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Resumen

Titulo: Busqueda de alternativas farmacologicas en parasitos de Leishmania (Leishmania)
amazonensis resistentes a la miltefosina'

Autor: Laura Maria Chaparro Caballero?

Palabras clave: L. (L.) amazonensis, miltefosina, estabilidad de la resistencia, reversion de la
resistencia.

Introduccion: La leishmaniasis comprende un grupo de enfermedades transmitidas por vectores,
causadas por los parasitos Leishmania. En Colombia, el tratamiento estandar son los antimoniales
pentavalentes (SbY); si hay efectos secundarios, falla terapéutica (FT) o contraindicaciones, se usan
alternativas como miltefosina (MTF), entre otras. La MTF es el unico medicamento disponible en
forma oral, empleado en todas las formas clinicas, pero la FT ha aumentado y podria deberse a
factores relacionados con el fAirmaco, el huésped o el parasito. De este ultimo se han obtenido aislados
de pacientes con FT y baja sensibilidad in vitro. Objetivo: evaluar la actividad de farmacos y
compuestos en la reversion del fenotipo de resistencia, o como potenciadores de la actividad de la
MTEF, en parasitos de Leishmania (Leishmania) amazonensis resistentes a MTF (R-MTF).
Metodologia: Primera etapa: se generaron cepas R-MTF (10R, 20R, 30R y 40R) mediante presion
selectiva con MTF. La cepa 40R se compar6 con la cepa nativa o wild type (WT) en cinética de
crecimiento, susceptibilidad a MTF y otros farmacos antileishmania, infectividad en células THP-1 y
expresion/mutaciones de los genes mt y ros3. Segunda etapa: se evalud la estabilidad del fenotipo
resistente en las cepas R-MTF retirando la presion de MTF en el cultivo y tras infectar macrofagos.
Tercera etapa: en la reversion de la resistencia, se evalud la potencia de farmacos, compuestos
derivados de plantas e inhibidores de receptores frente a las cepas 40R y WT; después se cultivaron
a bajas concentraciones de los compuestos por 8 y 15 dias, y se calcul6 la potencia (Clso) de la MTF.
En el potenciamiento de la actividad de la MTF en la cepa 40R y WT, se determino la actividad de la
MTF + farmacos/compuestos en ensayos de combinacion a razon fija, calculando la concentracion
inhibitoria fraccional (CIF) y el tipo de interaccion (sinergia, aditiva o antagénica). Resultados:
Primera etapa: comparada con la cepa WT, la cepa 40R present6 diferencias significativas (p<0,05)
en su crecimiento mas lento, incremento de la susceptibilidad de promastigotes a Sb'™ y a PMD,
infeccion in vitro normal, resistencia de amastigotes intracelulares a Sb™, mutacion puntual y mayor
expresion del gen mt. Segunda etapa: la cepa 40R mantuvo la resistencia después de tres meses en
cultivo sin MTF, y después de infectar células THP-1. Tercera etapa: la silibina (SLB) y el
posaconazole (POZ) revirtieron el 50% y 70% de la resistencia en 40R, respectivamente; la
combinacion MTF+POZ mostro actividad sinérgica en 40R en la proporcion 3:2. Conclusion: la cepa
40R presentd algunas diferencias con la cepa WT en sus caracteristicas bioldgicas y mantuvo la
resistencia hasta por 3 meses en cultivo sin el farmaco. La SLB y el POZ permiten la reversion de la
resistencia a MTF en cepas 40R de L. amazonensis actuando como compuestos moduladores.

Tesis de maestria
2Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Directora: Patricia Escobar PhD.
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Abstract

Title: Search for Pharmacological Alternatives in Miltefosine-Resistant Leishmania (Leishmania)
amazonensis Parasites®

Autor: Laura Maria Chaparro Caballero*
Key words: L. (L.) amazonensis, miltefosine, resistance stability, resistance reversion.

Introduction: Leishmaniasis comprises a group of vector-borne diseases caused by Leishmania
parasites. In Colombia, the standard treatment consists of pentavalent antimonials (SbV); however, in
cases of adverse effects, therapeutic failure (TF), or contraindications, alternative treatments such as
miltefosine (MTF), among others, are used. MTF is the only orally available drug used across all
clinical forms, yet reports of TF have increased and may be associated with factors related to the drug,
the host, or the parasite. Regarding the latter, isolates from patients with TF and low in vitro
susceptibility have been obtained. Objective: To evaluate the activity of drugs and compounds in
reversing the resistant phenotype, or as enhancers of MTF activity, in miltefosine-resistant (MTF-R)
Leishmania (Leishmania) amazonensis parasites. Methodology: First stage: MTF-R strains (10R,
20R, 30R, and 40R) were generated through selective pressure with MTF. The 40R strain was
compared with the native or wild-type (WT) strain in growth kinetics, susceptibility to MTF and other
antileishmanial drugs, infectivity in THP-1 cells, and expression/mutations in the mt and ros3 genes.
Second stage: The stability of the resistant phenotype in the MTF strains was evaluated by removing
MTF pressure in culture and after macrophage infection. Third stage: For resistance reversal, the
potency of drugs, plant-derived compounds, and receptor inhibitors was assessed against the 40R and
WT strains. The strains were then cultured with low concentrations of these compounds for 8 and 15
days, and the MTF potency (ICso) was determined. To evaluate the enhancement of MTF activity in
the 40R and WT strains, fixed-ratio combination assays (MTF + drugs/compounds) were performed,
calculating the fractional inhibitory concentration (FIC) and the type of interaction (synergistic,
additive, or antagonistic). Results: First stage: Compared with the WT strain, the 40R strain exhibited
a significantly altered phenotypic profile (p<0.05), including slower growth, increased susceptibility
of promastigotes to Sb™ and PMD, normal in vitro infection, intracellular amastigote resistance to
Sb', a point mutation, and higher expression of the mt gene. Second stage: The 40R strain-maintained
resistance after three months in culture without MTF and after infecting THP-1 cells. Third stage:
Silibinin (SLB) and posaconazole (POZ) reversed 50% and 70% of resistance in the 40R strain,
respectively; additionally, the MTF+POZ combination showed synergistic activity in 40R at the 3:2
ratio. Conclusion: The 40R strain exhibited several differences from the WT strain in its biological
characteristics and maintained resistance for up to three months in culture without the drug. SLB and
POZ enable the reversal of MTF resistance in 40R strains of L. amazonensis, acting as modulatory
compounds.

’Master’s Thesis
“Faculty of Health. School of Medicine. Director: Patricia Escobar PhD.
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Introduccion

La leishmaniasis es una infecciéon de transmision vectorial que constituye un
problema de salud publica importante en la mayoria de los paises afectados. En 2023,
Colombia fue el tercer pais en América con mas casos notificados de leishmaniasis cutanea
(LC) (4898 casos) (OMS, 2023a) y, a nivel nacional, en el 2024 se registr6é un incremento en
el numero de casos de leishmaniasis mucocutanea (LMC) a 102 casos, en comparacion con
el afio anterior 2023 en el cual se reportaron 91 casos (INS, 2023, 2024). Las opciones de
tratamiento para la leishmaniasis son limitadas. En la primera linea se administra antimoniato
de meglumina (SbY, forma inactiva), de eficacia variable, aplicacion parenteral dolorosa que
puede llevar al abandono del tratamiento, efectos adversos graves y, ademas, no pueden ser
utilizados por un numero importante de personas por sus contraindicaciones. En este
contexto, la MTF se posicioné como la alternativa terapéutica de eleccion al ser el primer
farmaco registrado para uso oral en la leishmaniasis (MSPS, 2023). No obstante, en los
ultimos anos, se ha reportado disminucion de la eficacia en el tratamiento con MTF en todas
sus formas clinicas, con registros iniciales del 94% y reportes actuales entre el 66% y 77%
(Machado et al., 2021; Mendes et al., 2021; Ware et al., 2021). Diversos factores
dependientes de los parasitos, del hospedero o del farmaco, podrian estar implicados en la
falla terapéutica (FT) de los pacientes al tratamiento con MTF (Dorlo ef al., 2014), dentro de
los cuales y ampliamente estudiados en otros modelos biologicos, esta la resistencia (R) o
baja susceptibilidad de los microorganismos a los farmacos. El fenotipo de resistencia o baja
susceptibilidad ha sido observado en aislados clinicos de Leishmania infantum tras el
tratamiento con MTF (Cojean et al., 2012) y se ha relacionado con la falla terapéutica (FT),

lo que sugiere la existencia de resistencia natural (Carnielli ef al., 2019). Esta correlacion
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también se observd en cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania (Viannia)
panamensis aisladas de pacientes de 64 y 10 afos con LC, respectivamente (Obonaga et al.,
2014).

En relacion con la estabilidad de la baja susceptibilidad a la MTF de los parasitos, los
resultados no son concluyentes. Se han reportado cepas de Leishmania major y Leishmania
donovani resistentes a MTF (R-MTF) generados in vitro por presion selectiva, que conservan
la R-MTF entre 11 y 12 meses de cultivo sin MTF, con valores de Clso menores que la cepa
R-MTF en cultivo con el farmaco pero no a los niveles de los parasitos WT (Turner et al.,
2015; Vacchina et al., 2016). Sin embargo, pardsitos de Leishmania tropica resistentes a
daunomicina (DNM) y resistencia cruzada a MTF, recuperaron la susceptibilidad al firmaco
en un tiempo bastante menor como 45 dias (J. M. Pérez-Victoria, Pérez-Victoria, Parodi-
Talice, et al., 2001).

Los andlisis moleculares de las cepas resistentes han mostrado mutaciones y
diferencias en la expresion de algunos genes, como mt, ros3, abca3, entre otros, tanto en
cepas resistentes mediante presion selectiva in vitro como en aislados clinicos obtenidos de
lesiones de LC (Obonaga et al., 2014). Esto sefiala que el parasito podria regular la expresion
génica en presencia del medicamento y que es posible simularlo en el laboratorio.

Teniendo en consideracion los aspectos positivos de la MTF mencionados
anteriormente y el problema de resistencia y FT creciente, se hace necesaria la creacion de
estrategias que permitan mantener a este firmaco como una alternativa viable para el
tratamiento de la leishmaniasis. Esto puede abordarse desde el parésito o desde el farmaco.
En el primer caso, algunos estudios han demostrado la reversion de la R-MTF de cepas de
Leishmania tropica y Leishmania donovani, empleando compuestos o farmacos como

sesquiterpenos, flavonoides e inhibidores de bombas tipo Pgp (Chiquero et al., 1998; J. M.
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Pérez-Victoria et al., 2006; J. M. Pérez-Victoria, Pérez-Victoria, Conseil, et al., 2001).
Asimismo, se han estudiado farmacos que potencian la accion de la MTF en cepas de L. (V)
panamensis como es el caso de posaconazol (POZ) (Fernandez et al., 2022).

En consecuencia, es necesario estudiar las caracteristicas de las cepas de Leishmania
R-MTF en diferentes escenarios (sin presion del farmaco, en otras formas de vida
parasitarias) y encontrar una estrategia terapéutica para la reversion o el potenciamiento de
la actividad de la MTF. Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis fue evaluar la actividad
de farmacos o compuestos en la reversion del fenotipo de resistencia o como potenciadores
de la actividad de la MTF en parasitos de L. (L.) amazonensis resistentes a la miltefosina.
Con este fin, planteamos tres etapas asi:

1. La generacion y caracterizacion del fenotipo resistente de los parasitos R-MTF en

comparacion con las de la cepa nativa (WT).

2. Ladeterminacion de la estabilidad del fenotipo resistente de los parasitos R-MTF

al retirar la presion del farmaco en los cultivos y en otras formas de vida.

3. La determinacion del efecto de firmacos y compuestos sobre la reversion del

fenotipo resistente y el potenciamiento de la actividad de la MTF en parasitos R-
MTF.

Esta tesis se divide en 3 capitulos que abordan aspectos tedricos y comportamiento
de la resistencia a MTF en relacion con la cepa nativa y potenciales compuestos para el
manejo terapéutico a futuro de cepas R-MTF. En el capitulo 1 se abordara la generacion de
una cepa de L. amazonensis resistente a 40 uM de MTF (40R) mediante presion selectiva,
un modelo ampliamente empleado para evaluar los marcadores de resistencia y el
comportamiento de las cepas resistentes. Para ello, se evaluaron caracteristicas como la

cinética de crecimiento, la susceptibilidad o resistencia cruzada frente a otros farmacos
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antileishmania, la infeccion en células THP-1 y marcadores moleculares de expresion
(ARNm) empleando la técnica de PCR en tiempo real (RT-qPCR) y de cambios en los genes
mty ros3, en comparacion con la cepa WT. Se han formulado mecanismos empleados por el
parasito R-MTF para enfrentar otros farmacos antileishmania, y estos resultados permitieron
identificar el fitness del parasito, clave para determinar el riesgo futuro inherente a las
resistencias farmacoldgicas.

En el capitulo 2 se abordan aspectos teoricos de la estabilidad del fenotipo resistente
y la posibilidad de la transmision de la resistencia de la forma de vida extracelular
(promastigotes) encontrada en el vector, a la intracelular (amastigotes) encontrada en el
hospedero mamifero. Las preguntas que nos hacemos en este capitulo son: ;la pérdida de
susceptibilidad a la MTF inducida en los parasitos resistentes (R-MTF) por presiones
selectivas del fArmaco en los promastigotes, se mantienen después de retirar la presion del
farmaco? ;Por cuanto tiempo? ;En amastigotes intracelulares? Para ello, se mantuvieron los
parasitos R-MTF en cultivo sin MTF durante tres meses y se determino el valor de Clso antes,
durante y después del seguimiento. Estos resultados fueron comparados con los obtenidos
con la cepa R-MTF en cultivo con el farmaco y con la cepa WT, lo que permiti6 evaluar la
conservacion de la resistencia a MTF en las formas de vida implicadas en el ciclo de vida del
parasito.

En el capitulo 3 se abordan conceptos tedricos sobre la reversion y el potenciamiento
de la actividad de la MTF. El capitulo contiene la evaluacién de distintos farmacos y
compuestos como agentes reversores de la resistencia, para ello, los parasitos 40R fueron
tratados con concentraciones subdptimas de nueve compuestos durante 8 y 15 dias. De esta
manera, se determind la potencia de la MTF antes y después de cada tratamiento. Esto

permitié identificar los compuestos con mayor potencial de reversion. Adicionalmente, se
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evaluaron 10 compuestos en interaccion con la MTF, lo que permitié determinar la mejor
combinacion potenciadora de la MTF en cepas 40R.

Con base en lo anterior, los resultados obtenidos en esta tesis de maestria
proporcionan bases importantes para el manejo terapéutico futuro de cepas con
susceptibilidad disminuida a MTF, al presentar una caracterizacion fenotipica y molecular de
la resistencia a MTF, su estabilidad, y la posibilidad de postular farmacos reversores de la

resistencia a MTF o potenciadores de la MTF.
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1 Generacion de una cepa de L. (L.) amazonensis resistente a 40 uM de MTF y
comparacion de sus caracteristicas bioldgicas con la cepa nativa o WT.
1.1 Leishmaniasis: formas clinicas, epidemiologia, tratamientos y caracteristicas

moleculares

1.1.1 Formas clinicas y epidemiologia

La leishmaniasis son un conjunto de enfermedades desatendidas predominante en
paises tropicales, subtropicales y del sur de Europa, causada por parasitos protozoarios del
género Leishmania, transmitidos por flebotomos del género Lutzomyia en el NM vy
Phlebotomus en el Viejo Mundo (VM). Este tipo de enfermedades se ha relacionado con
actividades en zonas rurales, con porcentajes del 68,3% en el 2023; el 67,5% fue en hombres
y el 78,4% correspondié a personas del régimen subsidiado en el Sistema General de
Seguridad Social en Salud (INS, 2023).

Se reconocen tres formas clinicas en las que la leishmaniasis visceral (LV) es el
desenlace mas severo de la leishmaniasis y resulta mortal en el 95% de los casos si no se
trata, y se presenta principalmente en paises como Sudan, Kenia, Brasil e India (OMS,
2023b). Las manifestaciones clinicas de la LV se caracterizan por una marcada
hepatoesplenomegalia, acompafiada de otros sintomas como fiebre, anemia, pérdida de peso,
edema y tos, asi como afectacion renal como consecuencia de la carga parasitaria, con una
respuesta inflamatoria exacerbada, mediada por citoquinas que favorecen la infeccion por
microorganismos oportunistas (Costa et al., 2023). La leishmaniasis mucocutanea (LMC),
que ocurre principalmente en Bolivia, Brasil, Etiopia y Pert, se caracteriza por causar
destruccion del septum nasal, labios y paladar. La LC es la forma clinica prevalente de la

leishmaniasis, de la cual, el 95% de los casos provienen de Asia Central, Latinoamérica y la
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cuenca Mediterranea, siendo la Republica Arabe, Siria, Afganistan, Pakistan y Brasil los
paises con mayor numero de casos (OMS, 2023b). Dentro de la LC se encuentra la LC
localizada, la cual puede presentar una o hasta 10 lesiones generalmente en areas expuestas;
la LC diseminada que presenta multiple lesiones (mas de 10) de caracter nodular, acneiformes
o placas descamativas, especialmente en miembros inferiores y superiores y con compromiso
mucoso en la mitad de los casos; la LC difusa con lesiones tipo papulas, ndodulos o tubérculos
no ulcerados, considerada la forma mas grave por la gran inhibicion de la inmunidad celular
especifica (OMS, 2023b); y, la LC atipica, una forma de LC no ulcerada, reportada en
pacientes con L. infantum sin cuadros de LV en quiénes se tiene la teoria de que el parésito
migra a la piel ocasionando lesiones atipicas (Caballero ef al., 2013; Ponce et al., 1991). Es
importante mencionar que las lesiones en la LC se generan semanas después de la picadura
de la mosquita y se caracterizan por el desarrollo de una papula que amplia su tamafno hasta
formar un nédulo y se ulcera lentamente en los meses posteriores, a diferencia de las lesiones
en el VM, en donde estas pueden desarrollar placas hiperqueratocicas o verrugosas (Burza et
al., 2018; OMS, 2023b). Asi mismo, otra diferencia importante es las especies asociadas a la
LC en el NM, las cuales incluyen parasitos del subgénero Viannia (generalmente L.
panamensis, L. braziliensis, L. guyanensis y del subgénero Leishmania (L. amazonensis'y L.
mexicana), mientras que, en el VM se presentan Unicamente especies del subgénero
Leishmania como L. tropica, L. donovani, L. major, L. aethiopica y L. infantum (MSPS,

2023; OMS, 2023b).
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1.1.2 Especies de Leishmania implicadas en la LC en Colombia

Las especies de Leishmania causantes de la LC presentes en Colombia incluyen
parasitos de los subgéneros Leishmania y Viannia. En la revision realizada por (Salgado-
Almario et al., 2019), en 86 estudios publicados entre 1985y 2017, se encontr6 que la especie
comunmente identificada era L. panamensis (39 estudios), seguida de L. braziliensis (26),
L. guyanensis (20), L. infantum (15), L. mexicana (8), y L. amazonensis (6); esta ultima
siendo reportada en los departamentos de Antioquia, Boyaca, Chocd, Meta, Narifio, Norte de
Santander, Santander, Tolima y Valle del Cauca (Figura 1). Igualmente, en un trabajo
realizado por (Ovalle-Bracho et al., 2019), a partir de 688 muestras clinicas de pacientes
tratados en el Centro Dermatologico Lleras Acosta entre 1999 y 2016, 641 con diagndstico
de LC y 47 de LMC, detectaron la presencia de L. panamensis (52.9%), L. braziliensis
(40.7%), L. guyanensis (4.8%) y L. amazonensis (1.6%). Estudios més recientes en poblacion
militar reportaron la identificacion de L. braziliensis en el 65,09% de los casos, seguida de
L. panamensis en el 31,13%, Leishmania naiffi en el 1,89% y Leishmania lindenbergi 'y L.
infantum en el 0,9% (Correa-Cérdenas ef al., 2020). Otros estudios realizados en flebotomos
permitieron determinar la presencia de L. panamensis en el municipio La Victoria en el
departamento de Caldas, con una tasa de infeccion del 0,5% (Posada-Lopez et al., 2023) y la
presencia de L. braziliensis en las localidades de Cinera y Siravita del municipio de
Arboledas, Norte de Santander, con una prevalencia en el 63,1% de los mosquitos hembra

capturadas (Sandoval-Ramirez et al., 2020).
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Figura 1 Distribucion geografica de especies de Leishmania en Colombia

L. (V) panamensis, 26
@ L. (V) braziliensis, 26
© L. (L.) mexicana, 13
© L. (V) guyanensis, 12
© L. (L.) infantum, 11
@ L. (L.) amazonensis, 9

E:;q

NOTA: Adaptada de Distribucion geogrdfica de las especies de Leishmania en Colombia,
1985-2017. Salgado-Almario, J., Herndndez, CA., Ovalle-Bracho, C. 2019. Especie, nimero

de departamentos donde se report6 su identificacion.

La especie L. amazonensis se emplea comunmente in vitro debido a su facilidad de
cultivo en su estadio promastigote. Esta especie esta principalmente asociada con
presentaciones clinicas de LC, pero se han reportado casos mas graves de LMC y LV
causados por L. amazonensis (Barral et al., 1991; de Souza et al., 2018; Gomez, lo que resalta
su importancia epidemioldgica en Suramérica. Ademads, dado que la coinfeccion entre
especies de Leishmania no es cominmente observada, se ha reportado la presencia de L.

amazonensis en coinfeccion con L. guyanensis en un caso de LC atipica en una paciente de
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65 afios (Gosch et al., 2018). Asimismo, esta especie se ha empleado en modelo murino de
LC en ratones BALB/c para evaluar la eficacia de vacunas como HisAK70 (Martinez-

Rodrigo et al., 2019).

