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|. Abstract

Leishmaniasis is a neglected disease which occurs in 98 countries across five
continents with 350 million people living at risk. Visceral leishmaniasis has been
estimated at 300,000 new cases each year. Current drugs used in visceral
leishmaniasis present several drawbacks including high toxicity and adverse
effects, increasing resistance, high cost and variability in specificity according to
geographical region. Pentavalent antimonials show high toxicity and yet they have
been the first-line treatment for decades, whereas pentamidine, amphotericin B
and paromomycin are second-line treatment drugs. The last drug to be added to
the therapeutic arsenal for leishmaniasis is miltefosine: initially intended as an
anticancer drug, it became the first oral treatment against leishmaniasis, but it is
not exempt from problems as well. The therapeutic requirements for visceral
leishmaniasis include an oral, safe, effective and low-cost treatment. Therefore,
new approaches for treating leishmaniasis and other neglected diseases are
urgently needed.

Histone deacetylases (HDAC) inhibitors have proved effective in the treatment of
cancer and several molecules have been approved for the treatment of cutaneous
T-cell lymphoma and they are showing promising activity in laboratory models of
malaria. Histone-modifying enzymes, such as HDAC, are essential for the
modulation of chromatin structure, thus indirectly regulating of gene expression
in eukaryotic species. Their relevance seems even higher in trypanosomatid
parasites, organisms that lack canonical transcription regulation.

On the other hand, interest in using natural products against parasitic diseases has
raised. (-)-a-Bisabolol is monocyclic sesquiterpene widely used in cosmetic and
dermatologic preparations that is found in many essential oils of traditional
medicine plants such as Matricaria chamomilla, where this sesquiterpene is found
in up to 50% concentrations. This natural compound has shown anti-inflammatory,
anti-irritant and microbicidal activities and it has been successfully evaluated
against L. infantum promastigotes.

In this scenario, the aim of this work was to put forward new treatment
perspectives for leishmaniasis. In order to accomplish it, the objectives of the study
were to screen new synthetic HDAC inhibitors and the natural compound (-)-a-
bisabolol, to characterize HDAC enzymes in Leishmania, to get an insight into the
mechanism of action of (-)-a-bisabolol, to evaluate /n vivo the most active
structures; and finally, to assess the potential effectiveness and safety of these
molecules in a pilot clinical trial involving dogs with canine leishmaniasis (CanL)
naturally acquired.



|. Abstract

For in vitro evaluation, Bone marrow derived macrophages were infected with L.
infantum, L. donovani, L. tropica or L. major promastigotes, or Trypanosoma cruzi
trypomastigotes and incubated with the compounds at different concentrations.
Pentamidine isethionate and meglumine antimoniate were used as reference drug
controls. Inhibitory Concentration 50% (ICso) and Cytotoxic Concentration 50%
(CCso) were calculated and the compounds were selected upon these parameters
and their selectivity indices (SI). The mitochondrial activity of Leishmania was
evaluated during the treatment with (-)-a-bisabolol, as well as its ability to induce
nitric oxide synthesis in macrophages in vitro. HDAC enzymes were identifies through
bioinformatics analysis, they were tagged by creating HDAC-GFP fusion protein gene
constructs and transfected with them. The localization of the enzyme was assessed
through fluorescence microscopy. Balb/c mice were infected intraperitoneally with
stationary-phase promastigotes. They were treated with MTC-305, MDG or (-)-a-
bisabolol at different doses, meglumine antimoniate at 104 mg SbY/kg or a
combination of each compound with meglumine antimoniate. The parasite loads
in spleen and liver were evaluated through quantitative PCR (qPCR). For the pilot
clinical trials, 22 dogs with naturally acquired CanL were selected upon clinical and
parasitological eligibility criteria. With the consent of their owners, they were
treated with MTC-305 (3.75 mg/kg subcutaneously) or (-)-a-bisabolol (30 mg/kg
through oral route) and Glucantime® was used as a control reference drug (100
mg/kg subcutaneously). A combination of MTC-305 (1.5 mg/kg) and Glucantime®
was also evaluated. Their clinical state was evaluated by calculating the clinical
score, their immunological profile was evaluated through the determination of
total 1gG, IgG1 and IgG2 titres by IFAT and the quantitation of their cytokine
expression level by reverse transcriptase qPCR. Parasite loads were evaluated in
bone marrow, popliteal lymph node, peripheral blood and hair through gPCR.
Efficacy criteria were established based on the ability of the treatment to decrease
bone marrow, popliteal lymph node and peripheral blood parasite loads.

