC, 95%: 30.61 — 37.63 uM, R? 0.97). P valor de la prueba F para
diferencia de medias. Todos los aislamientos clinicos obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas.

5.4.3 Susceptibilidad a anfotericina b de aislamientos clinicos de Leishmania

braziliensis previamente expuestos a miltefosina.

Con el animo de establecer si existia una mayor tolerancia a la anfotericina b por parte de
los aislamientos clinicos de Leishmania (V) braziliensis previamente expuestos a
miltefosina se evalu6 la susceptibilidad a este farmaco por medio de un ensayo de
viabilidad con rezasurina y se observo que la dosis efectiva 50 de los aislamientos 7, 536
44 era menor a la de la cepa de referencia MHOM/BR/75/M2903 mientras que el
aislamiento 46 fue 2.2 veces mas tolerante al farmaco que la cepa de referencia. Figura
5-11

Los aislamientos 7, 536 y 44 fueron significativamente menos susceptibles a la anfotericina
b que la cepa de referencia, la dosis EC50 de estos aislamientos fue de 0.05384, 0.07816
y 0.06769 ug/ml respectivamente, mientras que la dosis EC50 de la cepa de referencia
(MHOM/BR/75/M2903) se encontr6 entre 0.1231 y 0.1363 pg/ml. Los aislamientos fueron

entre 1.57 y 2.5 veces menos susceptibles a la anfotericina b. Figura 5-11

El aislamiento D mostro una mayor tolerancia a la anfotericina b, siendo 2.15 menos
susceptible al farmaco, con una dosis efectiva 50 de 0.2931, comparado con 0.1363 de la
cepa de referencia (MHOM/BR/75/M2903). Figura 5-11
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7 0.05384 0.0477 - 0.0607 | 0.96 0.1363 0.1273-0.1479|0.98
537 0.07816 0.0414 -0.1474 | 0.98 | Lb M2903 0.1231 0.1177-0.1287 | 0.99
44 0.06769 0.0621-0.0736 | 0.98 0.1231 0.1177-0.1287 | 0.99
46 0.29310 0.2661 - 0.3228 | 0.96 0.1363 0.1273-0.1479|0.98

Figura 5-13: Susceptibilidad a anfotericina b de los aislamientos clinicos de Leishmania
braziliensis previamente expuestos a miltefosina.

Las graficas ilustran la respuesta a anfotericina b de los aislamientos clinicos de
Leishmania braziliensis previamente expuestos a miltefosina. A. Grafica de dosis
respuesta del aislamiento clinico 7. B. Grafica de dosis respuesta para el aislamiento
clinico 536. C. Grafica de dosis respuesta para el aislamiento clinico 44. D. Grafica de
dosis respuesta para el aislamiento clinico 46. E. Cuadro resumen con la dosis EC50, IC,
95% vy el coeficiente de ajuste R? adicionalmente se muestran los mismos datos para la
cepa de referencia En todas las gréficas la linea negra representa a la cepa de referencia
de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903. (*) EC50 0.1231 pg/ml (IC, 95%: 0.1177
— 0.1287 pg/ml, R? 0.99); (**) EC50 0.1363 pg/ml (IC, 95%: 0.1273 — 0.1459 pg/ml, R?
0.98). P valor de la prueba F para diferencia de medias. Todos los aislamientos clinicos

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
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A modo de resumen de la susceptibilidad de los aislamientos clinicos a anfotericina b y miltefosina,

se presenta la (tabla 5-3)

Aislamiento | EC50 MilT (uM) | MHOM/BR/75/M2903 E?ES/QT)‘B MHOM/BR/75/M2903
7 40.64 35.44 0.05384 0.1363
536 5.729 35.44 0.07816 0.1231
a4 8.572 35.44 0.06769 0.1231
46 8.733 33.94 0.29310 0.1363

Tabla 5-3: Resumen de susceptibilidad a miltefosina y anfotericina b de los aislamientos clinicos de

Leishmania (V.) braziliensis con previa exposicién a miltefosina.
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6.Discusion