1.1.3 Ciclo de vida del parasito Leishmania

El parésito de Leishmania es transmitido por la hembra de la mosquita de la arena
perteneciente a la subfamilia Phlebotominae, familia Psychodidae. El ciclo de vida de
Leishmania comienza cuando los macrdfagos infectados con amastigotes son ingeridos por
la mosquita al alimentarse de un hospedero infectado y, en el intestino del vector los
amastigotes se transforman en promastigotes prociclicos; la ubicacion del parésito en este
organo depende del subgénero, para las especies pertenecientes al subgénero Viannia el
desarrollo de los promastigotes ocurre en el intestino posterior, mientras que, en las
correspondientes al subgénero Leishmania sucede en el intestino medio (CDC, 2024). En
este nivel, el parésito presenta reproduccion asexual mediante fision binaria, migra hacia la
proboscide transformandose en su estadio infeccioso de promastigote metaciclico y, se aloja
alli hasta que el vector se alimenta nuevamente. Cuando esto sucede, la mosquita regurgita
cerca de 1000 promastigotes metaciclicos (Sheikh et al., 2020) y los introduce hasta la dermis
donde son fagocitados por macrdfagos residentes o por otras células fagociticas, nuevamente
transformandose en amastigotes y multiplicandose mediante division simple dentro de la
vacuola parasitofora, hasta que finalmente ocurre la lisis del macrofago, facilitando la
diseminacion e infeccion de otros macréfagos (CDC, 2024; Esch & Petersen, 2013; MSPS,

2023).
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1.1.4 Genoma del parasito Leishmania

En el estudio del genoma de Leishmania, se ha encontrado que las especies del VM
tienen 36 cromosomas y las especies del NM del subgénero Viannia tienen un cromosoma
menos, debido a la fusion de los cromosomas 20 y 35 (Llanes et al., 2015), y algo similar
sucede con las especies del subgénero Leishmania como L. mexicana con dos cromosomas
menos debido a la fusidon de los cromosomas 8+29 y 20+36 (Britto et al., 1998). Ademas, el
parasito Leishmania presenta una aneuploidia en mosaico, es decir, el nimero de copias de
los cromosomas varia, exhibiendo disomias, trisomias, tetrasomias, polimorfismo de
nucledtido tnico (SNP, siglas en inglés de single-nucleotide polymorphism) y variaciones en
el nimero de copias de genes y cromosomas (CNVs, por sus siglas en inglés chromosome
and gene copy number variations) (Patino et al., 2020). También se ha demostrado la
presencia de varios cariotipos dentro de un mismo clon (Imamura et al., 2020; Llanes et al.,
2015), lo que puede deberse a procesos adaptativos y de supervivencia que pueden derivar
en la resistencia a medicamentos y, por consiguiente, en el dificil manejo de la enfermedad.
Otra caracteristica interesante en Leishmania, es la abundante pérdida genética observada
especialmente en L. panamensis 'y L. braziliensis. En comparacion con L. mexicana, L. major
y L. infantum, las dos especies del subgénero Viannia presentan 185 y 195 pseudogenes,
respectivamente, lo que indica que son mas propensas a la pérdida de genes mediante la
duplicacién del gen, que se deteriora hasta convertirse en un pseudogen (Llanes et al., 2015).
Ademés de la pérdida genética y contribuyendo mas a su diversidad y adaptabilidad, los
parasitos de Leishmania tienen la capacidad de renovar su genoma en respuesta a cambios
ambientales a través de modificaciones en secuencias repetitivas ampliamente distribuidas
en el ADN, lo que permite la amplificacion o delecion de estos segmentos genéticos (Ubeda

et al., 2014), contribuyendo a su diversidad y adaptabilidad. Otra particularidad del genoma
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de Leishmania, es que los genes identificados como codificantes de proteinas, carecen de
intrones y en general se organizan en unidades policistronicas las cuales codifican para
proteinas sin relacion funcional entre si (Llanes et al., 2015). Igualmente, la regulacion de la
expresion génica no siempre es realizada a nivel transcripcional, sino que puede estar
regulada a nivel postranscripcional, como lo concluyen Cortazzo da Silva et al., 2022; esto
autores reportan que en Leishmania aproximadamente en el 70% de los genes relacionados
con metaciclogénesis y amastigogénesis, existe una correlacion entre el ARNm y la expresion
de proteinas y, en el otro 30% no hay correlacion, lo que permite inferir que existen
mecanismos de regulacion postranscripcional en estos tripanosomaétidos (Cortazzo da Silva

etal., 2022).

1.1.5 Tratamientos parala LC

El tratamiento indicado en la LC en adultos consiste en la administracion
intramuscular (IM) o endovenosa (EV) de Sb" en dosis unica diaria de 20 mg/kg/dia por 20
dias y como segunda linea se encuentran fuertemente recomendada la MTF oral en dosis de
1,5 a 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias. Del mismo modo, aunque con recomendacion débil, se
realiza la aplicacion del isetionato de pentamidina (PMD) IM o EV en dosis de 3 a 4
mg/kg/dia en 4 dosis por 5 a 7 dias en dias alternos o, de anfotericina B (AMB) liposomal
intravenosa en dosis de 2 a 3 mg/kg/dia hasta dosis acumulada de 60 mg/kg. Tratamientos
localizados como la termoterapia se sugieren sean aplicados en casos de pacientes adultos
con LC localizada por L. braziliensis, L. panamensis o L. mexicana asi como la aplicacién
intralesional de SbY en caso de infecciones por L. braziliensis o L. amazonensis (MSPS,

2023; OPS, 2022).
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1.1.6 Mecanismo de accion de la miltefosina (MTF)

La MTF es un medicamento derivado de alquilfosfocolina originalmente desarrollado
como anticancerigeno para al cancer de mama (del Val Gil et al., 2001). Sobre su mecanismo
de accion se han descrito tanto efectos directos sobre el pardsito como indirectos, como un
inmunomodulador. En el parasito se presentan dafios en la composicion de la membrana
plasmatica debido a que interfiere en el metabolismo de la fosfatidilcolina, probablemente
mediante la accion sobre la fosfatidiletanolamina N-metil transferasa (Lira ef al., 2001; Lux
et al., 2000). También, interactia con proteinas de membrana que le permiten su
internalizacién, como la ATPasa tipo P codificada por el gen m¢ que es una flipasa expresada
en la membrana plasmatica de promastigotes y de amastigotes intracelulares (Mondelaers et
al., 2016; J. M. Pérez-Victoria et al., 2006). Igualmente, induce cambios en el potencial de
membrana mitocondrial afectando la produccidon energética y conduciendo a la apoptosis
caracterizada por liberacion del citocromo ¢ al citoplasma, aumento de la exposicion de la
fosfatidilserina y fragmentacion del ADN (Lira et al., 2001; Mishra & Singh, 2013; Verma
et al., 2007); ademds, induce la alcalinizacion de los acidocalcisomas provocando la
liberacién del Ca* acumulado en este organelo afectando la bioenergética del parasito ya que
limita la produccion y acumulacion de pirofosfatos, considerados una alternativa energética
clave en tripanosomatidos (Pinto-Martinez et al., 2017).

En relacion con los efectos indirectos de la MTF, se encuentra que este farmaco
promueve tanto el incremento de la expresion de los receptores de IFNy (IFNyRa y IFNYRp)
como la produccion de IFNy, que trabaja en conjunto con el IFNy enddgeno para inducir la
expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible 2 (iNOS2), la cual cataliza la
produccion de 6xido nitrico (NO), responsable de la muerte del parasito. Asimismo, existe

una posible interaccion directa de la MTF con el inhibidor fosfotirosina fosfatasa-1 (SHP-1)
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y, junto con la activacién que ejerce el IFNy sobre el factor de transduccion de senales y
activador de transcripcion-1 (STAT1), permite la translocacion de este factor al interior del
nucleo y estimula la respuesta Th1. Esta respuesta Th1 también se ve promovida por la IL12,

cuya produccion se encuentra aumentada en el tratamiento con MTF (Wadhone et al., 2009).

1.1.7 Mecanismo de accion de otros farmacos antileishmania

En la primera linea de tratamiento estan los antimoniales. En ellos se encuentra el
antimonio pentavalente (Sb¥) que es la forma inactiva y debe ser reducido hasta su forma
activa trivalente (Sb'). Una parte de esta reduccion ocurre en el macréfago, dado que ingresa
principalmente el Sb'"" al parasito a través de la aquaporina 1 (AQP1) y, en menor medida, el
SbV, pero no es claro el mecanismo de ingreso; una vez dentro del parasito, también es
reducido a Sb™ (Ponte-Sucre et al., 2017). Esta reduccién estd mediada por tioles como el
glutation reducido y la tripanotiona reducida (T(SHy)) (Ferreira ef al., 2003), ademas de
provocar el eflujo de estos compuestos e inhibir la tripanotiona reductasa (TR), generando
una acumulacion de la tripanotiona oxidada (TSz) (Wyllie ef al., 2004). Estos efectos dejan
al parésito de Leishmania sin defensas contra las especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés, reactive oxygen species). Adicionalmente, se ha reportado la inhibicion
de las vias catabdlicas de la glucosa al interferir con las enzimas glucoliticas y con la -
oxidacion de acidos grasos (Berman et al., 1987).

La anfotericina B (AmB) es una molécula anfipatica, originalmente desarrollada para
el tratamiento de infecciones fungicas, ya que se une al esterol presente en sus membranas
celulares (Gallis ef al., 1990). Se ha reportado que la AmB interacciona con el ergosterol de

las membranas y lo secuestra, causando inestabilidad en la membrana plasmatica, o
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interacciona con ¢l hasta formar poros, por los cuales generara la pérdida de iones, causando
un desbalance osmético (Kumari et al., 2022; Xu et al., 2014). Internamente, genera
incremento de ROS que causa dafio a proteinas, dafio en el ADN y apoptosis, ademas de que
se ha reportado el aporte de la interaccion de la AmB con el colesterol de las membranas del
hospedero, el cual es crucial para la actividad del farmaco, dado que macrofagos con
deplecion de colesterol causan disminucion de la actividad de AmB (Shadab et al., 2017).

El ingreso de la PMD al parasito no est4 claramente establecido, pero se ha reportado
que es un proceso dependiente de energia (Basselin et al., 1996) por lo que seria necesario
un transportador especifico; ademas, se ha teorizado la implicacion de dos transportadores
en cepas nativas pero no en cepas resistentes, siendo un proceso dependiente de iones de Na*
(Mukherjee et al., 2006); aunque en cepas de L. mexicana se ha reportado el ingreso
principalmente por difusion pasiva (Berman et al., 1987). Ademas, se ha mostrado que la
PMD no es metabolizada, sino que, al ingresar, causa inhibiciéon no competitiva del ingreso
de aminodcidos e inhibicidn competitiva de algunos sustratos de la sintesis de poliaminas
como arginina, ornitina y putrescina, impactando de manera directa la sintesis de purinas en
el parasito (Basselin ef al., 1997; Mukherjee et al., 2006). Finalmente, la PMD se acumula a
nivel mitocondrial, lo que disminuye la concentraciéon de PMD en el citoplasma y evita la
saturacion en el ingreso del farmaco (Mukherjee ef al., 2006).

Otro farmaco empleado es la paromomicina (PAR), un aminoglucosido natural,
inyectable y de uso topico, el cual es empleado en el tratamiento de la LV y LC e incluso es
util contra bacterias Gram negativas, Gram positivas y otros protozoarios (Daga et al., 2021;
Davidson et al., 2009). Su mecanismo de accion no ha sido completamente descrito, sin
embargo, se ha sugerido su ingreso al parasito a través de endocitosis al unirse al

lipofosfoglicano (LPG) presente en las membranas; debido a que el contenido de LPG en
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amastigotes es menor, implica que interacciona con otras moléculas ademas del LPG
(Jhingran et al., 2009). Al ingresar al parasito, se ha reportado que su organelo blanco son los
ribosomas especificamente el ARN ribosémico 30S, generando una lectura errénea del
codigo genético por la incorporacion de aminoacidos incorrectos en las cadenas
polipeptidicas, interfiriendo con la sintesis de proteinas (Sundar & Chakravarty, 2008).
Adicionalmente, se han reportado efectos sobre el metabolismo de lipidos e incluso sobre la
actividad mitocondrial (Maarouf et al., 1997).

Finalmente, sobre el ketoconazol (KTZ) se ha reportado que el ingreso del KTZ al
parésito estd mediada por la endocitosis. Este farmaco induce cambios en las regiones de
dimetil esteroles de la membrana plasmatica de promastigotes al inhibir la esterol-14a-
demetilasa, que conlleva a inestabilidad de la membrana plasmatica (también conocida como
Cl4a-demetilasa o CYP51) (Berman et al., 1984; Croft et al., 2006). En amastigotes
intracelulares, el parasito logra endocitar el colesterol presente en las membranas de las
células hospederas y compensar inicialmente la interrupcion de su produccion de esteroles
(Andrade-Neto et al., 2011). De manera general, el KTZ genera pérdida de la actividad
mitocondrial que lleva a su hiperpolarizacion y a la formacion de vacuolas autofagicas,

incremento en la cantidad de acidocalcisomas y la muerte por apoptosis (Nunes ef al., 2022).

1.1.8 Fallaterapéutica (FT) en el tratamiento con MTF

La FT de un determinado farmaco se define como el no cumplimiento de los criterios
de cura (eficacia) esperados, los cuales, en la LC, dependen del investigador, de las
herramientas de diagnostico utilizadas y de los tiempos de seguimiento, entre otros factores.

Sin embargo, en términos generales, comprende la completa re-epitalizacion de las lesiones,
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sin infiltraciones inflamatorias ni la aparicion de nuevas lesiones de LC dentro de los
periodos de seguimiento, que oscilan entre 3 y 18 meses en la mayoria de los casos (Bustos
et al.,2014; Machado et al., 2021; Mendes et al., 2021). Desde la implementacion de la MTF
como tratamiento oral para la leishmaniasis, se ha observado disminucién y variabilidad de
su eficacia la cual, presentaba valores iniciales del 94% hace dos décadas aproximadamente,
hasta registros mas recientes que fluctiian entre el 66% y el 77%. En la tabla 1 se muestran
los ensayos clinicos relevantes del tratamiento con MTF en pacientes con leishmaniasis del

NM.

Tabla 1 Eficacia del tratamiento de la Leishmaniasis del Nuevo Mundo con MTF

No. Ref. Especie y pais Esquema de tratamiento Eficacia

Grupo 1: 2,5 mg MTF/kg/dia, por

via oral, maximo 150 mg por 28

dias, mas placebo.

Grupo 2: misma dosis de MTF, A 90 dias:
mas gel con factor estimulante de  Grupo 1: 66%
colonias de granulocitos y Grupo 2: 58%
macrofagos (GM-CSF) durante  Grupo 3: 52%

(Mendes Brasil 28 dias. A 180 dias:

1 et al, : . . . .

2021) L. guyanensis  Grupo 3: meglumlrllaantlmonlato |gl.JaI en los
(SbY) 20 mg/kg/dia, 1V, por 20 primeros dos
dias grupos y en el
Seguimiento por 180 dias grupo 3 bajo a
postratamiento. 50%.

Placebo: gel de policabonil
topico, 2 veces al dia durante 28
dias, grupo 1.

Estados Unidos

L. panamensis
(Ware et L. braziliensis
al., 2021) L. mexicana

L. infantum

L. aethiopica

Grupo Unico:  MTF, con ElI 77% de los
dosificacion basada en el peso pacientes

segun las guias de la FDA: 50 mg cumplieron  con
dos veces al dia (30-44 kg) 0 50 los criterios de
mg tres veces al dia para los cura.
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L. tropica pacientes de peso igual o mayor a
L. major 45 Kkg).
No hay grupo tratado con
placebo.
Los casos de falla terapéutica
fueron tratados con otras
alternativas terapéuticas.
Grupo 1: 2,5 mg/kg/dia, dosis
méaxima de 150 mg/dia por 28
dias, mas placebo. A 6 meses:
(Machad Brasil Grupo 2: misma dosis de MTF Grupo 1: 76,6%
3 o et al, L braziliensis mas gel con GM-CSF. Grupo 2: 75,6%
2021) ' Grupo control con ShVY. Grupo  control:
Placebo: gel de policarbonato 44,4%
topico sin GM-CSF, dos veces al
dia durante 28 dias.
Grupo 1: MTF:. 1,3 a 2 A90dias:
mg/kg/dia/28 dias Grupo 1: 11 de 12
. Grupo 2: ShY, 20 mg/kg/dia por pacientes
(Sampaio : 30 dias. Grupo 2: 7 de 10
4 et al, Brasil e .
2019) EvaluaC|on,cI|n|caa los 0, 30, 60, paC|ente§
90 y 190 dias pt y cada 6 meses A 180 dias:
por 4 afios. Grupo 1: 11 de 12
Sin placebo. Grupo 2: 9 de 10
Brazil Grupo 1: nifios: 25 mg de Grupo 1. falla
L. infantum MTF/kg/dia durante 28 dias. terapéutica en 8
. .. Grupol Adolescentes y adultos pacientes, todos
(Carnielli - . ”
5 ot al N=14, Montes recibieron 50 mg dos veces al dia. nlr_ms_ (57%).
2019) " Claros Grupo 2: 2,5 mg/kg/dia para Eficacia del 43%.
Grupo 2 nifios y 100 mg/dia para adultos Grupo 2: eficacia
N= 30, por 42 dias del 67% en nifios
Teresina No hacen uso de placebo. y 69% en adultos.
Grupo 1: MTF oral, 50 mg, 3 Grupo 1: cura
veces al dia durante 28 dias. por protocolo del
, Colombia Dosis total por paciente: 4200 _70% 5 y por
5 (Lopez et L. panamensis mg. intencién del
al., 2013) e Grupo 2: termoterapia. Una 59%.
L. braziliensis

sesion a 50 °C sobre la lesién y
las areas cercanas durante 30 seg.
ElI numero de aplicaciones

Grupo 2: cura
por protocolo del
64% y por




RESISTENCIA A MILTEFOSINA: ALTERNATIVAS FARMACOLOGICAS 38

dependié del tamafio de la lesion.
Se administré antibidtico durante
10 dias.

No hacen uso de placebo.

intencion del
58%.

Recaidas: del
2,1% con MTF y
del 4,1% con

termoterapia.

Grupo 1: SbY 20 mg/kg/dia por
via intramuscular durante 20

N=116 pacientes.
Falla terapéutica

. Colombia . total en la semana
(Rubiano L panamensis dias. 26
7 et al, L. guyanensis Grupo 2: 18 a 25 mg Gr;Jpo 1 cura
2012) L braziliensis I\{ITF/kg/dm durante 28 dias, por 28.6%.
via oral. Grupo 2: cura
Sin placebo. 12.7%.
Grupo 1: 2,5 mg de MTF/kg/dia A© meses.:
. ) Grupo 1: cura,
por 28 dias, max. 150 mg.
. , 71,4%
. Pacientes < 14 kg, 30mg/dia; >
(Chrusci , Grupo 2: cura,
. 15 y <29 kg, 50 mg/dia; >30 y
ak- Brasil ) 53,6%

8 . i <45 kg, 100 mg/dia; >46 kg, 150 . .
Talhari et L. guyanensis . Recaidas clinicas
al., 2011) m/dia. en el grupo de

Y Y .

Grupo 2,. SbY 20 mg/kg/dia 1V MTF del 25%y en
por 20 dias v
No hacen uso de placebo el grupo de Sb
paceno. 42,9%.
Grupo 1: I\{ITF oral, 50 mg: 3 Grupo 1: cura
veces al dia durante 28 dias. or protocolo del
(I. Vélez Colombia Dosis total por paciente: 4200 29 85
9 et al., L.panamensis mg. Gr’u ;)2_ cura Dor
2010) L. braziliensis ~ Grupo 2: SbY, 20 mg/kg/dia IM po < P
. protocolo del
durante 20 dias. 85 104
No hacen uso de placebo. 70
Grupo 1: MTF durante 4 Grupo 1: 71% tras
semanas. 12 meses de
Grupo 2: grupo 1 que fallo. seguimiento.
(Soto et MTF a seis semanas. Tasa de recaida de

10 al., 2009) Bolivia Grupo 3: MTF durante 6 29%.

B semanas. Grupo 2: 65%,
Régimen oral de MTF de 2,5 después de 12
mg/kg/dia. meses de
No hacen uso de placebo seguimiento.
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Grupo 3: 75%.

Grupo 1: 71% de
cura (con mas del
90% de
disminucién de la
severidad de la
mucosa).

Grupo 1: MTF a dosis de 2,5-3,3
mg/kg/dia durante 28 dias.
Grupo 2: anfotericina B, 1 mg/kg
en dias alternos, por 45 dosis, 1V.
No hacen uso de placebo.

(Soto et Bolivia

1 al., 2007) L. braziliensis

Grupo 1: 2,5 mg MTF/kg/dia
para pacientes mayores de 45 kg,
3 cépsulas de 50 mg diarias.
Pacientes menores de 45 kg, dos
capsulas diarias (100 mg/dia).
Placebo: capsulas de placebo
para el tratamiento con MTF por
via oral.

A 6 meses:

En Colombia: por
protocolo del
91%.

En  Guatemala:
por protocolo, 53
%.

Colombia vy
Guatemala

L. panamensis
L. braziliensis
L. mexicana.

(Soto et

12 a1, 2004)

Grupo 1: 64%
Grupo 2: 67%
Grupo 3: 100%
Grupo 4: 89%

Grupo 1: baja dosis: 50 mg, una
capsula diaria, durante 20 dias.
Grupo 2: 50 mg/dia, dias 1-7, y
100 mg/dia, dias 8-20

Colombia Grupo 3: 100 mg/dia, dias 1-7,y
150 mg/dia, dias 8-20.
Grupo 4: 150 mg/dia durante 28

(Soto et

13 a1, 2001)

Por protocolo:
Grupos 1y 2 del

dias 66%
' Grupos 3 y 4 del
No hacen uso de placebo. 94%

Distintos factores dependientes de los parésitos, el hospedero y del farmaco podrian
influir en la respuesta variable a la MTF al igual que a otros farmacos. En el parasito, por
ejemplo, sus caracteristicas bioldgicas inherentes como el mosaico de aneuploidias que
presenta, le permitird regular sus genes a través de una aneuploidia masiva y la formacion de
episomas extracromosomales, regulados (a la alta o a la baja) en condiciones de estrés o en

ambientes con presion de medicamentos, lo que conlleva a una mayor probabilidad de



RESISTENCIA A MILTEFOSINA: ALTERNATIVAS FARMACOLOGICAS 40

generacion de resistencia, comparadas con algunos parasitos (Obonaga ef al., 2014; Valdivia
et al., 2022; Vanaerschot et al., 2014). También, la presencia prevalente del virus
endosimbionte Leishmaniavirus 1 (LRV1) de doble cadena de ARN en los parasitos, en las
formas clinicas de leishmaniasis consideradas metastasicas como la LC difusa y la LMC,
promueve la inflamacion y la persistencia del parasito (Ives ef al., 2011) y, se ha relacionado
la presencia del virus con didmetros de lesiones mas grandes y mayor carga parasitaria
(Saberi et al., 2022). Factores del hospedero como su inmunocompetencia, edad (estudios
muestran mayor falla terapéutica en nifios), dieta (dietas con ausencia de proteina, hierro,
vitamina A y zinc aumentan el riesgo de progresion de la infeccion) y adherencia al
tratamiento se asocian con la respuesta al tratamiento con MTF (Carnielli et al., 2019; Castro
et al., 2017; Cojean et al., 2012; OMS, 2023b). Por ultimo, las caracteristicas del farmaco,
su estabilidad farmacoldgica y su farmacocinética (Dorlo et al., 2014); esto tltimo, de no ser
adecuado, podria generar dosis subterapéuticas que promuevan la generacion de fenotipos
resistentes. Es importante tener en cuenta la vida media del firmaco, puesto que, en
comparacion con los SbY que son eliminados entre el 80% y el 95% por la orina dentro de
las 6 horas después de su administracion, la vida media de la MTF es mas larga y se extiende
a aproximadamente 12 horas, lo que podria incrementar el riesgo de generar resistencia en

los parasitos (Downing et al., 2011; . D. Vélez et al., 2009).

