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Glosario
Carga parasitaria: Numero de amastigotes intracelulares determinados por

luminometria o microscopia.

Cmax. Representa la concentracion plasmética maxima alcanzada luego de la

administracion extravascular de un farmaco.

Cepa de Leishmania Sensible: Parasitos que presentan un porcentaje de
reduccion de la infeccion > 48% en presencia de 32 pg/mL de Sb(V) y > 56% en
presencia de 16 uM de HePC.

Cepa de Leishmania Tolerante/Fenotipo resistente/resistente: Parasitos con
un porcentaje de reduccion de la infeccion < 35% en presencia de 32 pg/mL de
Sb(V) y < 44% en presencia de 16 uM de HePC.

Concentracion Efectiva 50 (ECsp): Concentracion efectiva del farmaco que
reduce la infeccion en un 50%. La infeccibn puede estar expresada como el

porcentaje de células infectadas o como la carga parasitaria.

Concentracion discriminatoria: Concentracion del farmaco que permite
discriminar la susceptibilidad de cepas de Leishmania, con base en la reduccion

proporcional de la infeccion.

Dendrimeros: Polimeros hiper-ramificados con la caracteristica de que cada rama
tiene la misma estructura y peso molecular. Son tridimensionales de sintesis
quimica con forma bien definida y tamafio nanoscopico. La estructura
dendrimérica esta caracterizada por «capas» entre cada punto focal llamadas

«generaciones».



Emergencia de resistencia: resistencia adquirida o debida a la expansion de
poblaciones del parésito con tolerancia/fenotipo resistente.

Falla al tratamiento o Falla terapéutica: - Ausencia de curacion definitiva (re-
epitelizacion) en cualquiera de las lesiones al final del seguimiento (13 semanas
para antimoniato de meglumina y 26 semanas para HePC). - Recaida después de
cura aparente, o de una disminucién inicial del tamafio de la lesion. - Aparicion de

una nueva lesion positiva para Leishmania.

Regiones geograficas naturales: Divisiones territoriales realizadas a partir de
caracteristicas heterogéneas en cuanto a relieve, clima, vegetacion, y clases de
suelo. Debido a la gran diversidad de climas y relieves, en Colombia estas
diferencias regionales se definen por una serie de factores muy claros tales como
las caracteristicas del relieve (ya sea montafioso o llano), la distancia al mar, el
promedio de lluvias y las condiciones del suelo. Referencia del Instituto Geografico

Agustin Codazzi.

Resistencia intrinseca: Células u organismos con fenotipo resistente que tienen

caracteristicas estructurales heredables relacionadas con la resistencia.

Resistencia primaria: Paréasitos de Leishmania con fenotipo resistente aislados

de un paciente que no ha recibido tratamiento.

Resistencia secundaria o adquirida: Parasitos de Leishmania con fenotipo

resistente que previamente fue sensible 0 menos tolerante.

Susceptibilidad indeterminada/Rango indeterminado: Parasitos de Leishmania
gue presentan un porcentaje de reduccion de la infeccion entre 35% y 48% en
presencia de 32 pg/mL de Sb(V) y entre 44% y 56% en presencia de 16 uM de
HePC.


https://es.wikipedia.org/wiki/Colombia

Susceptibilidad de Leishmania: espectro de respuesta al efecto del farmaco
sobre la viabilidad del parasito expresado en términos ECsp 0 como % de

reduccion de la infeccion.

Zimodemas: poblacion de cepas que comparten el mismo perfil isoenzimatico.



Resumen
La falla terapéutica es frecuente en la Leishmaniasis Cutdnea Américana. Como
ocurre con otras enfermedades infeccionas multiples factores pueden contribuir en
la respuesta al tratamiento incluyendo la susceptibilidad del parasito al farmaco y
la respuesta inmune del hospedero. Por tanto la evaluacion de la susceptibilidad a
nivel poblacional permite monitorear uno de los factores que pueden influir en la
respuesta al tratamiento. La determinacion de la susceptibilidad por el método
convencional de dosis respuesta (ECsp) es un proceso largo, laborioso, sujeto a
diversas fuentes de variacién y no toma en cuenta factores del hospedero. Estas
limitaciones han impedido un mejor conocimiento de la susceptibilidad de las
cepas circulantes de Leishmania, los factores asociados y su relacion con la

respuesta al tratamiento.

Dentro del marco de este proyecto se desarrollaron dos estrategias metodoldgicas
para mejorar el conocimiento de base sobre la susceptibilidad de Leishmania en el
contexto endémico y la influencia de la respuesta inmune ex vivo en la actividad
de los farmacos. La determinacion de la susceptibilidad se basé en la reduccion
proporcional de la infeccion en presencia de una concentracién del medicamento
con relevancia farmacoldgica. La eficiencia de esta estrategia hizo factible la
evaluacion en un total de 402 cepas clinicas de Leishmania de diferentes
especies, regiones geogréficas y espacios de tiempo. Asi mismo, se disefié un
modelo de infeccion usando células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con LC que permitié evaluar la actividad ex vivo de los farmacos sobre
la viabilidad del parasito integrando factores del hospedero. Esta estrategia fue
usada para evaluar la susceptibilidad y la respuesta de mediadores inmunes a
Sb(V), HePC y nuevas opciones terapéuticas, como terapias combinadas y

nuevas formulaciones de miltefosina en nanoparticulas.

Los andlisis de susceptibilidad a antimoniato de meglumina [Sb(V)] y miltefosina

(HePC) en el contexto endémico de la transmision (diferentes regiones



geograficas, variables relacionadas con transmisién domiciliaria y selvatica),
mostraron variacion en la susceptibilidad a los dos medicamentos entre especies
de Leishmania, sub-poblaciones de cada especie y de acuerdo al origen
geografico. Se observaron cambios en la susceptibilidad a Sb(V) en dos focos
durante diferentes espacios de tiempo influenciados por la prevalencia de
infecciones causadas por dos poblaciones de L. panamensis distinguibles tanto
por los zimodemas como por el fenotipo de susceptibilidad a Sb(V). El analisis de
susceptibilidad por regiones revel6 una mayor tolerancia a los farmacos en las
poblaciones de Leishmania provenientes de las regiones ubicadas al oriente de la
Cordillera de los Andes, independiente de la especie. Los resultados de
susceptibilidad a HePC evidenciaron tolerancia primaria en una proporcion de las
poblaciones de parésitos de las especies L. braziliensis y L. panamensis y el
andlisis de pares de cepas aisladas antes y en el momento de falla terapéutica con
HePC mostr6 que un ciclo de tratamiento puede conducir a la seleccion de

pardsitos con tolerancia secundaria o adquirida y contribuir a la falla al tratamiento.

El modelo ex vivo de células mononucleares infectadas permitié la exploracién de
la respuesta inmune y del parasito al tratamiento con Sb(V) y HePC solos y
combinados con inmunomoduladores de interés (pentoxifiina y CpG) para el
tratamiento de la leishmaniasis cutdnea, y nuevas formulaciones de HePC en
nanoparticulas. De acuerdo al tratamiento evaluado se observé un efecto
diferencial en la sobrevida del parasito y en la secrecion de citoquinas pro y anti-
inflamatorias. Adicionalmente, se demostré que un prototipo de la nanoparticula

incrementa la potencia de HePC sin afectar la secrecion de citoquinas.

Esta investigacion y las metodologias innovadoras desarrolladas aportaron
informacion de base sobre el perfil de susceptibilidad de las especies y sub-
poblaciones de Leishmania Viannia (con base en zimodemas) prevalentes en
diferentes regiones de Colombia, revelaron marcadores bioquimicos intrinsecos en

las poblaciones con fenotipos divergentes de susceptibilidad a Sb(V), demostraron



la adquisicion de tolerancia a HePC a través del tratamiento y establecieron la
base experimental para la investigacion integrada de la respuesta inmune y del
parasito frente a los tratamientos estandar y nuevas opciones terapéuticas. El
conjunto de los resultados y hallazgos de este trabajo aportan y direccionan
nuevas herramientas metodoldgicas y oportunidades para el entendimiento de la
relacion entre susceptibilidad y respuesta al tratamiento.

Palabras clave: Leishmania (Viannia), antimoniato de meglumina, miltefosina,

susceptibilidad a farmacos, inmunoterapia y sistemas de liberacion.



Introduccion

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades ocasionadas por el parasito del
género Leishmania, un protozoo intracelular que afecta al humano y otros
mamiferos. Los cuadros clinicos producidos son diversos y dependen de la
especie infectante y de factores relacionados con el hospedero [1,2]. La
enfermedad puede manifestarse en tres formas clinicas: cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) y visceral (LV). Se estima que cada afio aparecen
aproximadamente 300.000 nuevos casos de leishmaniasis visceral y 1 millén de
casos de leishmaniasis cutanea alrededor del mundo [3]. Colombia es el segundo
pais en Latinoamérica con mayor reporte de casos de LC después de Brasil [3].
Las especies predominantes que causan la LC en Colombia son L. panamensis, L.
braziliensis, y L. guyanensis [4,5,6].

En ausencia de medidas preventivas como vacunas y de estrategias sostenibles
para el control de vectores, el tratamiento de la leishmaniasis constituye la
principal medida de control de la enfermedad. Los antimoniales [estibogluconato
de sodio y antimoniato de meglumina - Sb(V)] han sido usados como monoterapia
y tratamiento de primera linea para la LC y LMC en América Central y del Sur por
mas de cinco décadas. La administracion parenteral, los potenciales efectos
adversos y los retos logisticos que implican la administracion del tratamiento,
contribuyen a la interrupcién y al abandono de los esquemas terapéuticos y en

consecuencia a la falla clinica [7,8,9].

El tratamiento de segunda linea en Colombia de mayor uso es miltefosina (HePC),
un medicamento de administracion oral aprobado en el 2005 por el INVIMA para el
tratamiento de la LC en adultos y nifios, indicado en pacientes que tienen
contraindicaciones o han fallado al tratamiento con farmacos antimoniales. HePC
ha demostrado eficacia comparable a Sb(V) contra la infeccion causada por L.
panamensis en Colombia en ensayos clinicos controlados [10,11,12]. Sin



embargo, este farmaco presenta una vida media larga en plasma [13], lo que
puede contribuir a la selecciébn de poblaciones resistentes del parasito. En
Latinoamérica, incluyendo paises donde predominan especies como L. braziliensis
y L. guyanensis, se reportan fallas al tratamiento que oscilan entre el 24 y 50%
para Sb(V) [12,14,15,16] y 17 a 47% para HePC [10,11,12,17,18].

Multiples factores contribuyen en la respuesta al tratamiento, incluyendo factores
relacionados con el hospedero (respuesta inmune, determinantes genéticos,
farmacocinética y co-morbilidades) [19,20,21], el farmaco (variaciones entre lotes y
formulaciones) [22], y el parasito (susceptibilidad y diferencias entre cepas y
especies) [10,23]. Algunas especies del parasito han sido relacionadas con mayor
falla al tratamiento con Sb(V) y HePC [10,15]. Sin embargo, se ha demostrado que
la respuesta al tratamiento en infecciones ocasionadas por una misma especie
cambia de acuerdo a la regidn geografica. Mientras que la infeccién por L.
braziliensis tiene una respuesta al tratamiento con HePC en Brasil y Bolivia del
75% [17] y 88% [18], respetivamente, la respuesta al tratamiento con la misma
especie en Guatemala fue apenas del 33% [10]. Resultados similares han sido
observados con Sb(V) en la infeccion ocasionada con L. guyanensis en Brasil y
Perl, donde se reporta una respuesta al tratamiento de 26% [15] y 92% [23],

respectivamente.

La susceptibilidad in vitro de Leishmania a Sb(V) y HePC ha sido evaluada en un
namero limitado de cepas de distintas especies y de diferentes paises [24,25,26].
Estos estudios sugirieron una variacion inter especie y también segun su origen
geografico. Por tanto, como sucede con la respuesta al tratamiento, la
susceptibilidad in vitro de Leishmania a los farmacos anti-leishmaniales podria
estar influenciada por las especies y/o poblaciones de parasitos presentes en las

diferentes regiones.



No obstante, la evidencia de cepas de Leishmania tolerantes a Sb(V) y HePC, su
relevancia en la respuesta clinica al tratamiento es controvertida. Las limitaciones
técnicas para la evaluacién de la susceptibilidad a medicamentos in vitro (lectura
de la infeccion, tiempo de proceso, costos etc.) han impedido la evaluacion de un
namero representativo de cepas de diferentes especies y origenes geogréficos, y
los inconvenientes logisticos y econdmicos para el seguimiento de pacientes por 6
meses o0 un afo después del tratamiento, cuando ocurren la mayoria de las
recaidas [27], han contribuido al desconocimiento sobre la relacion entre
susceptibilidad y respuesta clinica. Sin embargo, la resistencia adquirida del
parasito a los anti-leishmaniales después de tratamiento y su contribucion en la
falla terapéutica ha sido reportada en algunos casos de leishmaniasis causadas
por las especies del subgénero Viannia y L. infantum para Sb(V) [28,29,30] y en L.
donovani para HePC [31].

Dada la variabilidad en la respuesta terapéutica a los anti-leishmaniales en los
diferentes paises y la influencia de las especies y sub-poblaciones de parasitos
circulantes en cada region, la determinacion de la susceptibilidad en un nimero
representativo de cepas clinicas por regién puede arrojar luz sobre la relacién
entre susceptibilidad y repuesta al tratamiento desde el punto de vista
epidemioldgico. Asuntos como la resistencia intrinseca o adquirida pueden ser
explorados en forma mas precisa si se cuenta con la informacion de
susceptibilidad de un amplio nimero de cepas de cada especie. En Colombia
diferentes sub-poblaciones de las especies mas prevalentes de Leishmania fueron
identificadas de acuerdo al polimorfismo de 13 isoenzimas [32], encontrando que
la prevalencia de distintas sub-poblaciones (zimodemas) es diferente de acuerdo a
la region del pais. Se desconoce si la susceptibilidad a los anti-leishmaniales o la

respuesta al tratamiento difieren entre estas sub-poblaciones.

La respuesta inmune del hospedero es un factor importante para el entendimiento
de la relaciéon entre la susceptibilidad del parasito y la respuesta clinica al

tratamiento. Los antibiéticos, incluyendo los anti-leishmaniales, obran en conjunto



con la respuesta inmune. En la leishmaniasis este principio es ilustrado por las
recaidas observadas en los casos de co-infeccion con VIH después del
tratamiento con cualquiera de los farmacos anti-leishmania [33,34], incluyendo la
anfotericina B y HePC, cuya eficacia habia sido considerada independiente de la
respuesta inmune [35]. Esta relacién interdependiente entre la quimioterapia y la
respuesta inmune, en adicién a otros factores como: la farmacocinética de cada
medicamento en tejidos especificos y plasma y la union del farmaco a proteinas,
influyen en la relacion entre la susceptibilidad in vitro a farmacos y la respuesta

terapéutica.

Con el fin de entender los factores que contribuyen a la tasa de falla terapéutica,
esta investigacion determiné la susceptibilidad a Sb(V) y HePC en un total de 402
cepas de las especies de Leishmania que causan la LC en Colombia. Se
examinaron factores epidemiolégicos, geogréaficos y fenotipicos de los parasitos
potencialmente influyentes en la susceptibilidad a estos medicamentos y la
participacion de la respuesta inmune en la susceptibilidad a los anti-leishmaniales

y nuevas opciones terapéuticas in vitro.



Marco tedrico

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por un protozoo
intracelular obligatorio del género Leishmania que afecta la poblacion de las
regiones tropicales y subtropicales del mundo. Su transmisiébn se da por la
picadura de diferentes especies de fleb6tomos pertenecientes a los géneros
Phlebotomus o Lutzomia, presentes en el viejo o nuevo mundo, respectivamente.
La infeccion ocasionada por este parasito es endémica en 98 paises y presenta un
complejo de enfermedades con diversidad clinica y epidemioldgica [3,36]. Se
desconoce la incidencia y prevalencia real de la enfermedad porque solo en 52 de
los paises endémicos la leishmaniasis es una enfermedad de notificacion
obligatoria. Se calcula una prevalencia mundial de 20 millones de casos y una
incidencia anual de aproximadamente 1.3 millones, de los cuales 300.000 son
leishmaniasis visceral (90% de los cuales ocurren en Bangladesh, Brasil, Etiopia,
India, Nepal y Sudan) y 1 millon son LC (principalmente en Afganistan, Algeria,
Brasil, Colombia, La Republica Islamica de Iran, y Tunisia) [36]. A pesar del gran
impacto que tiene a nivel mundial, la leishmaniasis es considerada como una
enfermedad olvidada, afectando en gran medida a la poblacion méas pobre de los
paises en desarrollo.

Ciclo de vida
El ciclo de vida en el vector inicia cuando el parasito es ingerido por el fleb6tomo
en forma de amastigote en el momento de la alimentacién con sangre de un
hospedero vertebrado infectado, que puede ser humano o cualquier otro mamifero
susceptible. Dentro del vector los parasitos son rodeados por la matriz peritréfica
en el intestino medio abdominal, en donde se dividen y transforman en
promastigotes, ocurriendo posteriormente un proceso de desarrollo a la forma
infectiva de promastigotes metaciclicos. La forma infectiva es inoculada en el
humano durante un nuevo proceso de alimentacién. En el humano los parasitos

son fagocitados por los macréfagos de la dermis y otras células del sistema



mononuclear fagocitico dentro de los cuales se transforman en amastigotes. Los
amastigotes se replican activamente dentro del fagosoma, adaptandose al pH

acido, la temperatura y la limitacion de nutrientes. (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania.

Fuente: Handman, E. 2001. Leishmaniasis: current status of vaccine development. Clin
Microbiol Rev. 14(2):229-43.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292637

Manifestaciones clinicas

La leishmaniasis se presenta bajo un espectro de formas clinicas que van desde
lesiones cutaneas que curan espontaneamente, hasta diversas manifestaciones
clinicas como la LC caracterizada por la presencia de ulceraciones profundas en la
piel, generalmente indoloras, ubicadas principalmente en las partes expuestas del
cuerpo. La LMC caracterizada por la presencia de lesiones que comprometen las
mucosas de la boca, nariz, 6 garganta, y cartilago del tabique, ocasionando en los
pacientes desfiguracion facial y la LV que afecta el bazo, el higado y la médula
Osea; esta forma puede llegar a ser fatal si no hay un tratamiento oportuno. La
leishmaniasis cutdnea americana es una enfermedad de piel y mucosas,
producida por un grupo de especies genéticamente relacionadas, cada una de las
cuales se caracteriza por sus manifestaciones y area de endemicidad (Tabla 1). La
presentacion clinica esta relacionada tanto con la especie del parasito como con
factores del hospedero [1,2]. Las especies predominantes que causan la LC en
Colombia son L. panamensis (54-80%), L. braziliensis (10-30%), y L. guyanensis
(1-4%) [4,5,6].

Tabla 1. Distribuciéon geografica y manifestaciones clinicas de las especies de

Leishmania comUnmente asociadas con Leishmaniasis Cutanea Americana.

Parasito Manifestaciones Clinicas Pais

Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala,

N Cuténea g ) .
L. V. braziliensis . Guayana francesa, Honduras, México, Nicaragua, Panam4, Paraguay,
Mucocutanea s
Peray Venezuela.
. Cutanea . . . .
L. V. panamensis . Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panama.
Mucocutanea
. Cuténea Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana francesa, Guyana, Perd,
L. V. guyanensis . )
Mucocutanea Suriname y Venezuela.
L. V. peruviana Cuténea Peru.
. Cute}nea . Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, EE.UU.,
L. L. mexicana Cutéanea Difusa s . .
. Guatemala, Guayana francesa, México, Per(, Suriname y Venezuela.
Mucocutanea
Cutanea Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana francesa, Perd,

L. L. amazonensis

L. L. venezuelensis

Cuténea Difusa

Cutanea
Cutanea Difusa

Suriname y Venezuela.

Venezuela.

Datos tomados del Informe del Comité de Expertos de la OMS sobre el Control de las Leishmaniasis, 2010.



Epidemiologia de la leishmaniasis en Colombia
La leishmaniasis es una patologia endémica en casi todo el territorio nacional. Los
focos se encuentran en una gran diversidad de regiones naturales que incluyen
zonas selvaticas de la Region Pacifica [37] y del Amazonas, areas de bosque seco
tropical como la Costa Caribe [38], la region Andina donde se cultiva el café y
areas de llanos y desiertos localizadas en la region Interandina, oriente del pais y
peninsula de la Guajira. Se estima que en el pais existen alrededor de 11 millones
de personas en riesgo, con transmision principalmente en el area rural [39]. En
Colombia se encuentran las tres formas clinicas de la enfermedad, siendo la mas
frecuente y la de mayor distribucion geografica, la LC (entre 95% y 98% de los
casos), seguido por la LMC (1% a 4%) y la leishmaniasis visceral (entre el 0,1y
1,5 %) [39]. Durante la década de los 90 se notificaron en promedio 6.500 casos
nuevos de leishmaniasis por afio, cifra que aument6 progresivamente a cerca de
20.000 casos anuales en los afios 2005 y 2006. En el afio 2014 se notificaron al
SIVIGILA 10358 casos de leishmaniasis (Figura 2). De acuerdo a este reporte se
presentd un aumento de 1078 casos respecto al mismo periodo del afio 2013, lo

que representa un 11,6 % de incremento de casos notificados.
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Fuente: Sivigila, Instituto Nacional de Salud. Colombia

Figura 2. Distribucién de casos de leishmaniasis cutanea por departamento de
procedencia, afio 2014.

Fuente: INS, 2014 [40].

Ciclos de transmision

La leishmaniasis zoonética de transmision selvética
Este tipo de transmision se da por la interacciébn del humano con el vector
infectado, cuando el hombre penetra en focos endémicos que son mantenidos por
reservorios de habitat selvatico. Estos casos se presentan de manera
predominante entre personas de edad adulta, preferiblemente en el sexo



masculino por sus actividades laborales en areas selvaticas. El porcentaje de
casos debido a este tipo de transmision no se conoce con precision.

La leishmaniasis zoondtica y/o antropondética de transmision peridoméstica
Se presenta a nivel rural por la adaptacion de los vectores a los ambientes
domiciliarios y peridomiciliarios [41,42,43]. El vector habita y se reproduce en
cultivos [44] y criaderos de animales [45] cerca a las casas, facilitando su
interacciébn con cualquier miembro del nudcleo familiar lo que produce mayor
frecuencia de casos de LC en mujeres y nifilos. Asi mismo la domiciliacién del
vector con hdabitos de picadura intradomiciliaria [41], incrementa el riesgo para

todos los grupos etéreos.

Respuesta inmune en la leishmaniasis cutanea
La leishmaniasis causada por las especies del subgénero Viannia en el humano
se caracterizan por una respuesta mixta de citoquinas Th1/Th2 [46,47,48], por una
hiper-reactividad inmunoldgica [49,50] y sobreproduccién de citoquinas pro
inflamatorias que han sido asociadas con la LMC [51,52] y con la LC crénica [47]
La secrecion de IL-13, IL-10, IFNy y TNFa se ha encontrado elevada en la LC
cronica y recurrente ocasionada por L. panamensis, mientras que en individuos
con infeccién asintomatica los niveles de estas citoquinas son bajos. Los analisis
de la expresion de los factores de transcripcion Thet y GATA3 que regulan la
diferenciacion de células Th1/Th2 han revelado una llamativa correlacion inversa
entre el factor GATA3 y la produccion de IFNy y TNFa en individuos con infeccion
asintomatica, sugiriendo que la regulacion negativa de la respuesta pro-

inflamatoria limita el desarrollo de la enfermedad [53].

Los linfocitos T CD4 son la mayor fuente de IFNy [20,54]; esta citoquina al igual
que el TNFa controla la multiplicacion del parasito en fases tempranas de la
infeccion; sin embargo, también median el dafio tisular [48,55]. En la LC el TNFa

es producido por diferentes tipos de células, incluyendo linfocitos y macréfagos
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[56]. Recientemente, se observd una correlacion positiva entre el tamafio de la
ulcera y los niveles de TNFa sustentando el uso de inhibidores de esta citoquina
junto a la terapia estandar con el fin de mejorar el tiempo de recuperacion en

pacientes con lesiones graves [55].

La IL-10 es también producida en pacientes con leishmaniasis cutanea y regula la
respuesta inmune pro-inflamatoria [57,58]. La IL-10 es producida por una variedad
de células que incluyen, macrofagos, células T reguladoras (Treg), células Thl, y
CD8. Se ha descrito la presencia de células Treg en la lesion de pacientes con
leishmaniasis cutanea como también de IL-10 y TGFB. Estas citoquinas participan
en el control de la respuesta inmune en la leishmaniasis cutanea, pero también
desactivan los mecanismos microbicidas del macrofago, permitiendo la
persistencia del parasito [59,60]. La disminucién de receptores de la IL-10 fue
demostrado en lesiones de pacientes con LMC, lo que puede explicar en parte la

ausencia de regulacion del proceso inflamatorio [51].

Tratamiento
En la actualidad el tratamiento de la leishmaniasis en Colombia es sistémico. Los
tratamientos de primera eleccion para las diferentes formas clinicas de la
leishmaniasis son las sales de antimonio pentavalente — Sb(V), como el
antimoniato de meglumina (Glucantime®) y el estibogluconato de sodio
(Pentostam®) [61]. El farmaco que se usa con mayor frecuencia en Colombia es el
antimoniato de meglumina. Los medicamentos de segunda linea son HePC,
pentamidina y anfotericina B convencional y estan indicados en el manejo de
pacientes con falla terapéutica o en los casos en que el antimonio pentavalente
esta contraindicado. HePC es el medicamento de segunda linea mejor tolerado y
de mayor uso en Colombia. La pentamidina y la anfotericina B deoxicolato son
costosas y se han descrito reacciones adversas graves asociadas a su

administracion, por lo tanto requieren manejo intrahospitalario [61,62]. A
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continuacion se describen en detalle los dos farmacos de mayor uso en Colombia,
Sb(V) y HePC.