Among other synthetic compounds, (-)-a-bisabolol, MTC-305 and MDG proved
to be innocuous to mammal cells and very active against intracellular amastigotes
of L. infantum (ICso = 57, 3.2 and 0.7 puM, respectively). They also proved to be
active in an /n vivo model of visceral leishmaniasis due to L. /nfantum as they
reduced parasite load in spleen and liver by more than 70% and 80% respectively
without showing toxicity. They were more effective than meglumine antimoniate
at reducing spleen parasite load and at least as effective as this antimonial drug in
the liver. The possibility of oral administration is an advantageous feature of (-)-a-
bisabolol as well.

8
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In the pilot clinical trial, MTC-305 was effective in the six dogs treated, reducing
bone marrow parasite loads in at least 50% whereas meglumine antimoniate was
effective in two out of the six dogs. Therefore, the treatment with MTC-305 was
more effective than the reference treatment without showing relevant toxicity. The
combination was effective in 5 out of 6 dogs, thus not improving MTC-305
treatment, and it did not cause relevant side effects on the dogs. (-)-a-bisabolol
was effective in 3 out of 4 dogs and improved their Th1 response by enhancing
their gamma interferon expression levels throughout the treatment without
showing relevant safety issues, therefore being at least as effective as the current
standard.

One HDAC enzyme could be characterized in L. mexicana. it turned out to be
associated with mitochondria, as it showed a mitochondrial distribution pattern in
the promastigote stage.

For the first time, a set if HDAC inhibitors have been evaluated in a laboratory
model of visceral leishmaniasis due to L. infantum with promising results that were
confirmed in a pilot clinical trials in dogs with naturally acquired canine
leishmaniasis. (-)-a-bisabolol showed outstanding results in the laboratory model
of visceral leishmaniasis as well and they were also assessed in the pilot clinical
trial, which revealed an immunostimulatory effect. Its oral bioavailability is a crucial
advantage in the treatment of this disease
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. Introduccion

1. Leishmaniosis: Concepto y generalidades

Las leishmaniosis es una parasitosis causada por protozoos flagelados del género
Leishmania. Existen mas de veinte especies conocidas capaces de infectar al ser
humano a través de la picadura de su vector, el flebotomo. Hay tres formas clinicas
principales: la leishmaniosis visceral (también conocida como kala-azar), la mas
peligrosa y mortal si no se trata; la leishmaniosis cuténea; y la leishmaniosis
cutaneo-mucosa (O.M.S., 2010).

Se trata de una enfermedad ampliamente extendida en zonas de clima calido y
templado del planeta, representando un importante problema de salud publica.
Aunque la infeccion y enfermedad se puede presentar en cualquier individuo,
afecta principalmente a grupos en situacién de pobreza y se asocia con la
malnutricion, precariedad de la vivienda, debilidad en el sistema inmune y falta de
recursos. La mayoria de los casos se presentan en paises pobres de Africa, Asiay
Latinoamérica.

Figura 1. Distribucién de las leishmaniosis en el mundo de acuerdo a Alvar et al., 2012. Los paises
coloreados de rojo denotan presencia de leishmaniosis visceral, el color verde indica presencia de
leishmaniosis cutanea o mucosa y el color morado indica la presencia de ambas. Los puntos de color
denotan presencia demostrada del parasito o de casos aislados de la enfermedad. El color blanco
denota ausencia de enfermedad y el gris ausencia de datos.