1.1.9 Marcadores moleculares de resistencia a MTF
Definiendo la resistencia a la MTF como la disminucion de la sensibilidad del parésito
frente al farmaco, la resistencia a la MTF ha sido demostrada tanto en aislados clinicos de

pacientes que fallaron al tratamiento con MTF como en cepas resistentes generadas mediante
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presion selectiva in vitro (Carnielli et al., 2019; Turner et al., 2015). En algunos de estos
parasitos, ademds de la baja susceptibilidad a la MTF, se han identificado marcadores
moleculares asociados al fenotipo de resistencia. Uno de ellos es la sobreexpresion del gen
mdrl de la familia de transportadores ABC, que codifica para una proteina transportadora de
eflujo de medicamentos tipo glicoproteina-P (Pgp) dependiente de ATP, que en promastigotes
de L. tropica resistentes a DMN con resistencia cruzada a MTF, la sobreexpresion de esta
proteina se asoci6 con una menor acumulacion del medicamento (J. M. Pérez-Victoria, Pérez-
Victoria, Parodi-Talice, et al., 2001). Igualmente, el 61% de los aislados clinicos de L. tropica
obtenidos de pacientes con LC con FT a la MTF presentan mutaciones en el gen mdri (Abadi
et al.,2021). De manera contraria, se ha identificado que otro transportador de membrana de
la familia ABC codificado por el gen abca3, promueve el almacenamiento del medicamento
en un aislado clinico de L. braziliensis obtenido de un paciente con FT, contribuyendo a un
fenotipo de mayor susceptibilidad, demostrando la correlacion inversa entre la expresion de
este gen y la susceptibilidad a la MTF del aislado (Obonaga et al., 2014).

Por otro lado, se ha demostrado el papel del complejo m#/ros3 en la resistencia a MTF.
Esta compuesto por el gen mt que codifica una flipasa transportadora de la MTF y el gen ros3
codificante de la subunidad del transportador m¢. En promastigotes R-MTF de L. donovani
con los genotipos mt +/- y -/- se observd una disminucion del ingreso del medicamento con
respecto a la WT (genotipo mt +/+) (F. J. Pérez-Victoria et al., 2003; J. M. Pérez-Victoria et
al., 2006). Ademas, se han encontrado mutaciones en el gen mt asociadas a fenotipos de
resistencia en Leishmania, como en L. infantum aislada de una paciente VIH positiva, quien
presentd FT con SbV, AMB y MTF, identificandose un SNP en el gen que se tradujo en la
modificacion L832F (Cojean et al., 2012). Otros SNP’s han sido identificados en cepas R-

MTF de L. donovani (F. J. Pérez-Victoria et al., 2003), L. major (Coelho et al., 2012) y L.
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amazonensis (Coelho ef al., 2014). Sin embargo, en algunos aislados clinicos de L. infantum
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion del gen mt y
ros3 ni se presentaron SNPs o inserciones/deleciones (Carnielli et al., 2022). Igualmente, en
aislados de L. panamensis y L. braziliensis no hubo correlacion estadistica entre la expresion
del gen mt y la susceptibilidad a MTF, aunque algunos parasitos mostraron una expresion
disminuida del transportador mt en cepas y una pérdida de susceptibilidad a MTF (Obonaga
et al.,2014). En aislados clinicos de L. braziliensis se demostroé un incremento en los niveles
de expresion del gen ros3, donde la cepa mas susceptible presentd 0,5 veces mas expresion
del gen, aunque no se encontrd una correlacion significativa entre la sobreexpresion del
mRNA de ros3 y la susceptibilidad a la MTF. Resultados similares fueron encontrados con
L. major donde la acumulacion de transcritos de ros3 no generd cambios significativos en la
susceptibilidad a firmacos (Espada ef al., 2021). Estos resultados sugieren que solo la
sobreexpresion de este gen no es suficiente para conferir una mayor susceptibilidad. No
obstante, es importante sefialar que la delecion del gen ros3 se correlaciona positivamente
con una mayor resistencia al medicamento (Espada et al., 2021).

Adicionalmente, se han demostrado cambios en la expresion de los genes codificantes
de proteinas de choque térmico (/4sp, por sus siglas en inglés), secretadas ubicuamente en la
mayoria de las células, las cuales, desempefian un papel importante en la respuesta al estrés
oxidativo y en la maduracion de las proteinas. Se ha vinculado la regulacion a la baja del gen
hsp70 (hspa9b, isoforma mitocondrial) con la R-MTF en promastigotes de L. donovani, asi
como su regulacion a la alta, con el aumento de la sensibilidad a la MTF de las cepas nativas,
sin relacion con el aumento en el ingreso del medicamento (Vacchina et al., 2016). Del mismo
modo, el gen codificante de la proteina citoplasmatica Asp83 implicada en diferenciacion

celular y virulencia entre otros, fue sobre expresado en una cepa de L. donovani aislada de
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un paciente con FT a los SbY, que presentdé mayor resistencia a MTF al ser comparada con
otra cepa aislada de un paciente que si respondia al tratamiento con Sb" (cepa 9551). Esta
cepa, al ser transfectada con el gen Asp83 y tratada posteriormente con MTF, exhibi6 una
resistencia a SbIII 2 veces mayor que la de los parasitos control, asi como resistencia cruzada
a MTF, proteccion contra la fragmentacion del ADN inducida por el tratamiento con MTF y
un aumento del potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) en comparacién con los
parésitos 9551 sin transfectar. Este ultimo efecto fue observado con 10 uM de MTF, pero con
20 uM de MTF la sobreexpresion de hsp83 causd un descenso del A¥m, por lo que los
autores propusieron que este gen funciona como una respuesta primaria no especifica al
estrés, hasta que los propios mecanismos de resistencia al medicamento emergen (Vergnes et
al., 2007).

Se han descrito otros genes que le permiten sobrellevar el estrés oxidativo causado
por la MTF en el parasito, como la sobreexpresion del gen sir2 (silent information regulator)
en cepas de L. donovani, un regulador silencioso de la informacién mediante la desacetilacion
de las histonas y su delecion, se ha relacionado con el incremento en la concentracion de
ROS (Mishra & Singh, 2013; Purkait et al., 2015). Igualmente, el gen de la superoxido
dismutasa de hierro (FeSODA) hace parte de los sistemas de detoxificacion de ROS y posee
un rol importante en la resistencia a MTF, ha sido regulado a la alta en parasitos R-MTF de
L. donovani, actuando como factor protector de la citotoxicidad inducida por la MTF, donde
los parasitos con sobreexpresion de FeSODA presentan menor exposicion de fosfatidilserina

(Getachew & Gedamu, 2012; Mishra & Singh, 2013).
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1.2 Metodologia
En el presente capitulo se generd la resistencia a 40 UM de MTF y posteriormente se

compararon sus caracteristicas biologicas y moleculares con las de la cepa nativa.

1.2.1 Disefio metodoldgico
Se realiz6 en dos fases (Figura 2). La fase I incluy6 los procedimientos para obtener
las cepas R-MTF, y la fase II compild los procedimientos empleados para determinar las

diferencias bioldgicas y moleculares con la cepa WT.

1.2.2 Parésitosy células

Los promastigotes de L. amazonensis (MHOM/BR/73/LV78) se mantuvieron a 27 °C
en medio de cultivo Schneider con 10% de suero fetal bovino inactivo por calor (SFBi). Las
células utilizadas fueron THP-1 (ATCC-TIB-202, Rockville, MD, USA), procedentes de
sangre periférica de un paciente con leucemia monocitica aguda. Ellas fueron cultivadas en
medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI-1640) con 10% de
SBFi a 37 °C, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa. Las células THP-1 fueron
diferenciadas a su fenotipo adherente-macréfago cultivandolas con 80 ng/mL de forbol 12-

miristato-13acetato (PMA, Sigma-Aldrich) por 72 horas a 37 °C.
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Figura 2 Diserio metodologico de la caracterizacion de las cepas 40R y WT
Fase I
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MTF
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WT & versus | 40R
1 2 3 4
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) ) GCTAGCAAGCTA
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1.2.3 Farmacos antileishmania

Los farmacos utilizados fueron la MTF, el KTZ, la AmB, el tartrato de antimonio y
potasio (Sb™), 1a sal de isetionato de PMD y la sal de sulfato de PMM. La obtencion y més
detalles sobre estos farmacos se resumen en la tabla 2. Las soluciones stock para la MTF,
Sb'™! y PMM fueron preparadas pesando de 1 a 3 mg y hasta 1 mL de buffer salino fosfato
(PBS, pH 7,0), y almacenadas a -4 °C hasta su uso. Las SS del KTZ, PMD y AmB fueron
preparadas en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich). Las soluciones de trabajo fueron
preparadas en medio Schneider sin SFBI para los promastigotes y en RPMI sin SFBi para las

células de mamifero, como maximo un dia antes.
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Tabla 2 Caracteristicas de los farmacos antileishmania

46

Peso molecular

[e]
Farmaco (g/mol) Estado y T C Estructura 2D Solubilidad
pKa almacenamiento
LogP
Miltefosina Sin datos del fabricante.
(MTF) 407,6 Sélido cristalino S PBS (pH 7,2): 2,5 mg/mL
Goldbio M. 128 -20°C, protegido de L Etanol: 1,25 mg/mL
750 LogP: 2,68 la luz. DMSO: 0,8 mg/mL
Agua: 10 mg/mL

531,43 “*Cﬁ\”/ )

Ketoconazol 6.7 5’ Polvo \f”‘E’“ i DMSO; 10% de diclorometano; en agua:
) _Qo SN g N,
(KTZ) LogP: 4,35 2-8°C (D)%”LT 0.087 mg/L
=g
HN. _NHz  HoN.__NH
L 592,68

Pentamidina 1213 Polvo Soluble en agua y poco soluble en etanol
isetianato ’ -20°C OO al 96%.

LogP: 4 o 0

HO/\/(%—QH Ho ™~ OH

924,08 Polve S rn D, DMF: 24 mgmL
Anfotericina B 5,5-10,0 7-8°C i DMSO: 30-40 mg/mL

LogP: 0,8 ) En agua: insoluble

OH
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Tartrato de O> (O

antimonilo 'y 613,83 Polvo o 00 0
potasio Pk: ND Temperatura K oS sy K* Soluble en agua, PBS.
trihidratado, LogP: -0,08 ambiental. \ Of o} OS
(Sb'h d +xH0 O
HO.

HO.. J\ HaN o NH
Sulfato de 615,63 gzlmvoeratura Hoj\_,j{,g_x on 80 En PBS.
Paromomicina Pk: ND ambiI:: nte.  seco RHz S;I/G>__,,F” En agua: 50 mg/mL store stock,
(PAR) LogP: -2,9 ’ Y wo o almacenar entre 2 y 8°C.

cerrado. © \; o
HaM -'OH

NOTA: T: temperatura; ND: no determinado. Estructuras 2D tomadas de https://www.sigmaaldrich.com/CO/en
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1.2.4 Generacion de parasitos resistentes a MTF (R-MTF)

Los parésitos fueron generados a partir de promastigotes mediante presion selectiva
del farmaco a través de pases semanales con concentraciones crecientes de MTF a partir de
2,5 uM seguidade 4, 5, 6,7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 uM (Salazar-Villamizar & Escobar,
2022; Seifert et al., 2003). Mediante revision microscopica, a medida que su movilidad y
densidad fue similar a la WT, se realizaba incremento de la concentracion de MTF. Se registro
el nimero de pases realizados hasta que los parasitos se adaptaran a 40 uM de MTF.
Igualmente se determind el tiempo de adaptacion de los parasitos a cada concentracion de

MTF. La cepa WT se mantuvo sin el firmaco durante todo el proceso de generacion.

1.2.5 Prueba de susceptibilidad de los parasitos a la MTF

Los promastigotes de las cepas R-MTF y WT de tres dias de cultivo fueron ajustados
a una concentracion de 1 x 10° parésitos/mL. Para esto fueron contados microscopicamente
en un hemocitometro empleando el colorante vital eosina (0,25% p/v, Sigma-Aldrich).
Fueron colocados (100 nL) en placas estériles de 96 pozos y tratados con diluciones seriadas
1:2 0 1:3 de MTF (de 0,1 a 200 uM) por triplicado cada una durante 72 horas a 27 °C. Los
parasitos de control de cada cepa fueron sembrados en las placas, solo con medio de cultivo
sin MTF. La inhibicion del crecimiento de los parésitos se determind mediante el método de
reduccion de la rezasurina (Sigma-Aldrich) (Salazar-Villamizar & Escobar, 2022).
Brevemente, se aplicaron 20 puL/pozo de la solucion de trabajo de resazurina (0,12 mg/mL
en PBS, pH 7,0), excepto en los pozos de control de medio, que contenian medio de cultivo
sin parasitos. Las placas se incubaron durante 24 horas a 27 °C y se leyeron

espectrofotométricamente en el lector de microplacas (BioTek Synergy H1, Winooski, VT,
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USA) a 570 y 600 nm. Las absorbancias obtenidas en los parasitos con MTF se compararon
con las obtenidas con los controles sin MTF (control de parasito, control de medio y control
de rezasurina).

Para determinar los porcentajes de inhibicion de los parasitos en cada concentracion

se utilizo la siguiente formula:

%de reduccioén parasito tratado ) x 100
%de reduccién de parasito no tratado

%de inhibicion = (1 — (
en una plantilla de Excel. Para calcular la actividad (potencia) de la MTF se utiliz6 el
software Prism GraphPad 8.0.1 (2018, San Diego, CA). El indice de resistencia (IR) fue
calculado comparando los resultados de la actividad inhibitoria de la MTF entre los parasitos
R-MTF y la cepa WT (Clso R-MTF/ CI5S0-WT). Un IR = 1 indica que ambas cepas mantienen

la misma susceptibilidad; IR > 1 indica que la cepa R-MTF es menos susceptible que la cepa

WT; yun IR <1 indica que la cepa MTF-R es mas susceptible que la cepa WT.

1.2.6 Cinética de crecimiento

Los promastigotes de las cepas R-MTF (10R y 40R) y la WT fueron sembrados en
placas de 24 pozos a una concentraciéon de 1 x 10° parésitos/mL e incubados hasta 11 dias a
27°C. Diariamente se contaron los pardsitos vivos con eosina, tal como se describio

anteriormente. El tiempo de generacion (tD) en la fase de crecimiento exponencial fue

, t .
calculado usando la formula tD = , donde t represent6 el intervalo de
3,3x (logig N—-log19 NO)

tiempo de crecimiento exponencial, No el nimero inicial de parasitos y N el conteo del
parasito después del intervalo de tiempo (Pelczar JR et al., 1993). Los resultados fueron

expresados como tD en horas (h) + desviacion estdndar, producto de un minimo de 3
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experimentos. Ademas, se analizo el tiempo de duracion de la fase exponencial expresado en

horas.

1.2.7 Evaluacion de la capacidad de infeccion de las cepas 40R y WT

En una placa de 24 pozos se agregd una laminilla circular por pozo. Después, para la
transformacion de las células THP-1 a su fenotipo adherente, se ajustaron a 600.000
células/mL, agregando 1 mL por pozo, y luego se agreg6d 1 mL por pozo de PMA a 160 ng/mL
(80 ng/mL x 2) en medio RPMI sin SFBi. Las células fueron incubadas por 72 horas a 37 °C,
5 % de CO2 y 95% de HR. Posteriormente, se retird todo el medio de los pozos y se agrego
un mL los parasitos de las cepas 40R y WT, segun correspondiera, ajustados a un radio de
parasito: célula 5:1, es decir, 3x10° parésitos/mL y fueron incubados a 32°C, 5% CO2 y 95%
de HR. Seguidamente, a las 24 h/48 h/72 h, se retir6 todo el medio y se lavd cada pozo con
500 uL de PBS, y esas laminillas redondas se pasaron a otra placa para ser fijadas durante un
min con metanol. Por ultimo, fueron tefiidas con Giemsa durante 15 min, lavadas con buffer
de Giemsa y secadas al aire libre. Se determinaron los porcentajes de infeccion (nimero de
células infectadas en 300 células) y los rangos de infeccion (no infectado — NI; de 0-10
amastigotes/célula; de 11-20 amastigotes/célula y >20 amastigotes/célula) por conteo

microscopico.

1.2.8 Susceptibilidad cruzada a otros farmacos antileishmania
Los promastigotes de las cepas 40R y WT de tres dias de cultivo fueron tratados con
diluciones seriadas 1:3 de KTZ (1,23-100 uM), AmB y PMD (0,12—-10 uM) y Sb''y PMM

(3,70-300 uM) y con medio de cultivo sin farmaco, por triplicado, durante 72 horas a 27°C
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y a 32°C. Las células THP-1 infectadas con amastigotes fueron tratados con diluciones 1:3
de los farmacos de PMD (1,85-50 uM) y Sb™ (11,11-300 pM). El porcentaje de inhibicion
en promastigotes fue determinado con la prueba de resazurina segin lo descrito
anteriormente. En amastigotes intracelulares, una vez tratados, se retir6 el medio y las células
fueron fijadas con metanol absoluto durante 1 min, y posteriormente coloreadas con Giemsa.

Los porcentajes de inhibicion fueron determinados mediante la formula: % de infeccién =

No.células infectadas

300 células x100 a través de conteo microscopico. Se calcularon los IR como se

menciond anteriormente.

1.2.9 Ensayo de toxicidad en células humanas THP-1

Las células THP-1 (600.000 células/mL) transformadas a su fenotipo adherente con
PMA fueron tratadas con cada compuesto en concentraciones como 300, 100, 33.33, 11.11,
3.70 y 1,23 uM por 72 horas a 37°C. Seguidamente, se agregaron 20 puL de 2,5 mg/mL de
MTT a cada pozo y después de 4 horas se retir6 el medio de los pozos, se agregaron 100 uL
de DMSO y se agito la placa por 5-10 min hasta que los cristales se disolvieron (tonalidades
moradas). Las placas se leyeron en el lector de placas a la longitud de onda de 580 nm. Para

determinar los porcentajes de citotoxicidad de los farmacos en las células se utilizé la

%de reduccion células tratadas

siguiente formula: % citotoxicidad = (1 — ( ))x 100 en una

%de reduccioén células no tratadas

plantilla de Excel. Para determinar la actividad (potencia) de la MTF se utilizo el software
Prism GraphPad 8.0.1 (2018, San Diego, CA). Posteriormente, los indices de selectividad
(IS) fueron calculados relacionando la CCso de las células y la Clsp de los parasitos

considerando un IS > 3 como farmaco/compuesto selectivo (Pefia & Escobar, 2025).
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1.2.10 Marcadores moleculares de resistencia

Los genes candidatos para la evaluacion de la expresion génica fueron ros3, mt, 3-
fosfato deshdrogenasa (gapdh) y 18S. Adicionalmente, se realizoé secuenciacion del gen que
codifica para la proteina m¢ y explorar mutaciones puntuales.

Los cebadores (forward y reverse) fueron disefiados en Benchling (2024, USA) y
sintetizados por Macrogen (2024, Corea del Sur). Las secuencias y caracteristicas en cuanto
a tamafio (nucleotidos — nt), porcentaje de guanina-citocina (%GC) y temperatura de fusion

(Tm, por sus siglas en inglés) se detallan en la tabla 3.

1.2.11 PCR convencional.

Se realiz6 extraccion del ADN de las cepas MTF-R40 y WT empleando el Kit de
extraccion DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, EE. UU.) y las muestras de ADN fueron
almacenadas a -20°C hasta su uso. El gen m¢ tiene una longitud de 3320 pb por lo que fue
dividido en 5 fragmentos para ser secuenciado mediante metodologia Sanger (Tabla 3). Con
base en lo anterior, se disefiaron los cebadores para todos los fragmentos con las condiciones
propias para PCR convencional (% de guanina-citosina del 40 al 60%, 18 a 22 pb,
temperatura de hibridacién (Tm) entre 50 y 60°C, entre otros); la temperatura de anillamiento
de los cebadores fue ajustada con la temperatura de hibridacion de la Taq Q5 ADN polimerasa
(Q5® High-Fidelity DNA Polymerase) y las muestras fueron enviadas para ser purificadas y
secuenciadas en Macrogen. Finalmente se obtuvieron las secuencias crudas para ser
analizadas. Estas secuencias fueron procesadas y analizadas en CodonCode Aligner

(Centerville, EE. UU.).
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Tabla 3 Caracteristicas de cebadores para pruebas moleculares.