Las opciones terapéuticas para tratar la leishmaniasis son limitadas. La primera linea
incluye medicamentos derivados de antimonio pentavalente, que son efectivos en un 75%
y que en cierto tipo de pacientes no son una opcion terapéutica (70,71) tienen un esquema
de tratamiento prolongado y han sido asociados con resistencia en especies circulantes en
el viejo mundo. La segunda linea de tratamiento incluye anfotericina B o miltefosina, en la
India donde se utilizan de forma combinada para tratar la forma visceral de la enfermedad
se ha descrito resistencia cruzada in vitro entre ambos medicamentos, asi mismo también
se ha observado aislamientos clinicos de Leishmania donovani con una mayor tolerancia

a anfotericina B y con falla terapéutica a miltefosina. (53,72—-76)

En Colombia la segunda especie mas prevalente es Leishmania (V.) braziliensis(77,78),
asociada a la forma cutanea de la enfermedad y la cual se ha descrito con inherente baja
susceptibilidad a la miltefosina(79). Consecuentemente, desde el 2005 que se introdujo el
farmaco en Colombia, una serie de estudios ha evidenciado amplia tolerancia de los
aislamientos clinicos de esta especie al farmaco.(79—-81) La determinacion de especie
infectante de Leishmania no es una herramienta disponible para la eleccion del tratamiento
en la préctica clinica, de tal manera es probable que cuadros cutaneos de la enfermedad,

los mas frecuentes en la region, sean tratados con este farmaco.

Al ser un analogo de alquil-lisofosfélipido (ALP), el mecanismo de accion de miltefosina
tanto en células cancerigenas como en Leishmania, consiste en alterar la composicion de

lipidos y la fluidez de las membranas celulares, actuando como un antimetabolito en la
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sintesis de fosfolipidos, bloqueando la incorporacion de &cidos grasos en los fosfolipidos
y la captacion de colina del medio extracelular. (82)

Este efecto es concordante con lo observado en el presente trabajo durante el proceso de
congelamiento-descongelamiento de los parasitos inducidos resistentes y con los de
estudios en células cancerigenas de la linea HL60 tratadas con ALPs las cuales
presentaron la formacion de poros en la membrana, adicionalmente en esta mismas
células tratadas con HPC (hexadecifosfocolina) o miltefosina se observaron alteraciones
morfoldgicas y un desbalance en el calcio celular, indicando dafios en la membrana celular.
(82).

En el presente estudio no fue posible recuperar los parasitos con induccion de resistencia
in vitro a miltefosina de Leishmania (V.) panamensis, Leishmania (V.) guyanensis y los de
dosis més altas de Leishmania (V.) braziliensis una vez habian sido crio-preservados
(figura 5-3). En cuanto a las dos primeras especies, aunque la dosis de miltefosina de los
congelamientos no fue tan alta como en Leishmania (V.) braziliensis, para la primera fueron
(12, 16, 20, 24uM) y para la segunda de (14, 34, 44, 54uM) respectivamente, mientras que
para L. braziliensis fueron de (135, 145uM)(Figura 5-5), es posible que cambios en los
lipidos de membrana o en la de fluidez de esta que les estaban permitiendo crecer en
presencia del farmaco, hallan ocasionado que estos parasitos no toleraran el proceso de
congelamiento o el descongelamiento. Sin embargo, seria necesario un estudio del
lipidoma de la membrana celular de estos parasitos para determinar la influencia de la
composicion lipidica en la perdida de viabilidad en el proceso de crio-preservacion. Cabe
resaltar que el proceso de crio-preservacion es un proceso extremadamente agresivo que
involucra cambios en la concentracién y compaosicién de soluciones acuosas, que generan
movimiento de agua y solutos, haciendo que las células sufran cambios volumétricos
donde todo el estrés mecanico se concentra en las membranas, si son cambios de volumen

excesivos, pueden llegar a ser perjudiciales. (82,83)