Recientemente se estimé en mas de 98 los paises endémicos de leishmaniosis, con
una incidencia aproximada de 0,2-0,4 millones de casos de leishmaniosis visceral
y 0,7-1,2 millones de casos de leishmaniosis cutdnea o cutdneo-mucosa, con una
poblacién en riesgo de 350 millones de personas. Mas del 90% de los casos se

13
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producen en sélo seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, la India, Sudan y Sudan
del Sur. En el caso de la leishmaniosis visceral causada por L. infantum, la incidencia
anual esta estimada en 4500-6800 casos en la region americana, ocurriendo el 93%
de ellos en Brasil. Ademas, es el agente causal de los 1200-2000 casos de
leishmaniosis visceral en la Cuenca Mediterranea y de los 5.000-10.000 casos
descritos en Oriente Medio (Alvar et al., 2012).

Figura 2. Primer caso de leishmaniosis visceral en Espaiia. Tomado de Fidel Fernandez Martinez et al.
Tratado Ibeoamericano de Medicina Interna. Volumen | (1922).

La leishmaniosis es una enfermedad hipoendémica en Espafia (0,41 casos por
100.000 habitantes) y es causada por Leishmania infantum, Unica especie presente
en Espafa y agente causal de leishmaniosis visceral, cutanea y cutdneo-mucosa
(Aliaga et al., 2003; Cobo et al, 2007; Faucher et al, 2011) para la que se ha
encontrado una gran variabilidad isoenzimatica en nuestro pais (Martin-Sanchez
et al., 2004). Esta especie es ademas la que tiene una mayor distribucion mundial
y la Unica presente en el Viejo Mundo y el Nuevo Mundo (junto con L
martiniquensis, (Pothirat et al, 2014)), donde algunos autores prefieren

14



. Introduccion

denominarla L. chagasi. Este tema es polémico pues para otros autores se trata de
la misma especies (L. infantum) que fue introducida durante la colonizacion de
América (Killick-Kendrick et al., 1980; Leblois et al., 2011).

En nuestro pais, la leishmaniosis ha sido una enfermedad de declaracién
obligatoria desde 1982, pero a partir de 1996 se establecié un nuevo sistema de
vigilancia que se basa en un procedimiento de notificacién regional para proceder
al registro total de los casos en el Ultimo mes de cada afio. Gracias al andlisis de
estos datos se sabe que se trata de una enfermedad con tendencia creciente
(Herrador et al, 2015) que afecta a casi la totalidad de las Comunidades
Autonomas, pero especialmente a toda la zona mediterraneay a la Meseta Central.
No obstante, es importante enfatizar el hecho de que los casos declarados
anualmente se sitian muy por debajo de los casos reales, estimandose que so6lo
se registran entre el 25-40% de leishmaniosis viscerales y casi la totalidad de los
casos de leishmaniosis cutaneas no estan registrados (Alvar et al., 2012, 1997).

La infeccién por L. infantum afecta a individuos de todas las edades y condiciones
en Espaia, aunque las manifestaciones clinicas se dan principalmente en nifios y
personas inmunodeprimidas. Es este segundo grupo el elemento determinante del
aumento que experimento la enfermedad en las décadas de los 80 y 90 tanto en
Europa como en Sudamérica, siendo consecuencia de fendmenos de coinfeccién
entre el parasito y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). A partir de la
introduccion de la terapia antirretroviral de gran actividad a mediados de los 90,
en el ambito nacional se ha venido observando un notorio cambio en la situacion
epidemiolégica de la enfermedad con reduccién notable de los casos de
coinfeccion (de La Rosa et al,, 2002; Pintado and Lépez-Vélez, 2001). En concreto,
en Espafia y sur de Europa hubo un pico de incidencia de los casos de coinfeccion
entre 1996 y 1998, mientras que entre 1998 y 2001 la incidencia de confeccionas
descendié hasta niveles que se han mantenido hasta 2006 (Alvar et al., 2008).
Curiosamente la situacion no mejoré en Portugal, donde en el periodo
comprendido entre los afios 2000 y 2009, aparecieron 107 casos de coinfeccién
del total de 173 casos de leishmaniosis visceral diagnosticados (Campino y Maia,
2010).
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Figura 3. Primer caso de leishmaniosis cutdanea (botén de Oriente) en Espafia. Tomado de Fidel
Fernandez Martinez et al. Tratado Ibeoamericano de Medicina Interna. Volumen | (1922).