Cebadores disefiados para PCR convencional y qPCR

Genes Secuencias de cebadores y tamafio (pb) Caracteristicas de cebadores
Expresion:
F:22nt R: 22 nt
3 F1 5 GCTACTTTACTGCCTCTGTGGA 3’
ros 50% GC 50% GC

GenBank: KF993341.1 R1 5 GCTGTCGTTGAATATAGCCCAC 3’

Tm: 59,8°C Tm: 59,5°
Amplicon: 164 pb m: o5, m: 59,5°C

Expresion:
F1 5 GAACGACGCTTGCCTTCTGGAT 3°
R1 5' GCTGAACATCTCGATGGAGCAC 3’

Amplicon: 110 pb

F: 22 nt R: 22 nt
54,55% GC 54,55% GC
Tm: 63,4°C Tm: 61,6°C

Gen dividido en 5 fragmentos:

Fragmento 1: Amplicén: 901 pb 21;2 Cl}lé 4RS ;}2 él(tj
F1 5 CCAAAAAAATACTCACACGTGC 3’ Tm: 57°C Tim: 58°C
R1 5 GGTTAGCTTCCACAAGAACATC 3°

mt Fragmento 2: Amplicon: 985 pb F: 22 nt R: 21 nt

GenBank: KF993342.1 F2 5> CCACGTTAAAGTACTCGCCATG 3° 50% GC 52% GC
R2 5 GACCTGTGGTACGAGAAGTTC 3’ Tm: 61°C Tm: 59°C
Fragmento 3: Amplicon: 1000 pb F: 22 nt R: 21 nt
F3 5 GCCAGTGAGCATCCAAATGATC 3° 50% GC 38% GC
R3 5° GTACCGTTACTTGAGCTATTT 3’ Tm: 61°C Tm: 54°C
Fragmento 4: Amplicon: 813 pb F: 22 nt R: 22 nt
F4 5 CCTTGCTTGAACTTCATGACGT 3’ 45% GC 45% GC

R4 5> CGTACGTATCAAGAACAGTGAG 3’ Tm: 60°C Tm: 57°C
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Fragmento 5: Amplicén: 941 pb F: 22 nt R: 22 nt
F5 5" GATTGTCTCAATTTTGCAGAGG 3’ 41% GC 50% GC
R5 5 TTGTCTTCTCCTTCCGTCATCG 3 Tm: 56°C Tm: 61°C
dh* Expresion: F: 22 nt R: 22 nt
gG‘;’; Bank OLog03g0.|  F15' CGCGAAGAAGGTCGTGATCAGC 3 59,09% GC  54,55% GC
' R1 5’ GTCTCGATGCCGAAGTTCTCCT 3’ Tm: 64°C Tm: 62,1°C
185* Expresion: gz nt 1;2 nt
F1 5 CAAGACGAACTACAGCGAAGGC 3’
GenBank KXOLL484.1 7 T TOCAG 3 54,55% GC  50% GC
Tm: 61,8°C Tm: 61,5°C

NOTA: Se muestran los cebadores empleados para la cuantificacion de la expresion genética y secuenciacion de marcadores moleculares
de resistencia en cepas MTF-R y WT. *Housekeeping para qPCR. Tm: temperatura melting. F: forward. R: reverse. Pb: pares de bases.

gapdh: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Los genes fueron tomados de la biblioteca de NCBI, 2024.
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1.2.12 RT-gPCR.

Se determind la expresion relativa de genes ros3 y mt. La extraccion de ARN total se
realizd con Monarch total RNA Miniprep Kit y para su purificacion se realiz6 tratamiento
con DNase I (RNase-free) (New England Biolabs). La evaluacion de los niveles de expresion
fue ejecutada mediante RT-qPCR, empleando LunaScript® RT SuperMix Kit para la
transcripcion inversa del ARN. Los cebadores para la qPCR fueron disefiados con las
condiciones adecuadas (% GC del 50 al 60%, 18 a 22 pb, Tm entre 59 y 65 °C, entre otros)
(Tabla 3) y la qPCR fue realizada haciendo uso del kit Luna® Universal gPCR Master Mix
segun el protocolo del fabricante. La cantidad relativa de la expresion génica fue analizada

empleando el programa Maestro CFX de Biorad.

1.2.13 Analisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado o cuadruplicado. Se realiz6é un
analisis comparativo entre los parasitos de las cepas R-MTF y la cepa WT teniendo en cuenta
las cinéticas de crecimiento, susceptibilidad cruzada en promastigotes y amastigotes
intracelulares y marcadores moleculares, segun correspondiera. Se aplicaron las pruebas de
evaluacion de distribucion normal como Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnoff y
posteriormente, los resultados se analizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0.1 para
Windows aplicando la prueba paramétrica t — Student y ANOVA one-way. Valores de p <

0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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1.3 Resultados

1.3.1 Generacion de la resistenciaa MTF

El cultivo de la cepa WT con concentraciones crecientes de MTF gener6 cepas de L.
amazonensis resistentes (R) a 10, 20, 30 y 40 uM de MTF (R-MTF) (Figura 3).

Con relacion a la susceptibilidad a MTF de los parasitos sometidos a concentraciones
crecientes del fArmaco, se observo una disminucion de la susceptibilidad (incremento de la
resistencia) evidenciado por el incremento de los valores de Clso asi: con 10 uM de MTF se
obtuvo un valor de Clso de 19,41£1,28 uM; con 20 uM la potencia del farmaco fue
30,05+£3,00 uM; con 30 uM la Clso fue 77,69£15,01 uM; y, con 40 uM una Clso de
69,06£17,75 uM (Figura 3). Se observaron diferencias estadisticas empleando la prueba
ANOVA one-way entre las Clso de las cepas 20R - 30R (p = 0,0001), pero no entre las cepas
10R-20R y 30R-40R en las que aparentemente no hay diferencias en los niveles de resistencia
(p > 0,05). Las cepas 20R, 30R y 40R presentaron diferencias estadisticas frente a la cepa
WT con valores de p = 0,031, p = 0,0001 y p = 0,0001, respectivamente. No se observaron

diferencias estadisticas entre la cepa WT y 10R (p > 0,05).
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Figura 3 Tiempo de adaptacion a concentraciones crecientes de MTF (0—40 uM) y
potencia de la MTF en distintos niveles de resistencia de promastigotes de L. amazonensis
a Generacion de la cepa 40R mediante presion selectiva de MTF
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Nota: (a) tiempo de generacion frente a las concentraciones crecientes de MTF y (b) potencia
(ClIso) de la MTF en las cepas 10R, 20R, 30R y 40R. Para determinar las diferencias, se utilizo
la prueba ANOVA one-way, considerandose significativo un valor de p < 0,05. * = Valor de

p < 0,05. Los datos se obtuvieron de tres réplicas bioldgicas independientes.
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1.3.2 Cinética de crecimiento de la cepa WT vs 40R

La fase de latencia de ambas cepas fue de aproximadamente de 24 horas, seguida de
una fase de crecimiento exponencial para la cepa WT de 48 horas y una fase estacionaria
sostenida hasta el dia 11 en donde se inicia su fase de muerte (Figura 4). De manera distinta,
el crecimiento logaritmico de la cepa 40R presenta una duracion de 96 horas, con una fase
estacionaria indistinguible a las 24 h, dado que ingresa en fase de muerte acelerada a las 96
horas. Las diferencias en la duracion de la fase exponencial fueron significativas (p = 0,03),
lo que sugiere que la cepa 40R mantiene su crecimiento durante el doble de tiempo que la
cepa WT. Adicionalmente, los tD presentaron diferencias significativas de 13,76 = 0,89 y
9,23 + 2,63 (horas + DE) para las cepas 40R y WT, respectivamente (p = 0,042), lo que indica
que la cepa 40R tarda alrededor de 4 horas mas en duplicarse durante su fase de crecimiento

exponencial.

Figura 4 Cinéticas de crecimiento de la cepa nativa y 40R de L. amazonensis.
300 ~

250

—o—40R

N

o

o
1

—o—WT

-
a
o
1
.

=

o

o
1

Paréasitos/mL x 108

a1
o
1

Dias

Fases: Latencia: Exponencial: Estacionaria: Muerte:



RESISTENCIA A MILTEFOSINA: ALTERNATIVAS FARMACOLOGICAS 59

NOTA: se muestra el promedio del nimero de parasitos/mL + DE de la cepa 40R (curva roja)
y WT (curva negra) en 3 réplicas bioldgicas. Las diferencias entre los grupos se determinaron
mediante la prueba t de Student. Las fases de crecimiento de la cepa 40R (arriba) y de WT

(abajo) se muestran en tonos grises.

1.3.3 Capacidad de infeccion de las cepas 40R y WT

Los resultados permiten indicar que la resistencia de 40R no afecta la infeccion por
el parasito en células THP-1 en comparacion con la cepa nativa. Los porcentajes de infeccion
encontrados a las 24 h son los que presentan la mayor variacion (Figura 5). A las 48 horas
se observa una mayor uniformidad de los datos y, finalmente, a las 72 horas, alcanzan un
nivel de infeccion similar. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p >
0,05) entre las cepas 40R y WT en relacion con los tiempos de infeccion (Tabla 4).
Adicionalmente, se observo incremento en los niveles de infeccion por célula en relacion con
el tiempo, encontrando que a las 72h se obtuvo mayor presencia de amastigotes/célula en las
dos cepas y con diferencias significativas (p = 0,004) en la subcategoria de 11-20

amastigotes/cé€lula, presentando la cepa WT mayor grado de infeccion (Tabla 4).
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Figura S Capacidad de infeccion de las cepas de L. amazonensis 40Ry WT
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NOTA: la figura muestra los porcentajes de la capacidad de infeccién total de las cepas WT
(negro) y 40R (rojo) a las 24, 48 y 72 horas. Se realizaron 3-4 réplicas biologicas y las
diferencias entre grupos (WT vs 40R) se determinaron utilizando la prueba t de Student. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) en los porcentajes de

infeccion de ambas cepas, en ninguno de los tiempos evaluados.

Tabla 4 Niveles de infeccion de las cepas WT y 40R en las células THP-1 después de

diferentes tiempos.

Porcentaje del nimero de amastigotes/célula + DE
Cepa 24 h 48 h 72 h
1-10 11-20 >20 1-10 11-20 >20 1-10 11-20 >20
90,25 7,66+ 043+ 66,57+ 20,46t 12,97+ 56,49+ 10,95+ 32,55+
+10,8 7,97 0,61 4,38 3,44 3,73 2,48 2,17* 0,63
89,71+ 7,54+ 0,21+ 71,90+ 21,58+ 6,51+ 5891+ 21,06+ 20,02+
10,29 6,33 0,29 7,85 6,49 3,67 11,46 1,03 10,77

WT

40R

Nota: Las células THP-1 fueron infectadas con las cepas WT y 40R. Después de 24, 48 y 72
h fueron analizadas microscopicamente para calcular el nimero de amastigotes/célula. Los

porcentajes se clasificaron en 1-10, 11-20 y >20 amastigotes/célula. Se aplico la prueba t de
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Student para comparar los porcentajes de infeccion de WT vs 40R, considerando significativo
un valor de p < 0,05. Se realizaron 3-4 réplicas bioldgicas. *p = 0,004, en comparacion con

la cepa 40R.

1.3.4 Susceptibilidad cruzada con otros farmacos antileishmania

1.3.4.1 Susceptibilidad cruzada de 40R versus WT

Se observo un incremento del 900% en los valores de Clso de MTF los cuales fueron
de 7,63 269,10 uM en la cepa WT y 40R, respectivamente; y, como se menciona en la seccion
1.2.5.,un IR > 1 indica que la cepa R-MTF es menos susceptible que la cepa WT y para la
MTF el IR fue de 9,06 (p = 0,001) sefialando un incremento en la resistencia para la cepa
40R (Figura 6). En la AmB no se observaron diferencias significativas en los valores Clso
pasando de 0,62 a 0,63 uM, y un IR de 1,00. Por otro lado, la resistencia adquirida a MTF
parece interferir con la respuesta frente a los farmacos de PMD y Sb"™ causando un
decremento significativo en los valores de Clso de 0,48 a 0,26 uM (p = 0,005) y de 81,52 a
48,00 uM (p = 0,04), con IR de 0,53 y 0,59, respectivamente. El KTZ mantuvo su potencia
constante sin importar la resistencia de la 40R, con una potencia en la cepa WT de 5,96 uM
y de 6,2 uM para la 40R, al igual que la PMM que presentd valores de 96,16 en WT y de
119,86 en la cepa 40R. Los IR fueron similares e indiferentes: 1,04 y 1,25, respectivamente.

Los IS se consideraron relevantes cuando fueron > 3 dado que indican que la accion
del farmaco es selectiva para los parasitos y no sobre las células THP-1 (Tabla S). En ese
sentido, los fArmacos evaluados presentaron IS > 3 para la cepa WT, a excepcion de Sb'™! (IS
1,5). En la cepa 40R, ademas del Sb', la MTF y la PMM disminuyen la selectividad (IS <

3). Lareduccion de la selectividad de 1la MTF para la cepa 40R se espera debido al incremento
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de la resistencia del parasito. En contraste, la PMD incrementa su selectividad pasando de un
IS de 168,74 a 315,83, indicando una mayor selectividad de este farmaco para los parésitos

40R que para su cé¢lula huésped.

1.3.4.2 Susceptibilidad cruzada de promastigotes 10R, 20R y 30R versus WT

La susceptibilidad cruzada a otros farmacos antileishmania de las cepas de resistencia
intermedia (10R, 20R y 30R) se evalu6 durante su generacion. No se observaron diferencias
en la susceptibilidad a la AmB entre la WT y las cepas R-MTF, como 10R, 20R, 30R y 40R
(p>0,05) (Figura 6). Sin embargo, frente a los firmacos PMD, Sb'!! y KTZ no se analizaron
las diferencias estadisticas debido a que solo se realizaron dos ensayos independientes; por
lo tanto, los datos no permitirian realizar una conclusion inferencial. En este sentido, frente
al farmaco Sb', la cepa 10R present6 un valor de Clso promedio de 111,93+66,67 uM, la
cepa 20R de 80,05+£19,33 uM y la cepa 30R de 42,32+7,30 uM. En relacion con la PMD, la
cepa 10R exhibi6 un Clso de 0,17+0,11 uM, la 20R de 0,37+0,09 uM y la 30R de 0,28+0,15
uM. El KTZ exhibi6 una potencia de 4,71+0,16 uM en la cepa 10R, de 20,39+4,17 uM en la

20R y de 9,53+1,32 uM en la 30R.



RESISTENCIA A MILTEFOSINA: ALTERNATIVAS FARMACOLOGICAS 63

Figura 6 Susceptibilidad de las cepas WT, 10R, 20R, 30R y 40R a MTF y otros farmacos
antileishmania
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NOTA: (a) Potencia de los farmacos frente a cada una de las cepas R-MTF y WT. (b) Muestra
una magnificacion de la potencia de AmB y de PMD presentes en la grafica. Para evaluar las
diferencias de todas las cepas R-MTF en comparacion con la cepa WT, se aplicé la prueba
ANOVA one-way para analizar el fiormaco AmB y MTF; la prueba t de Student se aplicé para
PMD, PMM, KTZ y Sb™ considerando solo WT y 40R, debido a que en las cepas de
resistencia intermedia solo se tenian dos réplicas independientes y con la PMM no se
realizaron ensayos. Se considerd significativo un valor de p < 0,05. Los niveles de

significancia fueron *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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Tabla 5 Potencia de los farmacos antileishmania en promastigotes de L. amazonensis y en células THP-1

Farmacos MTF AmB PMD KTZ SpI PMM
THP-1: CCso £DE 36,64+ 2,37 23,67+£9,56 80,89+26,79 27,24+8,54 121,97+58,31 300+0
WT 7,63+£3,50 0,58+0,33 0,48+0,17 5,97+£2,27 81,52+24,81 96,16+11,01

Promastigotes 10R  19,41+1,28*** 1,19+0,66* 0,17+0,11*  4,71+0,16  111,93+66,67 NR
Clso+ DE 20R  30,05£3,00%**  2,62+2,98  0,37+0,08  20,39+4,17* 80,05+19,33 NR
30R  77,69+15,09*  2,32+2,49  0,28+0,15 9,53+1,32  42,33+7,30* NR

40R 69,06+17,75*** 0,78+0,50  0,26+0,10*  6,16+1,01  48,00+6,85* 119,86+59,06
WT 4,81 38,01 168,74 4,57 1,50 3,12
10R 1,89 19,92 484,12 5,78 1,09 NR
IS 20R 1,22 9,03 219,13 1,34 1,52 NR
30R 0,47 10,18 289,00 2,86 2,88 NR
40R 0,53 37,95 315,83 4,41 2,54 2,50
10R 2,54 1,61 0,35 0,79 1,37 NR
IR 20R 3,94 4,21 0,77 3,42 0,98 NR
30R 10,19 3,73 0,58 1,60 0,52 NR
40R 9,06 1,00 0,53 1,04 0,59 1,25

NOTA: Se aplico la prueba t de Student para evaluar las diferencias entre R-MTF y WT. Se consider6 significativo un valor de p < 0,05.
Los niveles de significancia fueron *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Los valores de CCsp y Clso se expresan en uM. CCso:
concentracion citotoxica 50; Clso: concentracion inhibitoria 50; DE: desviacidon estandar; IS: indice de selectividad; IR: indice de
resistencia. NR: no realizado; MTF: miltefosina; AmB: anfotericina B; PMD: sal de pentamidina; KTZ: ketoconazol; Sb™: antimonio

trivalente; PMM: paromomicina.
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1.3.5 Susceptibilidad cruzada de otros farmacos antileishmania en amastigotes

intracelulares 40R

La cepa 40R fue estadisticamente mas sensible a la PMD que la cepa WT (p = 0,026;
semejante a lo observado en promastigotes). La cepa 40R presentd una resistencia
significativamente mayor que la WT frente al Sb'" (p = 0,044) (Figura 7). E1 IS de la PMD
en la cepa 40R fue mayor que el de la cepa nativa, con valores de 6,35 y 1,42,
respectivamente, lo que indica que la PMD es maés selectiva para el parasito R-MTF en
comparacion con la cepa WT. En contraste, aunque el Sb™ no present6 selectividad en la
cepa WT (IS=2,41), fue atin menos selectivo en la cepa R-MTF (IS=0,72) (Tabla 6). El IR

fue mayor en el SbIII (3,35) que en la PMD (0,22).

Figura 7. Potencia de la PMD y el Sb™ en amastigotes intracelulares de cepas 40R y WT de

L. amazonensis
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NOTA: Se muestran los resultados de 3-4 ensayos biologicos independientes. Se observa la
media (linea horizontal) de las Clso por grupo. Se analizaron las diferencias entre los grupos

(WT vs 40R) empleando la prueba t de Student. Nivel de significancia * (p < 0,05).
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Tabla 6 Potencia de la PMD y Sb'™ en células THP-1 infectadas con amastigotes de L.

amazonensis WT y 40R

Farmacos 40R WT IR
[uM] Clso = DE IS Clso =+ DE IS
PMD 12,7 £ 6,05 6,35% 56,92 + 24,92 1,42 0,22
169,635 +
111 o % +
Sb 82,79 0,72 50,65 + 6,28 2,41 3,35

NOTA: Se muestran los resultados de 3-4 ensayos bioldgicos independientes en células THP-
1. Los datos se analizaron mediante la prueba t de Student. *p < 0,05, en comparacion con la
cepa WT. Se considero significativo un valor de p < 0,05. IS: indice de selectividad; IR:

indice de resistencia.

1.3.6  Analisis molecular

1.3.6.1 Secuenciacion

En la secuenciacion del gen mt solo se tuvieron en cuenta los fragmentos 2, 3,4y 5
puesto que los cebadores del fragmento 1 mostraron tener baja especificidad (datos no
mostrados). De los cuatro fragmentos secuenciados en doble sentido, se encontro
inicialmente una mutacion en la cepa 40R en la posicion 2235, que paséd de una citosina en
la WT a una adenina en la 40R. Esta mutacion caus6 el cambio a un codon de parada en el
ARN (UGA) durante la transcripcion, generando una proteina truncada de 744 aminoacidos

en la cepa 40R, mientras que en la WT corresponde a 1104 aminoacidos (Figura 8).
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Figura 8 Secuencias del gen mt en las cepas WT y 40R de L. amazonensis
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Nota: a. corresponde en orden descendente a la secuencia del gen m¢ en NCBI (Gen_2),

seguido de la secuencia forward (WT_Frag2 F) y reverse (WT Frag2 R) de la cepa nativa

en cultivo, y la secuencia forward (40R_Frag2 F)y reverse (40R Frag2 R) de la cepa 40R

en cultivo. Se sefiala la mutacion encontrada en la cepa 40R (adenina), que correspondia a

una citocina en la WT y en la secuencia registrada en NCBI. La figura b muestra los picos

claros obtenidos en la secuenciacion en orden descendente, de la secuencia forward y reverse
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en la cepa WT, y forward y reverse de la cepa 40R. Secuencias obtenidas mediante

secuenciacion Sanger (Macrogen).

1.3.6.2 Niveles de expresion de los genes

Al realizar la qPCR se observo que la expresion del gen /8S era estable en ambas
cepas, pero gadph incrementd su expresion de manera significativa en la cepa 40R (p =
0,0005), por lo tanto, al tener un solo gen housekeeping se decidio realizar una cuantificacion
relativa (ACq). La cuantificacion relativa del gen mt mostrd una menor expresion en la cepa
40R, con diferencias significativas (p = 0,0007); sin embargo, de manera contraria, el nivel
de expresion del gen ros3 fue significativamente mayor en la cepa 40R (p = 0,0001) (Figura

9).

Figura 9 Niveles de transcripcion de los genes 18S, gapdh, mt y ros3 en las cepas WT'y 40R

de L. amazonensis
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Nota: los niveles de expresion relativa del gen 78S ribosomal, gapdh (gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa), mt (transportador de miltefosina) y ros3 (subunidad del
transportador de miltefosina) en las cepas WT y 40R de L. amazonensis fueron calculados
empleando el método Cantidad Relativa (ACq) del programa CFX Maestro de Biorad. Se
aplico una prueba t de Student para analizar los resultados comparando la cepa 40R frente a

la WT. Un valor de *p < 0,05 fue considerado significativo.