Al igual que en el caso de Leishmania (V.) panamensis y Leishmania (V.) guyanensis en
Leishmania (V.) braziliensis es posible que las altas dosis de miltefosina (figura 5-3) hallan
ocasionando dafios en la estructura de la membrana plasmatica, puesto que algunos de
los efectos de ALPs descritos son dependientes de la concentracion del farmaco. Como
se comentd en el parrafo anterior la crio-preservacion es un proceso que implica el cambio

de volumen de las células, esta variacion de tamafio dependerd de la concentracion del
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criopreservante, de forma interesante en el presente estudio se observé que los
descongelamientos provenientes del medio con 5% de DMSO, tenian una mejor viabilidad
gue los de 10% de Glicerol y 10% de DMSO (Figura 5-4),(82-85).

Ademas del efecto de los crio-preservantes en el contenido de solutos y de agua de la
célula, también modulan propiedades de las membranas celulares (86), en células HelLa
crio-conservadas con DMSO vy etilenglicol se observd una relacion entre estos crio-
preservantes y la movilidad de los lipidos en la membrana plasmatica de las células, a una
mayor cantidad de esteroles en membrana una mayor viabilidad (86). Es posible que los
problemas de viabilidad observados en los parasitos crio-conservados en 10% de DSMO
y 10% de glicerol, pero no en 5% de DMSO (Figura 5-5) sean un resultado del efecto del
DMSO en la membrana celular ademas del bajo contenido de esteroles causado por la

induccion de resistencia a miltefosina.

Los efectos de la induccién de resistencia a miltefosina en clones de Leishmania V.
braziliensis no fueron observados Unicamente en el proceso de crio-preservacion, en el
presente trabajo también se observaron cambios en el “fitness” del clon 1y 2 (Figura 5-8)
y cambios en el perfil de expresién de genes relacionados con resistencia a ambos

medicamentos (Figura 5-10).

El “fitness” de un parasito esta relacionado con todos aquellos procesos vitales que le
permiten sobrevivir, reproducirse y transmitirse. La presencia de medicamentos causa la
seleccion de sub-poblaciones con una tolerancia mayor al farmaco, esta caracteristica
seleccionada en los parasitos, generalmente tienen un costo metabdlico, es decir, que
alguno de los procesos vitales puede resultar afectado en el proceso de resistir el efecto

de un farmaco. (63)

Uno de los procesos vitales de Leishmania es la capacidad de crecimiento, por esta razon
se compararon las curvas de crecimiento de los clones inducidos resistentes versus los no
inducidos. (figura 5-8) Unicamente los clones 1y 2 que son los que crecian a una mayor
concentracion de miltefosina (100uM) tenian diferencias significativas en el crecimiento,

comparado con el control sin induccion de resistencia. (Figura 5-8)

La capacidad de crecimiento de cepas de Leishmania resistentes a los medicamentos es

variable, en Leishmania infantum y Leishmania donovani no se observaron diferencias
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estadisticamente significativas entre resistentes-inducidos a paromomicina versus no
inducidos, mientras que Leishmania infantum el resistente a miltefosina tenia un
crecimiento significativamente mas bajo. Otra forma de investigar el posible costo en el
“fitness” por la ganancia de resistencia en Leishmania es evaluando la virulencia y la
transmisién, para lo primero se evalia la infectividad y para el segundo la
metaciclogénesis, se ha encontrado un incremento en ambos procesos en aislamientos de
Leishmania donovani resistentes a antimonio y en falla terapéutica a miltefosina, por lo
tanto es importante evaluar estos dos procesos en los clones con induccién de resistencia
a miltefosina de Leishamania (V) braziliensis, producidos en el presente trabajo y

determinar el compromiso en otras procesos vitales del parasito (63,65,75,87—89).