Antimonio pentavalente
En Colombia el Sb(V) ha sido usado por mas de tres décadas. El esquema
terapéutico 6ptimo para el tratamiento de la LC es una dosis Unica diaria de Sb(V)
de 20 mg/Kg de peso/dia durante 20 dias y 28 dias para las formas mucocutanea
y visceral [61]. ElI Sb(V) se presenta en ampollas de 5 mL con una concentracion
de Sb(V) de 81 mg/mL.

El 65% de los pacientes presentan eventos adversos, siendo la mayoria leves o
moderados, entre ellos dolor en el sitio de aplicacion intramuscular, vomito,
nauseas, mialgias, artralgias y cefalea. Ademas, pueden haber efectos téxicos
sobre rifion, higado, corazén y pancreas [63]. Los efectos adversos cardiacos se
relacionan con trastornos en la repolarizacion ventricular y se presentan en el 8%
de los pacientes a quienes se les administra dosis correctas. En menor frecuencia
pueden existir reacciones de hipersensibilidad. Las sales antimoniales estan
contraindicadas en el embarazo y se deben usar en pacientes con problemas
cardiacos, hepaticos, renales o pancreéticos. La respuesta al tratamiento varia
considerablemente dependiendo de la especie del parasito, el estado

inmunoldgico del paciente y la presentacion clinica de la enfermedad.

Mecanismos de accion
El Sb(V) es una prodroga que es convertida en antimonio trivalente - Sb(lll), la
forma activa del farmaco [64]. La reduccién del compuesto pentavalente al
trivalente se da en el macrofago y en el parasito [65,66,67]. Los mecanismos
relacionados con la actividad leishmanicida incluyen: i) La inhibicion de procesos
como el metabolismo de la glucosa, la B-oxidacion de acidos grasos y la formacion
de ATP [68]. ii) La inhibicibn de enzimas como la topoisomerasa | y la tripanotién

reductasa [69,70]. iii) La competencia del Sb(lll) con el Zn(ll) por la unién a los
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grupos CCHC que constituyen los dominios de los dedos de zinc en las proteinas
[71]. iv) La disminucién de la capacidad del buffer redox intracelular de Leishmania
por promover la pérdida de tripanotion y por la inhibicion de la tripanotion
reductasa, lo que hace que el parasito quede expuesto a los agentes oxidantes. v)
La induccion de moléculas con accion microbicida como oxido nitrico y peroxido

de hidrogeno por el hospedero [72,73,74].

Mecanismos de resistencia del parésito al antimonio

Se han encontrado diferentes mecanismos asociados a la resistencia del parasito
a los antimoniales: i) limitacion de la entrada del farmaco al parasito por
modificaciones en el transportador acuaporina 1 [75], ii) incremento de la
expresion de blancos como la tripanotion reductasa [76,77], iii) incremento de la
expresion de enzimas relacionadas con la sintesis de nuevas moléculas de
tripanotion [78] y iv) secuestro de las moléculas de tripanotiébn conjugadas al
Sb(lll) en vacuolas mediante el transportador intracelular ABC [79].
Adicionalmente, se han caracterizado diversos genes que confieren resistencia a
antimonio, entre ellos, genes que codifican proteinas que contienen
secuencias repetidas ricas en leucina [80], histona 2A [81], un polipéptido largo
[82] y la proteina de choque térmico HSP70 [83].

Miltefosina
La HePC fue el primer farmaco de administracién oral usado para el tratamiento
de la LV y fue considerado el mayor progreso en la quimioterapia anti-leishmanial
[84,85]. En Colombia fue aprobada en el 2005 para el tratamiento de la LC en
adultos y nifios mayores de 2 afios [10]. Se administra por via oral a una dosis de
1,5 a 2,5 mg/kg/dia, durante 28 dias. Los eventos adversos que predominan son
gastrointestinales leves como nauseas, vomito y diarrea. Del 17 al 25% de los
pacientes tratados presentan elevacion de las transaminasas o creatinina. Se han

encontrado reportes de reacciones alérgicas tipos Steven- Johnson [86].
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Mecanismos de accion

Los mecanismos de accién de HePC son parcialmente conocidos (Figura 3), entre
ellos estan: i) Inhibicién del metabolismo de la membrana lipidica. Se han descrito
mecanismos como: inhibicidn de la sintesis de fosfatidilcolina [87], inhibicién de la
acyl-CoA-acyltransferasa-alquil especifica de Leishmania (enzima clave en la
remodelacion eter-lipidica) e inhibicion de la biosintesis del glicofosfatidilinositol
GPI (molécula de superficie implicada en la virulencia de Leishmania) [88]. ii).
Induccion de apoptosis, probablemente debido a la inhibicion de la sintesis de
fosfatidilcolina; sin embargo, el mecanismo que induce la apoptosis no esta
claramente establecido [89]. iii) Inhibicion de la citocromo ¢ oxidasa [90]. iv) Efecto
inmunomodulador sobre TNFa, IL-12 e IFNy que pueden contribuir en la actividad
anti-leishmanial [91,92] e incremento de especies reactivas de oxigeno y oxido
nitrico [93].

Mecanismos de resistencia del parasito a miltefosina

La resistencia de L. donovani a HePC ha sido inducida in vitro, aunque no ha sido
caracterizada in vivo [94]. Tanto defectos en la internalizacion como en el eflujo del
farmaco han sido relacionados con la resistencia. La acumulacion intracelular de
HePC en L. donovani es regulada por dos transportadores, LAMT y su subunidad
LdRos3, una ATPasa tipo P perteneciente a la familia traslocasa de
aminofosfolipidos (Figura 3). Se ha demostrado que la disminucion de LdMT y/o la
proteina LdRos3 confiere la resistencia a HePC tanto en L. donovani como en L.
braziliensis [95,96]. El eflujo incrementado del farmaco ha sido implicado en la
resistencia a HePC mediada a través de la sobre-expresion del transportador
ABCBL1 o LtrMDR1 [97]. Existen otros transportadores especificos de Leishmania
tipo ABC subfamilia G (LIABCG6 y LIABCGA4) relacionados con resistencia a HePC
[98,99]
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Figura 3. Mecanismos anti-leishmaniales de miltefosina.

Diferentes mecanismos de accion propuestos para HePC en el amastigote intracelular
durante la infeccibn con Leishmania en el macrofago. PC: Fosfatidilcolina. PE:
Fosfatidiletanolamina. Fuente: Dorlo, T. et al. 2012. Miltefosine: a review of its
pharmacology and therapeutic efficacy in the treatment of leishmaniasis

J Antimicrob Chemother. 67(11): 2576-2597.

Susceptibilidad de Leishmania, emergencia de resistencia y retos para
entenderlos
La evaluacion de la susceptibilidad de Leishmania a los diferentes farmacos
permite evidenciar la presencia de mecanismos de resistencia que pueden ser
intrinsecos 0 adquiridos. Poco se conoce acerca de los factores que favorecen el

desarrollo de resistencia en Leishmania. Se asume que la exposicién al farmaco
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durante el tratamiento es la principal razon que conduce a la seleccién de
resistencia. La emergencia de resistencia y resistencia primaria ha sido reportada
para las especies del subgénero Viannia y L. infantum en cepas aisladas en el
momento de falla terapéutica con Sb(V) [28,30]. Estos resultados muestran que la
seleccion de resistencia puede ocurrir con el tratamiento estandar de Sb(V) pero
también sugieren la existencia de mecanismos intrinsecos de resistencia en el

caso de las cepas aisladas antes de tratamiento.

HePC es particularmente susceptible a la emergencia de resistencia debido a su
estrecho indice terapéutico y a la larga vida media de eliminacion de
aproximadamente 7 dias, con dosis sub-terapéuticas que pueden persistir hasta
por 6 meses [100]. Esta condicion combinada con la facil seleccion de resistencia
observada in vitro en L. donovani [94] indican el alto riesgo de emergencia de
resistencia en el campo. Adicionalmente, se ha observado que las especies de
Leishmania del nuevo mundo, incluyendo L. braziliensis, L. guyanensis y L.

mexicana son menos sensibles a HePC que las especies del viejo mundo [24].

El conocimiento de los mecanismos de resistencia a los anti-leishmaniales se ha
obtenido en su mayoria con cepas seleccionadas experimentalmente en el
laboratorio [77,101,102]. No obstante estos mecanismos no nhecesariamente
reflejan lo que ocurre in vivo. Poco se conoce sobre los mecanismos de
resistencia desarrollados naturalmente. Mecanismos naturales de resistencia a
Sb(V) se han identificado en cepas de L. braziliensis y se asocian a la resistencia
in vitro al oxido nitrico, encontrandose correlacion con la falla al tratamiento [103].
De otra parte, un estudio hecho con 24 cepas de L. infantum aisladas de perros
infectados en Algeria mostré relacion entre la resistencia in vitro a Sb(V) y el
fenotipo isoenzimatico (zimodema MON-281), lo que podria sugerir resistencia
natural o intrinseca [104] o alternativamente la diseminacién de una poblacién que

adquirié resistencia.
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Retos para la evaluacion de susceptibilidad y su relacion con la repuesta clinica
La susceptibilidad a Leishmania ha sido evaluada en diferentes estudios y
modelos utilizando promastigotes, amastigotes axénicos y amastigotes
intracelulares. Aungue los ensayos en promastigotes o amastigotes axénicos son
mas faciles de realizar (comparado con las los amastigotes intracelulares) y tienen
menor costo, los ensayos en amastigotes intracelulares son el estdndar aceptado
ya que son las formas parasitarias que permanecen en la infeccion en el humano.
Ademas, la susceptibilidad de los promastigotes y los amastigotes a diferentes
farmacos frecuentemente es divergente. Se han realizado estudios de
susceptibilidad en amastigotes intracelulares con cepas clinicas de Leishmania,
sin embargo, la informaciéon disponible esta limitada a numeros pequefios de
cepas de diferentes especies aisladas de pacientes con diversas presentaciones
clinicas en varios paises donde se han tratado con diferentes farmacos y

regimenes sin documentacion de adherencia (Tabla 2).

En contraste a lo que sucede con los ensayos de susceptibilidad en bacterias,
enmarcados por estandares compartidos y consensuados, los datos de
susceptibilidad en Leishmania obtenidos en distintos laboratorios no son
comparables debido a la variacion de las condiciones experimentales (Tabla 2) y a
la falta de puntos de corte establecidos con base en parametros farmacocinéticos
y farmacodinamicos como el Cna:CIM (concentracién inhibitoria minima), Area
bajo la curva - ABC:CIM y tiempo del farmaco por encima del CIM [105]. Como se
observa en la tabla 2, diferentes grupos de investigadores han estandarizado los
ensayos usando diferentes células hospederas, tiempos de exposicion al farmaco
y formas de lectura de la infeccion, entre otras variables que pueden afectar el
resultado de susceptibilidad [106,107]. Por tanto, la generalizacion de los
resultados y con base en tan pocos organismos de tan diversas circunstancias no

es factible.
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Tabla 2. Espectro de diferencias en los métodos de evaluacién de susceptibilidad

de cepas clinicas de Leishmania spp.

. Ti d
. No. de cepas| _, Célula 'empo. ,e Lecturade la . .
Especie Farmaco exposicion ; - Pais Referencia
evaluadas hospedera . infeccion
al farmaco
. HePC [Linea celular . Namero de )
L. infantum 6 Sb(v) U-937 1 dia amastigotes Portugal Maia C. et al. (2013)
Macréfago .
L. aethiopica 24 Hepc peritoneal de 5 dias Nume_ro de Etiopia Utaile M. et al. (2013)
Sb(V) ) amastigotes
ratén - CD1
Macréfago India: 12 cepas de una
L. donovani 28 HePC pentorjeal de 3 dias Numgro de |region de baja transm|§|on Prajapati VK. et al. (2012)
Sb(V) raton - amastigotes | y 16 cepas de una region
J774A1 de alta transmision
Linea celular Numero de Algeria. Cepas aisaldas de
L. infantum 24 Sb(V) 5 dias A diferentes areas Ait-Oudhia K. et al. (2012)
THP-1 amastigotes P .
endémicas de Algeria.
L. braziliensis 10 Linea celular . NGmero de ) Zauli-Nascimento RC. Et
Sh(V) THP-1 6 dias . Brasil . (2010
L. amazonensis 3 - amastigotes al. (2010)
L. donovani 11 Macréfago p
L. braziliensis 2 HePC peritoneal de 5 dias Numgro de Nepal y Pert da Luz RI. et al. (2009)
B Sh(V) . amastigotes
L. guyanensis 5 raton
L. panamensis 16 . .
. Linea celular . % de células ) )
L. braZ|I|enS|§ 3 Sh(V) U-937 3 dias infectadas Colombia Rojas R. el al. (2006)
L. guyanensis 1
L. braziliensis 26 Nepal para L. donovani y
L. guyanensis 5 Macréfago % de células Per( para las demas. L.
L. lainsoni 4 Sh(V) peritoneal de 5 dias infectadas braziliensis fue aislada de | Yardley V. et al. (2006)
L. peruviana 1 raton diferentes regiones
L. mexicana 1 endémicas en Per.
L. donovani 24
L. braziliensis 8 Macréfago o . !
- - . % lul Nepal L.
L. guyanensis 2 HePC peritoneal de 5 dias ? de células epa ,para donovalm y Yardley V. et al. (2005)
B . infectadas Perl para las demés
L. mexicana 1 ratén
L. lainsoni 4
Macrofago % de células
L. donovani 10 Sb(V) peritoneal de 2 dias . Espafia Carrio J. et al. (2001)
N infectadas
ratén
L. panamensis 20 Linea celular ] % de células )
L braziliensis 8 Sh(V) U-937 3 dias infectadas Colombia Robledo SM. et al (1999)
. India: 9 de los pacientes
Macréfago )
eritoneal de Numero de de los que se aislaron la
L. donovani 24 Sh(V) P ) 3dias A cepa respondieron al Lira, R. et al. (1999)
raton amastigotes ) -
tratamiento y 15 tuvieron
BALB/c -
falla terapéutica

La metodologia con base en la determinacion del ECso no permite evaluar

rutinariamente la susceptibilidad debido a la poca eficiencia en la lectura de la

infeccion, el tiempo requerido para el proceso y el costo. Ademas de lo anterior se

requiere del aislamiento y propagacion de los parasitos y esto se realiza
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principalmente en los centros de referencia de leishmaniasis. El entendimiento de
la relacion entre la susceptibilidad de Leishmania y la respuesta al tratamiento ha
sido impedido por la carencia de datos sobre el resultado de tratamiento [108] y
las limitaciones metodolégicas en la evaluacibn de susceptibilidad.
Adicionalmente, factores como la respuesta inmune del hospedero frente el
farmaco, no son tenidos en cuenta en la evaluacion de medicamentos o la
susceptibilidad, lo que contribuye a aumentar la brecha en el conocimiento de esta

relacion.

Dado que el control de la enfermedad recae en el tratamiento, la medida a tomar
consiste en el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas mas efectivas. Sin
embargo, el alto costo y tiempo requerido para el desarrollo de nuevos
medicamentos ha conducido a nuevos usos de farmacos ya existentes y al estudio
de terapias combinadas de acuerdo a lo recomendado por el comité de expertos
en leishmaniasis de la OMS [109]. El objetivo de las terapias combinadas es
conservar la vida util de los anti-leishmaniales en uso, mediante la administracion
en combinacion con otros compuestos que mejoren su eficacia, disminuyan los

efectos adversos y la emergencia de sub-poblaciones de parasitos resistentes.
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Justificacion

Los tratamientos anti-leishmaniales de primera y segunda linea en Colombia
presentan fallas terapéuticas que oscilan entre 28% y 31% para Sb(V) y entre 17%
y 41% para HePC de acuerdo a ensayos clinicos controlados [10,11,12]. La
respuesta al tratamiento por fuera de ensayos clinicos, es decir la efectividad, es
totalmente desconocida en Colombia y en la mayoria de paises de la region [108]
y es de esperar que sea inferior a la respuesta obtenida en ensayos clinicos
controlados. Existen diversos factores que pueden contribuir a la falla terapéutica
entre los cuales estan la inadecuada respuesta inmune, determinantes genéticos
del hospedero, la farmacocinética del medicamento, tratamientos incompletos que
conllevan a concentraciones sub-terapéuticas y factores relacionados con el
pardsito. La susceptibilidad de la cepa de Leishmania al farmaco especifico, es
uno de los factores relacionados con el parasito que, como ocurre en otras
enfermedades infecciosas, contribuye al incremento de casos de falla terapéutica
[110,111].

Estudios previos sugieren que la susceptibilidad del parasito a Sb(V) y HePC
puede estar influenciada por la especie de Leishmania [24,25]. En Colombia al
menos 4 especies de Leishmania causan la enfermedad cutanea y se ha mostrado
que su prevalencia varia dependiendo de la regiébn geografica [4,32].
Considerando la limitada informacion y la variabilidad en la respuesta terapéutica
reportada para las diferentes especies [15,112], la investigacion de la
susceptibilidad de las especies de Leishmania prevalentes en las regiones de alta
transmision en Colombia a los anti-leishmaniales de mayor uso, es fundamental y
relevante para entender la respuesta al tratamiento y monitorear la emergencia de
resistencia. El estudio de la susceptibilidad a Sb(V) en el contexto endémico en un
namero sin precedente de cepas de los biobancos de dos centros nacionales de

referencia permite conocer ampliamente en el tiempo [a través de 3 décadas de
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uso de Sb(V)] y el espacio geogréfico (4 regiones geogréficas naturales de
Colombia) el estado de susceptibilidad al farmaco.

La resistencia de Leishmania a Sb(V) ha sido documentada en cepas de L.
panamensis y L. braziliensis procedentes de la zona del Pacifico en Colombia [30].
La resistencia primaria y la adquisicion de resistencia durante el tratamiento
(resistencia secundaria) fueron demostradas en algunos casos de leishmaniasis
cutdnea de una cohorte de 20 pacientes colombianos que presentaron falla
terapéutica. La evaluacion de cepas aisladas pre tratamiento y en el momento de
falla al tratamiento demostré que la perdida de susceptibilidad puede contribuir a la
falla clinica [30]. Otros autores también han reportado el desarrollo de resistencia
secundaria del parasito a antimonio en pacientes [28] y perros [29] infectados con
Leishmania infantum. En el caso de HePC se desconoce si la susceptibilidad de la
cepa influye en la falla al tratamiento en la leishmaniasis cutdnea. Evidencia de
emergencia de resistencia ha sido documentada en cepas de L. donovani aisladas
de pacientes con LV y pacientes con leishmaniasis dérmica post-kala azar (PKDL)
que recayeron después del tratamiento con HePC [31]. El potencial de HePC para
seleccionar cepas resistentes durante el tratamiento fue también demostrado por
un incremento en la tolerancia a HePC de L. infantum secuencialmente aislada de
un paciente co-infectado con VIH que recibio terapia de mantenimiento con HePC

durante varios afos [113].

La wvulnerabilidad de los medicamentos nuevos, especialmente donde la
transmision es antroponotica, es ilustrada por el incremento de la tasa de falla
clinica a HePC de 3 al 7%, 10 aflos después de su introduccion en la India
[85,114]. La creciente importancia de la "urbanizacion” y domésticacion de la
transmision de LC en Colombia, asi como la documentacion de resistencia

primaria a Sb(V) entre casos de falla terapéutica y la persistencia de infecciéon
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después de tratamiento [115] apuntan a la factibilidad de transmisién

antropondtica de la LC en algunas circunstancias.

Desafortunadamente, no hay herramientas eficientes para el monitoreo de la
susceptibilidad a medicamentos en las poblaciones de parasitos circulantes. La
evaluacion de la susceptibilidad en amastigotes intracelulares es un proceso
ineficiente en el que diversas variables (tipo de célula hospedera, dosis infectiva,
forma de lectura de la infeccién y medios de cultivo) influyen en el resultado. El
método convencional para determinar la susceptibilidad de cepas clinicas con
base en el ECsy consiste en el andlisis de curvas de dosis respuesta de la
viabilidad del parasito, determinada microscopicamente, frente a diferentes
concentraciones del farmaco, lo que implica un proceso largo y dispendioso que
requiere de experticia para su desarrollo. Estas condiciones hacen que el
monitoreo de la susceptibilidad para Leishmania este fuera del alcance de
programas de prevencion y control. Adicionalmente, dependiendo de los intervalos
de concentraciones del farmaco evaluados y la susceptibilidad de la cepa,
frecuentemente no se obtienen resultados que permiten generar las curvas
requeridas para los analisis que estiman el ECso. Esto conlleva a re-procesos
haciendo ajustes en las concentraciones del medicamento y reduciendo todavia

mas la factibilidad del método para propositos de vigilancia.

Por otro lado, los datos de susceptibilidad obtenidos en distintos laboratorios no
son comparables o extrapolables debido a la variabilidad de las condiciones
utilizadas (Tabla 2). En algunos estudios la susceptibilidad del parasito es
evaluada en términos del porcentaje de células infectadas y en otros casos con
base en el recuento de amastigotes intracelulares, lo que podria dar lugar a
diferentes interpretaciones de la potencia del farmaco o susceptibilidad de los
pardsitos evaluados. Por tanto, se requiere de la optimizacion de las condiciones y
la estandarizacion de una metodologia y modelo eficiente para la evaluacién de

cepas clinicas y monitoreo de la susceptibilidad a los medicamentos en uso.
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La disponibilidad de marcadores de resistencia a los anti-leishmaniales facilitaria
la vigilancia de la susceptibilidad de las cepas a nivel poblacional. Sin embargo,
hasta el momento no existen marcadores moleculares de resistencia para los
medicamentos en uso, quedando como unico método fiable para la vigilancia de la
resistencia el modelo in vitro de susceptibilidad de amastigotes intracelulares. El
desarrollo de marcadores y herramientas aplicables para su uso en el campo es

una prioridad.

Ademas de la susceptibilidad del parasito, otro factor importante en la eficacia
terapéutica de los anti-leishmaniales es la respuesta del hospedero. Dado que la
patogénesis de la leishmaniasis es mediada por la respuesta inmune e
inflamatoria, el control de la infeccion y la eficacia del tratamiento estan
intimamente ligados a la respuesta del hospedero. En consecuencia los farmacos
solos, son con frecuencia insuficientes para la resolucion clinica de la enfermedad,
incluso en individuos inmunocompetentes y ademas no eliminan la infeccion. A
nivel experimental usando modelos murinos, un amplio rango de intervenciones de
la respuesta inmune invierten la susceptibilidad y resistencia al tratamiento
[116,117]. Debido a que el parasito y los anti-leishmaniales pueden ellos mismos
modular factores del hospedero como el transporte de farmacos, el metabolismo y
la respuesta inmune, la evaluacion integrada de la respuesta del parasito y del
hospedero permiten entender mejor la respuesta al tratamiento. La determinacién
de la supervivencia del parasito en presencia de células de la respuesta inmune
ofrece una herramienta valiosa para determinar el efecto de los anti-leishmaniales,
nuevas formulaciones y su combinacion con inmunomoduladores considerando
factores del hospedero que influyen en la susceptibilidad del parasito al

medicamento y en la respuesta al tratamiento.
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Objetivos de Investigacion

Objetivo General

Motivado por la frecuencia de fallas al tratamiento, el objetivo general de este
estudio fue definir la susceptibilidad de las especies de Leishmania del subgénero
Viannia que causan la LC en Colombia a los medicamentos de mayor uso, e

identificar factores influyentes en la susceptibilidad a estos medicamentos.

Objetivos especificos:

1. Establecer una metodologia eficiente para determinar la susceptibilidad de

cepas clinicas de Leishmania a farmacos anti-leishmaniales.
2. Conocer la susceptibilidad y evidencia para la emergencia de resistencia a
los medicamentos en uso entre las sub-poblaciones de Leishmania que

causan la LC en el pais.

3. Determinar integradamente la respuesta parasito-hospedero a farmacos,

inmunomoduladores y nuevas formulaciones.
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Capitulo I. Estandarizacion del uso de una concentracion del farmaco como
meétodo eficiente para determinar la susceptibilidad de cepas clinicas de

Leishmania a antimoniato de meglumina y miltefosina

Introduccién

El conocimiento sobre la susceptibilidad de cepas clinicas de Leishmania spp. a
los farmacos en uso ha sido limitado por la ausencia de un método eficiente
(menor: tiempo de proceso, niumero de condiciones, re-procesos y costo) para su
evaluacion. Los amastigotes intracelulares son el modelo de eleccion para los
ensayos de susceptibilidad por ser el blanco del tratamiento en el humano. Son
significativamente mas sensibles a los antimoniales que los promastigotes
[118,119], incluso a la concentracion plasmatica en humanos. Sin embargo, la
evaluacion de la susceptibilidad de cepas clinicas en amastigotes intracelulares
usando el ensayo convencional de dosis respuesta, es un proceso lento, laborioso
e influenciado por numerosas variables. Comunmente estos ensayos son
realizados usando diferentes lineas celulares de macréfagos provenientes de
ratbn o de humanos [106,107], bajo diversas condiciones de infeccién y con
diferentes intervalos de concentracion y periodos de exposicion a los farmacos.
Todas estas variables influyen en los resultados y la determinacion de

susceptibilidad, afectando su consistencia y generalizacion.