1.4 Discusion

La generacion del fenotipo resistente a MTF en Leishmania por presion selectiva de
farmacos in vitro ha probado ser un método eficaz en el estudio de los mecanismos
implicados en la resistencia a MTF. En nuestro trabajo la resistencia a 40 uM de MTF
alcanzada en menos de dos meses y 15 pases en promastigotes de L. amazonensis, confirma
la facilidad en la adquisicion de la resistencia a este farmaco. Considerando que el esquema
terapéutico en pacientes es de 28 dias (MSPS, 2023), abre la posibilidad de la resistencia
parasitaria en los pacientes. En este sentido, distintas especies como L. donovani y L.
infantum han sido generadas con presiones de MTF entre 20 pM y 40 pM (un estudio hasta
con 74 uM) en un tiempo promedio de 3 a 6 meses (Hendrickx et al., 2014; Saboia-Vahia et
al., 2022; Seifert et al., 2003; Shaw et al., 2016a). Trabajos realizados con L. amazonensis
para la obtencion de una cepa resistente a 40 uM de MTF, muestran tiempos de generacion
similares al presentado aqui, aproximadamente 2 meses (Neira ef al., 2025); otros autores
solo reportan la obtencion de la resistencia en L. amazonensis pero hasta llegar durante su
generacion a 100 uM, lo que podria indicar un tiempo mayor para su generacion (Coelho et
al., 2014). De manera general, las investigaciones reportadas muestran la pérdida de la

potencia del farmaco (pérdida de susceptibilidad de los parasitos — R) generalmente con una
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Clso entre 6,31 £ 3,4 uM y 19,96 = 2,2 uM para la cepa WT y, en la cepa R valores de Clso
de 30,65 £9,5 uM (IR=5) a 167,36 + 16,8 uM (IR no reportado) (Coelho et al., 2014; Neira
et al., 2025). Nosotros encontramos resultados similares observando un incremento
proporcional de la potencia del farmaco en las distintas cepas R-MTF; alcanzandose un IR =
9,06.

Una vez generados los parasitos 40R, fue necesario la realizacion de estudios de
caracterizacion bioldgica y molecular comparado estos con los parasitos WT para determinar
caracteristicas diferenciales entre estos. Los cambios encontrados muestran la manera en que
el parasito se adapta a las condiciones estresantes impuestas por la MTF y determina el costo
que tiene que pagar el pardsito para sobrevivir a condiciones adversas. Generalmente estos
experimentos se basan en determinar caracteristicas como crecimiento, infectividad,
resistencias cruzadas, metaciclogénesis, entre otras.

El crecimiento de la cepa 40R alcanzd valores superiores (5 veces mayores) sin
embargo, tardd 4 horas mas en duplicarse durante su fase exponencial que la WT indicando
una disminucion en la aptitud (fitness) de los promastigotes para proliferar. Este parametro
realizado en condiciones in vitro, se refiere a como el parasito se multiplica en condiciones
que se asemejan a la de los flebotomos. Una vez que los amastigotes son ingeridos por la
mosquita, estos se transforman en promastigotes prociclicos, no infectivos y proliferativos, a
promastigote metaciclicos inmdviles e infectivos, necesarios para la transmision de la
enfermedad. En nuestro caso, los parasitos mostraron una mayor proliferacion, sin embargo,
una fase de latencia y de muerte mas rapida que los WT, pudiéndose inferir que su fase de
infeccion es mas corta que en los parasitos WT. Estos resultados son similares a los
reportados en otras cepas de L. amazonensis con una fase exponencial iniciada a partir del

segundo dia y una duracidon aproximada de 24 h, manteniendo una fase estacionaria
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prolongada hasta por 8 dias (Mule et al., 2024). Adicionalmente, la infeccion del vector
Lutzomyia ovallesi con amastigotes de L. amazonensis provenientes de modelo murino
mostro que el crecimiento parasitario en sus intestinos resultaba en un tD de 12,19 horas,
similar a nuestro resultado (Mule et al., 2024). Las cinéticas de crecimiento de los
promastigotes puede ser diferentes dependiendo de la cepa de Leishmania, el tiempo de los
parasitos con la presion del farmaco, el numero de pases y las condiciones ambientales (la
temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes). Por ejemplo, promastigotes de L. infantum
resistentes a 25R crecieron significativamente menos (< 40 millones/mL) que su cepa WT
correspondiente (cerca de 80 millones/mL) (Saboia-Vahia ef al., 2022), pero promastigotes
de L. major R-MTF presentaron un crecimiento similar a la WT de aproximadamente 50
millones/mL (Turner et al., 2015). Comprender la cinética (metaciclogénesis), especialmente
en los vectores, es crucial para entender la enfermedad, controlar la transmision de la
Leishmaniasis y desarrollar tratamientos eficaces. Esto ultimo porque la susceptibilidad a los
farmacos incide en el crecimiento de las cepas de L. braziliensis dado que cepas sensibles a
Glucantime mostraron menor tasa de crecimiento, en comparacion con las cepas mas
resistentes (Spangler et al., 1998). Ademas de la especie, el farmaco objeto de la resistencia
puede influir, influyendo o no en su proliferacion, por ejemplo, promastigotes de L.
braziliensis resistentes a PMD y KTZ presentaron un crecimiento similar a su cepa nativa
(Salazar-Villamizar & Escobar, 2022).

En relacion con la infectividad en células, encontramos niveles de infeccion similares
entre las dos cepas en cada uno de los tiempos evaluados sugiriendo que el fitness del parasito
no se ve afectado en relacion con su capacidad de infeccion. Resultados opuestos se han
reportado en amastigotes intracelulares de L. infantum R-MTF que mediante presion

selectiva mostraron una Clso >20 uM e infeccion a las 24 h significativamente menor que la
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cepa WT mostrando ademas la no infeccion en ratones BALB/c (Eberhardt et al., 2019). Por
otro lado, parasitos de L. major resistentes a 40 uM de MTF (40R), lograron infectar de
manera similar macréfagos murinos a las 24 h pero fueron incapaces de mantener la tasa de
infeccion a las 48 h, mostrando una reduccion significativa en comparacion con la cepa WT
(Turner et al., 2015). Esto se trasladd a la infeccion en ratones BALB/c, donde la infeccion
con L. major 40R mostr6 demora en la aparicion de lesiones y con caracteristicas atenuadas
comparada con la WT (Turner ef al., 2015). En nuestro trabajo no evaluamos el efecto de la
R-MTF en la infeccion en ratones.

La resistencia cruzada a otros fAirmacos disminuye las opciones farmacoldgicas para
los tratamientos de la Leishmaniasis. Con relacion a la PMD y el Sb'l, este trabajo se
encontro que los promastigotes de la cepa 40R fue significativamente mas sensible a la PMD
y Sb!""'y que en los amastigotes intracelulares la cepa 40R fue mas sensible a la PMD, pero
mas resistente al Sb'!. Se han reportado: que pacientes con FT a MTF han fallado al
tratamiento con Glucantime (Obonaga et al., 2014); que parasitos aislados de pacientes que
son R-antimoniales cursan con resistencias variables a MTF, AmB o PMM (Ghosh et al.,
2021); o presentan al tiempo resistencia a MTF y Sb' (Srivastava et al., 2017). Los parasitos
R-MTF no se comportan siempre de manera similar en relacion a sus marcadores moleculares
involucrados, lo que podria conllevar por ejemplo, al incremento en la expresion de diversas
proteinas transportadoras como la acuaporinal (AQP1), importante en el ingreso del Sb™,
disminucion de la expresion de bombas de eflujo como PRP1 (pentamidine resistance protein
1 o ABCC7) y MDRI1 (P-glycoprotein (P-gp) o ABCB1) disminuyendo la salida de estos
farmacos (Coelho et al., 2007). Seria interesante determinar el rol de estas proteinas para
entender el impacto de la R-MTF en la susceptibilidad a otros farmacos. Otra forma de

explicar la mayor sensibilidad a PMD y Sb™ en los promastigotes, o la menor en los
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amastigotes intracelulares, es que las vias de sefalizacion de ambos farmacos estén afectadas
por la R-MTF. Se ha reportado que en cepas R-MTF de L. amazonensis hay una disminucion
de la tripanotiona reductasa (TR) [enzima dependiente de NADPH que reduce la tripanotiona
oxidada (TS:) a tripanotiona reducida (T(SH):2)] pero no de los niveles de ROS en
comparacion con la WT (Neira et al.,, 2025). Lo anterior podria sugerir que en los parasitos
R-MTF, hay una afectacion en la TR que no le permite alcanzar los niveles adecuados de la
T(SH): por lo que el parasito debe compensar la produccion de esta proteina mediante otra
via. Esta via puede ser la sobreproduccion de poliaminas, a través de la ruta arginina-ornitina-
putrescina-espermidina (ruta precursora de la T(SH)2). La PMD en cepas nativas compite
con algunos sustratos de la sintesis de poliaminas como arginina, ornitina y putrescina,
impactando de manera directa esa via de senalizacion (Basselin et al., 1997; Mukherjee et
al., 2006). Por su parte, se ha reportado que el Sb'"" inhibe la accion de TR y ademas, provoca
el eflujo de la T(SH), y el glutatién, impactando de manera importante el balance redox
(Wyllie et al., 2004).

La mayor resistencia al Sb'' en amastigotes intracelulares de cepas 40R,
imposibilitaria el tratamiento con antimoniales en los pacientes, pero abre la puerta a terapias
con PMD. La disminucion de la potencia del Sb™ en formas de vida intracelulares no es
comiinmente reportado. En cepas nativas, el Sb'' es mas potente en las formas de vida
intracelulares debido a la mayor presencia de la enzima reductasa dependiente de tiol 1
[TDR1, encargada del paso de glutatién reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSG)], la
cual es clave para el manejo del estrés oxidante, por lo que los amastigotes son mas sensibles
a este farmaco (Denton et al., 2004), tal como se observa en los resultados del presente

trabajo. No obstante, el Sb'" en la cepa 40R es menos potente en amastigotes, por lo que seria
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interesante determinar el papel de la TDR1 y TR en cepas R-MTF tanto en promastigotes
como en amastigotes intracelulares.

Por su parte, los amastigotes intracelulares de la cepa 40R mantienen una mayor
susceptibilidad a PMD en comparacion con la cepa nativa, es decir, se comporta igual que en
promastigotes. Esto refuerza la idea de que las cepas R-MTF pueden estar realizando una
compensacion del sistema redox a través de la via de las poliaminas en el caso de la PMD,
pero puede estar manejando una ruta distinta frente al Sb™ que pueden implicar la
sobreexpresion de bombas de eflujo (Mandal et al., 2009).

En relacién con la AmB, los cambios en promastigotes de la composicion de la
membrana plasmatica parecen no afectar de manera importante la concentracion del
ergosterol en promastigotes puesto que no se reportd resistencia a AmB en las cepas de
resistencia intermedia ni en la cepa 40R, apuntando a que no se disminuye dramaticamente
el contenido de ergosterol durante la resistencia MTF en las formas de vida extracelulares
(Rakotomanga et al., 2005).

En este trabajo, el KTZ no presentd diferencias significativas entre la cepa 40R y WT
y la PMM no fue evaluada en la cepa 40R. Sin embargo, se ha reportado el incremento de la
potencia de la PMM (Clso = 6,93 £ 0,80 M) en cepas con resistencia a MTF, aunque solo a
8 uM, con un IS de 0,57 + 0,15, pero sin diferencias significativas (Garcia-Herndndez et al.,
2012).

En este trabajo se encontraron diferencias significativas en la expresion del gen mz (p
= 0,0005) con menor expresion en la cepa 40R, por lo que la expresion reducida de este
transportador podria explicar la resistencia a MTF. Diferentes resultados han sido reportados
en relacion con esto. En cepas R-MTF de L. amazonensis la evaluacion de la expresion de

mt se reporto significativamente disminuida (Neira et al., 2025) y en aislados clinicos de L.
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braziliensis con susceptibilidad disminuida a la MTF se reportaron niveles normales de m¢
(Sanchez-Cafiete ef al., 2009). Ademas, en este trabajo se encontrdé una mutacion en el gen
mt en la posicion 2235, pasando de una citosina en la WT a una adenina en la 40R, que
posteriormente causoé la traduccion de una proteina truncada de 744 aminoacidos, mientras
que en la WT corresponde a 1104 aminoacidos. Los niveles de expresion reducida y la
proteina truncada derivada del gen mt en la cepa 40R pueden explicar parte del mecanismo
de resistencia a MTF en L. amazonensis, ya que inciden directamente en el ingreso del
farmaco al parasito. Otras mutaciones han sido encontradas en esta region, como la G852A
en una cepa de L. amazonensis resistente a 100 uM de MTF (Coelho ef al., 2014) y la
mutacion L832F en aislados de L. infantum provenientes de una paciente con multiples
rondas de AmB y MTF y FT recurrente (Cojean et al., 2012). Esta region corresponde a un
area entre las secuencias de consenso caracteristicas de las ATPasas y el quinto dominio
transmembrana y cualquier cambio influye en el ingreso del fArmaco.

De manera contraria, en este trabajo el gen ros3 presentd cambios significativos en la
expresion, siendo mayores en la cepa 40R. Un resultado similar fue encontrado en una cepa
de L. amazonensis R-MTF pero sin significancia estadistica (Neira et al., 2025). Otros autores
han reportado que cepas nativas de L. braziliensis muestran una expresion reducida de ros3
que esta relacionado con la baja internalizacion de la MTF (Sanchez-Caiete et al., 2009) y
su delecion parcial o completa en cepas de L. major increment? la resistencia al farmaco 3 y
20 veces mas, respectivamente (Espada et al., 2021). No obstante, estos resultados no
explican el por qué estaria ros3 mas expresado en cepas R-MTF. Seria interesante poder
secuenciar el gen y la proteina para determinar si a pesar de los altos niveles de transcritos
de ros3, la proteina que expresa no es funcional, confirmando asi la regulacion nivel

postraduccional.
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De manera general, la variedad de resultados encontrados en la regulacion de
expresion génica puede estar relacionada con la especie en algunos casos, pero
adicionalmente con las clonas en cada cepa.

En conjunto, nuestros hallazgos ademas de validar a L. amazonensis como un buen
modelo experimental para estudiar la resistencia a MTF, también evidencian como la
resistencia puede incidir en la biologia del paréasito, desde el crecimiento hasta su
susceptibilidad a otros tratamientos. Este nuevo conocimiento es importante para anticipar el
manejo de parasitos R-MTF. Més estudios hacen falta para determinar la caracteristica mas
importante a nivel in vitro que permita predecir los casos con posible FT y plantear estrategias

de tratamiento alternativo mas eficaces.

1.5 Conclusiones

En este capitulo se encontrd que la cepa 40R parece tener un metabolismo acelerado
que le permite un mejor crecimiento que la cepa WT y el mantenimiento de su capacidad de
infeccion en modelos in vitro. Ademas, la facilidad con que se adquiere la resistencia a MTF
en cepas de L. amazonensis resulta preocupante. Su marcador de expresion representativo
fue la mutacion puntual en el gen mt, sin diferencias en los niveles de ARNm en relacion con
la cepa nativa y codificando una proteina truncada probablemente no funcional.
Adicionalmente, la R-MTF causé una sensibilidad cruzada que podria tener relacion con la
especie, generando perfiles de susceptibilidades variadas a otros fArmacos y en este trabajo
la cepa 40R de L. amazonensis presentd significativamente mayor sensibilidad de los
promastigotes a los fArmacos de Sb''y PMD, mientras que en amastigotes intracelulares la
cepa 40R fue significativamente ma4s resistente a Sb'"', sugiriendo que las terapias con Sb™!

podrias ser limitadas.
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2  Determinacion de la estabilidad del fenotipo resistente de los parasitos 40R al
quitar la presion del farmaco y en otras formas de vida
2.1 Fenotipo de resistencia farmacoldgica (RF)
2.1.1 Concepto de RF y posibles factores implicados
La resistencia farmacoldgica (RF) incluye la generacion (o activacion) de varios
mecanismos utilizados por los patogenos para adaptarse y sobrevivir a condiciones externas

y extremas, como son las de farmacos.

Figura 10 Mecanismos de resistencia farmacoldgica de parasitos de Leishmania
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NOTA: la imagen describe los mecanismos de resistencia farmacoldgica frecuentemente

presentados en los parasitos de Leishmania. Tomado y adaptado de (Bharadava et al., 2024).
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La RF es un proceso natural en el que los organismos evolucionan para sobrevivir.
La RF puede ocurrir innatamente en microorganismos no respondedores (menos o no
susceptibles) a un determinado farmaco, ya sea porque son impermeables o carecen del
blanco terapéutico. O podria ser adquirida, la cual se asocia con infecciones con plasmidos
de resistencia (principalmente en bacterias) o con factores genéticos como la delecion,
duplicacidon o mutaciones puntuales en genes que obstruyan su supervivencia. Por ejemplo,
en transportadores de entrada del farmaco, en genes involucrados en produccion de ROS vy,
en la sobreexpresion de genes involucrados en la salida de farmacos de los parésitos o en
enzimas relacionadas con el blanco terapéutico (expresion de proteinas que degraden,
inactiven o modifiquen el efecto toxico de los fAirmacos) (Carnielli et al., 2019; Cojean et al.,
2012; J. M. Pérez-Victoria, Pérez-Victoria, Parodi-Talice, ef al., 2001). La RF también puede
generarse experimentalmente cuando los patdgenos son sometidos in vifro a presiones
selectivas de uno o varios farmacos (Salazar-Villamizar & Escobar, 2022). En parasitos como
Plasmodium los niveles de esta RF podrian dividirse en 3 tipos: R-reversible, R-estable y R-
permanente. La R-reversible no es hereditaria y se pierde la RF al quitar la presion pero puede
aparecer otra vez rapidamente restituyendo la presion del farmaco; la R-estable es
"temporalmente" hereditaria incluso sin presion del farmaco, puede pasar algunas
generaciones y los cambios epigenéticos pueden "arreglar" temporalmente el genoma 3D
alterado y; la R-permanente es hereditaria y la RF no se pierde sin la presion del farmaco, los
genes mutados se pueden “arreglar” o fijarse permanentemente a la arquitectura alterada del
genoma 3D. Las proteinas mutadas pueden afectar sus propias funciones originales, pero no
son tan importantes como los genes mutados en la formacion de resistencia permanente a los

medicamentos. La aparicion de genes mutados probablemente se debe a alteraciones en la
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arquitectura del genoma 3D. Ademas, las lineas resistentes desarrolladas en el laboratorio
han mostrado reversion de la resistencia (Li, 2023).

Leishmania tiene un genoma atipico que muestra variacion en la dosis cromosoémica
entre las especies, falta de intrones (transcribe policistronicamente), presencia de una base
modificada (base J) y una plasticidad extrema mediante dosificacion génica (Borst &
Sabatini, 2008; Bussotti et al., 2021). Esta inestabilidad del genoma se presenta como
mecanismo de supervivencia en respuesta a condiciones estresantes en donde se inducen
cambios en la dosis de genes por modificaciones gendémicas ya sea por aneuploidias
cromosomales masivas, deleciones o amplificaciones génicas (Moncada-Diaz et al., 2024;
Santi & Murta, 2022). Los parasitos de Leishmania son expertos en manipular la dosis de
genes a través de la aneuploidia masiva (Downing et al., 2011; Mannaert ef al., 2012) y la
formacion de episomas extracromosomicos circulares "cajas de herramientas de emergencia”
con varios genes y que pueden ser rdpidamente reguladas al alza o a la baja en un entorno
estresante (Leprohon et al., 2009). Estas alteraciones pueden modificar los niveles de
expresion de ciertos genes y regular la expresion de los transportadores de entrada o salida
de farmacos, de los blancos terapéuticos, o enzimas asociadas a la inactivacion de farmacos,
y también pueden realizar cambios especificos en la secuencia de un gen (polimorfismos de
un solo nucledtido SNPs) modificando la estructura o funcion de las proteinas (Kamran et

al., 2023; Laffitte et al., 2016).

2.1.2 Estabilidad del fenotipo resistente a MTF
En cuanto a la estabilidad del fenotipo resistente a MTF en parasitos de Leishmania

R-MTTF, sin la presion del farmaco, en las diferentes formas de vida, después de la infeccion
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en células o con la utilizacion de algunos compuestos, se han presentado resultados
interesantes, aunque controversiales. Estudios iniciales realizados en L. tropica resistentes a
DNM (Clso de 272 uM) mostraron un fenotipo multirresistente (MDR) a MTF y edelfosina
(farmaco antineoplasico) con Clso de 227,3 uM y 115,2 uM, respectivamente. Después de 45
dias de cultivo sin la presiéon con DMN, los parasitos exhibieron una mayor susceptibilidad
a la MTF con valores similares a las WT (Clso 2,6 uM) al igual que una disminucion de la
expresion del transportador tipo-Pgp con respecto a la linea resistente (J. M. Pérez-Victoria,
Pérez-Victoria, Parodi-Talice, et al., 2001).

Resultados opuestos han sido reportados en otras especies de Leishmania. en parasitos
de L. major R-MTF generados in vitro por presion selectiva, al retirar el farmaco el parésito
conserva la resistencia hasta después 11 meses, con valores de Clso menores que la cepa R-
MTF en cultivo con el farmaco, pero sin llegar a ser tan susceptibles a la MTF como la WT
(Turner et al., 2015). Otro estudio realizado en una cepa de L. donovani R-MTF por presion
selectiva, mostrd que el parasito conserva la resistencia a la MTF al quitar la presion del
farmaco hasta por un afio, con Clso similares a las obtenidas durante el cultivo con el farmaco
(Vacchina et al., 2016).

Sin embargo, el grado de estabilidad de esta resistencia y de las mutaciones
subyacentes en condiciones no selectivas sigue siendo poco caracterizado. La estabilidad de
la resistencia adquirida a los medicamentos tiene implicaciones fundamentales para nuestra
comprension de la aparicion y propagacion de brotes de resistencia y para definir estrategias
eficientes para combatirlos. La RF, ademas de la susceptibilidad al farmaco, afecta también
la aptitud (fitness) del parasito, es decir, su capacidad de sobrevivir, reproducirse y propagarse
eficazmente dentro de un huésped. Por lo tanto, la estabilidad de la RF afectaria no solo la

eficacia de los farmacos para tratar las infecciones, sino que también podria incrementar la
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probabilidad de que las personas contraigan enfermedades graves, presenten discapacidades
y mueran.

Adicionalmente, teniendo en consideracion la naturaleza dimorfica del parasito
Leishmania, evaluar la estabilidad de la resistencia en distintas formas de vida e idealmente,
tras el paso por sus hospederos invertebrados es importante. En este sentido, en modelos in
vitro de promastigotes resistentes a 60 uM de MTF de L. panamensis con valores de Clso de
99,4 + 2,4 uM, casi el doble que la cepa nativa que presentaba una susceptibilidad a MTF de
56,1 = 8,1 uM, conservaron la R-MTF al ser transformados a amastigotes intracelulares
(Obonaga et al., 2014). De manera similar, la resistencia inducida a 40 uM de MTF en
promastigotes de L. donovani con un IR = 9,8 conservo su R-MTF al transformarse a su
forma intracelular con un IR = 13,2 (Seifert ef al., 2007). Sin embargo, cuando la R-MTF,
mediante presion selectiva, ocurrié en amastigotes intracelulares de L. donovani resistentes
a 20 uM de MTF, la transformacion a promastigotes restituyd la susceptibilidad a MTF
(Hendrickx et al., 2014).