La leishmaniosis por L. infantum es una zoonosis en la que el perro (Canis lupus
familiaris) es el principal hospedador reservorio, que sufre la enfermedad en forma
de un sindrome con afectacién visceral, cutanea y mucosa (Alvar et al., 2004),
conocido como leishmaniosis canina.

El reservorio es el principal agente mantenedor del parasito durante aquellos
periodos en los que la persistencia de dicho parasito se ha visto comprometida, ya
sea por el desarrollo de programas de control mediados por los organismos
pertinentes o como resultado indirecto de la actuacion del hombre sobre el medio
con fines sanitarios o agricolas, como la introduccién del DDT y otros insecticidas
implicados en la lucha contra la malaria (Ashford, 2000).

Segln los estudios realizados en nuestro pais sobre sero-prevalencia de
leishmaniosis canina se deducen valores medios de entre el 10 y el 20%, variando
de forma notable de unas regiones a otras. Asi, en la provincia de Granada, en el
piso bioclimatico Meso-Mediterraneo la sero-prevalencia canina es del 20,1%, del
13,3% en la zona termo-mediterranea y del 1,1% en la zona supra-mediterranea
(Martin-Sanchez et al., 2009). En la Axarquia malaguefa (Morillas et al. 1996) la
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seroprevalencia canina es del 34,7%. En otros puntos de Espaiia sucede de forma
similar (Fisa et al., 1999).

También se han descrito otros hospedadores domésticos como son los mulos,
caballos y gatos (Gallego, 2004; Martin-Sanchez et al., 2007; Solano-Gallego et al.,
2003). Entre los animales salvajes citados como hospedadores secundarios de L.
infantum podemos destacar los lobos (Canis lupus), zorros (Vulpes vulpes), ginetas
(Genetta genetta) y chacales (Canis aureus) entre otros (Quinnell and Courtenay,
2009). Los roedores salvajes constituyen una enorme biomasa de posibles
reservorios de L. infantum dado que son abundantes, ampliamente distribuidos en
Europa y con una esperanza de vida suficiente para que el parasito sobreviva al
periodo de baja actividad del vector. Su habitat es perfectamente compatible con
el del flebotomo, que se alimenta de ellos. Algunos roedores salvajes han sido
seflalados como posibles reservorios de L. infantum de entre los que se puede
destacar la rata negra (Rattus rattus), el raton de campo (Apodemus sylvaticus) y
el ratén doméstico (Mus musculus), especies en las que se detectd el parasito en
un 27% de ellos en una variedad de tejidos (desde la piel hasta la médula ésea), lo
gue revela que su papel podria ser mas relevante que el que se les atribuye (Navea-
Pérez et al, 2015). El conejo salvaje (Oryctolagus cuniculus), una especie
abundante y gregaria en nuestro pais, también se ha encontrado infectado en
elevadas proporciones en el sudeste de Espaia (20,7%) (Diaz-Séaez et al., 2014). Se
ha detectado el parasito en distintos 6rganos y tejidos, incluido piel y sangre, sin
mostrar signos de enfermedad, consiguiéndose aislar L. infantum en su médula
Osea. Tanto el conejo salvaje como la liebre cumplen todos los requisitos para ser
considerados reservorios de L. infantum (Diaz-Saez et al., 2014; Jiménez et al., 2014;
Molina et al., 2012) y sus caracteristicas ecologicas (habitat, esperanza de vida y
abundancia) los convierten en una pieza clave en la epidemiologia de la
enfermedad. Estos Ultimos hechos apuntan a que el clasico ciclo epidemiolégico
perro-flebotomo-humano es en realidad un entramado de animales que
colaboran con el perro en el mantenimiento del parasito.