Convencionalmente, se determina de la concentracion efectiva del farmaco que
disminuye un 50% de la carga parasitaria (ECsp) con base en los ensayos de dosis
respuesta. No obstante, debido a la heterogeneidad en la susceptibilidad de las
cepas clinicas, aun cepas con bajos valores de ECsg tienen con frecuencia sub-
poblaciones que son resistentes [30], lo cual no es apreciado cuando se
interpretan estos resultados. Adicionalmente, el ECsy es determinado mediante un
analisis de regresion lineal que requiere una curva de dosis respuesta de al menos
5 concentraciones. Cepas con susceptibilidad hacia el extremo de sensibilidad o

resistencia requieren rangos ampliados de las concentraciones del farmaco para
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obtener curvas que permitan hacer los andlisis. Esto implica la repeticion del
ensayo acorde con la evaluacion inicial y/o la inclusibn de numerosas
concentraciones del medicamento de tal forma que cubran el potencial espectro
de susceptibilidad de las cepas clinicas con intervalos que permitan un analisis de
regresion confiable. La evaluacion de tan amplio rango de concentraciones limita
la factibilidad de determinar la susceptibilidad en cepas clinicas, especialmente a

una escala que permita evaluar el comportamiento poblacional.

Los parasitos transfectados con genes reporteros como el gen de la luciferasa han
mostrado ser utiles en la evaluacion de farmacos porque tienen una alta
sensibilidad en la deteccion de parasitos viables [120,121]. Sin embargo, el
proceso de seleccion y mantenimiento de poblaciones transfectadas puede alterar
la composicion original de las cepas clinicas y consecuentemente el fenotipo de
susceptibilidad. Por tanto, lineas de parasitos transfectados son usualmente Utiles
en la tamizacion de compuestos para la busqueda de nuevos farmacos y no para

la evaluacion de susceptibilidad en cepas clinicas.

Este estudio tuvo el propdsito de establecer una estrategia eficiente y confiable
para determinar la susceptibilidad a medicamentos de cepas clinicas
de Leishmania empezando con los farmacos de mayor uso en Colombia. Para
este fin se defini6 una concentracion de Sb(V) y HePC que permitiera determinar
la susceptibilidad y discriminar cepas clinicas sensibles y tolerantes a estos

medicamentos.

Materiales y Métodos
Disefio de estudio
Se realizé un estudio experimental analitico para el desarrollo de una metodologia
gue permitiera la evaluacion de la susceptibilidad a una mayor escala de numero
de cepas clinicas de Leishmania a Sb(V) y HePC usando el EC5so como estandar
de referencia. Con este propdsito y con base en el raciocinio de que la reduccion

proporcional de la infeccién en la presencia de una concentracibn moderada del
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farmaco permite discernir la susceptibilidad relativa, se seleccion6 una
concentracion de Sb(V) y HePC para ser utilizada como concentracion
discriminatoria de la susceptibilidad. La concentracion discriminatoria para Sb(V)
fue 32 ug Sb(V)/mL y se baso6 en la maxima concentracion del farmaco alcanzada
en plasma (Cnax) [122]. En el caso de HePC la concentracion discriminatoria fue
16 uM y se selecciond por ser la menor concentracion del farmaco, no toxica para
los macrofagos, que permitio distinguir la susceptibilidad entre las lineas control de
L. panamensis “sensible” y “resistente”, desarrollada experimentalmente durante
este estudio. Los resultados de susceptibilidad obtenidos con el método de la
concentracion  discriminatoria fueron evaluados y comparados con la
susceptibilidad determinada como ECsy en 28 cepas clinicas para Sb(V) y 20

cepas clinicas para HePC.

Durante el establecimiento del meétodo se examin6é la influencia en la
susceptibilidad de la dosis infectiva, temperatura de incubacion durante la
infeccion y la lectura microscépica con base en el porcentaje de infeccidn versus
la carga parasitaria. Esta ultima variable fue evaluada en 130 cepas clinicas y en
las lineas control, tomando como referencia la concordancia con la lectura por

luminometria.

Cepas clinicas y lineas control sensible y resistente de Leishmania
Un total de 130 cepas de Leishmania aisladas del mismo nimero de pacientes
fueron obtenidas del Biobanco de CIDEIM para este estudio. El uso de este
material fue aprobado por el Comité de Etica Humana Institucional y todos los
pacientes firmaron consentimiento informado sobre el uso de muestras. Como
control interno en las pruebas de susceptibilidad se incluyeron lineas de L.
panamensis sensibles a los dos farmacos [Sb(V) y HePC] y transfectadas con el
gen reportero de la luciferasa (MHOM/COL/86/1166LUC y
MHOM/COL/03/3594/LUC001[120]). Las lineas resistentes a  Sb(V)
(MHOM/COL/86/1166-1000.1) [123] y a HePC [124] fueron derivadas de la linea
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sensible MHOM/COL/86/1166LUC. La linea control resistente a HePC fue
seleccionada en forma de promastigote por exposicion a un incremento gradual de
las concentraciones del farmaco. Inicialmente fue expuesta a 20 uM de HePC y
después de al menos tres pases con la misma concentracion, se incrementé en 5

MM la concentracion del farmaco hasta alcanzar la resistencia a 60 uM de HePC.

Las lineas control fueron incluidas en cada experimento para confirmar la
capacidad discriminatoria del farmaco en cada ensayo. Las lineas resistentes a
Sb(V) y HePC fueron propagadas en forma de promastigotes en medio RPMI 1640
(SIGMA, Ref: R6504, USA) con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO, Ref:
10082, USA) y en presencia de 1000 pmoles Sb(lll))L y 60 pmoles HePCJL,
respectivamente. La expresion del gen de la luciferasa en las lineas control
sensible y resistentes se mantuvo por cultivo de los promastigotes en presencia de
80 pg/mL (linea 3594/LUC) y 120 pg/mL (1166/LUC sensible y resistentes) de
geneticina G418 (Sigma).

Farmacos
El Sb(V) fue donado por el Centro Médico Militar Walter Reed de los de los
Estados Unidos (lote No. 214975AK; BL0O918690-278-1A1W601; andlisis de
antimonio, 25% — 26.5% del peso) y la HePC fue comprada a Cayman Chemical
Co., Ann Arbor, MI. Basado en las caracteristicas de solubilidad de HePC y
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial el farmaco fue disuelto en
DMSO a una concentracién de 1.96 mM y almacenado a -20°C. El antimonio
trivalente como Sb(lll) (Potasio antimonio (lll) tartrato trihidratado) fue obtenido de

Sigma-Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO.

Infeccion de macroéfagos
Los ensayos de susceptibilidad fueron desarrollados con amastigotes
intracelulares usando el modelo de infeccion de macréfagos humanos derivados
de la linea celular promielocitica U937 (ATCC CRL-159.3) [30]. Para la
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diferenciacién a macréfagos, 1.2 x10° células/mL fueron estimuladas con 100
ng/mL de PMA (Sigma-Aldrich, Ref: 1585) y cultivadas en placas de 24 pozos con
laminillas de vidrio de 12 mm (Fisher Scientific). Las células fueron incubadas
durante 5 dias para su diferenciacion a macrofagos y adecuada adhesion a la
laminilla de vidrio en RPMI 1640 (SIGMA, Ref: R6504, USA) con 10% de SFB
(GIBCO, Ref: 10082, USA), a 37°C y 5% CO, [125]. La infeccion de los
macrofagos se realizd con promastigotes de 6 dias de cultivo en medio bifasico de
agar sangre (Senekjie [126]) y PBS para desarrollar la forma infectiva del parasito.
Los promastigotes usados correspondieron a cepas aisladas de pacientes de las
tres especies de mayor prevalencia en Colombia: L. panamensis, L. braziliensis y
L. guyanensis. Previo a la infeccion, los promastigotes fueron expuestos a

opsonizacién durante 1 h con suero AB humano inactivado por calor a 56°C.

La infeccion para todas la cepas clinicas se realiz6 a una dosis infectiva de 5:1
(parasito:macréfago) durante 2 h a 34°C y 5% CO,, después de este tiempo los
parasitos extracelulares fueron removidos por dos lavados con PBS vy las células
infectadas fueron incubadas con RPMI completo (RPMI mas 10% de SFB) durante
24 h a 34°C y 5% CO,. La concentracion de 5 parasitos por macrofago fue
definida a partir de ensayos de evaluacién de la susceptibilidad a diferentes dosis
infectivas de cepas clinicas (5:1, 10:1 y 20:1 -parasitos:macréfago). Para asegurar
tener niveles de infectividad apropiados con la dosis de 5 parasitos, se tuvo como
criterio de analisis que las cepas de Leishmania que presentaran una carga de
parasitos menor a 200 amastigotes en 100 células no se tendrian en cuenta para

los anélisis.

Concentracion discriminatoria de miltefosina
Con el fin de definir la concentracion discriminatoria de HePC se realizaron
inicialmente ensayos de toxicidad usando diferentes concentraciones del farmaco
(2, 4, 8,16 y 32 uM HePC) a diferentes tiempos (48, 72, 96 y 120 h) en cultivos de

macrofagos humanos - U937 diferenciados durante 5 dias con 100 ng/mL de PMA.
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La viabilidad de los macréfagos fue determinada por la medicion de la actividad de
la fosfatasa acida [127]. Una vez definida la concentracion mas alta no toxica de
HePC (% de viabilidad = 90%), se realizaron ensayos de dosis respuesta con 0.5,
1, 2, 4, 8, 16 y 32 uM HePC para determinar la menor concentracion del
medicamento que permitiera distinguir entre la linea control sensible y resistente.
Para este fin, macrofagos —U937 infectados durante 24 h con las lineas control
sensible y resistente a HePC fueron expuestas a las concentraciones del farmaco

por 48 h y la lectura de la infeccion se realizé por luminometria.

Efecto del suero en la toxicidad y potencia de Miltefosina
La maxima concentracion de HePC no toxica evaluada en ensayos de
susceptibilidad ha variado entre 5 y 40 uM dependiendo del tiempo de exposicion
al farmaco y de las concentraciones de suero en el cultivo [128,129]. Sin embargo,
el Chax en plasma de pacientes adultos que reciben el tratamiento estandar con
HePC para la leishmaniasis se ha reportado entre 75y 170 uM [13,130] y Gémez,
MA.], en preparacion. Teniendo en cuenta que HePC se une a proteinas presentes
en suero aproximadamente en un 97% con un 3% de unién a lipoproteinas [131],
se plante6 evaluar el efecto de variar la concentracion del SFB en el medio de
cultivo sobre la toxicidad y actividad anti-leishmanial de HePC y asi determinar si
la mayor actividad del farmaco observada in vitro se relaciona con la
concentracion de suero. La toxicidad de HePC fue evaluada a las concentraciones
de 16, 32, 64 y 128 uM de HePC en cultivos de macr6fagos humanos derivados
de la linea celular U937 con diferentes concentraciones de SFB (10%, 30%, 50% y
80%). Después de 48 h de exposicidon al farmaco, la viabilidad de los macrofagos
fue determinada mediante el método de fosfatasa acida [127]. Adicionalmente, la
actividad anti-leishmanial de la concentracion discriminatoria de HePC (16 uM) en
presencia de diferentes concentraciones de SFB fue evaluada en macrofagos —
U937 infectados con las lineas control sensible y resistente de L. panamensis. La
viabilidad de los parasitos intracelulares fue determinada a las 48 h de exposicién

al farmaco por luminometria
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Exposicién a farmacos y lectura de la susceptibilidad
Los macrofagos infectados durante 24 h fueron expuestos a 32 pg/mL de Sb(V) o
a 16 uM de HePC. Los ensayos para determinar el ECs, se desarrollaron con 2, 4,
8, 16, 32, 64, 128 ug/mL de Sb(V)/mL y 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 de uM HePC. El
medio con la concentracion discriminatoria 0 las concentraciones seriadas de
Sb(V) fue reemplazado a las 48 h por nuevo medio con farmaco e incubado por 24
h mas, de acuerdo a la metodologia previamente estandarizada [132]. En el caso
de HePC la incubacién con el farmaco fue por 48 h sin reemplazo del medio.

Como control se cultivaron macréfagos infectados sin farmaco.

Después del tiempo de exposicion a los medicamentos, el medio fue retirado, las
laminillas fueron lavadas con PBS, fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa
(Sigma-Aldrich). La infeccion de las células fue determinada para cada condicion a
través de la lectura del porcentaje de células infectadas y de la carga parasitaria
(nimero de parasitos intracelulares) en 100 células por cuadruplicado para la
concentracion discriminatoria y en triplicado para los ensayos de dosis respuesta.
El nimero de replicas por condicibn es mayor cuando se usa una sola
concentracion del farmaco dado que solo hay dos condiciones a evaluar
(concentracion discriminatoria y control sin farmaco) y esto permite optimizar en la
lectura de la infeccion. Para evaluar la infeccibn microscopicamente, se tuvo en
cuenta que los amastigotes estuvieran morfol6gicamente intactos (membrana
celular, nucleo y kinetoplasto bien definidos). La lectura de la infectividad por
microscopia fue hecha en ciego por no mas de dos personas con experiencia en la
identificacion del parasito y la lectura de la infeccion intracelular. Para la
concentracion discriminatoria la susceptibilidad fue expresada como el porcentaje
de reduccién de la carga parasitaria a la concentracion definida del farmaco
comparado con el control sin tratamiento y para los ensayos de dosis respuesta la

susceptibilidad se expreso como el valor de ECso. Los ensayos por luminometria
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fueron expresados como unidades relativas de luz (URL) usando el luminometro

Lucy 1, (Anthos-Labtec Instruments, Lagerhausstrasse, Austria).

Métodos estadisticos
Los valores de ECsy fueron determinados por el método probit en el programa
SPSS (versién 7.5 para Windows 1996; SPSS). La comparacién del nivel de
susceptibilidad entre el ECso y el porcentaje de reduccion de la infeccion fue
realizada usando el coeficiente de correlacion de Spearman. Para definir el punto
de corte que clasifica las cepas como sensibles y tolerantes se uso6 el analisis de
curvas ROC. La variable dicotoma para los andlisis de curvas ROC fue definida
clasificando cualitativamente el nivel de susceptibilidad determinado por el ECsp en
las lineas control sensible y resistente para cada farmaco. Los valores de ECsgy <
32 pg/mL de Sb(V) y < 16 uM de HePC fueron adoptados para este analisis como
un estandar de referencia para definir las cepas sensibles, mientras que valores
ECso > a 32 pug ShY/mL y ECso > a 16 uM de HePC, fueron adoptados para definir
las cepas tolerantes. Los analisis de concordancia entre el ECso usando las dos
medidas de lectura (porcentaje de células infectadas y la carga parasitaria) fueron
hechos con el coeficiente de correlacion interclase. Las pruebas U de Mann-
Whitney, Kruskal Wallis y la prueba de comparacion mudltiple de Dunn fueron
aplicadas para determinar diferencias entre dos o mas grupos. El valor P < 0.05
fue considerado significativo para todas las pruebas. Los datos fueron analizados

usando el software estadistico Prism 5 (GraphPad, Inc).

Resultados

Definicion de la concentracion sub-citotoxica de miltefosina. La toxicidad de
HePC en macrofagos humanos varié de acuerdo al tiempo y a la concentracion del
farmaco. A las 48 h de exposicién a HePC un 96% de las células fueron viables
con 32 uM de HePC (Figura 1), mientras que entre las 72 y 120 h la viabilidad con
32 pM disminuy6 en aproximadamente un 25% (de 96% a 71%). Con base en
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estos resultados la méxima concentracion a evaluar en los ensayos de dosis

respuesta fue 32 UM y el tiempo de exposicion al farmaco fue 48 h.

Toxicidad de miltefosina  Concentracion
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Figura 1.4 Cinética de la toxicidad de HePC en macréfagos humanos.

Macrofagos derivados de la linea celular U937 fueron expuestos a 2, 4, 8, 16 y 32 uM de
HePC y la viabilidad de las células fue evaluada en diferentes tiempos hasta 120 h. Los
resultados son expresados como el porcentaje de células viables comparado con las
células sin tratamiento y corresponden a la mediana y el rango de dos experimentos

independientes.

Confirmacion de la resistencia a miltefosina en amastigotes intracelulares de
la linea control. Los amastigotes intracelulares de la linea de L. panamensis
seleccionada como resistente a HePC toleraron la maxima concentracion no toxica
del medicamento bajo las condiciones estandarizadas (mediana del porcentaje de
supervivencia = a 85% en la lectura por luminometria, n = 3 ensayos
independientes). Los valores de ECs, para la linea resistente fueron
significativamente mayores comparados con su control sensible (Figura 2). La
evaluacion de la carga parasitaria por microscopia claramente distingui6 la linea
resistente seleccionada experimentalmente de la linea sensible (Figura 2B), con

una resolucion comparable a la de la carga parasitaria determinada por
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luminometria (Figura 2A). Aunque esta diferencia se conservo cuando el ECsy se
determind con base en el porcentaje de células infectadas (Figura 2C), la
concordancia del ECso determinado por la lectura de la carga parasitaria por
microscopia fue de 99.2% comparado con luminometria, mientras que la
concordancia entre el ECso con base en el porcentaje de células infectadas con el
ECso de luminometria fue de 81%.

Carga parasitaria % células infectadas
Luminometria Microscopia Microscopia
A P=0.05 B P=0.03 c P =0.03
o ] [ e
401 404 404

o — .

a 30 304 30

(]
I
%_ 204 204 20- —_—

3
g 101 104 10 ——
0 — 0 L 0
Sensible Resistente Sensible Resistente Sensible Resistente

Figura 2.5 Comparaciéon de la susceptibilidad a HePC entre las lineas control

sensible y resistente de L. panamensis.

Valores de ECs, determinados con base en la carga parasitaria por la actividad de la
luciferasa (A), la carga parasitaria mediante microscopia (B) o el porcentaje de células
infectadas por microscopia (C). La susceptibilidad fue determinada en amastigotes
intracelulares de las lineas control sensible y resistente a HePC de L. panamensis. Los
valores de ECsy son presentados como la mediana y el rango intercuartilico, con base en
tres ensayos independientes. Las diferencias entre los grupos fueron determinadas con la

prueba U de Mann Whitney.

Las concentraciones definidas para Sb(V) y HePC distinguen la
susceptibilidad de las lineas control de L. panamensis. Con base en la
comparacion de la susceptibilidad entre las lineas control sensible y resistente de
L. panamensis y la concentracibn maxima de Sb(V) en plasma durante el

tratamiento [122], se definié la concentracion discriminatoria para Sb(V) y HePC.
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La susceptibilidad de la linea resistente a HePC fue significativamente mayor que
la linea sensible a partir de la concentracion de 4 uM de HePC (Figura 3A) y la
concentracion del farmaco que distingue el fenotipo de susceptibilidad entre la
linea sensible y la resistente, con una diferencia de mas del 90% en la carga
parasitaria, fue 16 pM (URL con 16 pM: linea sensible = 323 versus linea
resistente = 16847, mediana de 3 replicas). La capacidad de la concentracion
discriminatoria para distinguir entre las lineas sensible y resistente fue
adicionalmente confirmada mediante la lectura microscopica de la carga
parasitaria para Sb(V) y HePC (Figura 3B y C). Para ambos farmacos la
susceptibilidad con base en la concentracion discriminatoria es significativamente
diferente en las en las lineas control. La mediana de la supervivencia de las lineas
sensible y resistente con 32 ug/mL de Sh(V) fue 75% y 0, respectivamente. Para
16 uM de HePC la mediana de la supervivencia de las lineas control sensible y

resistente fue 89% y 3%, respectivamente.
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Figura 3.6 Susceptibilidad de las lineas control sensible y resiste de L. panamensis
a Sb(V) y HePC.

Ensayo de dosis respuesta para definir la concentracién discriminatoria que permite
distinguir las lineas sensible y resistente a HePC (A). Confirmacion de la capacidad
discriminatoria de 32 pg/mL de Sb(V) (B) y 16 uM de HePC para diferenciar la
susceptibilidad de las lineas control sensible y resistente de cada farmaco mediante la
lectura de la carga parasitaria por microscopia. Los datos de la curva son expresados
como la mediana + el rango de las URL de tres experimentos independientes y los datos
de reduccién de carga parasitaria son expresados como la mediana y el rango
intercuartilico de 10 ensayos independientes. Las diferencias entre los grupos fueron
determinadas con la prueba U de Mann Whitney. *P < 0.05, diferencias entre la linea

sensible y la linea resistente a HePC, panel A.

36



La actividad in vitro de miltefosina esta relacionada con la proporcién de
suero en el medio de cultivo. El incremento de la concentracion de suero fetal
bovino (SFB) en los cultivos de células expuestas a HePC disminuyo la toxicidad
del farmaco (Figura 4A a D). El cultivo de células con 10% de SFB (concentracion
usada de rutina en las pruebas de susceptibilidad de Leishmania), mostré6 una
significativa mayor toxicidad de HePC a las concentraciones de 64 y 128 uM
comparado con lo observado en cultivos con 80% de SFB (Figura 4C y D). A pesar
de las diferencias en la concentracion de suero, la toxicidad del farmaco a las
concentraciones de 64 y 128 uM no muestra diferencias significativas entre 30 y
80% de SFB. La actividad anti-leishmanial de HePC sobre amastigotes
intracelulares de la linea sensible de L. panamensis disminuyd proporcionalmente
con el incremento del porcentaje del SFB en el cultivo (Figura 4E), lo que
demuestra la influencia del suero en la reduccién de la actividad antimicrobiana de
HePC. La susceptibilidad de la linea resistente no se ve significativamente
afectada por el incremento del SFB en el cultivo (Figura 4F), probablemente

debido a la diminucién del farmaco libre.
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Figura 4.7 Efecto de la concentracion del suero sobre la actividad in vitro de HePC.

Dosis respuesta de la concentracion del suero fetal bovino (SFB) sobre la toxicidad de
HePC en macrofagos —U937 expuestos a 16 uM (A), 32 uM (B), 64 uM (C) y 128 uM (D)
del farmaco. Actividad anti-leishmanial de 16 pM de HePC sobre amastigotes
intracelulares de la linea control sensible (E) y resistente a HePC (F) de L. panamensis en
presencia de diferentes concentraciones de SFB. El porcentaje de macréfagos y parasitos
viables esta representado por la mediana + el valor minimo y méaximo de 4 y 3

experimentos independientes, respectivamente.
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La susceptibilidad determinada con base en la supervivencia del parasito en
presencia de la concentracion discriminatoria se correlaciona con los
valores de ECso. La comparacion entre la susceptibilidad de cepas clinicas de
Leishmania determinada por el ensayo de dosis respuesta y la proporcion de
supervivencia frente a la concentracion discriminatoria mostr6 una alta y
significativa correlacion para los dos farmacos (Figura 5A y B). Las cepas con
valores altos de ECsy presentaron una baja proporcion de reduccion de la carga
parasitaria a la concentracion discriminatoria de cada farmaco. Por el contrario las
cepas con bajos valores de ECsyo mostraron una alta proporcion de reduccion de la
carga parasitaria. De acuerdo a los andlisis de curvas ROC, la tolerancia usando
la concentracién discriminatoria se puede predecir con un porcentaje de reduccion
de la infeccion < 41% para Sh(V) (100% de sensibilidad y 100% de especificidad,
Figura 5C) y < 50% para HePC (93% de sensibilidad y 100% de especificidad,
Figura 5D). No obstante, debido a la ausencia de datos cercanos al punto de corte
se defini6 como susceptibilidad indeterminada un rango de porcentaje de
reduccion de la infeccion entre 35% y 48% para Sb(V) y entre 44% y 56% para
HePC. Por tanto, la tolerancia se define con un porcentaje de reduccion de la
infeccién < 35% para Sb(V) y < 44% para HePC, mientras que la sensibilidad esta
dada por un % de reduccion de la infeccibn > 48% para Sb(V) y > 56% para
HePC.
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Figura 5.8 Correlacion de la susceptibilidad determinada con base en la
concentracién discriminatoria y el ECsqo de Sb(V) y HePC en cepas clinicas de
Leishmania (Viannia).

Andlisis de correlacion del porcentaje de reduccion de la infecciéon con el ECs, para Sb(V)
(A) y HePC (B); coeficiente de correlacion de Spearman. La lectura de la infeccion se
baso en la cuantificacién de la carga parasitaria por microscopia. El punto de corte para la
clasificacidon de tolerancia (linea punteada) se definié por curvas ROC y correspondi6 a
una reduccién de la infeccién < 41% para Sb(V), n = 28 (C) y < 50% para HePC, n = 20
(D).

Influencia de otras variables experimentales en la determinacion de
susceptibilidad. Dada la heterogeneidad de la carga de parasitos intracelulares
observada entre cepas clinicas de Leishmania, y teniendo en cuenta que la
infeccion expresada en términos de porcentaje de células infectadas no diferencia

entre uno o varios parasitos intracelulares, se evaluo la influencia de la lectura por
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microscopia mediante el porcentaje de células infectadas y la carga parasitaria
(recuento de parésitos intracelulares). EI ECsy, para cepas clinicas fue
significativamente mayor cuando se tuvo en cuenta el porcentaje de células
infectadas versus la carga parasitaria tanto para Sb(V) (Figura 6A) como para
HePC (Figura 6B). Por otro lado, la susceptibilidad expresada como la reduccion
de la infeccion por exposicién a la concentracion discriminatoria para Sb(V) (n =
130) y HePC (n = 125) fue significativamente mas baja para la lectura como
porcentaje de células infectadas (mediana del porcentaje de reduccion, Sb(V) =
69%; HePC = 27%) comparado con el recuento de parasitos (mediana del
porcentaje reduccion, Sb(V) = 86%; HePC = 60%) (Figura 5C y D). Estos
resultados corroboran la sobre-estimacion de la tolerancia cuando la lectura de la
infeccion se basa en el porcentaje de infeccién debido a que no se diferencia entre

células con pocos y abundantes parasitos.
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Figura 6.9 Comparacion de la susceptibilidad a Sb(V) y HePC con base en la carga
parasitaria o el porcentaje de células infectadas con cepas clinicas de Leishmania

(Viannia).