Las causas de la falla al tratamiento y la generacion de resistencia a farmacos en
Leishmaniasis incluyen los factores propios a los parasitos de Leishmania, el hospedero y
los relacionados con los medicamentos, entre los primeros se encuentran la especie
infectante y la susceptibilidad intrinseca del aislamiento de Leishmania al farmaco. La
especie Leishmania (V.) braziliensis se caracteriza por tener una sensibilidad menor a
miltefosina inherente a la especie. Consecuentemente el EC50 determinado en el presente
trabajo (Figura 5-1) para la cepa de referencia de Leishmania (V.) braziliensis fue de 27.02
uM  mayor que el determinado para Leishmania (V.) guyanensis y Leishmania (V.)
panamensis que fue de 14.6 y 3.125uM respectivamente, una razén para la tolerancia de
Leishmania (V.) braziliensis a la miltefosina puede estar dada por la menor expresion del
transportador del medicamento en membrana, estudios del transcriptoma en aislamientos
clinicos de la especie han observado mayor expresion del transportador de miltefosina en

aislamientos sensibles y menor en aislamientos tolerantes al farmaco. (90,91)

Ambos medicamentos, anfotericina B y miltefosina tienen mecanismos de accién que
afectan la membrana celular y alteran la biosintesis de esteroles (Figura 6-1),
recientemente en diferentes trabajos donde se ha inducido resistencia in vitro hacia alguno
de los dos medicamentos, se ha descrito resistencia cruzada, sugiriendo que los farmacos
generan una presion de seleccion en los parasitos de Leishmania aislando caracteristicas
moleculares que favorecen la tolerancia a ambos farmacos. (53,67) En el presente estudio,
posterior a la induccién de resistencia a la miltefosina, disminuy6 la susceptibilidad de los
clones de Leishmania (V.) braziliensis de 2.8 a 4.9 veces a miltefosina (Figura5-7) y

concomitantemente se observé un aumento de la tolerancia de 2 a 3.6 veces a anfotericina
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B (Figura 5-9), ademas de una menor expresion de genes que han sido relacionados con
una mayor tolerancia a cada uno de los farmacos (Figura 6-1). (Figura 5-10).

En leishmania mexicana y Leishmania donovani, clones resistentes-inducidos in vitro a
anfotericina B presentaron perdida de expresion de la enzima C24- metil-transferasa (SMT)
(Figura 6-1) encargada de transferir un grupo metilo en el carbono 24 en la cadena lateral
de los precursores del ergosterol, de tal manera que no se detect6 ergosterol, pero si una
acumulacién de cholesta-5,7,24-trienol en la membrana de los parasitos resistentes a este
medicamento (Figura 6-1). También se documenté la perdida de la expresion del
transportador de miltefosina en al menos en una de las lineas resistentes a anfotericina B

acompafiado de un detrimento en la sensibilidad a miltefosina. (Figura 6-1) (67,92,93)

En el presente trabajo se observé 0.2 veces menos expresion de SMT en los clones 1,2y
3 resistentes-inducidos a miltefosina (Figura 5-10). Comparando estos resultados con el
estudio de Pountain et al (67), uno de los clones de Leishmania mexicana con resistencia
inducida in vitro a anfotericina B presentdé la misma magnitud de disminucién en la
expresion de SMT y el aumento de la tolerancia a anfotericina B hasta de 8.4 veces y a
miltefosina de 2.3 veces, mientras que en el presente estudio los clones 1, 2 y 3 tienen
una reduccién en la susceptibilidad de 2 a 3.6 veces a anfotericina B (Figura 5-9) y de 2.8

a 4.9 veces més a miltefosina (Figura 5-7).

Notablemente en el mismo clon resistente inducido a anfotericina B del trabajo de Pountain
et al (67) también se encontr6 una delecion en el transportador de miltefosina acompafiado
de una disminucién en la susceptibilidad a miltefosina. En el presente trabajo Gnicamente
en el clon 1 se evidencié una disminucién estadisticamente significativa del transportador
de miltefosina (Figura 5-10), este clon crecia en cultivo a una concentracion de 100uM del
farmaco al igual que el clon 2, sin embargo, este Ultimo no presentd cambios significativos
en la expresion del transportador comparado con el clon no inducido. La entrada de la
miltefosina, un analogo de fosfolipidos, al medio intracelular esta regulada por una flipasa
perteneciente a la familia de las ATPasas y la subunidad B LdRos3, que se localizan en la
membrana celular. En pardsitos con una menor susceptibilidad a miltefosina la adquisicion

de mutaciones y la baja expresion del transportador de miltefosina han sido descritos
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constantemente con relacion a la resistencia a miltefosina y recientemente también visto

en parasitos resistentes in vitro a anfotericina B (53,67,90,94).