Entre los aflos 2009-2012, se produjo un brote epidémico de leishmaniosis en la
Comunidad de Madrid, pasando de 12-25 casos anuales entre los afios 2000-2009
a registrar 542 casos (36% de ellos de leishmaniosis visceral) entre julio de 2009 y
diciembre de 2012 (Arce et al., 2013), la mayoria en una zona urbana del sur de la
region. Tras realizar estudios entomoldgicos, se encontrd una elevada densidad
media de 144 flebotomos por metro cuadrado (contando en algunas estaciones
mas de 1000 flebotomos por metro cuadrado), mientras que en los perros se
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encontré una seroprevalencia del 1,6% en perros del entorno al realizar muestreos
aleatorios. La baja prevalencia de la enfermedad en el perro, llevo al estudio de
otros posibles reservorios, encontrando elevados porcentajes de infeccién en las
liebres (Lepus granatensis) y conejos del entorno (Carrillo et al, 2013),
sefialdndolos como responsables del foco de leishmaniosis en la zona.

Aunque como se ha mencionado, el ciclo natural de Leishmania infantum es una
zoonosis, se sefald la posibilidad de un ciclo antropondético asociado a casos de
coinfeccién con el virus de la inmunodeficiencia humana “VIH" (Alvar and Jiménez,
1994; Alvar et al, 1989; Molina et al, 2003). En personas drogodependientes
coinfectadas por VIH, el papel vectorial del flebotomo parece haberse sustituido
por las jeringuillas (Alvar and Jiménez, 1994; Pineda et al., 2002, 2001).

La leishmaniosis se considera emergente en Europa, ya que la enfermedad se ha
extendido hacia el norte, encontrandose en Alemania once casos autéctonos
confirmados de leishmaniosis visceral (Naucke et al., 2008) y la aparicion de un
brote de leishmaniosis el norte de Italia (Varani et al., 2013). En los paises europeos
mediterrdneos se registra una incidencia de 630-850 casos de leishmaniosis
visceral anuales (Alvar et al., 2012).

1.1. Clasificacion taxonémica

El Orden Kinetoplastida se caracteriza por ser un grupo de protozoos parasitos
uninucleados que presentan una mitocondria Unica que ocupa gran parte de la
estructura celular y en cuyo interior se observa el ADN mitocondrial enrollado,
conocido como kinetoplasto. Presentan division por fision binaria longitudinal
aunque se admite la existencia en el género de reproduccién sexual y la existencia
de hibridos (Akopyants et al., 2009; Rogers et al., 2014; Rougeron et al., 2010).

La clasificacion propuesta por Adl et al. en 2005 actualizando la clasificacion de
Levine et al. 1980. En esta clasificacion, se divide a los organismos eucariotas
(Dominio Eukarya) en 6 clados: Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromalveolata y Excavata. El filo Euglenozoa (Cavalier-Smith,
1998) estaria incluido en este Ultimo y a su vez incluiria a la clase Kinetoplastea.
Este clado incluiria a los clados Prokinetoplastina y Metakinetoplastina. En este
ultimo se incluyen los 6rdenes Neobodonida, Parabodonida, Eubodonida vy
Trypanosomatida. El orden Trypanosomatida (donde se encontraria la familia
Trypanosomatidae) abarca los géneros Blastocrithidia, Crithidia, Endotrypanum,
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Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas, Phytomonas, Rhynchoidomonas,
Sauroleishmania, Trypanosomay Wallaceina.

Por otro lado, Kraeva et al. en 2015 consideran una division entre géneros con
especies monoxénicas, donde incluyen a Anfomonas, Blastocrithidia,
Blechomonas, Crithidia, ~ Herpetomonas, =~ Kerotomonas,  Leptomonas,
Paratrypanosoma, Sergeia, Strigomonasy Wallacemonas (obviando Wallaceina'y
Rhynchoidomonas); y géneros con especies dixénicas, que incluye a 7rypanosoma,
Leishmania'y Phytomonas (no considerando e Sauroleishmania). También cabe
decir que Jirkd et al., en 2012 propusieron la subfamilia Leishmaniinae en la que
incluyen los géneros Leishmania, Crithidiay Wallaceina, asi como algunas especies
de Leptomonas. Como ejemplo de la complejidad del tema cabe destacar que
estos autores consideran Wallaceina mientras que Kraeva et al. en 2015 consideran
el género Wallacemonas, firmando algunos de los autores ambos articulos. Por
ultimo Votypka et al., en 2015, incluyen en la subfamilia Leishmaniinae los géneros
Leishmania, Leptomonas, Lotmariay Crithidia, basandose en andlisis de secuencias
de la subunidad pequefia del ARN ribosdmico.