ECs, de Sb(V) n =14 (A) y HePC n = 18 (B) en cepas clinicas de Leishmania determinado
con base en la carga parasitaria y el porcentaje de células infectadas. Susceptibilidad
determinada por la supervivencia frente a la concentracion discriminatoria para Sb(V) n =
130 (C) y HePC n = 125 (D) con base en la carga parasitaria y el porcentaje de células
infectadas. Para todos los grupos los datos son expresados como la mediana y el rango

intercuartilico y las diferencias determinadas con la prueba U de Mann Whitney.
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El proceso de estandarizacion del método incluyo la evaluacion del efecto de la
dosis infectiva parasito:macréfago y de la temperatura de incubacion en la
susceptibilidad del parasito. La dosis infectiva de los parasitos y la subsecuente
carga de parasitos en los macréfagos no altero significativamente el resultado de
susceptibilidad basado en la carga parasitaria definida por microscopia. La
infeccion con 5, 10 o 20 parasitos:macrofago, usando la linea sensible de L.
panamensis transfectada con el gen de la luciferasa, demostré un incremento
proporcional de la carga de parasitos expresados como URL y evaluada en un
total de 400.000 células por pozo en tres replicas (mediana de las URL = 5869,
10497 y 30144, respectivamente). Sin embargo, los valores de ECsy de HePC
fueron similares y sustentaron el fenotipo sensible para las tres dosis infectivas
(mediana del ECso = 1.7, 4.2 y 3.3 UM, n = 3 experimentos independientes). El
andlisis de la reduccion de la infeccién a la concentracion discriminatoria de HePC
tampoco mostré diferencias en el perfil de susceptibilidad (mediana = 96, 89 y
91%; n = 3). Estos datos fueron reproducibles cuando se hizo la lectura de la
carga parasitaria por microscopia, por lo tanto, la dosis de 5 parasitos por célula
fue elegida teniendo en cuenta que la menor carga de parasitos facilita el recuento
y reconocimiento de las estructuras morfolégicas del parasito.

El andlisis del efecto de la temperatura en la susceptibilidad, mostré6 que la
incubacion de las células infectadas con L. panamensis a 37°C alterd la morfologia
de los amastigotes intracelulares, dificultando la evaluacibn microscopica. La
incubacion a 34°C no afecto la morfologia de los parasitos y permitio ver el efecto
anti-leishmanial de Sb(V). La disminucién de la carga parasitaria a 32 pg/mL de
Sb(V) fue mayor cuando los cultivos se incubaron a 37°C comparado con los
cultivos incubados a 34°C (Tabla 1). Incluso hubo una significativa disminucion de
la carga parasitaria solo por efecto de la temperatura.
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Tabla 1.3Efecto de la temperatura en la susceptibilidad a Sb(V) de cepas clinicas de

L. panamensis.

Temperatura de

. . % de reduccion
incubacién durante la

. L delacarga

s . infeccion con o a
Condiciones experimentales L panamensis parasitariapor  Valor P

P efecto de la

34°C 37°C temperatura
Carga parasitaria sin farmaco 371 83 91% P =0.016
Carga parasitaria con 32 pg/mL de Sb(V) 264 3 98% P =0.008

0 . o

% de reduccion de la carga parasitaria por 21% 91% i P =0.021

efecto del farmaco

Los datos corresponden a la mediana de datos de 5 cepas clinicas de L. panamensis
@ Prueba U de Mann-Whitney

Discusion
La evaluacion de la susceptibilidad a Sb(V) y HePC en cepas clinicas de
Leishmania fue factible con base en la supervivencia del parasito en presencia de
las concentraciones discriminatorias de estos medicamentos. La significativa
correlacion de la susceptibilidad determinada con el método convencional de dosis
respuesta (ECsp) y el porcentaje de reduccion de la infecciéon a la concentracién
discriminatoria, confirma la sensibilidad del método tanto para Sbh(V) como para
HePC. El amplio espectro de susceptibilidad observado en las cepas clinicas con
la concentracion discriminatoria para los dos farmacos (Figura 6C y D), demostré
la capacidad de resolucion del método en diferenciar poblaciones de parasitos con

diversos niveles de susceptibilidad.

La definicion del punto de corte basado en los analisis de curvas ROC provee
ademas un umbral de referencia para la emergencia de tolerancia/resistencia, bien
sea adquirida o debida a la expansion de poblaciones del parasito con tolerancia.
Las cepas clinicas clasificadas como tolerantes a Sb(V) en este estudio presentan

valores de ECsp por encima del Cnax en plasma reportado para Sb(V) (32 uM)
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[122] (Figura 5A), lo que podria ser una sefial de riesgo para la ocurrencia de falla

terapéutica.

El Chax reportado para HePC en plasma varia entre 75 pM y 170 uM [13,130]
dependiendo del esquema de tratamiento y corresponde a la suma de la
concentracion libre del farmaco y la concentracion unida a proteina. Es importante
destacar que el porcentaje de union a proteina es de aproximadamente un 97%
[131]. La concentracion sub-citotoxica de HePC observada en este (32 uM) y otros
estudios in vitro (40 y 25 uM) [128,129] comparada con el Cna en plasma
probablemente se debe a que la concentracion libre del farmaco y que ejerce el
efecto citotoxico es mayor en cultivos con 10% de suero que en plasma [133]. Esto
se corrobora en el presente estudio por la mayor toxicidad de HePC observada en
el cultivo que contiene 10% de SFB comparado con los cultivos que tienen
concentraciones mas altas de SFB, y por la mayor actividad anti-leishmanial de
HePC a medida que se disminuye la concentracion de SFB. No obstante, las
diferencias de la concentracion del farmaco unido a proteina o libre in vivo e in
vitro, la capacidad de la concentracion de 16 uM de HePC para discriminar entre
las lineas control sensible y resistente, la correlacion entre el ECs y la proporcion
de supervivencia de parasitos a esta concentracion y el amplio espectro de
susceptibilidad observado en las cepas clinicas (Figura 6D) apoya la relevancia
biolégica de los resultados de susceptibilidad y su uso en la vigilancia de la

tolerancia primaria, intrinseca o la emergencia de tolerancia a HePC.

Los resultados de este estudio demuestran que la evaluacion de la susceptibilidad
con base en el porcentaje de células infectadas es vulnerable a sobre-estimar el
ECso debido a que no permite evidenciar el efecto del farmaco en la reduccion del
namero de parasitos. Por facilitar la evaluacion microscopica, varios estudios
sobre susceptibilidad a farmacos en Leishmania se basan en el porcentaje de
células infectadas [24,25,29,134]. La divergencia de los resultados entre estudios

y la disparidad entre susceptibilidad in vitro y la respuesta al tratamiento puede ser
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atribuida en parte al uso de diferentes criterios de evaluacion del efecto
leishmanicida. El analisis metdédico de la influencia de esta variable en la
susceptibilidad soporta el uso de la carga parasitaria como estandar en la
evaluacion de susceptibilidad a medicamentos. Por otro lado, es conocido que la
infectividad varia entre cepas clinicas de Leishmania. En consecuencia asi se
establezca una dosis infectiva Unica, la intensidad de la infeccion seré variable
entre las cepas. No obstante, el rango de dosis infectivas de 5 a 20
parasitos:macrofago, no alter6 la medida de la susceptibilidad de las cepas
evaluadas aunque la carga parasitaria inicial establecida con las dosis infectivas
mayores fue mas alta. Mientras se dependa de la evaluacion microscopica de la
carga parasitaria, dosis infectivas altas dificultan la visualizacion de la morfologia y
recuento de los amastigotes. Marcadores bioquimicos o moleculares de la
viabilidad del parasito superarian este inconveniente. Actualmente nuestro grupo
trabaja en la validacion de un marcador molecular en el parasito (7SLRNA) que

permite determinar su viabilidad [135].

La temperatura de incubacion también influyo en la evaluacibn de la
susceptibilidad de cepas clinicas del subgénero Viannia. La sensibilidad de
amastigotes intracelulares a la temperatura es reconocida. Aunque no se ha
examinado sistematicamente, la evidencia muestra que especies dermatotropicas
tienen menores tasas de crecimiento a temperaturas por encima de 35°C,
mientras que las especies vicerotropicas crecen bien tanto a 37°C como a 35°C
[136,137]. En este estudio se demostr6 que la carga parasitaria fue
significativamente mas baja después de 4 dias de cultivo a 37°C comparado con
34°C tanto en ausencia como en presencia de farmaco (Tabla 1). Por lo tanto, la
evaluacion de la susceptibilidad a 34°C evita la distorsion del efecto leishmanicida
inducido por temperaturas mayores en la infeccion con cepas de Leishmania del

subgénero Viannia.
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La exactitud de los valores de ECs y la confiabilidad de su interpretacion depende
del nimero y rango de las concentraciones del farmaco evaluadas en el ensayo in
vitro dado que los intervalos de las concentraciones necesarias para ver un efecto
de dosis respuesta varian en relacién con la susceptibilidad de la poblacion de
parasitos evaluada. Por consiguiente, el uso de un rango fijo de concentraciones
del farmaco, como es generalmente empleado en los ensayos de ECsy, Nno se
adecua de manera uniforme al espectro del fenotipo de susceptibilidad encontrado
en las cepas clinicas. La evaluacion de la susceptibilidad basada en la reduccion
absoluta de la carga de parasitos a una concentracién del farmaco, definida en
relacion con la farmacocinética in vivo y el umbral de tolerancia de las lineas
sensible y resistente, obvian este importante e inapreciado origen de error al

interpretar los valores de ECsyo.

La menor complejidad y costo de la evaluacion de supervivencia en presencia de
concentraciones discriminatorias de Sb(V) y HePC hace mas eficiente y facilita el
monitoreo de la susceptibilidad a estos farmacos. Esta estrategia es aplicable a
cualquier especie y cepa de Leishmania y puede ser estandarizada para otros
farmacos, como sucede con la evaluacién de susceptibilidad a través del ECs. Sin
embargo, la dependencia de la lectura microscoépica sigue siendo una limitacién.
Para este fin se requiere del desarrollo de métodos de alto rendimiento para la
determinacién de parasitos viables. Métodos basados en la deteccién del ARN
combinados con el uso del método desarrollado en este estudio permitirian
monitorear la susceptibilidad a medicamentos en uso de forma rutinaria para

contribuir a definir politicas de tratamiento [135].

En resumen la evaluacion de la susceptibilidad usando una Unica concentracion
del farmaco bajo condiciones estandarizadas provee una eficiente y confiable
estrategia para el monitoreo de emergencia de tolerancia o resistencia en cepas

clinicas de Leishmania.
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Capitulo Il. Susceptibilidad y emergencia de resistencia a antimoniato de
meglumina y miltefosina en las poblaciones de Leishmania spp. que causan

la leishmaniasis cutanea en Colombia

Introduccion
En la LC y visceral se ha evidenciado una creciente falla al tratamiento y
emergencia de parasitos resistentes a los antimoniales [28,30,138].
Recientemente también se report6 emergencia de resistencia a HePC en el
tratamiento de la LV [31] Aunque el rol de la susceptibilidad del parasito en la falla
al tratamiento es complejo de establecer debido a que la respuesta clinica es
multifactorial, el analisis de cepas aisladas antes y en el momento de falla
terapéutica demuestra que la perdida de susceptibilidad puede contribuir en la falla
al tratamiento. En el caso de la HePC se desconoce si el tratamiento induce
perdida de susceptibilidad en cepas de Leishmania del subgénero Viannia y su

influencia en la falla al tratamiento de la LC.

La respuesta clinica a los antimoniales y HePC reportada en diferentes paises
indica una alta variacion en la eficacia de estos farmacos
[10,15,17,18,23,112,139]. En Colombia, donde L. panamensis es la especie
predominantemente aislada de pacientes de la poblacion civil [4,5,32], uno de los
primeros ensayos clinicos con HePC mostré que un 91% de los individuos
respondieron al tratamiento, mientras que en Guatemala, donde las especies
predominantes son L. mexicana y L. braziliensis, solo un 53% de los pacientes
respondieron al tratamiento [10]. No obstante, la LC causada por L. braziliensis en
Guatemala tuvo una alta tasa (96%) de respuesta a estibogluconato de sodio
[112]. Para L. guyanensis en Brasil se encontré una pobre respuesta al tratamiento
con Sb(V) (26%) [15], pero esta especie tuvo una respuesta estimada del 92% al
mismo tratamiento en Per( [23]. Aunque algunos de estos reportes no son

basados en ensayos clinicos controlados, reflejan la variacion de la respuesta al
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tratamiento con relacion a la region geogréfica, especie y poblaciones de parasitos

circulantes en la zona endémica.

Existe evidencia de diferencias en la susceptibilidad in vitro a Sb(V) y HePC inter
especies de Leishmania; sin embargo, estos estudios se realizaron con maximo 24
cepas de L. donovani, 10 cepas de L. braziliensis, 2 cepas de L. guyanensis y 4
cepas de L. lainsoni [24,25,26]. La susceptibilidad in vitro a HePC de cepas de L.
braziliensis parece ser menor que la susceptibilidad en cepas de L. donovani. Esta
diferencia ha sido atribuida a la baja expresion en la membrana plasmatica de L.
braziliensis del complejo de transportadores de HePC, LbMT/LbRos3 [96].
Notablemente cambios en un solo nucleétido de la proteina transportadora LdAMT
pueden conferir resistencia [95]. La expresion de este transportador en otras
especies y poblaciones de Leishmania, y la participacion de este y otros
transportadores en la respuesta al tratamiento eran desconocidas cuando se inicid

este estudio.

Las limitaciones técnicas para la evaluacion de la susceptibilidad in vitro en
parasitos intracelulares en relacién al tiempo de proceso, niumero de condiciones,
re-procesos y costo han restringido el estudio en un namero representativo de
cepas impidiendo el entendimiento de la susceptibilidad en el contexto de la
prevencion y el control. El desarrollo de una metodologia basada en la proporcién
de supervivencia del parasito en presencia de una concentracidbn Unica Yy
farmacol6gicamente relevante de Sb(V) y HePC, que discrimina ente lineas
sensibles y resistentes derivadas experimentalmente, permitié desarrollar el
presente estudio para evaluar a mayor escala de numero de cepas la
susceptibilidad a los farmacos de uso en Colombia y los potenciales factores

influyentes.
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Materiales y Métodos
Disefio del estudio
Se realiz6 un estudio experimental descriptivo para: i) determinar la susceptibilidad
in vitro a Sb(V) y HePC en las especies de Leishmania mas prevalentes en
regiones de alta transmision en Colombia, ii) evaluar cambios en la susceptibilidad
a Sb(V) en poblaciones de L. panamensis aisladas entre 1980-1989 y 2000-2009,
procedentes de dos focos endémicos en Narifio (Rio Mira y Rio Rosario) y iii)
evaluar si la perdida de susceptibilidad a HePC contribuye a la falla terapéutica
(Figura 1). La susceptibilidad de las especies de Leishmania mas prevalentes en
Colombia fue evaluada en cepas clinicas de L. panamensis, L. braziliensis y L.
guyanensis aisladas al momento del diagnostico de pacientes que adquirieron la
infeccion en diferentes focos de transmision en las regiones naturales del Pacifico,
Andes, Orinoquia y Amazonas. Debido a que el Sb(V) es el tratamiento estandar
en Colombia desde 1980, se evalud si la susceptibilidad a Sb(V) en cepas de L.
panamensis, la especie mas prevalente entre la poblacion civil, cambio en un
periodo de 10 afios entre 1980-1989 y 2000-2009 en dos focos de transmision en
el municipio de Tumaco. La asociacion entre el fenotipo isoenzimético de L.
panamensis y la susceptibilidad fue estudiada a nivel de genotipo en una muestra

de parésitos usando la tipificacion multilocus de microsatélites (MMLT).

Estudios realizados por el CIDEIM en Tumaco desde la década de los 80 han
contribuido a la coleccion y caracterizacion fenotipica de cepas clinicas con base
en el perfil de polimorfismos isoenziméaticos (zimodemas) [32]. Este valioso
recurso junto con la informacion de variables demograficas y epidemiolégicas
(focos de transmision, edad, sexo, y ocupacion) de los pacientes de quienes se
aislaron las cepas, fueron aprovechadas para investigar y entender su relacion

con la susceptibilidad.

Con el fin evaluar si la susceptibilidad a HePC contribuye en la falla al tratamiento,

se evaluaron seis pares de cepas de Leishmania spp. obtenidas antes de
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tratamiento y en el momento de falla terapéutica de 6 pacientes con LC aguda que
recibieron tratamiento con HePC. Se analizd la expresion génica de moléculas
potencialmente involucradas en el transporte de HePC. La informacion
demografica y clinica de los pacientes fue examinada estadisticamente en
conjunto con los resultados de susceptibilidad de las cepas para identificar
potenciales factores de hospedero que pudieran influenciar la respuesta al

tratamiento.

n =402 cepas
L. (Viannia)
] i \
Provenientes de Provenientes de dos Aisladas de pacientes
4 regiones focos endémicos de antes de tratamiento y
geogréficas de Narifio en dos periodos en fallaterapéuticaa
Colombia de tiempo miltefosina
] \] \]
n =245 cepas n =170 cepas n=6 pares de cepas
L.p,LbyLg. L.p. LpyL.b.
\A \A \A

Variables estudiadas
Susceptibilidad a Sb(V)y
HePC y su relacion con:

»Especie de Leishmania

»Region de geogréfica:
Pacifico
Andes
Amazonas
Orinoquia

»Zimodemas (n =9, L.p)

» Microsatélites:
Amazonas(n=9, L.g.)
Andes(n=8, L.g.)
Pacifico (n= 12, L.p.)

Variables estudiadas
Susceptibilidad a Sb(V)y su
relacién con:
»Espacio de tiempo:
1980 - 1989 (n = 85)
2000 - 2009 (n = 85)

»Focos endémicos en Narifio:

Rio Rosario
Rio Mira
»Zimodemas
Rio Rosario
Rio Mira
> Microsatélites

Variables estudiadas
Susceptibilidad aHePCy su
relacion con:

» Aisalmieno pre-tratamiento o

en fallaterapéutica
»Expresion génicade
transportadores Focos
endémicos

»Datos clinicosy
demogréficos de los pacientes

Figura 1.10Estrategia experimental y tamafio de muestra para la evaluaciéon de la
susceptibilidad y emergencia de resistencia en cepas de las especies de

Leishmania prevalentes en Colombia.

El diagrama de flujo muestra el tamafio de muestra de las cepas de Leishmania spp.
evaluadas de acuerdo a las variables estudiadas. La susceptibilidad fue evaluada en
amastigotes intracelulares usando la concentracion discriminatoria para Sb(V) y HePC. En
las cepas aisladas antes de tratamiento y en falla terapéutica a HePC adicionalmente se
determiné el ECs, de HePC. L. p. = L. panamensis, L .b. = L. braziliensis y L. g. = L.

guyanensis.
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Cepas clinicas de Leishmania

Las cepas de Leishmania se aislaron en el momento del diagndstico de pacientes
con LC por personal clinico de dos de los Centros de Referencia de Leishmaniasis
en Colombia y criopreservadas en los bancos de cepas de estas instituciones:
Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas, CIDEIM, Cali, y
el Centro Dermatologico Federico Lleras Acosta, CDFLLA, Bogota, Colombia. Las
cepas aisladas pre-tratamiento y en el momento de la falla terapéutica a HePC se
obtuvieron de 6 pacientes que recibieron atencibn médica en CIDEIM sede
Tumaco o Cali. La susceptibilidad in vitro de los parasitos se evalué con maximo 4
pases después de su aislamiento. La identificacion de especie se realizd a través
de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales especificos de
especie o por electroforesis de isoenzimas (6-fosfogluconato deshidrogenasa, E.C.
1.1.1.44; glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, E.C. 1.1.1.49; fosfoglucomutasa, E.C.
2.7.5.1; manosa fosfato isomerasa, E.C. 5.3.1.8; glucosa fosfato isomerasa, E.C.
5.3.1.9; superoxido dismutasa, E.C. 1.15.1.1; Inosine nucleosidasa, E.C. 3.2.2.2)
[5,32].

El nimero de cepas evaluadas de L. panamensis corresponde a una muestra
representativa de las regiones del Pacifico y los Andes donde es prevalente esta
especie (tamafio de muestra entre 35 y 58 cepas por region para Sb(V) y HePC,
IC95% 0.71-0.97). Para el calculo del tamafio de muestra se asumié una
sensibilidad in vitro esperada de L. panamensis a Sb(V) de 84% de acuerdo al
reporte de eficacia en pacientes [16]. Para L. braziliensis y L. guyanensis el
tamafio de muestra por region geografica fue por conveniencia, en el caso de las
cepas provenientes de las regiones de Amazonas y Orinoquia se trabajo con el
total de cepas disponibles en los Centros de Referencia. En total 245 cepas se
evaluaron, de las cuales 41 eran solo para Sb(V) y otras 41 solo para HePC. El
resto (n=163) se evaluaron para los dos farmacos. El nimero de cepas evaluadas

por especie para cada farmaco se resume en la Tabla 1.

52


http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+1.15.1.1

Con el propésito de caracterizar cambios en el perfil de susceptibilidad para el
Sb(V) en un &rea de alta transmisién en Colombia y con un uso prolongado de
antimoniato de meglumina, se evaluaron cepas aisladas en dos periodos: entre
1980 y 1989, al inicio del programa nacional para el control de leishmaniasis, y
cepas aisladas en la década reciente, entre 2000 y 2009. Se estim6 un tamafio de
muestra para la diferencia de promedio de dos grupos con un nivel de confianza
del 95%, un poder estadistico del 80% y una razon entre los grupos de 1. Se
asumioé un ECsy promedio de 52,29 pg/ml de Sb(V) con una desviacion estandar
de 64,33 pg/ml de Sh(V) para las cepas aisladas entre 1980 y 1989 de acuerdo a
datos obtenidos en previos estudios de la misma época y region [132]. Teniendo
en cuenta la desviacion estandar obtenida en los ECso de las cepas de la década
de los 80, se plante6 una hipétesis nula de ECso = 80 pg/ml para las cepas
aisladas entre 2000 y 2009, asumiendo que la varianza de los grupos son
homogéneas. Se obtuvo un tamafio de muestra de 85 cepas para cada periodo
(170 en total). Las cepas se evaluaron con base en la supervivencia frente a la
concentracion discriminatoria teniendo en cuenta su correlacion con los valores de
ECso.

Tabla 1.4NUmero de cepas clinicas evaluadas de las especies de Leishmania del

subgénero Viannia provenientes de diferentes regiones geogréaficas de Colombia.

NUumero de cepas evaluadas por especie (%) Total de cepas
] - ] evaluadas por
L. panamensis L. braziliensis L. guyanensis farmaco
Sh(V) 117 (57) 58 (28) 29 (15) 204
HePC 107 (52) 63 (31) 34 (17) 204

Nota: Se evaluaron un total de 245 cepas: 163 cepas para los dos farmacos, 41 cepas sélo
para Sb(V) y 41 cepas sé6lo para HePC.
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Caracteristicas de los pacientes con falla terapéutica a miltefosina
Se determind la susceptibilidad en cepas de Leishmania aisladas antes de
tratamiento y en el momento de falla terapéutica de 6 pacientes con LC (Tabla 2)
para evaluar la influencia de la perdida de susceptibilidad en la falla terapéutica
con HePC. Cuatro de los pacientes presentaron entre 1 y 6 lesiones cutaneas
activas de 1 a 4 meses de evolucion. Un paciente presenté LM y LC diseminada
de un mes de evolucion y otro presentd LM activa de 96 meses de evolucion con
cicatrices de lesiones cutaneas compatibles con leishmaniasis que ocurrieron 25
afos antes de la consulta. El diagndstico y tratamiento fue realizado por personal
de salud de CIDEIM. Todos los pacientes completaron tratamiento con HePC con

esquemas de 1.4-2.5 mg/kg/dia durante 28 dias.

Dos de los pacientes eran nifios que recibieron el tratamiento supervisado dentro
de un ensayo clinico controlado realizado entre el 2007 y 2009 [12]. Se evaluaron
clinicamente durante y al final del tratamiento, y a las 13 y 26 semanas después
de iniciarlo. La falla al tratamiento en estos nifios fue diagnosticada por la ausencia
de cicatrizacion de las lesiones a la semana 13 de acuerdo con el protocolo de
estudio. Los cuatro pacientes adultos, con edades entre 55y 72 afios, presentaron
condiciones clinicas concomitantes (Tabla 2) y recibieron el tratamiento
ambulatoriamente. Dos de los adultos habian fallado previamente al tratamiento
con antimoniato de meglumina. La falla al tratamiento en los pacientes adultos
ocurrid a la semana 26 de iniciar el tratamiento o antes. En uno de los casos la
lesion inicial empeord y nuevas lesiones aparecieron al final del tratamiento (seis
en total). En otro caso no hubo curacion a la semana 26 y los otros dos

experimentaron reactivacion de lesiones cutdneas o mucosa.

El presente estudio fue aprobado y monitoreado por los Comités Institucionales de
Etica Humana de CIDEIM y del CDFLLA para el uso de cepas clinicas e
informacion relacionada con los pacientes de acuerdo a las guias nacionales e

internacionales de Buenas Practicas Clinicas. En el momento del diagnostico los
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pacientes con edad = a 18 anos aprobaron mediante la firma de un consentimiento
informado el uso de la informacion clinica. En el caso de los nifios previamente
incluidos en el ensayo clinico se obtuvo su asentimiento y el consentimiento fue

firmado por uno de los padres.
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Tabla 2.5Caracteristicas clinicas y susceptibilidad de las cepas de Leishmania aisladas antes de tratamiento y en el

momento de falla terapéutica con miltefosina.