Aunque los clones mostraron una mayor tolerancia a la miltefosina siendo 2.8 a 4.9 veces
menos susceptibles (Figura 5-7), no presentaron una diferencia significativa en la
expresion del transportador, a diferencia del clon 1 que es 4.2 veces menos susceptible a
la miltefosina, indicando que seria necesario evaluar la aparicion de mutaciones en el
transportador que también se han relacionados con la baja susceptibilidad al medicamento
(67,84,94,95) .

El secuenciamiento del genoma completo de Leishmania mexicana resistente a
anfotericina B, mostro mutaciones no sinénimas en los genes de dos enzimas involucradas
en la biosintesis de esteroles, 3 de las 4 lineas de Leishmania mexicana con induccion de
resistencia a anfotericina B mostraron cambios en SMT y en una linea se describié una
mutacion (G415C) que marcaba la modificacion de un aminoacido G139R en el gen del
esterol C5 desaturasa o latosterol oxidasa, requerida para el primer paso de la remocién
del grupo metilo del C4 del esterol, 2 pasos antes de la accion de SMT (Figura 6-1). La
informacion sobre el efecto de este gen en leishmania es poca. Sin embargo, en hongos
donde el esterol predominante en membrana es el ergosterol, al igual que en los
tripanosomatidos, se ha reportado que una sola deleciéon en este gen puede causar
alteraciones en la via candnica de biosintesis de ergosterol. En este trabajo todos los
clones 1-4 con induccion de resistencia a miltefosina mostraron una disminucién

estadisticamente significativa de esta enzima (Figura 5-10) (67,96).

Las aproximaciones técnicas utilizadas para describir los mecanismos o los elementos
moleculares relacionados con la resistencia en Leishmania registran las alteraciones
fenotipicas causadas por el cambio de susceptibilidad a un farmaco y se evaltan los genes
identificados como causantes del fenotipo. Recientemente, trabajos de genética reversa
realizados en el genoma de Trypanosoma brucei, donde se utilizan librerias genémicas de
RNA de interferencia (RNAI) en presencia de antimonio, paromomicina, anfotericina B y
miltefosina para identificar aquellos factores cuya pérdida hacen al parasito resistente a los
farmacos, se identific6 a una proteina de la familia de Vesicle-associated membrane
proteins (VAMP), denominada TbVAMP7by al transportador tipo P-ATPasa en T. brucei
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como factores importantes en la perdida de susceptibilidad simultdnea a miltefosina y
anfotericina B. (Figura 6-1) (69)

La proteina VAMP identificada hace parte de la familia SNARE, es una proteina membranal
asociada a vesiculas altamente conservada entre T. brucei y Leishmania(97), descrita
como un determinante de susceptibilidad a la lisis causada por apolipoproteinas en T.
brucei (98) subsecuentemente se ha descrito la importancia de la endocitosis de las
apolipoproteinas APOL1 hacia el lisosoma (99) y la funcion de VAMP es requerida para la
fusion membranal de endosoma-lisosoma. En el presente trabajo los clones 1y 2
mostraron una disminucion en la expresion del gen ort6logo en Leishmania braziliensis que
codificaria para esta proteina; adicionalmente fueron los Unicos clones que mostraron un
crecimiento significativamente mas bajo que el control sin induccién de resistencia, lo que
concuerda con los hallazgos en T. brucei, donde se observé una disminucion significativa
en el crecimiento de los parasitos a los cuales se les realizé un “knockdown” de TbVamp7b
(Figura 5-8). (69)