Es importante sefialar que se han aislado flagelados de los géneros Blechomonas,
Crithidia, Herpetomonas'y Leptomonas en casos clinicos en humanos (Kraeva et
al., 2015; Singh et al,, 2013), algunos en co-infeccion con L. donovani.

Dominio Eukarya

Excavata
Euglenozoa
Clase Kinetoplastea
Metakinetoplastina
Orden Trypanosomatida
Género Leishmania

Figura 4. Encuadramiento taxondmico de Leishmania de acuerdo con la clasificacion de Adl et al
(2005).

Se han descrito una  veintena de especies de Leishmania divididas en los
subgéneros Leishmaniay Viannia, como se puede observar en la figura 5y en la
tabla 1. Esta division se basa en el lugar del tracto digestivo del vector donde se
multiplica, siendo éste el intestino medio en el caso de Leishmaniay el intestino
posterior en el de Viannia.
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Familia Trypanosomatidae
Género  Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
-------------- B :
| |
| | | |
!
Complejo L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana H L. braziliensis ! L. guyanensis
e s
____________________ - [
Especie L. chagasi L. kilicki L. major L. aethiopica L. amazonensis | ! L. braziliensis ! iL guyanensis
L. donovani L. tropica L.garnhami } Viejo Mundo ' L. peruviana L. lainsoni L. panamensis
L. infantum L. mexicana ' L. arabica No i :,Sm asignar
L. pifanoi 1 L. gerbilli patogénicas | V
L. venezuelensis 1 Nuevo Mundo en humanos |

L. aristidesi
L. eniettil

1 L. deanei

! L. hertigi

Figura 5. Familia Trypanosomatidae. Division de géneros de la familia y subgéneros de Leishmania

con sus correspondientes especies (OMS, 2010).

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Viejo Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. Killicki
L. aethiopica
L. infantum
Nuevo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis
Tropismo principal Viscerotropica Dermotropica Dermotropica Mucotropica

Tabla 1. Especies de Leishmania encontradas en humanos (OMS, 2010).

Los parasitos del subgénero Leishmania se encuentran en el Viejo y el Nuevo

Mundo mientras que los del subgénero Viannia se encuentran solo en el Nuevo

Mundo (Tabla 1). Recientemente se han descrito las especies L. martiniquensis, L.

siamensis'y L. walton/ (Leelayoova et al., 2013; Pothirat et al, 2014; Shaw et al.,

2015).
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1.2. Morfologia

Son parasitos plesiomorficos que muestran dos formas claramente definidas en su
ciclo bioldgico conocidas como amastigotes y promastigotes.

Formas promastigotes: Se trata de la fase que se encuentra en el tubo digestivo
del hospedador invertebrado (flebotomo hembra). Presentan un cuerpo fusiforme
de 15-20 ym de longitud y 3-5 um de ancho del que parte un flagelo que puede
alcanzar una longitud de 20 ym. Es la forma que se encuentra en los medios
habituales de cultivo. Principalmente se distinguen dos formas de promastigotes:
el promastigote prociclico y el promastigote metaciclico. El promastigote
prociclico tiene poca o ninguna capacidad infectiva mientras que el metaciclico es
la forma infectiva por excelencia. Entre ellos existen diferencias estructurales,
especialmente en la cantidad y tamafio de las glicoproteinas de superficie y otras
de caracter metabdlico. El promastigote prociclico se transforma en metaciclico
mediante division durante aproximadamente diez dias después de entrar en el
vector; en esta Ultima forma no es capaz de dividirse. En la transformacién de
prociclico a metaciclico algunos autores también consideran las formas
haptomonadas y nectomonadas (Dostalova and Volf, 2012).