% de reduccion de la

Duracién . ECso* . -
Pacient Edad Condici Tino d No. d de | Tratamientos infeccion con 16 pmoles
aclente  gexo -9 onaiciones 'po de o.de  defas previos Especie umoles HePC /L + SD HePC /L (%) + DS*
No. (afios)  concurrentes lesiones lesiones lesiones )
(meses) (No. ciclos) Antes de En falla Antes de En falla
tratamiento terapéutica tratamiento terapéutica
1 M 8 Ninguna Cutanea 5 1 Ninguno L. V. panamensis 21+0.7 29+22 88.0+2.0 88.0+5.0
2 F 10 Ninguna Cutanea 3 1 Ninguno L. V. panamensis  10.0 £ 3.7 >32.0 67.0+£6.0 31.0+3.0
Hipertension
3 M 55 arterial no Mucocutéanea  ~50 1 Ninguno L. V. panamensis  15.9+3.2 ND t 48.0+5.0 60.0 £ 10
controlada
Adenocarcinoma Antimoniato de
4 F 64 de seno Cutanea 1 4 Meglumina L. V. braziliensis 105+4.1 87+25 65.0+8.0 62.0+9.0
(2 incompletos)
Insuficiencia
cardiaca
5 M 64 Hipertension Cuténea 6 2 Ninguno L. V. braziliensis  20.3+2.5 >32.0 39.0+8.0 0£2
arterial no
controlada
i Glucantime®
6 M 72 Inmunosupresion o cq 2 % L.V.braziiensis  10.7+30 120+52 540+10 450%50
farmacolégica (1 completo)

*Los ensayos de susceptibilidad fueron realizados en amastigotes intracelulares. Los datos representan al menos dos replicas experimentales.

1 El valor de EC5q no fue determinado por que los inervalos de confianza fueron amplios (ND). Los datos de la curva de dosis respuesta en 2 de 3 ensayos independientes no

permitieron calcular el intervalo de confianza.
Abreviiaciones: ECs, : 50% de la concentracion efectiva. HePC (hexadecilfosfocolina), miltefosina. DS: Desviacién Estandar
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Evaluacion de la susceptibilidad in vitro en amastigotes intracelulares

La susceptibilidad en todas las cepas fue determinada con base en la reduccion
intracelular de la carga parasitaria usando las concentraciones discriminatorias de
32 pg/mL de Sb(V) y 16 uM de HePC como se describié en el capitulo 1 (paginas
35 a 37) [124]. La dosis infectiva parasito:macréfago usada fue de 5:1. La
susceptibilidad se expres6 como el porcentaje de reduccion de la carga parasitaria
respecto al control sin farmaco. La clasificacion cualitativa de sensibilidad o
tolerancia fue definida respectivamente por la reduccion de la carga parasitaria por
encima o por debajo del rango definido como indeterminado para cada farmaco
[Sb(V): sensibilidad por encima de 48% vy tolerancia por debajo de 35%, para
HePC: sensibilidad por encima de 56% Yy tolerancia por debajo de 44%]. (Figura
2). La metodologia de la evaluacion de susceptibilidad de amastigotes
intracelulares y el fundamento de la clasificacion de sensibilidad y tolerancia
corresponden a la descripciébn de métodos del capitulo 1 (paginas 27 a 33), al
igual que la descripcion de las lineas control incluidas en todos los ensayos y la
informacion de los farmacos. Adicionalmente, se hicieron ensayos de dosis
respuesta con HePC (rango de HePC: 0.5, 1. 2, 4, 8, 16 y 32 uM) para determinar
el ECso en las cepas aisladas antes de tratamiento y en el momento de falla
terapéutica a HePC.

Genotipificacion de cepas de Leishmania usando la
tipificacion multilocus de microsatélites
Con el fin de examinar la relacion entre el genotipo y la susceptibilidad de las
cepas de Leishmania, se analizé6 mediante tipificacion multilocus de microsatélites
(Multilocus Microsatellite Typing - MLMT) la diversidad de las cepas de L.
panamensis de la regidén del Pacifico pertenecientes a los zimodemas 2.2 (n = 10)
y 2.3 (n = 10). También se incluyeron cepas de L. panamensis gque no tenian
clasificacion del zimodema procedentes de la misma region del Pacifico (12
cepas), y cepas de L. guyanensis de la region del Amazonas (n = 9) y de los

Andes (n = 8). Las cepas de L. guyanensis fueron incluidas para explorar la
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diversidad genética y la relacion entre las poblaciones involucradas en la epidemia
de transmision doméstica en la region de los Andes (Chaparral- Tolima) [140,141]
y las cepas procedentes del Amazonas donde prevalece esta especie en

pacientes expuestos por ocupacion a la transmision selvatica.

Las muestras de ADN fueron extraidas de los promastigotes en fase logaritmica
empleando un kit de extraccion (DNeasy Blood & Tissue Kit - Qiagen, USA). Un
total de 14 microsatélites distribuidos en 13 de los cromosomas de Leishmania se
amplificaron por PCR como se ha descrito previamente [142]. El tamafio de los
microsatélites se determiné por la movilidad del producto de PCR en geles de
agarosa al 4.5%. La distancia genética se estimé usando los programas MSA 4.05
y Populations 1.2.32 y en la construccion del dendograma de las poblaciones

estudiadas se uso el método Neighbor Joining en MEGA-5.

Evaluacion de la expresion génica de transportadores tipo ABCy
LbMT por gqRT-PCR
Para explorar la relacion entre la susceptibilidad a HePC y la expresién de
transportadores potencialmente involucrados en el transporte de HePC en el
pardsito, se evaluo el perfil de expresion génica del transportador de HePC LbMT,
de los transportadores asociados a multiresistencia a farmacos como ABCC2 y
ABCC3, y de los transportadores de lipidos como ABCA2, ABCA3, ABCG4 y
ABCGS6. El andlisis se hizo con base en la homologia bioquimica de HePC con la
molécula de fosfatidilcolina y la evidencia de que ABCG4 [98] y ABCG6 [99] estan

involucrados en la resistencia a HePC desarrollada experimentalmente.

La expresion de los genes abca2 (LbrM. 11.1020), abca3 (LbrM. 11.1000), abcc2
(LbrM. 23.0230), abcc3 (LbrM.23.0280), abcg4 (LbrM. 15.0930) abcg6 (LbrM.
35.3110) y LbMT (XM_001563228) se evaludé por qRT-PCR. El ARN total se
extrajo de promastigotes en fase logaritmica empleando TRIzol (Invitrogen, USA),
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seguido por la transcripcion reversa a ADNc con un kit de alta capacidad (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA). Los cebadores pareados fueron:

abca2
ABCA2-F 5ACCCTGGCGCGTGAGCTTTC3
ABCA2-R 5"AGCGCCTCCACCTCCTCCAG3
abca3

ABCA3-F 5GCGAAGTG GGCGAGGTGCTT3

ABCA3-R 5"GTCTGTGACGTGCAGCCGCT3
abcc2

ABCC2-F 5"CGAACGAGTAGCGTTGTGAA3
ABCC2-R 5" CGAGAAACTCGACACGAACA3Z
abcc3

ABCC3-F 5"CAGAGCGCACTGGTACCACY’

ABCC3-R 5"GCAGCTCTGG GTCAGGCTGG3

abcg4

ABCG4-F 5"CTCATCACGAACCCCTTTGTS’
ABCG4-R 5"CCAGTAGCAGCAGATCGTCAZ
abcg6

ABCG6-F 5" ACGACGCTGCTCGATA TCTT3’
ABCG6-R 5"CTAGTTCCTCGGTCGAGACG3’
LbMT

LbMT-F 5°"GGTG ACGTCAGTTGTGCCGC3’
LbMT-R 5" GACGACATCGGCACGCACCT3
B-tubulin (LbrM.21.2150)

BTUB-F 5 CGTGCAGAACAAGAACTCCAZ
BTUB-R-F 5’CTCGGTG AACTCCATCTCGT3

La gRT-PCR se llevo a cabo con SYBR

Green PCR Master Mix (Applied-

Biosystems) y el sistema de deteccion para PCR en tiempo real Bio-Rad
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CFX96™. La expresion génica se cuantific6 con base en curvas estandar para

cada gen y normalizada con la expresion del gen B-tubulina.

Métodos estadisticos
Las cepas de L. panamensis de las regiones del Pacifico y Andes se
seleccionaron usando una técnica de aleatorizacion simple. Teniendo en cuenta la
distribucion de los datos se usaron las pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis (K-W) acompafada con la prueba de Dunn para comparaciones entre dos o
multiples grupos respectivamente. La asociacion entre la susceptibilidad vy
variables como el zimodema, la edad y ocupacion se determin6 usando tablas de
contingencia (Chi cuadrado). La comparacion de las proporciones (expresadas
como porcentajes) se hizo aplicando la prueba Z. El &rea bajo la curva se uso
para determinar diferencias en la susceptibilidad a HePC en las cepas clinicas
aisladas antes y en el momento de falla terapéutica. Los andlisis de correlacion se
realizaron con el coeficiente de correlacion de Spearman. Los valores de ECsy se
determinaron usando el programa Probit de SPSS (version 20). La expresion del
gen LbMT de las cepas aisladas antes de tratamiento y en falla terapéutica fue
analizado con la prueba Wilcoxon signed-rank o pruebas pareadas de acuerdo a la
distribucion de los datos. El andlisis de componentes principales fue desarrollado
para la expresion de los genes de los transportadores usando el software Tanagra
[143]. El valor P < 0.05 se considerd significativo para todas las pruebas. Los

datos se analizaron usando el software estadistico Prism 5 (GraphPad, Inc).

Resultados
La susceptibilidad a los anti-leishmaniales varié entre cepas de Leishmania
de la misma especie y entre las especies del subgénero Viannia. La
comparacion del porcentaje de reduccion de la infeccibn mostré que las cepas de
L. braziliensis fueron significativamente mas tolerantes a los dos farmacos
comparado con las otras especies del subgénero Viannia (Figura 2). El analisis

cualitativo, teniendo en cuenta el punto de corte y el rango indeterminado, mostro
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que L. panamensis, la especie de mayor prevalencia en Colombia, incluia
aproximadamente un 20% de cepas tolerantes tanto para Sb(V) como para HePC.
L. guyanensis presentd la mayor proporcion de cepas sensibles para ambos
farmacos [82%, 28/34 para HePC and 86%, 25/29 para Sh(V)], con solo una cepa
clasificada como tolerante a HePC y ninguna a Sb(V). En contraste, una alta
proporcion de cepas (68% 43/63) de L. braziliensis presentaron tolerancia a HePC,
pero la mayoria de cepas fueron sensibles a Sb(V) (69%, 40/58). La
susceptibilidad de una menor proporcion de cepas, 8% para Sb(V) y 16% para

HePC cay6 dentro del rango indeterminado.

Solo un 10% (16/163) de las cepas de las tres especies evaluadas con los dos
medicamentos mostraron tolerancia a ambos farmacos: 9% (7/80) de L.
panamensis y 17% (9/54) de L. braziliensis. Aunque el analisis de correlacion de
susceptibilidad a los dos farmacos fue significativo (P = 0.0002), el efecto

atribuible fue muy bajo, rs = 0.283.
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Figura 2.11Susceptibilidad a Sb(V) y HePC de las especies de Leishmania del

subgénero Viannia prevalentes en Colombia.

Los datos son presentados como el porcentaje de reducciébn de la infeccibn a la
concentracion discriminatoria de los anti-leishmaniales en cepas clinicas de L.
panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis. La linea punteada indica el punto de corte de
<41% de reduccion de la infeccién para Sb(V) (A), y <60% de reduccion de la infeccién
para HePC (B). La zona gris corresponde a la zona indeterminada definida entre 35% y
48% para Sb(V) y entre 44% y 56% para HePC (Fernandez O, et al 2012). La
comparacion entre grupos se realizo con la prueba Kruskal-Wallis (K-W). KW para Sb(V):
P =0.0009 y K-W para HePC: P < 0.0001. *Prueba de Dunn P < 0.05: *Comparado con L.

braziliensis.

La susceptibilidad a Sb(V) y HePC varié entre cepas de diferente origen
geografico. Los analisis exploratorios mostraron una variacion en la
susceptibilidad entre regiones geograficas (Figura 3). Las cepas provenientes de
pacientes que adquirieron la infeccién al oriente de la cordillera de los Andes
(Orinoquia y Amazonas) fueron significativamente menos susceptibles a HePC
gue las cepas de pacientes provenientes de la regidén del Pacifico, al occidente de
la cordillera (Figura 3C). La tolerancia a HePC de las cepas del Amazonas fue
influenciada principalmente por L. braziliensis (K-W: P = 0.0003, Prueba Dunn’s: P
< 0.05). Las cepas de la Orinoquia presentaron la mayor tolerancia a los dos

farmacos (Figura 3B y C).
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Figura 3.12Susceptibilidad a Sb(V) y HePC en las especies de Leishmania Viannia

provenientes de las regiones geogréaficas naturales de Colombia.

Mapa de las regiones geograficas naturales de Colombia de acuerdo al Instituto
Geografico Agustin edicion 2012 (A). Susceptibilidad expresada como el porcentaje de
reduccion de la infeccién a la concentracion discriminatoria de Sb(V) (B) y HePC (C) en
cepas clinicas de L. panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis. La distribucion de los
datos esta representada como la mediana y el rango intercuartilico. La clasificacion

cualitativa de la susceptibilidad se defini6 por el punto de corte (linea punteada) y el rango
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indeterminado (zona gris). K-W para Sb(V): P = 0.012 y K-W para HePC: P < 0.0001.
*Prueba de Dunn P < 0.05.

Una proporcion significativamente mayor de cepas de L. panamensis de las
regiones de Orinoquia y Amazonas presentaron tolerancia in vitro a HePC (46%,
11/24) comparado con las cepas de los Andes y del Pacifico (14%, 5/35 y 10%,
5/48, respectivamente) (Figura 4B). Sin embargo, una alta proporcion de estas
mismas cepas (73%) fueron sensibles a Sb(V) (Figura 4A). El analisis de la
susceptibilidad a HePC de acuerdo al aflo de aislamiento de las cepas de L.
panamensis procedentes de Orinoquia y Amazonas, mostré que los parasitos
aislados durante o después del afio de aprobacién de HePC como tratamiento de
la LC en Colombia (2005), presentaron una reduccion de la infeccién
significativamente menor que las cepas aisladas antes de este afio (Figura 5)
sugiriendo que el uso del medicamento haya influenciado la susceptibilidad. En el
caso de L. braziliensis, aunque no se encontraron diferencias significativas, las
nueve cepas provenientes del Pacifico fueron sensibles a Sb(V) comparado con
un espectro que incluia tolerancia en otras regiones (Figura 4C) y en todas la
regiones se encontraron proporciones altas de cepas tolerantes a HePC (Figura
4D).
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Figura 4.13Susceptibilidad de L. panamensis y L. braziliensis a Sb(V) y HePC por
region geogréfica.

Reduccion de la infeccion a la concentracién discriminatoria de Sb(V) (Ay C) y HePC (B 'y
D) para cepas de L. panamensis y L. braziliensis precedentes de las regiones del Pacifico,
Andes, Orinoquia y Amazonas. Las cepas de L. panamensis procedentes del oriente de
la cordillera de los Andes (regiones de Orinoquia y Amazonas) se agruparon debido al
bajo nimero de cepas. La clasificacion cualitativa de la susceptibilidad se definio por el
punto de corte (linea punteada) y el rango indeterminado (zona gris). K-W para L.
panamensis y HePC, P = 0.0012 y prueba de Dunn: P < 0.05. *Comparado con las

regiones de Orinoquia y Amazonas.
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Figura 5.14Susceptibilidad a HePC de cepas de L. panamensis aisladas antes y

después del uso de HePC y provenientes de las regiones de Amazonas y Orinoquia.

Cepas de L. panamensis provenientes de las regiones del Amazonas y Orinoquia. La
diferencia entre los grupos fue determinada usando la prueba U de Mann-Whitney.

La evaluacion de cambios en la susceptibilidad a Sb(V) a lo largo del tiempo
revela diferencias en los focos endémicos estudiados. La evaluacion de la
susceptibilidad a Sb(V) entre cepas de L. panamensis (n = 170) procedentes de
dos focos endémicos (Rios Rosario y Mira) en el municipio de Tumaco, durante
dos periodos de diez afios a lo largo de tres décadas, revel6 que las cepas de
pacientes provenientes del Rio Rosario presentaron un significativo menor
porcentaje de reduccion de la infeccion y una alta frecuencia de cepas tolerantes
in vitro a Sb(V) durante la década de 1980-89 (45%, 20/44) comparado con la
década de 2000-09 (25%, 6/24). En contraste la mediana del porcentaje de
reduccion de la infeccién no cambio para el foco endémico del Rio Mira durante el
mismo periodo, pero el porcentaje de cepas clasificadas como tolerantes fue
significativamente alto durante el periodo 2000-09 (38%, 23/61) comparada con el
periodo anterior 1980-89 (17%, 7/41) (Figura 6A). De manera interesante, las
poblaciones de cepas de L. panamensis con fenotipos de susceptibilidad dispares
fueron evidentes hacia el extremo inferior y superior del rango de susceptibilidad

en el foco del Rio Rosario durante el periodo 1980 — 1989 (Figura 6A). Con base
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en la mediana y el rango intercuartilico, se distinguio el 25% de las cepas que
tenian una alta reduccion de la infeccién (> 87%), y otro 25% de las cepas que
tenian una muy baja reduccion de la infeccion (< 11%). Con estas poblaciones se
investigd la relacion de la susceptibilidad con variables del parasito y del

hospedero.

Las diferencias en la susceptibilidad de las cepas de L. panamensis en los
focos endémicos de Tumaco se asociaron con los zimodemas y el genotipo
del parasito. Muchas de las cepas de L. panamensis aisladas en Tumaco en la
década 1980-89 fueron previamente clasificadas por analisis de isoenzimas como
zimodemas 2.2 y 2.3, correspondientes a los perfiles isoenzimaticos de L.
panamensis mas comunes en la region suroccidental de Colombia [32]. El analisis
de los zimodemas vy la susceptibilidad a Sb(V) revel6 una asociacion significativa
(P < 0.05). La mayoria de las cepas tolerantes de los dos focos endémicos
pertenecian al zimodema 2.3, mientras que las cepas sensibles pertenecian al
zimodema 2.2 (Figura 6B y C). Las cepas del zimodema 2.3 fueron
significativamente menos sensibles a Sb(V) que las cepas pertenecientes al
zimodema 2.2 (P < 0.0001). Estos resultados se corroboraron en 20 cepas
aisladas en la década del 2000-2009 en los focos endémicos del Rio Rosario y Rio
Mira y en 9 cepas aisladas de pacientes en Departamentos diferentes a Narifio

dentro y fuera de la Region del Pacifico.

La tipificacion multilocus de microsatélites - MLMT revel6 la existencia de
diversidad genética entre las cepas de L. panamensis evaluadas. Dos poblaciones
con genotipos independientes coincidian con los zimodemas 2.2 y 2.3, y el
fenotipo de susceptibilidad a Sb(V) (Figura 7). Las cepas de L. guyanensis fueron
también diversas genéticamente dentro de las regiones del Amazonas y los
Andes, sin embargo, 6 de las 9 cepas aisladas en Chaparral, Tolima tuvieron
idéntico perfil MLMT (Figura 7), sugiriendo predominancia de un clon de

poblaciones en este foco de transmision. No hubo relacion entre el genotipo MLMT
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y la susceptibilidad a Sb(V) entre las cepas de L. guyanensis, pero fueron
relativamente homogéneos en cuanto a la susceptibilidad, limitando la factibilidad

de disernir una relacion.
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Figura 6.15Susceptibilidad de cepas de L. panamensis a Sb(V) y asociacién con el

zimodema de las sub-poblaciones circulantes en zonas endémicas de Tumaco.

Distribuciéon y mediana de la susceptibilidad de cepas clinicas provenientes de los focos
endémicos de los Rios Rosario y Mira durante las décadas del 1980-1989 y 2000-2009
(A). Comparacion de la susceptibilidad de cepas pertenecientes al zimodema 2.2 y 2.3
aislados en la década del 1980-1989 de los focos endémicos del Rio Rosario y Rio Mira
(B y C). La clasificacion cualitativa (fenotipo) de la susceptibilidad fue definida por el punto
de corte (linea punteada) y el rango indeterminado (zona gris). La comparacion entre

grupos fue realizada con la prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 7.16Andlisis de la diversidad genética de cepas de L. panamensis y L.

guyanensis.

La relacion entre la diversidad genética, el zimodema, la susceptibilidad a Sb(V) y la

distribucion geografica fue evaluada con un dendograma, generado a partir del calculo de
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distancias genéticas con los datos de microsatélites. Se incluyeron cepas de L.
panamensis aisladas de pacientes del Municipio de Tumaco, Narifio pertenecientes a los
zimodemas 2.3 (n=10) y 2.2 (n=10), cepas de L. panamensis de la Costa Pacifica sin
identificacion de zimodemas y cepas de L. guyanensis aisladas de pacientes de los Andes
(n=9) y Amazonas (n=8). El rango de susceptibilidad a 32 pg/mL de Sbh(V) es mostrado
para los grupos genéticamente discriminados de cepas. ND* No tienen zimodema

determinado.

El analisis entre zimodemas y variables demograficas con base en la informacion
recopilada previamente en CIDEIM en la década de los 80, mostré asociaciones
con la edad y ocupacion. Un numero significativo de cepas aisladas de nifios
menores de 7 afios de edad del municipio de Tumaco pertenecian al zimodema
2.3 (Figura 8A). En contraste, un numero o proporcion mayor de cepas aisladas
de individuos involucrados en la actividad agricola pertenecian al zimodema 2.2.
La frecuencia de las distribuciones de las cepas por zimodemas y de acuerdo a la
edad sugiere un perfil epidemiolégico caracteristico de la transmision selvética
para el zimodema 2.2 por su mayor frecuencia en la infeccion en adultos que
trabajan en la agricultura y de transmisién doméstica para el perfil 2.3 por su

asociacion a la infeccion en niflos menores de 7 afos (Figura 8B y C).
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Figura 8.17Asociacion entre de zimodema, edad y ocupaciéon en el municipio de
Tumaco.

Los nifios menores de 7 afos se infectaron mas frecuentemente con cepas de L.
panamensis pertenecientes al zimodema 2.3, mientras que las personas que tenian como
ocupacion la agricultura se infectaron mas frecuentemente con cepas del zimodema 2.2, n
= 280 (A), Asociacion determinada mediante la prueba de Chi cuadrado, P < 0.05.
Distribucion de las cepas de L. panamensis pertenecientes al zimodema 2.2 (n= 181) y
2.3 (n= 149) de acuerdo a la edad del pacientes con LC del municipio de Tumaco en la
década, 1980-1989 (B y C).
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El tratamiento con HePC selecciona cepas de L. Viannia tolerantes al
farmaco contribuyendo con la falla terapéutica. El tratamiento con HePC
conllevé a la emergencia de poblaciones de L. panamensis y L. braziliensis
tolerantes al medicamento en dos de los seis pacientes cuyo tratamiento con
HePC fracas6: un nifilo (paciente No. 2) y un adulto (paciente No. 5),
respectivamente (Figura 9). La perdida de susceptibilidad fue demostrada por un
menor porcentaje de reduccion de la infeccidon en la cepa aislada en el momento
de la falla terapéutica comparada con la cepa aislada antes del tratamiento. La
reduccion de la infeccion a la concentracion discriminatoria de HePC de la cepa de
L. panamensis del paciente No. 2 disminuy6 de 67%, antes de tratamiento, a 31%
en el momento de la falla terapéutica. De forma similar la cepa de L. braziliensis
aislada del paciente No. 5 pas6 de tener un % de reduccion de la infeccién de 39%
a no reducir la infeccion cuando se expuso a la concentracién discriminatoria
(Tabla 2).

El mayor valor de ECso para HePC en las cepas aisladas en el momento de falla
corrobora la disminucion de la susceptibilidad comparado con las cepas aisladas
antes de tratamiento (Tabla 2, Figura 9A y B). El ECso en las cepas aisladas en el
momento de falla terapéutica para los pacientes 2 y 5 estuvo por encima de 32 uM
de HePC, la concentracion maxima que puede ser evaluada con la prueba de
susceptibilidad en amastigotes intracelulares por su toxicidad en las células
hospederas, y similar al perfil obtenido con la linea control resistente. EIl cambio
del &rea bajo la curva fue significativo para las cepas del paciente No. 2 (P<0.001).
Los otros cuatro pacientes no mostraron cambios en la susceptibilidad de las
cepas aisladas antes y en el momento de falla al tratamiento (Tabla 2 y Figura 9C
aF).
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Figura 9.18Dosis respuesta de la susceptibilidad de cepas aisladas de pacientes

antes de tratamiento y en el momento de falla terapéutica a HePC.

Susceptibilidad in vitro a HePC de los pares de cepas aisladas de los 6 pacientes que
tuvieron falla terapéutica con HePC. La infeccién en los pacientes 2, 1y 3 fue causada por
L. panamensis (A, C y E) y la infeccion en los pacientes 5, 4 y 6 fue causada por L.
braziliensis (B, D y F). Los resultados son presentados como el porcentaje de parasitos
viables, determinados por microscopia, comparado con el control sin farmaco. Los datos

corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes.
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La expresién génica de los transportadores abca3 y LbMT presentan
cambios relacionados con la susceptibilidad. Las cepas sensibles a HePC
presentaron una expresion significativa de abca3 comparado con las cepas
tolerantes (P = 0.037) (Figura 10A). Se observd una correlacion inversa
significativa (P = 0.037) entre la expresion de abca3 y la supervivencia intracelular
de los parasitos expuestos a la concentracion discriminatoria (Figura 10B). En
contraste la expresion de abca2, abcg4, abcg6, abcc2 y abcc3 no cambio con
relacion al perfil de susceptibilidad. La expresion génica del transportador LoMT no
se correlacioné con el grado de susceptibilidad a HePC en las cepas clinicas
aisladas de los 6 pacientes (Figura 10C). Sin embargo, se observé una
disminucién significativa de la expresion génica en las cepas que desarrollaron
tolerancia a HePC después del tratamiento en los pacientes No. 2 y 5 (Figura
10D).