Por otro lado, la conservacion de la R-MTF tras su paso por algun hospedero
vertebrado o invertebrado también ha sido evaluada y puede simular mejor lo sucedido
durante el ciclo de vida del parasito. Se ha reportado, la permanencia de la resistencia después
de pasar por hospederos invertebrados in vitro en mosquitas de Lutzomyia de cepas de L.
infantum R-MTF aisladas de pacientes puesto que, los valores Clso post-infeccion se
mantienen altos aunque estos parasitos exhiben afectacion en su capacidad infectiva en las

mosquitas y en ratones BALB/c (Van Bockstal et al., 2019, 2020).
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2.2 Metodologia

2.2.1 Disefio metodoldgico

El disefio metodoldgico del capitulo 2, se observa en la Figura 11.

Figura 11 Disernio metodologico del capitulo 2 que evalua la estabilidad de la resistencia.
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2.2.2 Parasitos y células

El mantenimiento de los parasitos y células se realiz6 como fue descrito anteriormente

en la seccion 1.2.2. del capitulo anterior.
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2.2.3 Farmacos y compuestos

Se utiliz6 MTF obtenida en GoldBio (San Luis, Estados Unidos). La MTF se disolvid
en PBS (pH 7,0) y el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich) en acetona a una
concentracion de 10.000 ng/mL (stock). La solucion de MTF fue utilizada después de

preparada.

2.2.4 Prueba de estabilidad de la resistencia en promastigotes sin la presion del

farmaco

Los parasitos resistentes fueron cultivados durante al menos un mes con el farmaco.
Posteriormente, se retird el firmaco y los parasitos resistentes (10R / 20R / 30R y 40R) fueron
cultivados en medio de cultivo sin farmaco durante hasta tres meses. La prueba de
susceptibilidad de los parasitos a la MTF se realiz6 antes de retirarla y cada 15 dias durante
el seguimiento. Como grupo control se utilizaron los parasitos resistentes cultivados con la
presion del farmaco. Para el ensayo, ambos grupos fueron tratados con concentraciones
seriadas de MTF (400—6,25 uM) o sin MTF durante 72 h. El efecto inhibitorio del compuesto
sobre los parasitos se determind mediante el método colorimétrico de reduccion de la
resazurina, tal como se describi6 en el capitulo 1. Los resultados se expresaron como Clso de
MTF para cada tiempo (en semanas) sin firmaco. Se determino el IR tal como se menciond

en el capitulo 1.

2.2.5 Prueba de estabilidad de la resistencia después de la infeccion en células THP-1
Las células THP-1 transformadas fueron infectadas con promastigotes 40R y WT en

fase estacionaria, en proporcion 1:5 de macrdofago: parasito por 24 h a 32 °C, 5% de CO y
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95% de HR. Posteriormente, fueron tratadas con concentraciones seriadas de MTF (80-2,5
uM) por 72 h. Por ultimo, fueron fijadas con metanol y tefiidas con Giemsa durante 15 min.
Se determinaron los porcentajes de infeccion (niumero de células infectadas en 300 células)
y los rangos de infeccion (no infectado — NI; de 0-10 amastigotes/célula; de 11-20
amastigotes/célula y >20 amastigotes/célula) por conteo microscopico. La susceptibilidad a

la MTF se determind microscopicamente, calculando los porcentajes de inhibicion a partir

. , %infeccion—%infecciéon control
de los conteos, mediante la formula: = (binf — f ) x 100. Los resultados
—%infeccion control

fueron expresados como porcentajes de células infectadas, nimero de amastigotes/célula y

como Clso.

2.2.6 Analisis estadistico

Se evalu6 la normalidad de los datos de estabilidad e infeccion mediante la prueba de
Shapiro-Wilk (Prism GraphPad 8.0.1, 2018). Se evalu¢ la igualdad de varianzas o prueba de
Levene (Excel, 2010) entre las cepas WT-40R. El comportamiento de las cepas con y sin
MTF fue evaluado en RStudio 4.5.0, 2020 (Desarrollo Integrado para R RStudio, PBC,
Boston, MA). Las diferencias estadisticas de los ensayos de infeccion se determinaron a

través de la prueba t de Student. Valores de p < 0,05.

2.3 Resultados

2.3.1 Susceptibilidad de los parasitos R-MTF sin la presion del farmaco
Con relacion a la cepa 10R (resistente a 10 uM de MTF), los valores de potencia de
la MTF (Clso uM £ DE) del tiempo 0 a 3 meses sin MTF aumentaron de 19,41 + 1,28 uM a

35,37+ 18,00 uM, con una diferencia significativa (p = 0,024). Dado que la cepa 10R control
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(mantenida bajo presion del farmaco) también mostré un aumento inesperado (CI50 67,40 +
23,00, p=10,017) y no se pudo repetir el experimento, este resultado no fue considerado. En
la cepa 20R, la potencia inicial de la MTF fue de 30,05 = 3,00 uM vy al cultivarla sin MTF
durante 2 meses bajaron a 24,88 + 1,22 uM con un valor de p = 0,046, indicando un aumento
significativo de la susceptibilidad a MTF. Al contrario, la cepa 20R cultivada con MTF
mantuvo su susceptibilidad a MTF con una potencia de 44,59 = 16,62 uM (p > 0,05) (Figura
12A). Al comparar el comportamiento de los dos grupos, con y sin MTF, después de 2 meses,
no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05). La cepa 30R cultivada con 30 uM de
MTF present6 valores iniciales de Clso de 77,69 £ 15,09 uM y después de dos meses en
cultivo sin MTF la potencia fue de 61,28 + 27,82 uM mientras que en cultivo con MTF la
Clso fue de 72,33 + 25,88 uM, siendo similares (p > 0,05 en ambos casos). El andlisis de
regresion indico que la cepa 30R sin MTF es 1,3 veces mas susceptible que la cepa con MTF,
pero sin significancia estadistica (p > 0,05) (Figura 12B). La cepa 40R1, mantenida con 40
uM de MTF durante un mes, al tiempo 0 y a los 3 meses en medio sin MTF, mostré valores
iniciales de Clso de 71,23 + 22,47 uM y paso6 a 59,76 + 18,50 uM (p > 0,05). La cepa 40R1
control (con MTF) present6 un Clso de 64,62 = 18,93 uM (p > 0,05) (Figura 12C). Al
comparar los dos grupos con y sin MTF, no se encontraron diferencias significativas (p >
0,0). La cepa 40R2 mantenida con 40 uM de MTF por 11 meses, al tiempo 0 y tres meses sin
MTF, mostro6 valores de Clso 69,34 + 22,43 uM y 75,85 £ 19,02 uM (p > 0,05), es decir, el
comportamiento de ambas cepas fue similar (Figura 12D).

Las diferencias de susceptibilidad a la MTF en las cepas R-MTF cultivadas con y sin
farmaco y también en la WT durante el tiempo de seguimiento se muestran en la Figura 12.
En general, se observan variaciones importantes a lo largo del tiempo; sin embargo, se

mantiene su nivel de resistencia frente a la cepa WT. En la cepa 20R, semanas 2 y 8, hay
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diferencias significativas (p = 0,000) entre las dos condiciones y la cepa sin MTF exhibe un
comportamiento mas estable (Figura 12A). También se observan diferencias en la 30R a la
semana 4 (p = 0,036), en la 40R1 a la semana 10 (p = 0,025) y en la 40R2 a la semana 6
(Figura 12B-D). Las diferencias reportadas pueden deberse a factores externos que afectan
el crecimiento de los parasitos, dado que no se mantienen constantes en el tiempo, o pueden
deberse a la inestabilidad de la resistencia. Esto puede observarse igualmente en la Figura
13 (porcentajes de inhibicion en comparacion con el logl0 de las concentraciones de MTF

ensayadas).
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Figura 12 Estabilidad de la resistencia en promastigotes R-MTF al quitar la presion del

farmaco.
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NOTA: Los promastigotes de L. amazonensis R-MTF fueron cultivados sin (lineas rojas
discontinuas) o con presion del farmaco (lineas rojas continuas). Los valores de la potencia
de MTF se expresaron como Clso (UM £ DE). (A) Cepa 20R, seguimiento durante 2 meses;
(B) Cepa 30R, seguimiento durante 2 meses; (C) Cepa 40R1, seguimiento durante 3 meses;
y (D) Cepa 40R2, seguimiento durante 2,5 meses. El area gris corresponde a valores de Clso
de la MTF en la cepa nativa (WT). La linea azul muestra el valor del dia 0. Los 6valos
punteados corresponden a zonas de mayor variabilidad. Los resultados son productos de tres

ensayos independientes.
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Figura 13 Estabilidad de la resistencia a MTF de cepas con diferentes niveles de resistencia.
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Nota: Ensayos dosis-respuesta (concentracion de MTF versus porcentajes de inhibicion del

parasito) (A) 10R; (B) 20R; (C) 30R; (D) 40R1; y (E) 40R2. Datos provenientes de dos

ensayos independientes.

2.3.2 Estabilidad de la resistencia después de la infeccion en células THP-1

La cepa 40R mantuvo la R-MTF después de la infeccion a células THP-1

diferenciadas. Aunque no fue posible calcular la potencia de la MTF en la cepa 40R debido

a la citotoxicidad del farmaco (CCso 36,64 £ 2,37, ver capitulo 1) se estima una Clso> 40uM

puesto que, a una concentracion de 40 uM de MTF, se observd la presencia intacta de



RESISTENCIA A MILTEFOSINA: ALTERNATIVAS FARMACOLOGICAS 89

amastigotes con destruccion de las células THP-1 (Figura 5). La potencia de la MTF en
amastigotes intracelulares de la cepa WT fue de 8,56 + 3,40 uM, con un IS de 4,28. En la
cepa 40R se estimo un IS de 0,92 o inferior. El IR calculado fue de 4,67. En la Figura 14 se
observa como en la WT, el tratamiento con 10 y 20 uM de MTF destruye los amastigotes,
mientras que en la cepa 40R, después del tratamiento con 10-40 uM de MTF autn se observan

los parasitos.
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Figura 14 Amastigotes intracelulares de L. amazonensis tratados con MTF.

NOTA: se presentan los resultados de células THP-1 infectadas con promastigotes en fase infectiva de 40R (arriba) y WT (abajo) de L. amazonensis. Una vez infectadas, fueron

tratados con MTF y posteriormente teflidas con Giemsa. Las fotos corresponden a un aumento de 1000x.
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2.4 Discusion

En las cepas R-MTF, obtuvimos estabilidad del fenotipo resistente a MTF aun en
ausencia del farmaco en cultivo durante los 3 meses de seguimiento, a excepcion de la cepa
20R sin MTF, que presentd una reduccion significativa en los valores de Clso al cabo de dos
meses de cultivo sin el farmaco. Estos resultados son similares a los obtenidos en cepas de
L. major R-MTF generados in vitro por presion selectiva, al retirar el farmaco el parasito
conserva la resistencia hasta después de aproximadamente 11 meses; aunque la potencia de
la MTF incrementa, no alcanza a llegar al nivel de la WT, indicando que en 11 meses la
resistencia disminuye pero no a los niveles de los parasitos nativos (Turner et al., 2015). Del
mismo modo, cepas de L. donovani R-MTF sometidas a presion selectiva también
conservaron el fenotipo resistente al retirar el firmaco durante hasta un afio, sin diferencias
significativas en los valores de Clso respecto al cultivo bajo presion (Vacchina et al., 2016).
Lo anterior sugiere que, en algunos casos, la resistencia a MTF puede ser lo suficientemente
estable como para mantenerse incluso en ausencia del farmaco, lo que implica una baja
presion de reversion por parte del parasito.

En contraste, otras especies, como L. tropica, han mostrado una répida reversion del
fenotipo de resistencia al retirar la presion selectiva. Por ejemplo, parasitos resistentes a
DNM (Clso =272 uM) con resistencia cruzada a MTF que present6 una potencia de 227,3
uM mientras que en la cepa nativa fue de 24,7 pM, recuperaron la susceptibilidad a ambos
farmacos en solo 45 dias sin DNM (J. M. Pérez-Victoria, Pérez-Victoria, Parodi-Talice, et
al., 2001), atn con resistencias mayores a las presentadas en este trabajo. Este
comportamiento se ha relacionado con mecanismos especificos de resistencia a DNM en el
cual estd implicada la sobreexpresion del transportador tipo Pgp y del cual se ha mostrado

logra expulsar una gran cantidad de otros firmacos como puromicina, vinblastina y
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doxorrubicina, todas con un IR>10 (Chiquero et al., 1998), logrando también causar
resistencia a MTF. Sin embargo, las bombas de eflujo no han sido frecuentemente asociadas
con la resistencia a MTF como se discutid en el capitulo anterior.

Los resultados mencionados apuntan a que terapias sostenidas con MTF no son
ideales en el tratamiento de la leishmaniasis, dado que la resistencia es tan estable en
presencia del firmaco y no conlleva un costo de aptitud importante en el pardsito que
incentive su reversion. Una alternativa, podria ser el tratamiento otros farmacos/compuestos
que contrarresten la resistencia a MTF (ver Capitulo 3).

Como se menciond en el capitulo anterior, la resistencia MTF frecuentemente cursa
con mutaciones en el gen mt que codifica la proteina transportadora de la MTF en el parésito.
En el reporte de una paciente con VIH y LV causada por L. infantum, se observo una mutacion
progresiva en este gen (L832F), la cual se mantuvo durante afios de tratamientos repetidos
con AmB y MTF. Sin embargo, en el tltimo aislado obtenido después de que la paciente durd
tres afios sin tratamiento con MTF, se encontrd que habia reversado la mutacién en el ADN
a su base nitrogenada nativa, aunque contenia una delecion en el gen ros3 (Cojean et al.,
2012; Mondelaers et al., 2016). Esto sugiere que las mutaciones en la R-MTF no son
completamente estables al retirar la presion del farmaco y que la reversion es posible al retirar
le presion farmacologica, pero conlleva tiempo. Seria interesante evaluar las mutaciones en
el ADN de los parasitos 40R mantenidos en cultivo sin MTF, tal que permita correlacionar la
reversion de las mutaciones en los genes mt y ros3 y los cambios en la potencia del farmaco
que denotan el fenotipo resistente.

Por otro lado, mostramos que la resistencia a MTF adquirida en promastigotes se
mantiene al ser transformados a amastigotes intracelulares. Las cepas 40R presentaron Clso

> 40 uM, lo que representa mas de 4 veces la resistencia observada en la cepa nativa (8,56 =
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3,40 uM). Estudios similares en cepas de L. donovani R-MTF muestran el incremento de los
valores Clso frente a MTF en amastigotes intracelulares directamente relacionadas con las
concentraciones de la presion selectiva en promastigotes (Shaw et al., 2016b), donde la
potencia de la MTF en parasitos 30R fue de 43,77 + 2,05 uM, mientras que la cepa nativa
obtuvo 7,77 £ 0,60 uM (Vacchina et al., 2016), similar a los datos obtenidos en este trabajo.
Por lo tanto, sin importar el nivel de resistencia adquirido en promastigotes, las formas
intracelulares tendran un fenotipo de resistencia en comparacion con la cepa WT.

La estabilidad del fenotipo resistente a MTF en promastigotes y amastigotes
intracelulares a nivel in vitro es un aspecto importante, pero es preocupante su potencial
diseminacion entre hospederos. Van Bockstal et al., 2020 demostraron que parasitos R-MTF
de L. infantum mantienen la resistencia después de pasar por un hospedero invertebrado como
L. longipaldis (Clso > 40 uM), sugiriendo que este fenotipo puede persistir a lo largo del ciclo
de vida del parasito, en condiciones controladas.

En términos de expresion génica, la transformacion de promastigotes a amastigotes
requiere un ajuste metabolico y de expresion génica amplio, pero la mayoria de los genes
continuan expresandose, aunque la variacion entre especies es considerable. En L. major
cerca del 94% de los genes se expresan en ambos estadios del parésito y el porcentaje de
expresion diferencial del ARNm entre ambas formas de vida es entre 1,4y 1,5% (Leifso et
al., 2007); mientras que, en L. amazonensis es del 85% (8253 genes) de expresion
constitutiva y cerca del 15% (1268 genes) de expresion diferencial entre ambos estadios
(Aoki et al., 2017). Esto indica que los cambios en el genoma implicados en la resistencia a

MTF se pueden heredar de un estadio a otro.
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2.5 Conclusiones

El comportamiento de las cepas R-MTF cultivadas sin MTF no difiere
sustancialmente del observado en las cepas cultivadas con MTF. Al igual que el pardmetro
de Clso, los % de inhibicion indicaron que la resistencia a MTF se mantiene estable en el
tiempo, de manera general, en todos los niveles de resistencia (20R, 30R, 40R1, 40R2) (p >
0,05). Ademas, el fenotipo resistente a MTF es estable tanto en cultivo libre de farmaco como
en condiciones intracelulares, lo que podria tener implicaciones significativas para la
persistencia y la diseminacion de cepas resistentes en entornos clinicos. Este modelo podria
ser util para explorar estrategias terapéuticas que busquen revertir o compensar dicha

resistencia.



RESISTENCIA A MILTEFOSINA: ALTERNATIVAS FARMACOLOGICAS 95

3 Determinacion del efecto de farmacos/compuestos en la reversion del fenotipo
MTF-40R y en la potenciacion de la actividad de MTF en parasitos MTF-40R de
L. amazonensis

3.1 Manejo terapéutico del fenotipo de resistenciaa MTF

La reversion de la resistencia a MTF empleando otros farmacos/compuestos,
permitiria mantener la MTF como alternativa terapéutica. A diferencia de los estudios de
interaccion de farmacos, en los cuales el parésito es incubado simultaneamente con MTF y
el compuesto modulador de la resistencia; en los estudios de reversion solo se administra el
compuesto modulador y posteriormente se evalia la susceptibilidad a la MTF. En este
sentido, son pocos los trabajos que reportan este tipo de metodologias, puesto que mantienen
al parasito resistente expuesto de forma constante al farmaco que le confiere la resistencia.
Se ha estudiado la “reversion” de resistencias inducidas por fArmacos, en las cuales, algunos
farmacos/compuestos permiten la “reversion” de este fenotipo, como en el modelo de L.
tropica R-DMN. En esta cepa, algunos sesquiterpenos como el dihidro-p-agarofurano aislado
de Crossopetalum tonduzii y las raices de Maytenus macrocarpa permitieron la “reversion”
del fenotipo de R-DMN (J. M. Pérez-Victoria et al., 1999); sin embargo, el cultivo
permanecia expuesto a 150 uM de DNM por lo que en este trabajo seria considerado una
interaccion farmacoldgica. Algo similar sucede con los reportado en relacion con un
flavonoide derivado del kaempferide, que permitié mayor acumulacion de la DMN en los
promastigotes resistentes y “revirtid” por completo la resistencia, correlacionado con su
unién al dominio de unién nuclear del transportador Pgp (J. M. Pérez-Victoria et al., 1999).
En promastigotes R-DMN con resistencia a cruzada a MTF y edelfosina, el sesquiterpeno C-
3 también aument6 la acumulacion de DMN con valores similares a la WT y disminuy6 la

resistencia a MTF y edelfosina sin efectos toxicos en la WT; de otra manera, los co-
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tratamientos de MTF/edelfosina con 150 uM de DMN, igualmente aumentaron la
sensibilidad a DMN a 100 uM y 60 puM, respectivamente (J. M. Pérez-Victoria, Pérez-
Victoria, Parodi-Talice, et al., 2001) y un coctel compuesto por 8-(1,I1-dimetilalil)-
dehidrosilibin [derivado del flavonoide silibina (SLB)], elacridar (ELD), zosuquidar y el
sesquiterpeno C-3 permitio la reversion eficiente de la resistencia a los tres farmacos en
promastigotes R-DMN (J. M. Pérez-Victoria et al., 2006). Otros farmacos como la
sitamaquina y el KTZ que han estado en cultivo junto con la MTF, permitieron la “reversion”
de la sensibilidad disminuida a la MTF producto del incremento en la acumulacién
intracelular del farmaco, como en parasitos de L. tropica que sobre expresaban el gen mdrl
y presentaban sensibilidad disminuida a la MTF con respecto a la WT, logrando la reversion
de este fenotipo hasta en un 75% atn en concentraciones tan bajas como 2,5 uM para la
primera y mas altas de 10 uM para el segundo y con 5 uM de sitamaquina fue del 100% la
reversion sin efectos citotoxicos significativos (J. M. Pérez-Victoria et al., 2011).

En relacion directa con la interaccion de farmacos, se han observado previamente
diferentes tipos de interaccion con la MTF en otros trabajos. Por ejemplo, se conoce que las
interacciones farmacologicas in vitro de la MTF con otros farmacos antileishmania como el
SbY, la sitamaquina, la PMM y la AmB es aditiva con valores del indice de Concentracion
Inhibitoria Fraccional (FIC, por sus siglas en inglés fractional inhibitory concentrations)
mayores a 0,5 y < 4; sin embargo, en ensayos in vivo en ratones BALB/c infectados con L.
donovani, se present6 un indice de mejoramiento de la actividad de la MTF hasta de 11,3 con
el uso de la AmB (Seifert & Croft, 2006). La amiodarona, un agente antiarritmico, presento
un sinergismo débil con la MTF con un FIC de 0,74 en promastigotes de L. mexicana, una
clara interaccion sinérgica en amastigotes intracelulares con un valor FIC de 0,49 y el

tratamiento combinado de lesiones de LC en la planta de las patas de ratones BALB/c de 20
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mg/kg/dia con 50 mg/kg/dia de amiodarona permitieron la cura parasitologica en el 90% de
los animales infectados (Serrano-Martin et al., 2009), de igual manera, el efecto aditivo fue
registrado en amastigotes intracelulares tratados con MTF y lopinavir (medicamento anti-
VIH) tomando un valor FIC de 1,28, reduciendo la carga parasitaria en el bazo y el higado
de ratones BALB/c infectados via intraperitoneal y tratados oralmente con MTF y lopivanir
(Rebello et al., 2019). Medicamentos como el nifuratel usado para tratar infecciones
vaginales, ha demostrado sinergia en el tratamiento con MTF en amastigotes axénicos de L.
donovani usando 1/30 de nifuratel/MTF, disminuyendo el indice de reduccion de dosis (IRD)
para ambos farmacos de 2 y 3 veces, en orden, lo que reduce sus potenciales efectos toxicos
(Melcon-Fernandez et al., 2023). A su vez, se ha mostrado el efecto sinérgico entre la MTF
y los derivados sintéticos de triterpenoides de lupano, la betulina y el acido betulinico en
cepas de L. infantum con reducciones de la Clso a valores de 50,8 uM a 30,1 uM y 28,0 uM
en presencia de 2 uM y 4 uM de MTF (Sousa et al., 2014). Adicionalmente, aislados clinicos
de L. panamensis con sensibilidad disminuida al firmaco presentaron sinergia con el
posaconazol (POZ) donde la combinacion fue significativamente més potente que la MTF

por si sola (Fernandez et al., 2022).