En Colombia la informacion sobre la susceptibilidad de los aislamientos clinicos a estos
dos farmacos es poca. En un estudio del 2014 donde se describio la susceptibilidad de 6
aislamientos clinicos de Leishmania (V.) panamensis y 6 aislamientos de Leishmania (V)
braziliensis se encontr6 que luego del tratamiento con miltefosina se seleccionaba
poblaciones de parasitos mas tolerantes al farmaco, efecto que ademas se observé en una
mayor supervivencia de los amastigotes intracelulares, adicionalmente se han reportado
aislamientos de especies pertenecientes al sub genero viannia con una baja
susceptibilidad a la anfotericina B. En el presente trabajo también se encontraron
aislamientos de Leishmania (V.) braziliensis con una mayor tolerancia tanto a anfotericina
B como a miltefosina, sin embargo se requieren estudios con una mayor cantidad de
aislamientos para evaluar la frecuencia de la disminucién en la susceptibilidad a ambos
farmacos (56,100).

En el presente trabajo no se realizaron ensayos con amastigotes debido a que la dosis
efectiva 50 de la linea celular pro-monocitica U937 fue de 54.51uM (Figura 5-2) , de tal
manera que en la realizacién de un ensayo donde se determine el indice de selectividad
es posible que el efecto citotoxico no sea despreciable en los macrofagos y por lo tanto el

efecto leishmanicida sea bajo.
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En diferentes trabajos donde se han obtenido parasitos de Leishmania spp resistentes
inducidos a anfotericina B o a miltefosina(Tabla 5) se ha observado que los amastigotes
mantienen la diferencia en la susceptibilidad contra el parasito no inducido, por lo tanto
dado que el EC50 obtenido en el presente trabajo en los clones de Leishmnia (V.)
braziliensis a miltefosina luego del proceso de induccion de resistencia fue de 84.14 a
146uM, no hubiese sido posible determinar la dosis efectiva 50 de los amastigotes de
estos mismos clones dado que hubiese sido necesario aumentar la dosis de miltefosina
por encima de 54.51uM la dosis EC50 para los macrofagos de la linea U937. Un

inconveniente tambien descrito en el trabajo de C. D. shaw (84).

Esta investigacion es la primera en describir el potencial para desarrollar resistencia
cruzada en Leishmania (V.) braziliensis una de las especies del subgenero Viannia, entre
anfotericina B y miltefosina, en promastigotes con resistencia inducida in vitro a este ultimo
farmaco, adicionalmente tambien sugiere que se debe ampliar el tamafio de muestra de
los aislamientos clinicos de esta especie para poder evaluar el perfil de susceptibilidad a
miltefosina en Colombia, puesto que se observo una diminucion significativa en dos de los

cuatro clones evaluados en este proyecto.
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Figura 6-1 Cambios reportados en parasitos de Leishmania resistentes in vitro o in vivo a

la anfotericina B o a miltefosina.

A. Diagrama de membrana celular y de ambiente intracelular de parasito de
Leishmania con susceptibilidad silvestre 0 no manipulada in vitro a miltefosina o
anfotericina B.

B. Diagrama de membrana celular y de ambiente intracelular de parasito de
Leishmania inducido con disminucion en la susceptibilidad a miltefosina o
anfotericina B (mirar tabla
A modo de descripcién general de la figura, los cambios que se han reportado en
parasitos con un nivel de susceptibilidad bajo a anfotericina B o a miltefosina,
presentan cambios en la expresion de enzimas relacionadas con el metabolismo
de lipidos, en la figura se muestran la esterol metil transferasa (SMT) y la latosterol
oxidasa (LO), ambas evaluadas en el presente trabajo, con una disminucion
significa en la expresion de la ultima en los cuatro clones inducidos resistente a
miltefosina y Unicamente en tres a la SMT.

En el presente trabajo también se evidencio una expresion significativamente baja
de VAMP una proteina ortéloga en Leishmania, identificada como uno de los
factores importantes en la contribucion a la resistencia cruzada entre anfotericina
b y miltefosina. Ademas de VAMP el otro factor identificado es el transportador de
miltefosina, el cual se ha observado con una menor expresion en parasitos
resistentes a ambos medicamentos. En el presente proyecto Unicamente un clon
mostro reduccién significativa de este transportador.