Los andlisis de secuencias del gen LbMT en las posiciones 1259 y 2567,
previamente reportadas por estar asociadas con la pérdida de funcion de LbMT
[95] y la posicién 630 analizada en cepas de L. donovani aisladas de pacientes
con LV y PKDL quienes recayeron después de tratamiento con HePC [31], no
mostraron relacion entre estos SNPs y el fenotipo de susceptibilidad, ni
variaciones genéticas entre las cepas aisladas antes de tratamiento y en falla
terapéutica del mismo paciente (Figura 11). Curiosamente los SNPs A615G,
G691A, T699G, y G1348A fueron especie especificos, diferenciando L.

panamensis de L. braziliensis.
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Figura 10.19Expresiéon génica de abca3 y LbMT y susceptibilidad a HePC en cepas
clinicas de L. panamensis y L. braziliensis.

Comparacion de la expresion génica del transportador abca3 en cepas de L. panamensis
y L. braziliensis sensibles y tolerantes a HePC (A). Correlacion de la expresion génica de
abca3 (B) y LbMT (C) con la susceptibilidad de las cepas clinicas de L. panamensis y L.
braziliensis a 16 uM de HePC (n = 12). Los datos corresponden a tres experimentos
independientes. Comparacién de la expresion génica de LbMT en las cepas que
presentaron disminucién de la susceptibilidad en el momento de falla terapéutica. Los

datos corresponden a la media £+ SEM de 7 experimentos independientes.
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Figura 11.20Analsis de secuencias del gen LbMT.

Se secuenciaron los productos de PCR del gen LbMT de 6 pares de cepas (12 cepas)
aisladas antes y en el momento de falla terapéutica. Se analiz6 la presencia de los SNPs
G630A, C1259A y T2567C (sombreado) en relacién con el fenotipo de susceptibilidad a
HePC de cada cepa. *Numero asignados a cada paciente del cual se aisl6 las cepas. **L.
braziliensis; ***L. panamensis. Las secuencias fueron alineadas con la secuencia de la

cepa de referencia de L. braziliensis LbrM.13.1380
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El analisis de componentes principales (CP) distingui6 los grupos de cepas de L.
panamensis y L. braziliensis en relacion al componente 1 y 2 (Figura 12). La
evaluacion de las variables que contribuyeron a los diferentes componentes
muestra que el CP1 comprometid los genes abca2, abca3, abcc3, abcg4 y abcgb,
mientras que el CP2 fue dominado por los genes abcc2 y LbMT. Estos analisis
revelaron altos niveles del CP2 y una tendencia de incremento de CP1 para L.
panamensis comparado con L. braziliensis. EI CP1 explicé un 61% de la

variabilidad de la expresion genética y el PC2 un 17%.

e L. V. braziliensis
L. V. panamensis

Figura 12.21Anédlisis multivariado de componentes principales (CP) de la expresion

de genes de transportadores en promastigotes de L. panamensis y L. braziliensis.

Cada punto representa una cepa individual. CP1 refleja la expresién génica de los
transportadores abca2, abca3, abcc3, abcg4 y abcg6, y el CP2 refleja la expresién génica
de abcc2 y LbMT.

Discusion
La respuesta clinica a Sb(V) y HePC observada en diversos contextos geograficos
ha sugerido diferencias en la eficacia de acuerdo a la especie de Leishmania
infectante. En el presente estudio se evidenciaron diferencias en la susceptibilidad

a los dos principales medicamentos en uso entre las especies de Leishmania
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prevalentes en Colombia. L. guyanensis, una especie caracteristicamente
selvatica que sélo recientemente ha sido encontrada en el contexto de transmision
doméstica [140], fue consistentemente sensible a Sb(V) y HePC. L. panamensis,
la especie de mayor prevalencia en Colombia [4,5,32] y frecuentemente
transmitida a nivel domeéstico [42], presentd tolerancia a cada uno de los dos
farmacos en un 20% de las cepas. En el analisis cuantitativo de la susceptibilidad
L. braziliensis fue la especie que mostré una menor reduccion de la infeccion a la
concentracion discriminatoria de los dos farmacos, aunque en el andlisis
cualitativo tuvo una proporciéon de cepas similar a L. panamensis clasificadas
como tolerantes a Sb(V). No obstante la reduccién de la carga parasitaria fue
significativamente menor con Sb(V) para esta especie que lo observado con L.
panamensis. La susceptibilidad de L. braziliensis a HePC fue notablemente baja
tanto en el andlisis de la reduccion de la carga parasitaria como en el porcentaje
de cepas clasificadas como tolerantes (68%). Este ultimo resultado concuerda con
la baja respuesta clinica a HePC reportada en pacientes infectados con L.
braziliensis en determinadas areas geograficas y contextos ocupacionales [10,11].

En poblaciones expuestas por ocupaciéon al ciclo de transmision selvatico de L.
braziliensis, como el personal militar, y en regiones donde L. braziliensis es la
causa predominante de LC, el riesgo de una respuesta terapéutica inadecuada
con HePC puede ser mayor que en poblaciones expuestas a L. panamensis y L.
guyanensis. Sin embargo, HePC ha mostrado eficacia en casos de L. braziliensis
en Bolivia y Brasil [17,18]. Como sucede con otros agentes antimicrobianos, la
susceptibilidad no necesariamente predice la respuesta clinica individual
[110,111,144], pero la frecuencia de riesgo de falla al tratamiento incrementa con
la mayor tolerancia a los farmacos de los microorganismos circulantes.
Considerando la naturaleza multifactorial de la cura clinica, la resolucion de las
lesiones puede ser alcanzada a pesar de la resistencia o tolerancia in vitro del
microorganismo a los farmacos [145]. Ademas, como se demuestra en el presente

estudio existen poblaciones de L. braziliensis sensibles a HePC, y no es preciso

78



concluir que esta especie, la cual es muy heterogénea y estad distribuida
ampliamente en Centro y Sur América, es tolerante a HePC. Variaciones en la
susceptibilidad de diferentes poblaciones de la especie pueden explicar en parte
porque en algunos estudios hechos en Colombia, Brasil y Bolivia reportan que la
mayoria de pacientes con LC infectados por L. braziliensis responden al
tratamiento con HePC [11,17,18]. No obstante, la alta frecuencia de cepas con
tolerancia in vitro a HePC entre las cepas de L. braziliensis que circulan en
Colombia remarca la importancia de un seguimiento sistematico del tratamiento y
motiva la evaluacién del uso de terapias combinadas que reduzcan el riesgo de
falla terapéutica y la seleccion de poblaciones de parasitos resistentes.

El analisis de cepas clinicas de diferentes regiones revelé una mayor prevalencia
de cepas tolerantes tanto para Sb(V) como para HePC entre las poblaciones de
Leishmania provenientes del lado oriente de la cordillera de los Andes, lo que
constituye una importante barrera natural geografica. Aunque la proporcién de las
tres especies obtenidas de pacientes infectados al lado oriental u occidental de los
Andes fue diferente, en general las cepas de Leishmania procedentes de la region
del Pacifico y de los Andes fueron mas sensibles a los dos farmacos que las
cepas provenientes de la region de Orinoquia y Amazonas. Los resultados
muestran que las cepas de L. panamensis aisladas de pacientes procedentes de
Orinoquia y Amazonas fueron significativamente mas tolerantes a HeCP que las
cepas de esta especie provenientes de las regiones del Pacifico y Andes,
planteando las preguntas: ¢las poblaciones de L. panamensis adquiridas por
individuos expuestos por ocupacion pueden haber derivado de un ciclo de
transmision que involucra parasitos intrinsecamente menos susceptibles?, o
alternativamente, ¢podria esta resistencia microbiolégica revelar exposicion al

tratamiento con HePC?

Soportado por la plausibilidad de que la exposicién al farmaco puede contribuir a

la perdida de la susceptibilidad, la mayoria de las cepas de L. panamensis de
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Orinoquia y Amazonas (79%) tolerantes a HePC fueron aisladas de personal
uniformado (militares y policias) después del 2005, afio de aprobacién del uso
HePC en Colombia. El analisis de zimodemas, microsatélites u otros marcadores
moleculares de estas cepas podrian ayudar a revelar si diferentes poblaciones de
L. panamensis transmitidas bajo circunstancias epidemiolégicas y ecolégicas de

estas regiones contribuyen a las diferencias observadas en la susceptibilidad.

La tolerancia/resistencia puede ser debida un fenotipo primario o secundario,
como se ha observado con Sb(V) [30]. En el caso de HePC, los resultados con
cepas aisladas antes de tratamiento y en falla terapéutica del presente estudio
muestran la existencia de tolerancia tanto primaria como adquirida. En uno de los
casos, la resistencia emergi6 de la infeccion con una cepa sensible de L.
panamensis, mientras que en el otro caso la tolerancia al farmaco incremento en
una cepa de L. braziliensis con tolerancia primaria. Estos dos casos de pérdida de
susceptibilidad a HePC proveen evidencia directa de que HePC administrada
como monoterapia para la LC puede seleccionar parasitos resistentes y contribuir
en la falla al tratamiento. En la India se reportdé disminucién de la eficacia clinica
de HePC después de una década de uso no regulado y su impacto sobre la
susceptibilidad [114]. Las cepas de L. donovani aisladas de pacientes con LCy
PKDL quienes recayeron después del tratamiento con HePC fueron
significativamente mas tolerantes a HePC que las cepas pre-tratamiento [31]. El
potencial selectivo del tratamiento con HePC en la LV fue también demostrado por
un incremento en la tolerancia de cepas de L. infantum aisladas secuencialmente
en recaidas de pacientes co-infectados con VIH quienes recibieron tratamiento de
mantenimiento con HePC durante varios afios [113]. La emergencia de
poblaciones tolerantes/resistentes de Leishmania en diferentes circunstancias
clinicas, epidemiologicas y geograficas resaltan la necesidad de adoptar medidas

para proteger la vida atil de HePC y disminuir el impacto en las fallas terapéuticas.
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Las diferencias farmacocinéticas asociadas a la edad, susceptibilidad del farmaco
y condiciones clinicas concomitantes que alteran la respuesta inmune,
evidentemente contribuyen a una respuesta clinica desfavorable al tratamiento con
HePC. El paciente de 10 afios de edad, de quien se aisl6 la cepa de L.
panamensis con pérdida de susceptibilidad a HePC, no present6 evidencia clinica
de inmunosupresién o co-morbilidades que pudieran afectar la respuesta al
tratamiento. Sin embargo, analisis previos de farmacocinética de HePC reportados
por Dorlo y colaboradores en el afio 2012 muestran una disminucién en la
exposicion a HePC asociada al tamafio del cuerpo cuando se dosifica el farmaco
de acuerdo al peso del cuerpo como se usa en adultos [21]. Esto soportaria la
factibilidad de que una baja exposicion al farmaco promoviera la emergencia de
pardsitos tolerantes y en consecuencia la falla al tratamiento en este paciente. El
paciente de 8 afios de edad que present6 falla al tratamiento a pesar de tener una
cepa sensible antes y en el momento de falla al tratamiento, tenia una lesion en la
oreja, una parte de cuerpo reconocida por ser un reto terapéutico debido a las
concentraciones de farmaco alcanzadas [146]. En los pacientes adultos se
presentaron condiciones clinicas concomitantes como alteraciones de la funcién
renal, inmunosupresién e hipertension [147], lo que probablemente haya
contribuido a la pobre respuesta clinica al tratamiento con HePC, independiente de
la susceptibilidad de la cepa infectante. Por lo tanto, incluso cuando la resistencia
emerge, es poco probable que sea la Unica causa de la falla al tratamiento. Los
factores del hospedero que permiten sobrevivir y proliferar a los parasitos pueden
promover el fracaso clinico y también la emergencia de poblaciones tolerantes o

resistentes.

El analisis de cepas de Leishmania experimentalmente seleccionadas para
resistencia a HePC muestran que diferencias en la expresion de transportadores
del farmaco contribuyen a cambios en la susceptibilidad [95,96]. La reducida
expresion del complejo translocasa LbMT/LbRos3 confiere resistencia a cepas de

L. braziliensis a través de la disminucion de su internalizacién [96]. Aunque para
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este estudio la expresion génica de LbMT no fue correlacionada con la
susceptibilidad primaria a HePC en las cepas clinicas de L. panamensis y L.
braziliensis, la disminucion de su expresion ocurrié en las cepas que presentaron
perdida de susceptibilidad. Esto sugiere que la exposicion in vivo a HePC podria
promover la seleccion de poblaciones de parasitos menos susceptibles que

presentan una disminuida expresion de LbMT.

La expresion génica de los transportadores de lipidos ABCA reveld una
correlacion inversa entre abca3 y la supervivencia intracelular del parasito por la
exposicion in vitro a HePC, sugiriendo la posibilidad de que el nivel de expresion
de ABCAS3 podria contribuir a variaciones intrinsecas en la susceptibilidad de
cepas de Leishmania a HePC. De manera interesante, el transportador ABCA3 ha
sido localizado en la membrana intracelular de una linea celular del epitelio
alveolar humano donde promueve la acumulacién y almacenamiento en vesiculas
de fosfatidilcolina [148]. Por lo tanto, la sobre-expresion de ABCA3 en Leishmania
podria promover un incremento en la acumulacion del farmaco a través del
almacenamiento en vesiculas intracelulares, contribuyendo al fenotipo de
susceptibilidad al farmaco. No obstante, es necesaria la confirmacion funcional de
la participacion y rol de ABCA3 en la acumulacién del farmaco a nivel intracelular
en el parasito y su relaciébn con la mayor sensibilidad de las cepas clinicas a
HePC.

Finalmente, el agrupamiento de las cepas de L. panamensis y L. braziliensis a
través del andlisis de los componentes principales de expresion génica de
transportadores sostiene un perfil de expresion relacionado a la especie para
estos transportadores. La unidén de todos estos resultados soporta la cooperacion
de mudltiples y diferentes mecanismos entre los fenotipos de resistencia primaria y

adquirida a HePC en cepas y especies de Leishmania.
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Por otro lado, la evaluacién de la susceptibilidad a Sb(V) en relacién con el
zimodema de cepas de L. panamensis aisladas durante la década de 1980- 1989
de pacientes procedentes de dos focos endémicos del municipio de Tumaco [32],
mostro que las cepas con tolerancia al farmaco pertenecian al zimodema 2.3 y las
cepas sensibles al zimodema 2.2. Estas diferencias fenotipicas fueron también
distinguibles a nivel genético. Estos resultados y la confirmacion de la asociacion
entre susceptibilidad y zimodema de cepas de L. panamensis provenientes de
otras areas de transmision dentro y fuera de la region del Pacifico, y de cepas
aisladas en la década del 2000-2009, proporcionan pruebas de la existencia
marcadores intrinsecos asociados con susceptibilidad dentro de las sub-
poblaciones de esta especie. Aunque se desconoce si el polimorfismo
isoenzimatico o genético determinado por microsatélites esta relacionado
directamente con la susceptibilidad, proveen un potencial marcador para
aplicaciones epidemioldgicas o decisiones clinicas. El reconocimiento de estas
poblaciones de parasitos también puede ser explorado para proporcionar
informacion sobre los mecanismos involucrados y sus divergencias en la

susceptibilidad a Sb(V), lo que podria ser relevante y Util para otras especies.

La asociacion observada entre el zimodema de Leishmania con la ocupacion y
edad del paciente, como con la susceptibilidad en los focos endémicos del
municipio de Tumaco sugiere la superposicion de los ciclos de transmision
doméstico y selvético entre los habitantes de estas comunidades. Se plantea la
hipotesis de que la transmision doméstica podria ser un factor en la emergencia y
diseminacién de las poblaciones del zimodema 2.3 de L. panamensis en los focos
endémicos del Rio Rosario y Rio Mira en Narifio durante las dos décadas

estudiadas que abarcaron 30 afos.
En conclusion y de acuerdo al objetivo propuesto, este estudio evidencié que

existe un amplio rango de susceptibilidad a Sb(V) y HePC entre cepas de las

especies de Leishmania (Viannia) mas prevalentes en Colombia influenciado por
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la especie de Leishmania, sub-poblaciones de una misma especie y la region
geografica. El estudio de emergencia de tolerancia/resistencia a Sb(V) a nivel
poblacional de cepas de L. panamensis no mostré un incremento relacionado a los
afios de uso de Sb(V) como monoterapia. Los cambios observados en la
susceptibilidad a lo largo de tres décadas de uso de Sb(V) se asociaron con la
circulacion de cepas de L. panamensis de los zimodemas 2.2 y 2.3. En el caso del
estudio de emergencia de tolerancia/resistencia a HePC el estudio a nivel de
individuos en una cohorte de 6 pacientes demostro que un ciclo de tratamiento con
el esquema terapéutico actual de este medicamento puede seleccionar cepas de
L. panamensis y L. braziliensis resistentes que pueden contribuir con la falla al

tratamiento.
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Capitulo Ill. Determinacion de la respuesta integrada parasito-hospedero a

farmacos, inmunomoduladores y nuevas formulaciones

Introduccion
La respuesta clinica a los anti-leishmaniales involucra factores del hospedero [19].
No obstante, los métodos para evaluar la susceptibilidad y la respuesta in vitro a
los farmacos estan limitados a la valoracion del efecto sobre el parésito
intracelular, sin tener en cuenta otros factores del hospedero que naturalmente
contribuyen en el control de la infeccién y que pueden mediar la actividad de los
medicamentos. La respuesta inmune e inflamatoria inducida por la infecciéon con
especies de Leishmania del subgénero Viannia, son fundamentales en la
resolucioén clinica y patogénesis de la LC y mucosa [53,149,150] e influyen en la
eficacia del tratamiento [19,151]. Estos resultados han motivado la exploracion de
estrategias terapéuticas para re-direccionar la respuesta inmune hacia la cura de
la enfermedad. Por tanto, la evaluacion in vitro de la respuesta concomitante o
integrada del parasito y de factores del hospedero es critica para tener una mejor

aproximacion y entendimiento de la respuesta al tratamiento.

Entre las estrategias para la optimizacion del tratamiento de la leishmaniasis se ha
planteado el uso de inmunomodularores en combinacion con anti-leishmaniales y
el desarrollo de nuevas formulaciones de los farmacos disponibles para
incrementar su eficacia. Dada la relacién entre la respuesta inmune pro-
inflamatoria y la severidad de la LC ocasionada por especies de Leishmania del
subgénero Viannia, diferentes inmunomoduladores estan siendo estudiados para
ser usados como terapias combinadas con farmacos anti-leishmaniales
[152,153,154].

La pentoxifilina (PTX) es un inmunomodulador reconocido por su efecto anti-

inflamatorio en el tratamiento de sepsis por bacterias Gram-negativas y

enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso [155,156]. Este compuesto
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ha sido usado en combinacién con Sb(V) para incrementar la eficacia en el
tratamiento de la LC y mucocutanea refractaria al tratamiento con Sb(V)
[153,157,158]. La LMC es una presentacion de la enfermedad asociada a una
intensa respuesta inflamatoria; en estos reportes, la adicion de PTX aumento la
tasa de curacién y disminuy6 los niveles plasmaticos de la citoquina inflamatoria
TNFa [153].

Los oligodeoxinucledtidos (ODN) que contienen secuencias de citosina-
fosfodiester-guanina (CpG) también han demostrado capacidad inmunomodulado
ra. Dependiendo de la secuencia, la respuesta inducida por CpG ODN ha
mostrado ser de tipo Thl o de células T reguladoras en modelos murinos y en los
humanos [159,160,161,162]. Secuencias de CpG se han investigado en ensayos
clinicos para el tratamiento de cancer, alergias y asma [163,164]. La combinacién
de CpG con HePC se evalud en el tratamiento de la LV experimental obteniendo
como resultado eficacia con una reducida dosis y duracion del tratamiento [152].
En este estudio, los niveles de citoquinas Th2 (IL-10 y TGFp) fueron disminuidos
significativamente y la expresion de ARNm de las citoquinas pro-inflamatorias
IFNy, TNFa y IL-12 incrementd en los hamsteres y ratones infectados con L.

donovani que recibieron terapia combinada de CpG y HePC [152].

Ademas de la modulacién de la respuesta inmune, la formulacion de anti-
leishmaniales en nanoparticulas esta siendo explorado como estrategia
terapéutica para incrementar la potencia de los farmacos [165]. Las nanoparticulas
han sido propuestas como una estrategia prometedora como sistemas de
transporte y liberacion de medicamentos en el sitio especifico de accién [166].
Dada su estructura molecular, estos sistemas de transporte pueden ser usados
tanto para farmacos hidrofilicos como hidrofobicos [167]. El tamafio, forma y las
propiedades de la superficie de las nanoparticulas favorecen la fagocitosis y su
concentracion en el macrofago [168], la principal célula hospedera de Leishmania

spp. Esta acumulacion en el sitio de accion puede favorecer la potencia de los
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anti-leishmaniales. La factibiidad de wuna terapia combinada con
inmunomoduladores y formulada en nanoparticulas es wuna alternativa

prometedora tanto para el tratamiento sistémico como topico de la LC.

En el presente estudio se desarroll6 una estrategia de infeccion ex vivo con una
linea transfectada de L. panamensis usando células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con leishmaniasis que permite una mejor aproximacion al
entendimiento de la respuesta integrada del parasito (susceptibilidad) y del
hospedero (respuesta inmune) frente a la actividad de los anti-leishmaniales
convencionales y nuevas opciones terapéuticas. La inclusién de componentes de
la respuesta inmune en la evaluacion de la potencia de los farmacos aporta
informacion relevante a la respuesta clinica que contribuye a entender la relacion

entre susceptibilidad y respuesta al tratamiento.

Materiales y Métodos
Disefio del estudio
Se desarrolld6 un estudio experimental analitico para evaluar de forma
concomitante la respuesta inmune (secrecion de citoquinas) y la susceptibilidad
del parésito frente a Sb(V), HePC y nuevas estrategias terapéuticas usando un
modelo de infeccibn ex vivo de células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) de pacientes con LC aguda. El cultivo de CMSP humanos ha sido
ampliamente usado como modelo ex vivo de la respuesta inmune mediada por
células. Este cultivo ademas de linfocitos T, B y células asesinas
naturales (Natural Killers), contiene monocitos que pueden ser infectados con
Leishmania. La presencia de macrofagos diferenciados de monocitos fue usada
para desarrollar un modelo de infeccidon en cultivos de células mononucleares con
cepas de Leishmania transfectadas con el gen de la luciferasa. Para este fin se
determinaron las condiciones del cultivo, periodos de exposicién y concentracion
de los anti-leishmaniales que permitieran la evaluacion concomitante de la

viabilidad del parasito y la secrecion de citoquinas de la respuesta de células Thl
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y Th2: IFNy, TNFa, IL-13 e IL-10, inducidas por la infeccion con Leishmania en
CMSP de pacientes. El modelo ex vivo usando CMSP permitié evaluar la actividad
de los anti-leishmaniales [Sb(V) y HePC] solos o en combinacion con compuestos
inmunomoduladores (PTXy CpG ODN 2006) y novedosas formulaciones de HePC

en nanoparticulas.

Poblacion de estudio
Se obtuvieron muestras de sangre de 27 pacientes con diagnostico parasitologico
de LC reclutados en CIDEIM - Cali y en la sede de Tumaco, entre los afios 2010 y
2015. Los pacientes incluidos fueron hombres y mujeres entre 18 y 60 afios con
tiempos de evolucion de la enfermedad menor a 5 meses (media de 2.6 meses) y
provenientes de la region del Pacifico. Para todos los pacientes la muestra de
sangre se tomoO antes de iniciar el tratamiento. Los parasitos aislados de los
participantes fueron principalmente L. panamensis (23/24, 96%), uno de los
pacientes fue infectado con una cepa de L. braziliensis. En tres de los pacientes
no se logroé aislar el parasito en cultivo, a pesar que se pudo observar en el frotis
de la lesion. Todos los pacientes fueron seronegativos para VIH-1/VIH-2 (prueba
rapida Alere Determine™ VIH-1/2 Ag/Ab). La confirmacién parasitolégica de
leishmaniasis fue basada en la deteccibn de amastigotes intracelulares en los
frotis de lesion y/o aislamiento e identificacion de Leishmania en cultivo de fluido
aspirado del tejido de las lesiones. Los ensayos de toxicidad se desarrollaron en
CMSP de 13 donantes de sanos obtenidos de capas leucocitarias provenientes del

Hemocentro del Hospital Universitario de Valle.

El presente estudio fue aprobado y monitoreado por el Comité Institucional de
Etica Humana de CIDEIM para la inclusién de sujetos humanos de acuerdo a las
guias nacionales e internacionales de Buenas Practicas Clinicas. Todos los
voluntarios incluidos firmaron el consentimiento informado autorizando la toma de
muestra de sangre y la prueba de VIH. La obtencion de muestras para VIH sigui6

las recomendaciones de la normatividad nacional, en cuanto a consejeria pre y
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post y la firma de un documento de consentimiento informado independiente al del
estudio.

Farmacos anti-leishmaniales, compuestos inmunomoduladores y
formulaciones de miltefosina en nanoparticulas

La PTX (P1784; Sigma-Aldrich, Corp in Saint Louis, MO, USA) fue preparada a 10
mM y el CpG ODN 2006 (abreviado en adelante como CpG) (tIrl-2006; Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) fue preparado a 500 pM. Ambos inmunomoduladores se
disolvieron en agua estéril, se filtraron con membranas de 0.22 pm (MS® MCE
Syringe filters; Membrane Solutions) y se almacenaron a -20°C hasta su uso. La
descripcion de los anti-leishmaniales esta consignada en la metodologia del
capitulo I. Los farmacos fueron ajustados a la concentracion requerida para cada
experimento mediante dilucion en medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Corp in Saint
Louis, MO, USA) con 10% de SFB (medio completo).