3.2 Metodologia

3.2.1 Disefio metodoldgico

Se dividio en dos fases. Para evaluar la reversion de la resistencia, una vez escogidos
los compuestos/inhibidores, se determin6 su potencia antileishmania (Clso) en las cepas 40R
y WT. Se retir6 la presion de la MTF en el cultivo de parasitos y se cultivaron con

compuestos/inhibidores a concentraciones bajas (tercera, quinta, décima y vigésima parte de
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la CI50 de cada farmaco) durante 8 y 15 dias. Se determind la potencia de la MTF tras cada
periodo de tratamiento. Para los ensayos de interaccion de farmacos se utilizé el método de
radio fijo, interaccionando la MTF con farmacos como AmB, POZ, SLB, farnesol (FNS),
nerolidol (NLD), PMM, ELD, curcumina (CCM), PMD y verapamilo hidroclorado (VPM).
Se consider6 una interaccion sinérgica (3 FIC < 1), aditiva o indiferente (3 )FIC > 1 a 4) o
antagonista (3 FIC > 4) (ver el detalle del calculo en el numeral 3.2.7 de este capitulo). Los
ensayos anteriores también se realizaron en la cepa WT para identificar si los hallazgos
estaban relacionados con el fendmeno de la resistencia o si se observaba el mismo efecto en

la cepa nativa (Figura 15).
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Figura 15 Diserio metodologico del manejo del fenotipo resistente a MTF de L. amazonensis
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Nota: disefio metodolégico del capitulo 3 para la reversion de la resistencia a MTF o

potenciamiento de la actividad de la MTF en la cepa 40R de L. amazonensis. Como control

se emplearon los tratamientos en la cepa nativa o WT.
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3.2.2 Parasitos y células

Los promastigotes 40R y WT de L. amazonensis se mantuvieron a 27 °C en medio
Schneider con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFBi). Las células Vero (CCL1-81
ATCC) fueron cultivadas en medio DMEM con 10% de SFBi a 37 °C, 5% de CO2y 95% de
humedad relativa. Las células THP-1 (ATCC-TIB-202, Rockville, MD, USA), procedentes
de sangre periférica de un paciente con leucemia monocitica aguda, fueron cultivadas en
medio de cultivo RPMI-1640 con 10% de SBFi a 37 °C, 5% de CO2 y 95% de humedad
relativa. Las células THP-1 fueron transformadas a su fenotipo adherente-macrofago
cultivandolas con 80 ng/mL de forbol 12-miristato-13acetato (PMA, Sigma-Aldrich) por 72

horas a 37 °C, 5 % de CO2 y 95% de humedad relativa.

3.2.3 Compuestos/inhibidores

La MTF se obtuvo en GoldBio. La AmB, la PMD, la PMM, el POZ, la SLB, el
farnesol (FNS), la NLD, la CCM, la ELD y el VPM fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Las
soluciones stock fueron preparadas en PBS (pH 7,0) para MTF, PMM y VPM vy para el resto
de los compuestos/inhibidores en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich). Estas se

mantuvieron entre 0 y -4 °C. En la tabla 7 se presentan algunas de sus caracteristicas.
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Tabla 7 Caracteristicas de compuestos candidatos para reversion o potenciamiento de la actividad de MTF en parasitos 40R de L.

amazonensis.
Peso
Compuestos molecular Estado Estructura Solubilidad Mecanismo
Log P
En 10 mL de Inhibe la tripanotiona reductasa (Debize
SSiilliik?iir:]aina 0 482,44 g/mol - 5{%’0” j/(cgﬂam :;[ﬁ?)?r:a 25 mg de da Mottaetal., 2025).
2,35-2,63 Y '
(SLB) L DMSO:  2-3mg
hasta en 500 pL
Elacridar _ Bloguea bombas de eflujo tipo Pgp (J.
Ref 563,64 g/mol eSS U DMSO: 2 ma/ml "o o Victoria et al., 2006).
Polvo L QL0 (solucion tibia)
SML0486 5,46-6,81 AT o DMSO: 1 mg/ml
(ELD) '
Metanol: 50 Bloqguea los canales de calcio (Valiathan
Verapamilo 491,06 g/mol mg/ml et al., 2006).
hidroclorado ~ Verapamilo: ~ Polvo ﬁf M ¢ o Etanol: soluble
(VPM) 5,04-5,23 e ’ PBS: 2-3 mg hasta
en 500 pL.
En agua: 0,00654 Inhibicion Lanosterol 14-demetilasa,
Farnesol 222,37 g/mol Liquido g/l a 20°C arresto en fase G2 y necrosis (Pinheiro
F203 (FNS) 4,16-4,84 DMSO: 2-3 mg etal., 2023; Sharma et al., 2023).

X 2 Y

hasta en 500 pL.
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Nerolidol Inhibe la produccién de isoprenoides
H59605 22237 gimol Cia HO, CH3 En agua: 0,0141 (Arruda et al., 2005).
98%, como .\ P3AA:  Liquido CH g/L.
mezcla de cis 46 ' | g DMSO: 2-3 mg
y trans ' HaC~ “CHs hasta en 500 pL.
(NLD)
Curcumina 368,38 g/mol o N Etanol: 10 mg/mL Induce la apoptosis (Basmaciyan et al.,
C1386 3 62’—4 12 Polvo S\ PNPN S DMSO: 2-3 mg 2019; Elamin et al., 2021).
(CCM) ’ ’ ©° hasta en 500 pL.

Inhibe esterol-14a-demetilasa (CYP51)
Posaconazol  700,8 g/mol O <1% enagua. que desmetila el lanosterol que dara
(POZ) 5.41-5.5 Palvo s o ~+ DMSO: 2-3 Mg |ygar al ergosterol (Feng et al., 2022).

o hasta 500 pL.

[

OH N

NOTA: Las caracteristicas de los firmacos antileishmania fueron mencionadas anteriormente en el capitulo 1. Datos tomados de

DrugBank, a excepcion del nerolidol tomado de NCBI.
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3.2.4 Prueba de citotoxicidad compuestos/inhibidores en células Veroy THP-1

Las células Vero (7 x 10”4 células/mL) y las células THP-1 (6 x 10"5 células/mL)
transformadas con PMA fueron tratadas con diluciones seriadas 1:3 de cada
compuesto/inhibidor a 300, 100, 33.33, 11.11, 3.70 y 1,23 uM, en placa de 96 pozos. (Tabla
7). Se dejaron células de control en medio DMEM con 5% de SFBi sin compuesto. Después
de 72 h de incubacion a 37 °C, se agregaron 20 pL. de MTT (2 mg/mL, Sigma-Aldrich) a
cada pozo y se incubd durante 4 h adicionales. Se retir6 el medio suavemente, se agregaron
100 uL de DMSO a cada pozo y se agit6 la placa durante 5 min para permitir que los cristales
se disolvieran por completo. Finalmente, la placa fue leida en el lector de placas mencionado
en el capitulo 2, a una longitud de onda de 580 nm. Los resultados se expresaron como la
concentracion citotdxica 50 (CCsp). Se consideraron toxicos los farmacos con CCso <20 puM,

medianamente toxicos de >20 a <100 uM, no téxicos con CCso >100 uM.

3.2.5 Prueba de susceptibilidad de los parasitos a compuestos/inhibidores

Los promastigotes 40R y WT (1 x 1076 parasitos/mL) fueron tratados con diluciones
seriadas 1:3 de los compuestos/inhibidores mencionados en la tabla 7 de este capitulo, en
concentraciones de 300 a 1,23 uM y de 10 a 0,12 uM, segln el farmaco/compuesto, durante
72 horas a 27 °C. Los parasitos control fueron sembrados sélo con medio de cultivo. La
inhibicion del crecimiento del parasito se determind mediante el método de reduccion de
rezaurina, con lectura a 570 y 600 nm (Salazar-Villamizar & Escobar, 2022), como se
menciona en el capitulo 1.  Brevemente, los resultados de actividad de los
compuestos/inhibidores se calcularon comparando la absorbancia de los parésitos tratados

con la de los controles (sin tratamiento). La Clso se calcul6 a partir de los porcentajes de
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inhibicion y las concentraciones de los farmacos/compuestos, utilizando el software
GraphPad Prism 8.0.1. Se compararon los resultados entre las cepas 40R y WT, calculando
el indice de resistencia (IR) como la razon entre la Clso-40R y la Clso-WT. Adicionalmente,
se calcularon los IS obteniendo el cociente entre la CCso del compuesto/inhibidor en las

células y la Clso del compuesto/inhibidor en los parésitos.

3.2.6 Reversion de la resistencia por compuestos/inhibidores

Una vez determinada la potencia de los farmacos y compuestos en las dos cepas
(numeral 3.2.5), los parasitos 40R y WT fueron incubados con concentraciones no toxicas
(Tabla 8). Como controles, se sembraron parasitos en medio sin compuestos/inhibidores
durante 8 y 15 dias, con dos pases semanales. La susceptibilidad de los parasitos a MTF se
determind a los 8 y 15 dias de tratamiento mediante el método de la resazurina. Se
determinaron la Clso de la MTF, los porcentajes de inhibicion y las diferencias de Clso
respecto al control y entre las cepas 40R y WT. Debido a la alta variabilidad de los valores
absolutos de Clso entre ensayos independientes, se calculd un indice de reversion de
resistencia (IRR) o de mejoramiento de la actividad (IMA) para la cepa 40R y WT,
respectivamente, ambos calculados como el cociente entre la Clso del parasito tratado y su
control no tratado. IRR/IMA <1 se considerd como reversion de la resistencia, entre 1 y 4
indiferente y > 4 potenciador de la resistencia. Esto permitiéo comparar el efecto relativo de
cada compuesto sobre la reversion de la resistencia, reduciendo el impacto de la variacion

entre ensayos.
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Compuesto WT 40R
FNS Tercera parte de Clsg Tercera parte de Clsg
NLD Tercera parte de Clsg Tercera parte de Clsg
CCM Tercera parte de Clsg Tercera parte de Clsg
Los tratamientos con la tercera y Tratamientos con la tercera, quinta y
SLB la quinta parte provocan la muerte décima parte provocan la muerte del
del parésito. parésito a los 8 0 15 dias.
Décima parte de Clso Vigésima parte de Clsg
POZ Tercera parte de Clsg Tercera parte de Clsg
VPM Tercera parte de Clsg Tercera parte de Clsg
PMM Tercera parte de Clsg Tercera parte de Clsg
ELD Tercera parte de Clsg Tercera parte de Clsg
Los tratamientos con la tercera
PMD parte provocan la muerte del Tercera parte de Clso

parasito.
Quinta parte de Clsg
NOTA: Proporcion de las Clso empleadas en los tratamientos de reversion en las cepas WT

y 40R.

3.2.7 Interaccion de farmacos

La naturaleza de la interaccion de MTF (farmaco 2) con compuestos/inhibidores
(farmaco 1) mencionados en el numeral 2.3 de este capitulo fue determinada mediante
diluciones de proporcion fija en promastigotes 40R y WT. Se prepararon las combinaciones
de radio fijo entre el farmaco 1: farmaco 2 de (A) 5:0, (B) 4:1, (C) 3:2, (D) 2:3, (E) 1:4, (F)
0:5. La combinacion de radio fijo A correspondio al farmaco 1 y la F al farmaco 2 (MTF), de
las cudles se obtuvo la Clso de cada farmaco/compuesto. Los promastigotes fueron tratados
con diluciones 1:2 de cada combinacion de radio fijo durante 72 horas a 27 °C. El porcentaje

de inhibicion y la Clso de cada combinacion de radio fijo se calcularon a partir de la relacién
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entre las concentraciones de cada fAirmaco y la absorbancia, segtn lo descrito anteriormente.

Posteriormente, se calcularon los FIC de radio (B, C, D, E) para cada farmaco (1 y 2), asi:

CI50 farmaco 1 radio B

- FIC Féarmaco 1 radio B: 50 irmaco 1radio x> CSto se repite para los radios C, Dy E

(numerador), con las Clso calculadas para el farmaco 1 (denominador constante). Se

obtienen cuatro datos de FIC para el farmaco 1, uno para cada radio (B, C, D, E).

CI50 farmaco 2 radio B

- FIC Féarmaco 2 radio B: esto se repite para los radios C, Dy E

CI50 farmaco 2 radio F’

(numerador), con las Clso calculadas para el farmaco 2 (denominador constante). Se
obtienen cuatro datos de FIC para el farmaco 2 (MTF), uno para cada radio (B, C, D,
E).

A continuacion, se calcul6 la Y FICs para cada radio, segun lo descrito por (Salazar-

Villamizar & Escobar, 2022), obteniéndose cuatro datos asi:

FIC radio B del fairmaco 1 + FIC radio B del fAirmaco 2.

FIC radio C del farmaco 1 + FIC radio C del farmaco 2.

FIC radio D del farmaco 1 + FIC radio D del farmaco 2.

FIC radio E del farmaco 1 + FIC radio E del farmaco 2.

Por ultimo, se promedid la Y FICs. Los resultados fueron expresados con base en el
tipo de interaccion asi: sinérgica (< 1), indiferente/aditiva (>1 y <4) o antagoénica (> 4). Los
1sobologramas se construyeron relacionando los FIC del farmaco 1 con los del farmaco 2

(MTF). Todas las interacciones son el resultado de tres réplicas biologicas independientes.

3.2.8 Analisis estadistico

Se analizaron los IRR/IMA de los tratamientos de reversion, primero evaluando la

normalidad de los IRR/IMA con la prueba de Shapiro-Wilk (Prism GraphPad 8.0.1) y luego
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la igualdad de varianzas (Excel). Se emple6 la prueba t de Student para determinar diferencias
estadisticamente significativas entre el IRR/IMA del tratamiento a los 8 dias y el tratamiento
alos 15 dias, en cada cepa (40R y WT), y entre los tratamientos en ambas cepas. Se considerd
significativo un valor de p < 0,05.

En los ensayos de interaccion de fdrmacos, se evalu6 la normalidad de la Y FIC de
cada ensayo independiente en las cepas WT y 40R mediante la prueba de Shapiro-Wilk
(Prism GraphPad 8.0.1) y la prueba de igualdad de varianzas (Excel). Se emple6 la prueba t
de Student para determinar diferencias estadisticamente significativas entre la Y FIC de la
cepa WT y la de la cepa 40R. Se aplico la prueba de ANOVA de una via para determinar el
compuesto mas toxico en las células THP-1 y se emple6 el test post hoc de Dunn (Prism

GraphPad 8.0.1). Se consider6 significativo un valor de p < 0,05.

3.3 Resultados

3.3.1 Citotoxicidad de los farmacos/compuestos en células THP-1y Vero

En células THP-1, la AmB present6 una CCso de 23,66 £ 9,56 uM; la SLB de 266,12
+ 20,18 uM; la CCM de 61,72 £+ 6,79 uM; la PMD de 80,89 £+ 26,79 uM; el FNS de 86,39 +
25,01 uM; el NLD de 152,43 + 8,57 uM; el POZ de 261,15 + 41,47 uM; en la PMM fue
>300 uM; en ELD de 32,17 £ 7,54 uM y en VPM de 134,72 + 39,15 uM. Los compuestos
de SLB, NLD, POZ, PMM y VPM presentaron valores de CCso > 100 uM y fueron
considerados no citotoxicos. El mas toxico fue la AmB con un valor de CCso de 23,66 £ 9,56
uM, presentando diferencias significativas (p < 0,05) con la mayoria de los compuestos, a

excepcion de ELD, CCM, PMD y FNS. La AmB no fue evaluada en las células Vero.
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En células Vero, los compuestos SLB, CCM, PMD, FNS, NLD, POZ, PMM, ELD y

VPM presentaron valores de CCso entre 26,75 y 300 uM. Los compuestos POZ, PMM y VPM

presentaron CCsp > 100 uM y fueron considerados no citotéxicos. La CCM y la PMD fueron

significativamente mads citotoxicas en células Vero que en células THP-1 (p=0,0009 y

p=0,008, respectivamente), y el VPM fue significativamente mas citotoxico en células THP-

1 que en células Vero (p=0,02) (Figura 16).

Figura 16 Citotoxicidad de farmacos y compuestos en células THP-1 y Vero
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NOTA: la grafica muestra los promedios de CCso uM = D.E. de compuestos/inhibidores en

una linea tumoral (THP-1) y no tumoral (Vero), producto de minimo 3 ensayos

independientes (n= 3). Las diferencias en la citotoxicidad entre las lineas celulares se

calcularon mediante la prueba t de Student. Se considerd significativo un valor de p < 0,05.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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3.3.2 Actividad antileishmania de compuestos/inhibidores en las cepas WT y 40R de L.
amazonensis

Para las cepas WT y 40R, la potencia (Clso) de la AmB fue similar (p>0,05) con
valores de Clso 0,62+0,32 y 0,63+0,33 uM, respectivamente (Figura 17). De manera similar,
el POZ y el ELD mostraron una potencia de Clso 13,66 + 8,40y 6,10 = 2,10 uM para el POZ
yde 1,09+0,33y 0,98 +0,10 uM para el ELD, respectivamente, sin diferencias significativas
entre WT y 40R (p>0,05).

Los compuestos como el VPM, SLB, PMM, FNS y NLD (Figura 17) no resultaron
tan potentes en ninguna de las dos cepas, con valores de Clso superiores a 50 uM. La actividad
del VPM no presento diferencias en su potencia (p > 0,05), siendo de 124,76 + 63,58 uM
para la WT y de 110,13 + 26,57 uM para la 40R. La PMM presentd un comportamiento
similar, sin diferencias entre cepas, con valores de Clso de 93,33 + 13,41 uM y 117,19 £ 59,57
uM. La SLB present6 una mayor potencia en relacion con el VPM y la PMM, con CI50 de
98,26 £ 19,85 para WT y de 64,48 £ 25,32 para 40R, sin diferencias significativas (p > 0,05).
El FNS mantuvo su actividad similar en ambas cepas, siendo la Clso para la WT de 57,71 +
21,06 uM y para 40R de 34,59 + 14,74 uM (p>0,05). Asimismo, el NLD presentd una
potencia similar en ambas cepas: 52,50 = 9,79 uM en la cepa WT y 61,28 + 12,66 uM en la

cepa 40R, sin diferencias significativas (p > 0,05).
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Figura 17. Potencia de los farmacos y compuestos en las cepas 40R y WT de L. amazonensis.
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NOTA: la grafica muestra la potencia, en uM, de cada compuesto/inhibidor en las cepas 40R

(rojo) y WT (barras negras) de L. amazonensis. La grafica muestra el promedio de al menos
3 ensayos independientes (n=3). Se considerd significativo un valor de p < 0,05. Las
diferencias en la citotoxicidad entre cepas se calcularon mediante la prueba t de Student. Se

considero significativo un valor de p < 0,05. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

La PMD fue significativamente (p = 0,005) mas potente en la cepa 40R con un valor
de Clso de 0,26 = 0,1 uM en comparacion a 0,48 + 0,17 uM en la cepa WT (Figura 17). Al
igual que la PMD, la CCM mostré diferencias en su potencia segln la cepa, puesto que fue
significativamente (p = 0,02) més potente en la cepa WT (7,00 £ 0,69 uM) que en la 40R
(13,16 £ 3,48 uM).

Los IS obtenidos para las THP-1 en relacion con la cepa WT indicaron que la mayoria
de los farmacos/compuestos empleados presentan seleccion por el parasito (Tabla 9), siendo
la PMD el farmaco més selectivo, con un IS de 165,83, seguido del ELD con 29,52, del POZ

con 19,12 y del CCM con 8,82. A excepcion del VPM con un IS = 0,83, los demas
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compuestos fueron medianamente selectivos. Los IS para las THP-1 en relacion con la cepa
40R mostraron que los farmacos como la PMD y el POZ incrementaron su selectividad a casi
el doble, con valores de 315,29 y 42,82, respectivamente (Tabla 9). Algunos compuestos
incrementaron en menor medida su selectividad, como la SLB, FNS, ELD y VPM, y otros,
como la CCM, NDL y PMM, disminuyeron los IS.

Por otro lado, los valores de IS calculados entre las células Vero y WT mostraron que,
para la PMD y la CCM, fueron menores que en las THP-1, con IS de 30,83 y 3,82,
respectivamente. El compuesto mas selectivo en las células Vero frente a WT fue el ELD,
con un [S=48,11, y se comporté de manera similar frente a la 40R, con un IS=53,65, aunque
el compuesto mas selectivo frente a la 40R fue la PMD, con un [S=58,62. La selectividad de
la PMM permanecid constante tanto frente a WT como frente a 40R en células Vero (Tabla

9).

Tabla 9 IS de los farmacos/compuestos en células THP-1 y Vero.