Adicionalmente también se han descrito cambios en el perfil de lipidos y esteroles
de la membrana de los parasitos, asi como una menor formacion de balsas

lipidicas o rafts.

La grafica es de elaboracién propia del autor del presente trabajo, con la
informacion publicada por diversos autores (referencias mencionadas en la imagen

y anotadas en la tabla 5) y los hallazgos realizados en esta investigacién.






Tabla 4 Cambios reportados en parasitos de Leishmania spp resistentes a miltefosina o anfotericina B.

Cambios reportados en parasitos de Leishmania spp resistentes a miltefosina o anfotericina B
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7.1 Conclusiones

e Se generaron parasitos de Leishmania spp, con resistencia inducida in vitro a
miltefosina. Se alcanzo una disminucion de 2.8 a 4.9 veces en la susceptibilidad a
miltefosina de los cuatro clones de Leishmania (V.) braziliensis.

e Se observaron diferencias significativas en la capacidad biologica de dos de los
clones de Leishmania (V.) braziliensis con induccion de resistencia a miltefosina,
evaluada en términos de crecimiento de los parasitos versus los parasitos sin
induccion de resistencia.

e Se observé una disminucion en la susceptibilidad a anfotericina B de 2 a 3.6 veces
en los clones de Leishmania (V.) braziliensis con induccion de resistencia in vitro a
miltefosina.

e Los aislamientos clinicos presentaron una susceptibilidad mixta tanto a la
anfotericina B como a la miltefosina. La susceptibilidad a miltefosina fue menor para
el aislamiento 7 en comparacién con la cepa de referencia MHOM/BR/75/M2903,
mientras que la susceptibilidad del aislamiento 46 fue menor a la anfotericina B
igualmente comparado con la cepa de referencia MHOM/BR/75/M2903.

e Se observd la disminucion en la expresidon de enzimas relacionadas con el
metabolismo de lipidos. En todos los clones la expresién de la latosterol oxidasa
fue significativamente mas baja comparada con el clon sin induccion de resistencia,
mientras que la expresibn de la enzima esterol metil transaferasa fue
significativamente mas baja Unicamente en tres de los clones. Adicionalmente
también se observo una disminucién significativa de Vamp en dos de los clones y

en uno del transportador de miltefosina.
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7.2 Recomendaciones

Para emprender investigaciones similares en el futuro y teniendo en cuenta el principal
obstaculo técnico que se presenté en la investigacion y que fue descrito a lo largo de los
resultados, se sugiere seguir los cultivos de resistencia de una manera continua para evitar
la pérdida de los parésitos inducidos durante del proceso de crio congelamiento en los
parasitos.

Adicionalmente se requiere realizar un analisis de lipidoma de los clones obtenidos en el
presente trabajo, pues como se nombr6é en la discusién es necesario determinar la
influencia de la induccion de resistencia a miltefosina en el cambio del perfil de lipidos en
la membrana plasmética. Asi mismo en otros trabajos se ha descrito la adquisicién de
mutaciones en el transportador de miltefosina que también contribuyen a la resistencia
cruzada entre los dos medicamentos, dado que en este trabajo se encontr6 una reduccién
en la susceptibilidad a anfotericina B luego de la induccién de resistencia a miltefosina,
acompafiado de la menor expresion del transportador de miltefosina en uno de los clones,
seria necesario realizar un analisis del genoma y del transcriptoma de todos los clones
generados en la presente investigacion para determinar otros cambios a nivel genético que

estén contribuyendo a la disminucién de la susceptibilidad.

Se sugiere ampliar la muestra de los aislamientos clinicos de parasitos pertenecientes al
subgénero Viannia, pues en este trabajo se determino una menor susceptibilidad a cada
uno de los farmacos en dos de los cuatro aislamientos evaluados comparados con la cepa
de referencia de Leishmania (V) braziliensis MHOM/BR/75/M2903.
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