Las formulaciones de HePC en nanoparticulas (NPs) se desarrollaron y
caracterizaron por el grupo de investigacion del Dr. Tarek Fahmy de la Escuela de
Ingenierias y Ciencias Aplicadas de la Universidad de Yale en Estados Unidos.
Se diseflaron NPs micelares compuestas por co-polimeros de acido lactico y
glicdlico (PLGA) (50:50, iv. 55-75 dL/g, Durect Corporation) conjugado a
polietilenglicol (PEG) (JenKem Tecnology USA) y dendrimeros de
poliamidoamina (PAMAM, Sigma-Aldrich, Corp in Saint Louis, MO, USA) de cuarta
generacion 4 (G4) (Figura 1). Las nanoparticulas se prepararon por
nanoprecipitacion [169,170] disolviendo diferentes proporciones del HePC en una
cantidad fija del polimero de PLGA-PEG y del dendrimero. Las caracteristicas
fisicas como potencial zeta y diametro hidrodinamico se evaluaron en todas las
formulaciones. La concentracion de HePC en las NPs se determino usando el
método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)

desarrollado por el Dr. Tomas Dorlo y colaboradores [171]. Las NPs sin el farmaco
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se usaron como control. Las caracteristicas de las formulaciones de HePC se

describen en la Tabla 1.

Nanoparticula micelar I
PLGA PEG
hidrofébico hidrofilico

Miltefosina

!

Dendrimero G4

Figura 1.22Esquema de la formulacion de miltefosina en las nanoparticulas

micelares.

Las nanoparticulas micelares son hidrofilicas en la superficie y encapsulan el farmaco y el
dendrimero G4, en el caso de las NPs M5 y M6. La NP M3 no encapsula el dendrimero
G4. Figura disefiada por Alyssa L. Siefert, quien desarrollo las formulaciones como parte
de su proyecto de tesis de doctorado en la Universidad de Yale.
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Tabla 1.6Caracteristicas de las nanoparticulas micelares.

Nombre de la Proporcion de Diametro (nm) Potencial zeta pMde mg/mL
NP micelar HePC:PLGA-PEG-G4 (mV) HePC de NP
M3 0.125:1sinG4 204 -17,7 735 1
M5 5:1 encapsulando G4 39 -18,8 690 1
M6 2.5:1 encapsulando G4 33 -23,1 374 1

Micela sin farmaco
EL (PLGA:PEG-sin G4) 114 34 0 !

Micela sin farmaco
E2 (PLGA:PEG encapsulando G4) 49 26,1 0 !

Nota: las nanoparticulas fueron suspendidas en agua esteril mas 10% de DMSO

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica
Se tomaron muestras de 100 mL de sangre a pacientes con LC aguda confirmada
parasitolégicamente antes de recibir tratamiento. Las células de donantes sanos
se obtuvieron del Hemocentro como capas leucocitarias a partir de las cuales se
aislaron las células mononucleares. Las CMSP fueron separadas usando la
solucién de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, Corp in Saint Louis, MO, USA) y
siguiendo las instrucciones del producto. Las células fueron congeladas en 90%
de SFB mas 10% de DMSO y almacenadas en nitrégeno liquido hasta su uso.
Previo a cada experimento las células fueron descongeladas a 37°C y las CMSP

con una viabilidad = 90% se usaron en los experimentos [172].

Ensayos de citotoxicidad de los farmacos
Se desarrollaron ensayos para evaluar la toxicidad de los compuestos usando
CMSP de donantes sanos a una concentracién de 2 X 10° ¢/mL distribuidos en un
volumen final de 200 pL en placas de 96 pozos. Las nanoparticulas fueron
evaluadas en CMSP infectadas y no infectadas para identificar diferencias en la
toxicidad. Las concentraciones evaluadas de los compuestos fueron: Sb(V): 4, 8,
16, 32 y 64 pg/mL, HePC: 2, 4, 8, 16 y 32 uM, PTX: 300 uM, CpG: 10 uM. Las

concentraciones de HePC evaluadas en las NPs se ajustaron a la concentracion
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en pg/mL de la NP completa. Las concentraciones de HePC en las formulaciones
estuvieron entre: 4.6 y 92 uM para M3, 2.1y 34 uyM para M5 y entre 2.4 y 47 uM
para M6. La viabilidad de las células se determind mediante la actividad de la
fosfatasa acida después de 96 h de exposicion a los medicamentos y 120 h de

exposicion a los compuestos inmunomoduldores a 34°C y 5% de CO, [127].

Estandarizacién de la infeccion de células mononucleares para la deteccién
de la carga parasitaria y la secrecion de citoquinas

Para todos los experimentos las CMSP se cultivaron a una concentracion final de
2 x 10° células/mL. Las células se descongelaron y re-suspendieron en medio
RPMI completo y ajustadas a una concentracién de 4x10°células/mL. La
suspension de células se dispensé de a 100 pL (4x10° células/pozo) en placas de
96 pozos y las células se cultivaron por 2 h a 37°C y 5% CO, para iniciar el
proceso de adherencia. La infeccién se realiz6 con la linea de L. panamensis
transfectada con el gen la luciferasa (MHOM/COL/03/3594/LUC001) [120]
adicionando 100 pL de promastigotes en fase estacionaria diluidos en RPMI
completo. Los promastigotes fueron previamente opsonizados por 1 h a 34°C con
suero AB humano inactivado por calor [30]. Se evaluaron dosis infectivas de 10:1y
20:1 parasitos:monocito y el cultivo de células y promastigotes se incubé por 24 h
a 34°C y 5% de CO, . La carga parasitaria y la secrecion de las citoquinas IFNy,
TNFa, IL-13 e IL-10 se evalu6 después de 6, 12, 24, 48 y 72 h de incubacién a
34°C, 5% de COs.

Para la estandarizacion de la dosis infectiva en CMSP se estimé una
concentracion de 10% de monocitos del total del células mononucleares para
todas las muestras [173]. Para evaluar y confirmar la infeccion de los macréfagos
en el cultivo de CMSP, la carga parasitaria del total de CMSP se comparo con la
carga de parasitos en las células adheridas sin linfocitos, usando una infeccién de
10:1 parasito:monocito. Esta dosis infectiva se seleccion6 porque a pesar que la

carga parasitaria fue menor comparada con la dosis de 20 parasitos, la secrecion
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de citoquinas se detectd con una sensibilidad similar a la dosis infectiva de 20
parasitos por célula. La lectura de la infeccion por luminometria se hizo en
paralelo en CMSP totales y en los macréfagos infectados después de remover por
lavados las células no adheridas y los parasitos extracelulares a las 72 h de
infeccion. La internalizacién de los parasitos se confirmd por microscopia. Cada

condicion fue evaluada por triplicado.

Ensayos de dosis respuesta y cinética de los anti-leishmaniales
Se desarrollaron ensayos de dosis respuesta y cinética de Sb(V) y HePC para
determinar el efecto en la carga parasitaria, en la secrecion de TNFa, IFNy, IL-13
e IL-10 y la relacion entre estos parametros. Los anti-leishmaniales se adicionaron
a las 24 h después de la exposicion de las CMSP con L. panamensis. Las
concentraciones evaluadas de los farmacos fueron 4, 8, 16, 32 y 64 ug/mL de
Sb(V), y 2, 4, 8, 16 y 32 uM de HePC. Este rango permiti6 determinar la
concentracion del farmaco que redujo la carga parasitaria en aproximadamente un
80% sin eliminarla, comparado con el control sin farmaco. De esta manera se
pudo determinar en terapias combinadas el efecto del inmunomodulador en la
carga parasitaria. Los ensayos de cinética se evaluaron a las 24, 48, 72y 96 h
después de adicionar las concentraciones de los farmacos que reducian la
infeccion en un 80% [4 uM de HePC y 8 ug/mL de Sb(V)]. Las células infectadas y

expuestas a los farmacos se incubaron a 34°C y 5% de CO,,

Evaluacion de la respuesta a anti-leishmaniales combinados con
inmunomoduladores o formulado en nanoparticulas
La respuesta a los anti-leishmaniales, inmunomoduladores y nanoparticulas se
evalu6 en CMSP de pacientes con LC aguda expuestos a una dosis infectiva de
10:1 parasito:monocito. Un rango de concentraciones de PTX y CpG se evaluaron
solas o en combinacion con 4 pM de HePC o 8 pg/mL de Sb(V). Los
inmunomoduladores se adicionaron concomitantemente con los promastigotes al

momento de la infeccidon a las concentraciones de 100, 200 y 300 uM PTXy 2.5, 5,
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10 pM de CpG; los anti-leishmaniales y las NPs se adicionaron 24 h después de la
infeccion. Los rangos de concentraciones de los inmunomoduladores se basaron
en experimentos preliminares donde se evalud el efecto de PTX en la secrecion de
TNFa y previos estudios de CpG en la respuesta inmune de CMSP humanas
[174,175]. Para las NPs se escogieron dos concentraciones de HePC de cada
formulacion (M3, M5 y M6). Una de las concentraciones fue 4 uM de HePC para
todas las NPs con el fin de comparar la potencia con el farmaco sélo, y la otra
concentracion correspondio a la maxima concentracion no toxica de cada NP con
el fin de evaluar la respuesta de citoquinas a concentraciones altas de las
formulaciones. Como control se evalud el farmaco sélo y las nanoparticulas sin
farmaco (E1 y E2) a las concentraciones correspondientes de las formulaciones
con HePC. La carga parasitaria y la secrecion de las citoquinas TNFa, IFNy e IL-
10 se evaluaron a las 120 h de cultivo y 96 h después de adicionar los anti-

leishmaniales.

Determinacion de la carga parasitaria y cuantificacion de citoquinas
Las placas de 96 pozos que contenian los cultivos de CMSP se centrifugaron a
1097Xg por 10 min a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se colectaron y
almacenaron a -80°C. La infeccion se cuantific6 mediante la actividad de la
luciferasa  usando luminometria  (Chameleon V  MultilabelMicroplater
Reader; Hidex, Finland) como se ha descrito previamente [176]. La concordancia
entre la luminometria y la lectura de la carga de parasitos ha sido demostrada
previamente en la evaluacion de la susceptibilidad a Sb(V) y HePC [121,124]. Las
citoquinas se evaluaron en el sobrenadante de los cultivos por ELISA [177] o
Luminex (Luminex Screening Assay, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Los
ensayos con Luminex se desarrollaron usando 50 pL de sobrenadante en

duplicado de acuerdo a las especificaciones del kit.
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Métodos estadisticos
El tamafio de muestra en los diferentes analisis se definid por conveniencia y
basado en previos estudios de la respuesta inmune en CMSP de pacientes con
LC, en donde se obtuvieron diferencias significativas en la secrecion de citoquinas
[178]. La prueba de Anova o Kruskal-Wallis se usaron para establecer diferencias
significativas entre grupos de acuerdo a la distribucion de los datos. Las pruebas
Dunnett o Dunn se desarrollaron para comparar cada grupo con el grupo control.
Los analisis se realizaron usando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Inc.,

San Diego, CA). Valores de P < 0.05 se consideraron significativos.

Resultados
Las respuestas inmune y del parasito en ausencia de farmacos fueron
evaluables en el modelo ex vivo de células mononucleares. La carga
parasitaria fue proporcional a la dosis infectiva del parasito y medible hasta las 72
h evaluadas después de la infeccion (Figura 2A). Se detectd una alta carga
parasitaria a las 6 h post-infeccién (dosis infectiva de 10: 29566 URL; dosis
infectiva de 20: 70537 URL) la cual decreci6 marcadamente hasta las 24 h post-
infeccion (dosis infectiva de 10: 11705 URL; dosis infectiva de 20: 32054 URL) y
después fue relativamente constante hasta las 72 h (Figura 2A). No se observaron
diferencias significativas en la carga parasitaria total en el cultivo de CMSP
comparado con los macréfagos a los que se les retiraron los linfocitos y parasitos
extracelulares en el momento de la lectura de la infeccion a las 72 h (Figura 2A).
Este resultado y la verificacibn microscépica de pardsitos intracelulares
confirmaron la infeccién de los macrofagos. La produccion de las citoquinas TNFa,
IFNy, IL-13 e IL-10, observadas en el espectro de la infeccién con L. (Viannia) se
indujeron y detectaron bajo las condiciones experimentales del modelo ex vivo y
se midieron concomitantemente con la carga de infeccion. La cinética de la
produccion individual de estas citoquinas vario: TNFo se secretd temprano
después de la infeccion mientras que las otras citoquinas (IL-10, IL-13, IFNy)

fueron detectables entre las 24 y 48 h después de la infeccion (Figura 2B). A
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diferencia de la carga parasitaria, la expresion de citoquinas no fue proporcional a
la dosis infectiva, alcanzadndose concentraciones similares de citoquinas para las

dos dosis infectivas.

A Cinética de la infeccién
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Figura 2.23Cinética de la respuesta inmune y de la infeccion en ausencia de
farmacos.
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Se evalud la cinética de la infeccion usando las dosis infectivas de 10:1 y 20:1
parasitos:monocito (A, panel izquierdo), y la carga parasitaria en CMSP vs macréfagos
solos (A, panel derecho) a una dosis infectiva de 10:1. La supervivencia de los parasitos
es expresada por la actividad de la luciferasa como unidades relativas de luz (URL). En
forma concomitante se evalud la cinética de la secrecién de citoquinas (TNFa, IL-10, IL-
13, IFNy) inducidas por la infeccion hasta las 72 h. Los datos son basados en
experimentos hechos con CMSP de al menos 4 pacientes y expresados como la media +
SEM.

El modelo ex vivo permitié detectar la actividad anti-leishmanial de Sb(V) y
HePC y la secrecion de citoquinas. Los anti-leishmaniales Sb(V) y HePC
redujeron la carga parasitaria de manera concentracion dependiente alcanzando
diferencias significativas a las mayores concentraciones de los farmacos
comparado con el control de infeccion sin tratamiento (Figura 3A). La respuesta
parasitolégica se basoé en el porcentaje de reduccion de la sefial (URL) comparado
con el control de células sin infectar de cada donante, controlandose la variacion
en la carga parasitaria entre las células de donantes. HePC suprimio la secrecién
de IL-10 e IL-13 de manera dosis dependiente, con una disminucién significativa a
32 uM del farmaco comparado con el control (Figura 3B). En contraste no hubo
efecto significativo en la secrecion de IFNy o TNFa en el rango de concentraciones
evaluadas para HePC. Notablemente, el Sb(V) indujo una reduccion significativa
de la carga parasitaria entre 16 y 64 ug/mL de Sb(V) pero no alteré de forma
significativa la secrecién de las citoquinas evaluadas (Figura 3B). Con base en
estos resultados se seleccionaron las concentraciones de los anti-leishmaniales
para ser evaluadas en combinacion con los inumonomuladores PTX y CpG. Las
concentraciones evaluadas de Sb(V) y HePC en el ensayo de dosis respuesta no

fueron toxicas en CMSP de donantes sanos.
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A Carga parasitaria
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Figura 3.24Dosis respuesta de Sb(V) y HePC en la supervivencia del parasito y en la

secrecion de citoquinas.
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La viabilidad del parasito (A) y la secrecion de citoquinas (B) fueron evaluadas después
de 96 h de exposicion a diferentes concentraciones de Sb(V) y HePC. Las citoquinas
fueron evaluadas en el sobrenadante de los cultivos de CMSP expuestas a la infeccion
con promastigotes de L. panamensis tranfectados con el gen de la luciferasa. Los datos
se basan en experimentos hechos con CMSP de al menos 6 pacientes y se presentan
como la media + SEM tanto para la carga parasitaria como para la secrecion de
citoquinas. Los asteriscos indican las diferencias significativas comparadas con el control
sin farmaco. * P < 0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001, **** P < 0.0001.

Las concentraciones seleccionadas de los anti-leishmaniales para la
combinacion con los inmunomoduladores no alteraron la secrecién de
citoquinas. La carga parasitaria fue significativamente reducida a las 48 h de
exposicién a 8 pug/mL de Sb(V) o 4 uM de HePC. La supervivencia continud
declinando significativamente hasta alcanzar un porcentaje de parasitos viables de
37% y 9% a las 96 horas de exposicion a Sb(V) y HePC, respectivamente,
comparado con la infeccién en ausencia de farmaco (Figura 4A). La secrecion de
TNFa, IL-10, IFNy e IL-13 no fue afectada por la concentracion evaluada de los

farmacos (Figuras 4B-E).
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Figura 4.25Cinética de la supervivencia del parasito y la secrecion de citoquinas en
respuesta a 4 uM de HePC y 8 ug/mL de Sb(V) usando el modelo ex vivo de células

mononucleares.

Se evalud la viabilidad del parasito (A) y la secrecion de citoquinas (B a E) hasta 96 h de
exposicion al farmaco. Los datos son expresados como la media + SEM de experimentos

hechos con CMSP de 5 pacientes. *P < 0.01, control vs los dos farmacos.

La supervivencia del parasito y la secrecibn de citoquinas fueron
diferencialmente afectadas por los anti-leishmaniales e inmunomoduladores
solos o combinados. La PTX no afectd directamente la carga parasitaria (Figura
5A) ni la actividad anti-leishmanial de Sb(V) y HePC (Figuras 5C y E). El CpG solo
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no afectd significativamente la supervivencia del parasito (Figura 5B), pero su
combinacion con Sb(V) disminuy6 significativamente la actividad anti-leishmanial
comparado con el farmaco solo (Figura 5D). En contraste la muerte de los
parasitos inducida por HePC no se afectd con CpG (Figura 5F). La maxima
concentracion evaluada de los inmunomoduladores no fue toxica en las CMSP de
donantes sanos. El porcentaje de CMSP viables con 300 uM de PTX fue 98.2 +/-
5.1 SEM, n =3y para 10 uM de CpG fue de 90.8 +/- 9.1 SEM, n = 2.

Cuando las CMSP infectadas se expusieron a PTX se produjo una reduccién
significativa de TNFa, IL-13 e IFNy dependiente de la concentracion de PTX
(Figura 6A). El efecto supresor de PTX en IL-13 e IFNy se mantuvo cuando el
inmunomodulador fue combinado con Sb(V) y HePC (Figuras 6B y C). La
secrecion de IL-10 inducida por la infeccion no fue afectada por PTX sola o
combinada con las concentraciones evaluadas de Sb(V) y HePC (Figura 6). La
PTX no indujo la secrecion de citoquinas en CMSP no infectadas, siendo
indetectable o presente en concentraciones iguales o menores que lo detectado

en los correspondientes controles sin PTX.
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Figura 5.26Efecto en la viabilidad del parasito frente a farmacos anti-Leishmania,

compuestos inmunomoduladores y su combinacion.

Dosis respuesta sobre la viabilidad del parasito de los inmunomodulares solos: PTX (A) y
CpG (B), combinados con 8 pug/mL de Sb(V) (Cy D) o con 4 uM de HePC (E y F). Los
datos son presentados como la media + SEM de la carga parasitaria en CMSP de 10

pacientes. * P < 0.05, comparado con el control sin farmaco.
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Figura 6.27Dosis respuesta de la secrecibn de citoquinas por células

mononucleares expuestas a PTX y su combinaciéon con Sb(V) y HePC.

Las CMSP de 10 pacientes fueron expuestas a la infecciébn con una dosis infectiva de
10:1 parésitos:monocito. Las citoquinas fueron evaluadas a las 96 h de tratamiento. Las
concentraciones evaluadas de los anti-leishmaniales en las combinaciones fueron 8
png/mL de Sb(V) y 4 uM de HePC. Los datos son expresados como la media £ SEM. * P <
0.05, * P < 0.01, ** P < 0.0001, **** P < 0.0001, comparado con el control sin

tratamiento.
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En el caso de CpG, la concentracion de IL-10 disminuyd significativamente en
respuesta al inmunomodulador solo o en combinacion con Sb(V) o HePC. La
secrecion de IL-13 incremento significativamente en los cultivos expuestos a la
combinacion de CpG con HePC (Figura 7C), y no cambio cuando se combino con
Sb(V) (Figura 7B). La secrecion de TNFa e IFNy no fue afectada por CpG solo o
combinado con HePC o Sb(V) (Figura 7A, B y C). En CMSP no infectadas, CpG
indujo la secrecion de IL-10 (concentracion media para CMSP sin estimulo = 0 vs
151 pg/mL con 10 uM CpG Mann Whitney test p = 0.0023, n = 8), pero no indujo la
secrecion de IL-13 (concentracion media para CMSP sin estimulo = 38
pg/mL vs 42 pg/mL con 10 uM CpG, Mann Whitney test p = 0.2788, n = 8) o TNFa
e IFNy, las cuales no fueron detectadas en el sobrenadante de las CMSP no

infectadas con o sin CpG.
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Figura 7.28Dosis respuesta de la secrecibn de citoquinas por células

mononucleares expuestas a CpG y su combinacion con Sb(V) y HePC.

Las CMSP de 10 pacientes fueron expuestos a la infeccion con una dosis infectiva de
10:1 paréasitos:monocito. Las citoquinas fueron evaluadas a las 96 h de tratamiento. Las
concentraciones evaluadas de los anti-leishmaniales en las combinaciones fueron 8
png/mL de Sb(V) y 4 uM de HePC. Los datos son expresados como la media £ SEM. * P <

0.05, ** P < 0.01, comparado con el control sin tratamiento.
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La formulacién de HePC en nanoparticulas micelares incrementoé la actividad
anti-leishmanial del farmaco, sin afectar la secrecién de las citoquinas
evaluadas. La toxicidad y potencia de las formulaciones varié en relacion al
tamafo de las NPs. Las formulaciones de menor tamafio (M5, M6 y E2, Figura 8B,
C y F), fueron més toxicas que las nanoparticulas mas grandes (M3 y E1, Figura
8A y E) y significativamente mas toxicas en CMSP expuestas a la infeccion con L.
panamensis comparado con las CMSP no infectadas. La toxicidad fue
independiente de que las formulaciones contuvieran o no HePC. La potencia de
M5 y M6 fue significativamente mayor que la del farmaco s6lo a la concentracion
de 4 uM, mientras que M3 tuvo una potencia similar al farmaco solo (Figura 9). La
concentracion de la formulaciéon de NPs sin farmaco correspondiente a cada NP

no tuvo efecto anti-leishmanial.

La evaluacion de la secrecion de IL-10, TNFa e IFNy por las NPs mostro que la IL-
10 fue significativamente menor en las células tratadas con la concentracion mas
alta de las NPs M3 y M5, las cuales contenian las mayores concentraciones del
farmaco (20 y 35 uM de HePC) (Figura 10A); sin embargo, esta diferencia se
atribuye a la concentracién del farmaco solo evaluado como control en el mismo
experimento el cual disminuy6 significativamente la secrecion de IL-10 de manera
dosis dependiente, reproduciendo el resultado obtenido previamente en este
estudio (Figura 3). La evaluacion de la secrecion de TNFa e IFNy por las NPs no
mostré diferencias significativas con las células sin tratamiento en las
concentraciones evaluadas (Figura 10B y C), similar a lo observado con el

farmaco solo.
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Figura 8.29Toxicidad de las NPs micelares en células mononucleares no infectadas

e infectadas con L. panamensis.

La toxicidad de las NPs M3 (A), M5 (B) y M6 (C) fue evaluada en PBMC de pacientes no
infectados o0 expuestos a infecciéon con L. panamensis. Las concentraciones evaluadas se
ajustaron a la concentracién en pg/mL de las NPs completas. La concentracién de HePC

contenida en las NPs es presentada para cada una de las formulaciones evaluadas.
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Como control se evalud el farmaco solo (D), y las NPs sin farmaco E1 (control de M3), y
E2 (control de M5 y M6). Los datos corresponden a la mediana y el rango intercuartilico
del porcentaje de células viables de 3 pacientes. * P < 0.05, comparado con el control sin

infeccion.
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Figura 9.30Comparacion de la actividad anti-leishmanial de M3, M5 y M6 con el

farmaco solo.

La potencia de las NPs fue comparada con la potencia del farmaco solo a la
concentracion de 4 uM de HePC. Como control se evaluaron las concentraciones
correspondientes de las NPs sin farmaco. Los datos son expresados como el porcentaje
de pardasitos viables comparado con el control sin tratamiento. Los datos corresponden a
la mediana y el rango intercuartilico de la evaluacion en CMSP de 5 pacientes. CM3, CM5
y CM6 corresponden a las NPs sin HePC con la misma concentracion de PLGA-PEG y/o

G4 de las NPs con farmaco.
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Figura 10.31Respuesta de la secrecion de IL-10, TNFa e IFNy en células

mononucleares expuestas a HePC formulada en NPs.

Se evalud la secrecion de IL-10 (A), TNFa (B) e IFNy (C) en CMSP expuestas a dos
concentraciones de cada NP. Las concentraciones evaluadas fueron 4 uM de HePC y la
maxima concentracion no toxica de M3, M5 y M6. Como control se evaluaron CMSP sin
infectar e infectados sin tratamiento. Los datos son expresados como la mediana y el
rango intercuartilico de la secrecién de citoquinas en CMSP de 4 pacientes. * P < 0.05,

comparado con el control infectado sin tratamiento.
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Discusién

Los resultados de este estudio corroboran la factibilidad de una evaluacion
integrada de la susceptibilidad del parasito y de la respuesta inmune ex vivo de las
CMSP del hospedero y lineas de Leishmania spp. transfectadas con el gen
reportero de la luciferasa. Los anti-leishmaniales estandar y nuevas opciones
terapéuticas fueron evaluadas en células mononucleares de la respuesta inmune
de circulacion sistémica de hospederos previamente expuestos a la infeccion, lo
que permitié estudiar la interaccion de los farmacos con el parasito y con factores
de la respuesta innata o adquirida presentes o inducibles en CMSP de donantes
sanos o de pacientes leishmaniasis cutanea activa. El uso de CMSP previamente
expuestas a la infeccion en el paciente con LC permite tener una mejor
aproximacion de la actividad in vitro de los farmacos bajo las condiciones de

estimulo y respuesta inmune in vivo.