Célula IS

(CCso) / PMM

Cepa (Clso) SLB CCM PMD FNS NLD POz N ELD VPM

THP-1/WT 2,71 8,82 165,8 1,50 2,90 19,12 3,21 29,52 0,83
3

THP-1/40R 4,13 4.69 3152 2,50 1,73 42.82 2,56 32,92 1,34
9

Vero/WT 262 382 3083 141 186 16,41 3,21 48,11 1,47

Vero/40R 400 203 5862 236 111 36,73 256 5365 2,38

NOTA: la tabla muestra los IS de los compuestos y farmacos en células THP-1 y Vero. "Los
IS de este farmaco son un estimado puesto que su citotoxicidad en células fue >300 uM que

fue la concentraciéon méaxima evaluada para todos los compuestos.
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3.3.3 Reversion de la resistencia / potenciamiento de la actividad

El tratamiento por 8 dias con curcumina caus6 una ligera reversion de la resistencia a
MTF con un IRR + DE (Clso del parasito tratado/control no tratado) de 0,82 + 0,21 en la cepa
40R, pero ejercid un efecto similar (incremento en la susceptibilidad a MTF) en la cepa WT
con un IMA de 0,76 = 0,31 (p > 0,05) (Figura 18). Adicionalmente, en el tratamiento con
CCM por 15 dias, este efecto se ve aun menos con IRR e IMA mas cercanos a 1, como 0,97
+ 0,10 y 0,99 £ 0,24, respectivamente (p > 0,05).

El tratamiento con VPM durante 8 dias en la cepa 40R exhibié un comportamiento
similar al de la CCM, con un IRR de 0,87 = 0,18 y, a los 15 dias, de 1,07 £ 0,09, y un efecto
similar en la cepa WT, con IMA de 1,53 + 1,01 y 0,89 £ 0,19, en su orden. No se evidenciaron
diferencias significativas (p > 0,05) en ninguna temporalidad de tratamiento entre las cepas
40R y WT, lo que indica que el farmaco no ejerce ningun efecto sobre la potencia de la MTF.
De igual manera, la PMD no tuvo efecto alguno en ninguna de las dos cepas con IRR/IMA
cercanos a 1, similares en todos los tiempos. El FNS gener6 IRR/IMA a los 8 dias de 1,14 +
0,13y 0,95 £0,62, y a los 15 dias de 0,90 + 0,14 y 1,20 + 0,15 en las cepas 40R y WT,
respectivamente, lo que indica un efecto nulo en la reversion de la resistencia. EI mismo
comportamiento se observo en los tratamientos con NLD, PMM y ELD, que no presentaron
diferencias importantes en su efecto ni en relacion con el tiempo ni con la cepa (p > 0,05).
Adicionalmente, el NLD parece generar una tendencia al incremento de la resistencia a MTF
independientemente de la cepa (Figura 18).

En contraste, el POZ exhibid una importante reduccion en el IRR en el 8 y 15 dia de
tratamiento en la cepa 40R de 0,32 + 0,12 y 0,29 = 0,11 los cuales difieren totalmente de los
IMA en la cepa WT como 0,90 + 0,11 y 1,03 + 0,35, es decir, una reduccion de la resistencia

cercana al 70% en la cepa 40R y de manera significativa (8 dias: p = 0,008; 15 dias: p =
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0,048), respectivamente. Esto indica que el efecto del POZ en el incremento en la
susceptibilidad a la MTF, esté relacionado con la resistencia a MTF en si misma, debido a la
carencia de actividad en la cepa WT en las dos temporalidades; esto se evidencia en la grafica
al estar dentro del radio de 0,5 para la cepa 40R (Figura 18). De manera similar, la SLB se
mostrd prometedora en el tratamiento de 8 dias de la 40R con un IRR de 0,45 + 0,05, es decir,
una reduccion significativa (p = 0,0002) del 50% de la resistencia, en comparacioén con el
esquema de 15 dias, en el cual el efecto se pierde completamente mostrando un IRR de 0,97
+ 0,02. Al igual que en el esquema con el POZ, este efecto positivo de reversion de la
resistencia es exclusivo de la cepa 40R, puesto que el tratamiento de 8 dias con SLB en la
WT mostré un IMA de 1,35 £ 0,40 y, a los 15 dias, un IMA de 1,01 £ 0,09. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las dos cepas en la intervencion de 8 dias (p

=0,036).
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Figura 18 Efecto de tratamientos con farmacos/compuestos por 8 y 15 dias en las cepas WT

v 40R de L. amazonensis
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NOTA: la grafica presenta los IRR/IPA de cada compuesto o farmaco después de 8 (linea
continua) y 15 (linea interrumpida) dias de tratamiento en las cepas 40R (roja) y WT (negra).
Los valores dentro del radio de 0,5 indican una reversion de la resistencia de minimo del

50%. Los valores en el radio 1 indican un efecto indiferente de la cepa.

3.3.4 Interaccion de farmacos

La combinacion MTF+AmB exhibi6 una interaccion de aditividad (Figura 6) con
FICs entre 1,59y 3,02 en la cepa WT y un efecto parecido en la 40R donde mostr6 FICs entre
1,70 y 2,60. De manera similar, aunque la interaccion MTF+PMD mostré un promedio de

> FIC menor en la cepa 40R en comparacion con la WT, continud siendo una relacion
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indiferente (FICs entre 1,21 a 2,56 para WT y 0,94 a 1,05 para 40R). El mismo efecto de
indiferente se observa en la combinacion MTF+PMM con FIC para la cepa WT entre 1,23 y
1,46 y de 1,04 a 1,22 con el mismo comportamiento en ambas cepas. Ninguna de las
interacciones mencionadas mostr6 diferencias entre cepas (p>0,05). De igual manera, el
VPM también mostrd ser indiferente en combinacion con la MTF con ) FICs entre 1,20 y
1,32 para la cepa WT y de 1,01 a 1,23 para la cepa 40R; sin embargo, el VPM disminuyd
significativamente la tolerancia a MTF de la cepa WT (p = 0,04). Las combinaciones de MTF
con ELD, FNS o NLD presentaron un comportamiento muy similar con FICs en la cepa WT,
entre 1,06y 1,83, y en la cepa 40R, entre 1,10y 1,95, lo que indica una interaccion indiferente
y sin diferencias significativas entre cepas (p > 0,05).

La interaccion MTF+CCM tampoco se configur6 como una combinacion
prometedora con relaciones de aditividad entre 1,08 y 1,31 y de 1,44 a 1,59 para la cepa WT
y 40R, respectivamente, aunque se observaron diferencias (p = 0,013) entre las dos cepas,
indicando que la interaccion MTF+CCM incrementaba significativamente la resistencia a
MTF en la cepa 40R.

De manera general, la combinacion MTF+SLB mostr6 aditividad al no presentar FIC
promedio < 1 en ambas cepas, pero la proporcion 1:4 en la cepa 40R mostré un
comportamiento ligeramente sinérgico en dos de los tres ensayos independientes, con valores
de 0,94 y 0,84.

Por otro lado, la interaccion MTF+POZ exhibi6 un comportamiento indiferente en la
cepa WT con un promedio de Y FICs de 1,40 = 0,23 y en uno de los tres ensayos
independientes la Y FIC de los farmacos llegé a 2,9; sin embargo, en la cepa 40R esta
combinacion se mostré medianamente sinérgica (Figura 19) con un promedio de > FIC de

0,83 resaltando que en las proporciones de los farmacos de 3:2 se obtuvieron valores de 0,52
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y 0,54 y en el radio 4:1 de 0,60, 0,73 y 0,81 en cada ensayo independiente, respectivamente,
indicando que en esas proporciones los fArmacos presentan una mejor actividad sinérgica y
siendo significativamente mads sinérgica en la cepa 40R en la combinacion 3:2 (p = 0,047).
La interaccion MTF+POZ fue significativamente sinérgica en la cepa 40R (p = 0,025) en

comparacion con la cepa WT.

Tabla 10 Interaccion de farmacos en promastigotes de L. amazonensis, cepas WT y 40R, la
concentracion inhibitoria fraccional (FIC) para cada punto (4:1 a 1:4), el promedio de

YFIC, y el tipo de interaccion exhibida.

FIC de la ICso SFIC
F2 F1 Exp Combinaciones de radio fijo promedio 5D Interaccion
4:1 3:2 2:3 1:4 B

1 242 324 332 311 3,02+0,35 Indiferente
251 244 132 1,22 1,87+0,60 Indiferente
AMB 5 166 190 158 1,23 1,59+0,24 Ind!ferente
1,77 209 165 1,32 1,69+0,27 Indiferente
3 168 19 1,70 1,30 1,66+0,24 Indiferente
1,28 157 297 4,56 2,60+1,30 Indiferente
1 1,02 128 141 1,33 1,26+0,15 Indiferente
1,03 1,13 1,09 0,92 1,04+0,08 Indiferente
PMD 9 225 197 3,01 3,03 2,57+0,47 Ind!ferente
099 095 0,98 0,84 0,94+0,06 Indiferente
3 1,19 122 122 1,19 1,21+0,02 Indiferente
1,14 105 1,01 1,00 1,05+0,05 Indiferente
MTF 1 150 203 1,11 1,18 1,46+0,36 Indiferente
143 105 1,34 1,08 1,22+0,16 Indiferente
PMM 5 144 125 1,12 1,10 1,23+0,13 Indiferente
143 092 1,03 0,77 1,04+0,24 Indiferente
3 1,35 1,18 1,17 1,23 1,24+0,07 Indiferente
1,11 1,13 1,19 1,16 1,15+0,03 Indiferente
1 086 1,05 095 1,52 1,09+0,25 Indiferente

0,79 049 0,52 0,60 0,60+0,12 Sinérgica
POZ 5 1,00 135 158 1,74 1,42+0,28 Indiferente
* 1,71 0,78 053 0,73 0,94+0,46 Indiferente
3 036 1,14 215 2,92 1,39+0,23 Indiferente
095 101 1,06 0,81 0,96+0,09 Indiferente
CCM 1 1,13 122 146 144 1,31+0,14 Indiferente
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falad 1,17 1,3 168 153 1,44+0,19 Indiferente
152 158 1,07 1,00 1,29+0,26 Indiferente
1,43 154 1,72 1,66 1,59+0,11 Indiferente
1,20 1,17 095 1,00 1,08+0,11 Indiferente
1,17 1,72 180 1,57 1,56+0,24 Indiferente
146 125 1,13 0,95 1,20+0,19 Indiferente
1,19 1,37 124 1,12 1,23+0,09 Indiferente
VPM 161 140 1,16 1,09 1,31+0,20 Ind@ferente
1,06 1,04 099 1,00 1,02+0,03 Indiferente
1,43 143 124 1,18 1,32+0,11 Indiferente
1,04 102 1,00 1,00 1,01+0,02 Indiferente
0,7 112 132 112 1,08+0,20 Indiferente
1,06 100 094 1,62 1,15+0,27 Indiferente
SLB 1,3 1,25 0,80 0,89 1,07+0,23 Indiferente
099 101 1,00 0,95 0,99+0,02 Indiferente
1,13 142 141 1,03 1,25+0,17 Indiferente
160 122 1,18 0,84 1,21+0,27 Indiferente
221 255 147 1,12 1,83+0,57 Indiferente
163 162 1,84 0,87 1,49+0,37 Indiferente
ELD 233 182 154 1,28 1,74+0,39 Ind!ferente
167 234 218 1,58 1,95+0,32 Indiferente
1,33 141 133 1,26 1,33+0,05 Indiferente
192 191 1,76 1,68 1,82+0,10 Indiferente
141 100 1,17 1,01 1,15+0,17 Indiferente
1,89 160 153 1,13 1,54+0,27 Indiferente
ENS 1,38 129 109 112 1,22+0,12 Ind@ferente
1,2 157 138 1,19 1,35+0,15 Indiferente
1,23 140 155 1,37 1,39+0,11 Indiferente
089 1,10 0,95 1,49 1,11+0,23 Indiferente
091 116 1,16 1,01 1,06+0,10 Indiferente
1,23 1,21 102 0,93 1,10+0,13 Indiferente
NLD 094 128 102 1,22 1,12+0,14 Ind@ferente
1,25 157 1,38 1,19 1,35+0,15 Indiferente
1,06 1,17 121 1,26 1,17+0,07 Indiferente
089 120 145 1,40 1,23+0,22 Indiferente

NOTA: interacciones farmacoldgicas de la MTF con otros farmacos/compuestos para el
manejo de cepas 40R, observados en rojo. Los resultados de los tratamientos en WT se
observan en negro. F: farmaco. *Diferencias estadisticas del tratamiento entre las cepas 40R
(rojo) y WT (negro), p=0,025. **Diferencias estadisticas del tratamiento entre las cepas 40R

y WT, p=0,013.
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Figura 19 Isobologramas de las cepas 40R y WT de L. amazonensis
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NOTA: la gréafica muestra los FICs de tres ensayos independientes para la cepa WT
(curvas negras) y la cepa 40R (curvas rojas). La linea punteada azul denota el limite
de la relacion sinérgica; es decir, todo lo que esta por debajo de esta se considera una
relacién sinérgica (<1). Se empled la prueba t de Student para determinar diferencias

estadisticamente significativas en el efecto de cada compuesto entre las dos cepas.
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3.4 Discusion

En este trabajo, SLB y el POZ demostraron su capacidad para revertir el fenotipo
resistente a la MTF. En particular, en la cepa 40R la SLB logré disminuir significativamente
(p = 0,0002) la resistencia en un 50% a los 8 dias de tratamiento en comparaciéon con los 15
dias, aunque este efecto desaparecid a los 15 dias. Este incremento en la susceptibilidad a
MTF fue exclusivo de la cepa 40R (p = 0,036). Sin embargo, el tratamiento individual de
cepas resistentes con SLB no se ha reportado. Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento
de L. infantum con concentraciones de SLB > 400 uM indujo la produccion significativa de
ROS después de 72 horas de tratamiento en comparacion con la cepa sin tratamiento pero
que tenia un valor de su Clso en los parasitos de 416,7 uM, es decir, similar a la concentracion
del tratamiento (400 uM), siendo esta produccion significativa de ROS atribuida a la
inhibicion de la TR (Debize da Motta et al., 2025). Sin embargo, las concentraciones
empleadas en este trabajo fueron entre 10 y 20 veces menores en comparacion a la Clso de la
SLB en cada cepa. Se emplearon 7,9 uM para la cepa WT y 2,8 uM para la cepa 40R,
mientras que la potencia de la SLB fue de 78,76 uM y 56,97 uM, respectivamente. Como se
plantea en capitulos anteriores, se ha mostrado que en cepas R-MTF se inhibe la TR (Neira
Fuentes, 2025), por lo que el ataque de esta enzima a través de dos vias podria llevar al
parasito 40R al colapso del sistema de defensa frente a ROS, incrementando la
susceptibilidad a MTF. Por ello, la SLB no produce un efecto similar en la cepa WT, ya que
esta no tendria compromiso del sistema de detoxificacion de ROS. No obstante, se debe
evaluar si la inhibicion de la enzima por la SLB ocurre a concentraciones tan bajas como las
empleadas en este trabajo y si se mantiene con el tiempo o si el parasito logra evadir de alguna
forma este mecanismo de accidon, dado que su efecto se desvanece a los 15 dias de

tratamiento.
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Por otro lado, el compuesto mas prometedor fue el POZ, con una reversion de hasta
el 70% de la resistencia a los 8 y 15 dias de tratamiento, sin diferencias entre ambos
esquemas. Esta reduccion solo se present6 en la cepa 40R, siendo estadisticamente distinta
en comparacion con la cepa WT a los 8 (p =0,0079) y 15 dias (p = 0,046) de tratamiento. El
POZ inhibe a la esterol-14a-demetilasa (también conocida como CYP51) la cual tiene como
funcion la desmetilacion del lanosterol, que daré lugar al ergosterol, componente importante
de las membranas celulares. Se ha reportado el incremento de lanosterol en las membranas
plasmaticas de parasitos de Leishmania tratados con POZ (Feng et al., 2022), lo cual
promueve una desorganizacion de la fase liquida e incide negativamente en la formacion del
dominio lipidico en las membranas (Cournia et al., 2007), es por ello que evolutivamente la
membrana plasmatica contiene ergosterol en lugar de lanosterol. Sin embargo, autores como
Rakotomanga et al., 2005 no encontraron presencia de ergosterol en las membranas
mitocondriales de cepas nativas de L. donovani pero si en cepas R-MTF, lo que podria sugerir
que el POZ también puede actuar a nivel mitocondrial. Con base en esto, el hecho de que
este efecto solo se observe en la cepa 40R sugiere que la membrana ya presenta un
desequilibrio en la sintesis de ergosterol que podria ser exacerbado por el tratamiento con
POZ, lo que comprometeria ain mas su integridad e incrementaria la susceptibilidad a ese
farmaco.

Ademas de su rol como compuesto reversor de la resistencia, el POZ también mostro
un comportamiento sinérgico con la MTF en la cepa 40R y fue significativamente distinto de
la relacion de aditividad observada en la cepa WT (p = 0,025), lo que resalta que la
combinacion 3:2 fue significativamente sinérgica en la cepa 40R (p = 0,047). Estudios
similares han sido reportados en casos clinicos aislados de L. panamensis que presentaban

sensibilidad disminuida al farmaco y fueron tratados con MTF+POZ, que resulto
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significativamente mas potente que la MTF por si sola (Fernandez ef al., 2022). Esto podria
sugerir que el POZ actia sobre los mecanismos de resistencia asociados al fenotipo de
resistencia a MTF. Ademads, puede estar relacionado con las vias de sintesis de ergosterol,
estables en la cepa nativa y distintas de lo que sucede en la cepa 40R. Seria interesante
determinar el papel de marcadores como mt, ros3 y bombas de eflujo en el tratamiento
combinado de MTF+POZ, o incluso del POZ por si solo, para identificar si el POZ también
interfiere con los mecanismos especificos de resistencia a MTF.

A pesar de su efecto como agente de reversion, la SLB no mostr6 un efecto sinérgico
con la MTF en ninguna de las dos cepas, lo que podria sugerir que el mecanismo de accioén
podria tener mayor relacion con el pretratamiento sostenido y no con la administracion en
combinacion con cepas de L. amazonensis. Sin embargo, se habia reportado su actividad
sinérgica con DNM en cepas de L. infantum MDR (multirresistente) resistentes a DNM, MTF
y edelfosina (J. M. Pérez-Victoria, Pérez-Victoria, Conseil, et al., 2001). Derivados de la SLB
con mayor afinidad por la proteina transportadora tipo Pgp, fueron empleados en
combinacion con 150 uM de DNM causando inhibicién del crecimiento en mas del 95% y
con un efecto toxico leve en la cepa nativa. Asimismo, en parasitos de L. tropica MDR, el
tratamiento combinado de 150 pM de DNM con un céctel compuesto por 8-(1,1-dimetilalil)-
dehidrosilibin (derivado del flavonoide SLB), ELD, zosuquidar y un sesquiterpeno permitio
manejar la resistencia a los tres farmacos (J. M. Pérez-Victoria et al., 2006). Esto puede
sugerir que el efecto de la SLB varia seglin la especie y el firmaco empleado en combinacién
con ella.

En contraposicion, en este trabajo, el tratamiento con ELD en los parasitos 40R no
ocasiono la reversion del fenotipo resistente y, por el contrario, el tratamiento de 15 dias

parecié aumentar la resistencia a MTF, aunque sin diferencias significativas (p > 0,05). Este
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compuesto tampoco mostro sinergia con la MTF en ninguna de las dos cepas. No obstante,
se habia mostrado que el tratamiento con ELD y 150 uM de DNM “revertia” el fenotipo de
MDR probablemente porque este compuesto es inhibidor de las bombas tipo Pgp y me
manera general, aunque se han publicado excepciones (J. M. Pérez-Victoria et al., 2006) la
resistencia a MTF en Leishmania estd mayormente relacionada con el ingreso del farmaco
mas que en su eflujo.

En conjunto, tanto la SLB como el POZ pueden revertir el fenotipo de resistencia a
MTF mediante pretratamientos, pero mediante mecanismos distintos. Es probable que 1a SLB
incremente significativamente el estrés oxidativo en cepas que tienen dafos en su defensa
antioxidante; mientras que el POZ altera la composicion lipidica de la membrana, debilitando
aun mas la integridad estructural en cepas R-MTF. La ausencia de este efecto en cepas nativas
refuerza la hipdtesis de que estas estrategias son efectivas cuando ya existen alteraciones
propias de la resistencia, en este caso, a MTF. Estos hallazgos son importantes porque

sugieren la posibilidad de terapias combinadas contra pardsitos con resistencias emergentes.

3.5 Conclusiones

La SLB se configurdé como un agente reversor de la resistencia a MTF, pero no como
potenciador de la actividad de la MTF. Por otro lado, el POZ se comportd como un potente
reversor de la resistencia y de igual manera, potenciador de la actividad de la MTF en cepas
40R. Al tener efecto solo en la cepa 40R, sugiere que la accion de estos compuestos

probablemente esté relacionada con los mecanismos de resistencia a MTF.
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4 Conclusiones generales

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que los pardsitos de L.
amazonensis pueden desarrollar un fenotipo de resistencia a la MTF mediante presion
selectiva in vitro, con caracteristicas fenotipicas y alteraciones genéticas implicadas en dicha
resistencia, que incluyen crecimiento mas lento, mayor susceptibilidad a Sb™ y PMD, y
mutaciones en el gen mt. Este fenotipo de resistencia a MTF se mantiene al retirar el farmaco
de MTF del cultivo durante tres meses y tras la infeccion en células THP-1, lo que indica una
resistencia estable.

No obstante, se identificaron dos alternativas para el manejo terapéutico de la cepa
40R de L. amazonensis. Entre los compuestos analizados, la SLB y el POZ exhibieron un
comportamiento positivo en la reduccion de la resistencia a MTF del 50% y del 70%,
respectivamente, y de manera exclusiva para la cepa 40R. Adicionalmente, el POZ present6
un efecto sinérgico con la MTF especifica de la cepa 40R, acentuado en la combinacion 3:2.
Esto sugiere que sus mecanismos reversores de la R-MTF y/o potenciadores de la actividad
de la MTF, estan posiblemente relacionados con los mecanismos de resistencia a la MTF.

Estos hallazgos establecen la posibilidad de emplear combinaciones terapéuticas
especificas de cepas resistentes o compuestos modulares de la resistencia, que se configuran
como herramientas para el manejo de la resistencia a MTF en Leishmania.

En conjunto, estos resultados postulan dos compuestos como reversores de la R-MTF

y/o potenciadores de la actividad de la MTF en cepas de L. amazonensis: la SLB y el POZ.
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5 Divulgaciones
XXVII Congreso de la Federacion Latinoamericana de Parasitologia, XII Congreso
de la Sociedad Argentina de Protozoologia (FLAP 2024). Buenos Aires, Argentina. Poster:
Research of miltefosine drug interactions on miltefosine-resistant Leishmania (Leishmania)

amazonensis parasites.
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