Los parasitos transfectados con genes reporteros han sido exitosamente
empleados para cuantificar la supervivencia del pardsito in vitro, in vivo y ex vivo
[176,179]. En el modelo ex vivo de CMSP, el uso de parasitos de Leishmania
transfectados con la luciferasa permitidé la cuantificacion de parasitos viables en
macréfagos diferenciados en presencia de linfocitos y sin los sesgos inherentes a
la evaluacién visual mediante microscopia. Es importante destacar que la infeccion
de macréfagos primarios derivados de monocitos humanos fue realizada en placas
de 96 pozos optimizando el uso de CMSP. Las ventajas del microcultivo en placas
de 96 pozos se amplian por la posibilidad de usar ensayos como multiplex que
requieren volumenes minimos de sobrenadante (25-50 pL) para la cuantificacion
de citoquinas y otros mediadores. La evaluacion mediante analisis de citometria
(FACS) es también factible utilizando la estrategia del modelo ex vivo, con lo que
se puede expandir ampliamente la informacién inmunolégica a la que se puede

acceder utilizando este modelo.
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La robustez del método de evaluacibn de carga parasitaria en CMSP fue
soportado por la sefial medible para las dosis infectivas evaluadas (10:1 y 20:1
parasito:monocito) en los tiempos evaluados hasta tres dias después de la
infeccion. Notablemente, aunque la carga parasitaria fue menor en el inoculo de
10 parésitos comparado con 20 parasitos, la secrecion de citoquinas no lo fue
(Figuras 2A y B). Estos resultados sugieren que a concentraciones altas de la
dosis infectiva (20p:1c) puede haber saturacion en la induccién de mediadores de
la respuesta inmune al estimulo con Leishmania. La independencia entre la carga
parasitaria y la secrecion de citoquinas fue también evidente en la divergencia de
la respuesta de citoquinas y supervivencia del parasito en presencia de
concentraciones crecientes de Sb(V) y HePC (Figura 3), y en los ensayos de
cinética durante la exposicion a una concentracion de los farmacos anti-

leishmaniales (Figura 4), y es soportada por otros estudios [180,181].

El modelo convencional de amastigote-macrofago usado en los ensayos de
susceptibilidad permite evaluar la actividad leishmanicida de los farmacos que
actian directamente sobre el parasito o a través del macréfago. Este método ha
sido ampliamente utilizado y los resultados del trabajo presentado en el capitulo 2
aplicando la estrategia del uso de una concentracion discriminatoria de los
farmacos, muestran la ventaja para el monitoreo de la susceptibilidad a nivel
poblacional y el entendimiento de la respuesta terapéutica desde el punto de vista
epidemioldgico. Sin embargo, el modelo amastigote-macréfago comparado con el
modelo de infeccion ex vivo usando CMSP no es informativo de la respuesta
inmunomoduladora colateral de los anti-leishmaniales o de compuestos cuya
actividad es mediada por otras células del sistema inmune. Por lo tanto, ni la
respuesta inmune a la infeccion, ni la respuesta inmune inducida por el farmaco
son evaluados con el macrofago solo. Es de resaltar que en el modelo ex vivo con
CMSP, la viabilidad del parasito disminuye con el aumento de la concentracion del

farmaco como ocurre con el modelo de infeccién en macréfagos de los ensayos de
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susceptibilidad [176,182], y ademas permite evaluar determinantes de la respuesta

inmune regulados en las CMSP obtenidas de pacientes con leishmaniasis.

En resumen el modelo amastigote-macrofago (método convencional) es aplicable
para estudios poblacionales de la susceptibilidad dada su mayor eficiencia como
se demostrd en el capitulo I, mientras que el modelo de infeccién ex vivo usando
CMSP tiene aplicacion en la evaluacion y desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas y en estudios de mecanismos de la respuesta inmune de CMSP en el
contexto de la interaccién parasito-hospedero-farmaco.

La contribucion de la respuesta inmune a la eficacia de los tratamientos anti-
leishmaniales se conoce escasamente. Varios estudios in vivo sugieren una
directa relacion entre el efecto leishmanicida de antimonio y factores inmunes del
hospedero como IFNy, TNFa e IL-12[35,183,184,185], y evidencia reciente
sugiere gue la activacion de la respuesta inmune por HePC es un constituyente de
su mecanismo de accion [91,92,186]. En el presente estudio encontramos que
HePC reduce significativamente la secrecion de IL-10 e IL-13 de manera dosis
dependiente. La inhibicion de la secrecion de IL-10 fue previamente reportada en
CMSP de pacientes con LV [92] y en el suero de pacientes con PKDL [91] que
recibieron tratamiento con HePC en concordancia con lo observado en el modelo
ex vivo. No obstante, la inhibicion de la secrecion de IL-10 e IL-13 en CMSP
infectadas con L. panamensis y su relacién con la actividad anti-leishmanial de
HePC es un hallazgo nuevo. La atribucion del efecto inhibitorio de estas citoquinas
a HePC esta soportada por la ausencia de efectos inmunomoduladores de Sb(V) a
pesar de la reduccion significativa de la carga de parasitos dependiente de la
concentracion del farmaco (Figura 3).

La inclusion de células sensibilizadas de la respuesta inmune adaptativa en la
evaluacion de agentes terapéuticos permite la cuantificacion de la repuesta
inmune pro y anti-inflamatoria y Th1/Th2 que pueden tener efecto sobre el
espectro clinico de la infeccion por especies del subgénero Viannia [187,188,189].
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La definicibn de marcadores de cura o falla al tratamiento podria orientar sobre
que determinantes inmunolégicos son mas informativos para ser evaluados en el
modelo ex vivo de tal forma que permitan conocer en una fase temprana del
desarrollo de nuevas terapias cual podria ser su efecto en la respuesta inmune del
paciente. Por ejemplo se ha reportado que la alta expresion de quimioquinas pro-
inflamatorias como CCL2, CXCL-9 y CXCL-10 estan asociadas con la cronicidad
de la LC ocasionada por L. panamensis [190]. La produccion de especies
reactivas de oxigeno y oxido nitrico han sido identificadas entre los mecanismos
efectores que pueden contribuir en la actividad de los farmacos antimoniales y
participar en muerte del parasito [191]. Estos y otros potenciales parametros de la
respuesta inmune incluyendo los fenotipos celulares y la expresion de genes
asociados con la repuesta clinica y la respuesta terapéutica pueden también ser

evaluados usando este modelo de infeccion.

En modelo de CMSP se evidencido que compuestos que modifican la respuesta
inmune del hospedero pueden afectar la actividad microbicida de farmacos anti-
leishmania, como se observé en la combinacién de Sb(V) y CpG. Los mecanismos
precisos no estan determinados, sin embargo, se resalta la importancia de la
evaluacion preclinica para identificar posibles interacciones entre los procesos de
inmunomodulacion y la actividad de los farmacos. Considerando la relacion
interdependiente entre la respuesta inmune del hospedero y la eficacia del
tratamiento anti-leishmanial, como se ha ilustrado ampliamente por la alta
incidencia de fallas y recaidas de pacientes inmunocomprometidos [192,193,194],
este modelo es una aproximaciéon a la infeccién natural y es particularmente Uutil
para el estudio de intervenciones terapéuticas que involucran inmunomodulacion o
la evaluacion nuevos compuestos de los que se desconoce su efecto en la

respuesta inmune.

El efecto supresor observado por PTX en la secrecion de citoquinas fue
consistente con previos reportes usando re-estimulo de de CMSP con antigeno

soluble de Leishmania y la respuesta inmune in vitro durante otras patologias
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asociadas con la respuesta inmune exacerbada [195,196,197,198]. En el caso
del inmunomodulador CpG, se encontré que cuando se adicion6 solo, indujo
significativamente la secrecion de IL-10 en CMSP no infectadas, corroborando un
reporte previo en el que el estimulo con CpG en CMSP de humanos induce IL-10
[199]. Sin embargo, el CpG en combinacion con los farmacos anti-leishmania
disminuyo la secrecion de IL-10 en CMSP infectadas con Leishmania. De forma
similar en un estudio hecho en hamster y ratones BALB/c infectados con L.
donovani, se observé una disminucion de IL-10 y TGF-B por el tratamiento con
CpG solo o en combinacion con HePC [152]. Por tanto, con el modelo ex vivo se
evidencia que el uso algunos agentes inmunomoduladores junto a farmacos anti-

leishmania pueden inducir efectos que difieren de lo observado con el agente solo.

Por otro lado, la mayor potencia de HePC en nanoparticulas observada en este
estudio corrobora la efectividad de estas novedosas formulaciones, cuyo uso
como sistemas de suministro de farmacos ha incrementado considerablemente en
la dltima década [200,201]. La mayor toxicidad y potencia observada con las NPs
de menor tamafio (M5 y M6) es consistente con previos estudios in vitro en células
humanas donde se ha observado que NPs entre 40 y 70 nm muestran mayor
internalizacion celular y mayor toxicidad comparado con NPs grandes (100, 300 y
1000 nm) [202,203]. Otra caracteristica importante en la internalizacion de las NPs
es la carga neta en la superficie. Se ha reportado que las NPs cargadas
negativamente son internalizadas rapidamente por macréfagos y otras células
fagociticas [204]. Las NPs micelares con mayor potencia evaluadas en el presente
estudio tienen didmetros mas pequefios y una carga negativa, caracteristicas que

podrian incrementar la internalizacién en el macréfago.

La mayor potencia de las NPs M5 y M6 que contienen el dendrimero G4,
comparado con M3, formulada sin G4, podria estar explicada también porque los
dendrimeros en conjunto con NPs poliméricas y liposomales tienen la capacidad

de permeabilizar y desestabilizar el endosoma [205,206]. La inclusion de estas
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macromoléculas en la formulacion de HePC podria incrementar la actividad anti-
leishmanial por desestabilizacion de la vacuola parasitéfora e incremento del
contacto con el parasito. Sin embargo, los mecanismos por los cuales las NPs M5
y M6 son mas efectivas son motivo de futuros estudios. A diferencia de lo
reportado con el uso de NPs solidas de PLGA y liposomas [152,207], las NPs
micelares no afectaron la secrecidén de las citoquinas evaluadas. En los proximos
pasos se incluird la evaluacidon de otros mediadores y determinantes de la

respuesta inmune relacionados con cura o severidad de la enfermedad.

El uso de NPs poliméricas de PLGA constituyen una plataforma disponible,
estable y con materiales aprobados clinicamente [208]. Las NPs micelares se
caracterizan por una elevada estabilidad frente a la fuerza ionica, dilucién y
temperatura. Ademas, pueden ser liofilizadas y conservadas en estado sdlido
evitando los costos de refrigeracion. Previos estudios han mostrado que la
formulaciéon de HePC o Sb(V) en liposomas también incrementa la potencia del
farmaco en amastigotes intracelulares de L. donovani y L. major [209,210]; sin
embargo, el desarrollo de formulaciones con liposomas es mas costoso. Los
resultados preliminares obtenidos en el presente estudio, sumado a las ventajas
mencionadas y al menor costo de las NPs poliméricas de PLGA comparado con
los liposomas apoyan el desarrollo de siguientes fases de estudio para esta

estrategia terapéutica.

En conclusion el analisis de la interaccion de componentes de la respuesta inmune
innata y adquirida y la actividad anti-leishmanial de los farmacos, agentes
inmunomoduladores y nuevos tratamientos es alcanzable utilizando células
mononucleares de donantes previamente expuestos a la infeccion natural con
Leishmania. Usando esta aproximacién, se obtuvo conocimiento sobre la
susceptibilidad del parasito y la produccion citoquinas moduladas por farmacos
anti-leishmania y nuevas opciones terapéuticas encaminadas a re-direccionar la
respuesta inmune o a incrementar la potencia de los farmacos. Esta estrategia

puede ser usada para ajustar y optimizar la respuesta del hospedero (por ejemplo
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mediante el uso de inmunomoduladores) y sobre el parasito con el fin de alcanzar
la cura clinica. Ademas permite una mejor aproximacion al entendimiento de lo
que sucede in vivo en la relacién entre la susceptibilidad del pardsito a los

farmacos y la respuesta al tratamiento.
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Discusion
La investigacién y el andlisis integrado de factores, y aun la inter-relaciéon, del
hospedero y el parasito contribuyen a un entendimiento distinto y comprensivo de
la respuesta al tratamiento. En general para las enfermedades causadas por
agentes infecciosos, la susceptibilidad del microorganismo y la respuesta inmune
del hospedero son reconocidas como factores en la respuesta terapéutica. Por
tanto, el conocimiento y monitoreo de la susceptibilidad de Leishmania a las
drogas en uso es relevante para la revision y definicion de esquemas terapéuticos
para el tratamiento de la leishmaniasis. La deteccion y distribucion de resistencia,
bien sea adquirida o intrinseca, a un tratamiento especifico alerta sobre el riesgo
de un incremento en la frecuencia de falla terapéutica. También informa sobre la
necesidad de desarrollar nuevos farmacos, o terapias combinadas que conserven
la vida util de los tratamientos en uso. En este sentido, la evaluacién preclinica
integrada de la actividad antimicrobiana y la respuesta inmune del hospedero
constituye una aproximacion de lo que sucede in vivo durante el tratamiento en la
interaccidon parasito-hospedero-farmaco, favoreciendo el disefio de terapias mas

efectivas.

El presente trabajo muestra una visién integrada de la susceptibilidad de
Leishmania (Viannia) a nivel poblacional, en el contexto de la infeccion, la falla al
tratamiento y la respuesta inmune del hospedero. La evaluacion poblacional de la
susceptibilidad hizo evidente la circulacion de cepas del subgénero Viannia
tolerantes/resistentes a los dos medicamentos de mayor uso en Colombia. Los
datos obtenidos, confirman la emergencia de resistencia de cepas de L. (Viannia)
panamensis y braziliensis durante el tratamiento con miltefosina en pacientes con
falla terapéutica. Los resultados también apoyaron la hipétesis de tolerancia
intrinseca entre poblaciones de L. braziliensis a este farmaco. Estos hallazgos
alertan sobre la necesidad de nuevas opciones terapéuticas que bajo este estudio
fueron exploradas como terapias combinadas de los anti-leishmaniales con

inmunomoduladores y nuevas formulaciones de miltefosina en nanoparticulas. La
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evaluacion concomitante de la susceptibilidad y la respuesta inmune para estas
nuevas opciones terapéuticas generd informacion que direcciona préximos pasos
para el desarrollo de medicamentos con mayor potencia como se observo en la

formulacion de miltefosina en nanopatrticulas.

El estudio poblacional de la susceptibilidad evidencié la circulacion de sub-
poblaciones de L. panamensis distinguibles por perfiles isoenzimaticos en el
suroccidente del pais asociadas con susceptibilidad o resistencia a Sb(V). De
acuerdo al analisis de factores del hospedero como grupos etareos vy
ocupacionales estas se sugiere que puede haber relacién con diferentes ciclos de
transmision. Este interesante hallazgo plantea nuevas hipétesis sobre la influencia
de la infeccibn con estas sub-poblaciones de parasitos y la respuesta al
tratamiento con Sb(V). Estas poblaciones, con distintos genotipos y fenotipos
proporcionan ademas material valioso para estudiar mecanismos de resistencia en

cepas clinicas de Leishmania.

Las estrategias metodolégicas usadas para el desarrollo del presente trabajo
fueron clave para el andlisis a escala regional en Colombia y para la mejor
comprension de los factores del hospedero y del parasito que influyen en la
susceptibilidad de las especies de Leishmania prevalentes en Colombia. El uso de
una unica concentracién discriminatoria de los farmacos hizo factible evaluar
susceptibilidad a nivel poblacional y el trabajo interinstitucional permitié conocer el
comportamiento de la susceptibilidad en las regiones de mayor prevalencia. La
lectura microscoépica de la infeccion continda siendo una limitante a superar,

probablemente mediante la aplicacion de técnicas moleculares.

El desarrollo de una estrategia mas eficiente para evaluar la susceptibilidad al
alcance de centros de referencia, comparado con los ensayos de dosis respuesta
(ECsp), constituye una contribucion metodolégica de aplicacién inmediata para el

monitoreo de la susceptibilidad de las especies de Leishmania circulantes en el
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pais a los farmacos en uso. Con relacion al estudio de nuevas opciones
terapéuticas, el modelo de infeccion de células monocucleares de pacientes fue
disefiado para la evaluacion integral de nuevos tratamientos, y para entender el
efecto de los farmacos sobre la respuesta inmune e inflamatoria en el contexto de
la infeccidn ex vivo en CMSP. Adicionalmente los hallazgos obtenidos en este
estudio generaron conocimiento que permite plantear nuevas estrategias de
investigacion para entender los mecanismos de resistencia del parasito y la
relacion entre la susceptibilidad y la falla terapéutica. En el caso especifico de las
sub-poblaciones de L. panamensis sensibles o resistentes a Sb(V) la identificacion
de marcadores bioquimicos partiendo de las diferencias conocidas en las
isoenzimas, podria ser usada en estudios epidemiolégicos para entender su
relacion con el ciclo de transmision y con la respuesta al tratamiento a nivel

poblacional.
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Conclusiones y significancia de los hallazgos

» La reduccion proporcional de la carga de amastigotes intracelulares de
Leishmania en presencia de una concentracion del farmaco con relevancia
clinica y que distingue las lineas control sensible y resistente, permitio
discriminar la susceptibilidad a Sb(V) y HePC de cepas clinicas del subgénero
Viannia. El establecimiento de una estrategia eficiente hizo factible el desarrollo
de un analisis comprensivo en el contexto endémico y a una escala mayor que
lo reportado previamente o factible a través de la determinacion del ECsp. La
estrategia generada para la evaluacién de la susceptibilidad La estrategia
desarrollada permitié establecer una base de la susceptibilidad de las especies

de Leishmania (Viannia) en Colombia a los farmacos de mayor uso.

» Los resultados de este estudio evidencian un amplio rango de susceptibilidad a
Sb(V) y HePC entre cepas de las especies de Leishmania (Viannia) mas
prevalentes en Colombia. La susceptibilidad estuvo influenciada por la especie,
sub-poblaciones del parasito de la misma especie y el origen geogréfico de la
cepa. Esta informacion establece un referente y linea de base para el futuro
monitoreo de la susceptibilidad y emergencia de resistencia de las cepas
circulantes de las especies evaluadas en los diferentes focos endémicos.

» Se demuestra por primera vez la existencia de marcadores intrinsecos
asociados con tolerancia/resistencia al Cnax de Sb(V) alcanzado en plasma en
una sub-poblacién de cepas clinicas de Leishmania pertenecientes a la
especie L. panamensis. El fenotipo de tolerancia/resistencia o sensibilidad
estuvo asociado a los zimodemas 2.3 y 2.2 de L. panamensis,
respectivamente. Notablemente estos zimodemas presentaron caracteristicas
epidemiologicas que sugieren su diseminacion a través de diferentes ciclos de
transmision. Teniendo en cuenta la fuerte asociacién encontrada y conservada
a los largo de 30 afos, el zimodema 2.3 constituye la base para el desarrollo

de un potencial marcador indirecto de resistencia.
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» El tratamiento con un ciclo de HePC puede seleccionar parasitos tolerantes del
subgénero Viannia, contribuyendo a la falla terapéutica. La alta proporcion de
cepas de L. braziliensis aisladas de pacientes antes de tratamiento que
presentaron un fenotipo de tolerancia a HePC, sugiere la existencia de
poblaciones de parasitos intrinsecamente resistentes a este farmaco. Estos
resultados junto a la larga vida media del farmaco en plasma y la facilidad de
seleccion de parasitos resistentes experimentalmente, remarcan la necesidad
del uso de terapias combinadas o nuevas formulaciones que protejan la vida

util del medicamento.

» El modelo ex vivo con CMSP de pacientes es una estrategia sensible,
informativa y novedosa que permite estudiar, conocer y entender la respuesta
inmune y del parasito a los anti-leishmaniales en uso y nuevas opciones
terapéuticas. Esta estrategia permitio explorar la respuesta inmune y el efecto
microbicida frente a Sb(V), HePC, terapias combinadas con
inmunomoduladores y nuevas formulaciones de HePC en nanopatrticulas. Los
resultados obtenidos podrian direccionar nuevas aproximaciones pre-clinicas

para optimizar el tratamiento de la LC.
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Perspectivas

» El uso de proporcion de sobrevida frente una concentracion de los farmacos
para discriminar la susceptibilidad de las cepas clinicas de Leishmania debe
ser validado. La validacion requiere completar analisis con relacion a los
valores de ECsy, incluyendo cepas que permitan abarcar el rango
indeterminado definido actualmente por ausencia de datos. También se

debe evaluar la repetibilidad y la reproducibilidad del método.

» Reconociendo la gran limitaciéon de la lectura microscépica para determinar
la viabilidad y cuantificar los parasitos en los ensayos de susceptibilidad,
nuestro grupo ha venido trabajando en el desarrollo de un método
molecular que permita ensayos de tipo “médium throughput” para
determinar carga parasitaria. El método consiste en la ampliacion del gen
7SLARN del parasito. Resultados en preparacion para publicar sobre la
evaluacion de la susceptibilidad a través de la lectura por microscopia y la
amplificacion del 7SLARN (gRT-PCR) han mostrado una alta correlacion (rs
= 0.9, P <0.001) cuando se uso la concentracion de 32 pg/mL de Sb(V). El
uso de este blanco molecular permitird su aplicacion tanto en la evaluacién
de susceptibilidad de cepas clinicas en el modelo convencional de
macrofagos infectados, como en el modelo ex vivo de infeccidbn usando
células mononucleares de pacientes. Esta estrategia agilizaria la evaluacion
de la respuesta de cepas de Leishmania aisladas de pacientes en conjunto
con la respuesta inmune en células mononucleares y su relacion con la
respuesta al tratamiento y otras interacciones parasito-hospedero

relevantes en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

» Uno de los principales alcances del presente trabajo fue establecer una

linea de base de la susceptibilidad de las especies de Leishmania
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prevalentes en regiones naturales de Colombia. Actualmente, en el marco
de diferentes proyectos institucionales se continda evaluando la
susceptibilidad de cepas clinicas de Leishmania. Los resultados
alimentaran una base de datos que nos permita actualizar la informacién
sobre de la susceptibilidad a los farmacos en uso y monitorear la
susceptibilidad y emergencia de resistencia en los focos endémicos de las

poblaciones que se atienden en CIDEIM.

La marcada tolerancia a Sh(V) identificada en las cepas de L. panamensis
de los zimodemas 2.3, y la sensibilidad de cepas de zimodema 2.2, genera
la oportunidad de determinar la relacion entre la respuesta clinica al
tratamiento y la susceptibilidad in vitro. Actualmente, se realiza un estudio
para identificar la relacion entre los zimodemas 2.3 y 2.2 y la respuesta al
tratamiento mediante el andlisis retrospectivo de las historias clinicas de
pacientes infectados con L. panamensis de los zimodemas 2.2y 2.3, y el
andlisis de zimodemas de cepas de L. panamensis obtenidas de pacientes
con informacion de respuesta al tratamiento administrado en forma
supervisada en ensayos clinicos controlados. Este trabajo es llevado a cabo
por un Joven Investigador patrocinado por Colciencias.

Las cepas L. panamensis de los zimodemas 2.2 y 2.3 constituyen un
material valioso para entender los mecanismos que confieren el fenotipo de
resistencia a Sb(V). Asi mismo, las cepas clinicas de L. braziliensis
altamente sensibles y resistentes a HePC brindan la materia prima para

descifrar las bases para estos fenotipos naturales en la mismo especie.

El modelo ex vivo de PBMCs apenas empezd a ser explorado bajo el
presente trabajo. Si bien el modelo convencional usando lineas celulares de
macrofagos es el estandar de oro para monitorear la susceptibilidad de los
farmacos a nivel poblacional, el uso del modelo ex vivo con PBMCs de
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pacientes es la estrategia Optima para evaluar y entender la respuesta a los

anti-leishmaniales en uso y a nuevas alternativas terapéuticas.

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio se planteo el
uso del modelo ex vivo con PBMCs de pacientes para la optimizacion
preclinica de farmacos de administracion oral para el tratamiento de la LC
en nifios. La propuesta fue sometida a la Convocatoria de Colciencias para
Proyectos de Ciencia, Tecnologia e Innovacion en Salud en el afio 2014 y
aprobada para financiacion.

En el presente trabajo se identific6 un prototipo de nanoparticula que
mostré mayor eficacia que HePC libre. Actualmente, se continda en la
evaluacion de nuevos lotes de nanoparticulas micelares con las
caracteristicas del prototipo identificado con el fin de confirmar los
resultados obtenidos en el presente estudio. Una vez confirmados los
resultados de toxicidad y potencia se procedera a estudiar los mecanismos
gue pueden estar implicados en la mayor potencia como: internalizacion de
las nanoparticulas, ubicacion en compartimentos sub-celulares, ensayos de
liberacion del farmaco y otros posibles mecanismos que expliquen su
efectividad. Este trabajo es llevado a cabo en colaboracion con el grupo del
Dr. Tarek Fahmy de la Escuela de Ingenierias y Ciencias Aplicadas de la
Universidad de Yale en Estados Unidos, con quienes se ha propuesto

continuar el desarrollo preclinico de esta novedosa formulacion.
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