Formas amastigotes: Esta fase esta presente en el hospedador vertebrado y es
una fase intracelular obligada que parasita a las células del sistema fagocitico
mononuclear, con frecuencia macréfagos. Al microscopio 6ptico se nos muestran
como formas mas o menos redondeadas con tendencia elipsoide y carentes de
flagelo. Son méas pequefias que los promastigotes presentando en torno a los 3-5
um de diametro, y en su interior se observa el nucleo y el kinetoplasto, tifiéndose
este segundo mas intensamente.
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1.3. Ciclo biolégico
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Figura 6. Ciclo biolégico de Leishmania (imagen libre)

Presentan un ciclo de vida heteroxeno (mas de un hospedador) implicando un
hospedador vertebrado y otro invertebrado que cumple a su vez la funcion de
vector.

El hospedador invertebrado es un artropodo perteneciente a la familia
Phlebotomidae (flebotomos) cuya hembra ingurgita la sangre del hospedador
vertebrado conteniendo los macréfagos donde reside el parasito en su forma
amastigote; una vez en el tubo digestivo del flebotomo el protozoo sale del
macréfago para transformarse en promastigote, adherirse al intestino del vector y
multiplicarse activamente. Posteriormente, y después de pasar por una serie de
estadios intermedios dan lugar a la forma infectiva conocida como promastigote
metaciclico. Esta se sitGa en la regidn anterior del intestino (valva estomodeal),
faringe y probdscide del vector. El parasito pasa al hospedador vertebrado cuando
le pica el fleb6tomo.

En el hospedador vertebrado, en funcién de la especie de Leishmania puede ser
un canido, roedor, el hombre, etc, el parasito es capturado por los macréfagos de
la dermis. Una vez dentro lo engloban en una vacuola parasitéfora, donde pasa a
su forma amastigote y sufre una serie de divisiones hasta que el macrofago estalla
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y salen al exterior para ser nuevamente fagocitados. Algunos autores hacen alusion
a un proceso exocitico que implica la formacion de pequefias vacuolas que se
fusionan a la superficie de dicho macréfago; estos amastigotes son liberados al
torrente sanguineo y son fagocitados por macréfagos u otras células del sistema
fagocitico mononuclear abundantes en 6rganos como higado, bazo o médula
oOsea (Rittig and Bogdan, 2000).

1.4. Formas clinicas de la Leishmaniosis

Las distintas formas de leishmaniosis se caracterizan por una elevada variabilidad
clinica intraespecifica. Las diferentes especies de Leishmania, dentro de su
tropismo y su espectro de enfermedades, producen manifestaciones clinicas
diversas, con sintomas y signos en su mayoria no patognomonicos. Dicha
diversidad no esta completamente explicada por la diversidad genética del
parasito y la patogenicidad también depende de las poblaciones humanas, cuya
respuesta inmunoldgica, que es crucial, da lugar a las distintas formas de
leishmaniosis. Un claro ejemplo de esta diversidad es la especie L. infantum, agente
causal de leishmaniosis cutanea, cutaneo-mucosa y visceral.

A continuacion se describen las principales caracteristicas de las diversas formas
clinicas de la leishmaniosis (OMS, 2010).

Leishmaniosis cutanea: Sus manifestaciones clinicas presentan una gran
variabilidad entre las regiones donde es endémica y dentro de la misma region.
Esta variabilidad depende de la especie del parasito y del sistema inmunolégico
del hospedador. La lesion tipica empieza en el lugar de inoculacion del parasito en
forma de papula o ndédulo que aumenta hasta alcanzar un tamafio maximo. En la
zona central aparece una costra que finalmente se desprende dando lugar a las
lesiones ulcerosas de varios centimetros de diametro, con un borde elevado e
induracion periulcerosa. Dependiendo de la especie implicada, esta lesion puede
curar durante los siguientes meses dejando una cicatriz de tamafio y aspecto
variables. Alrededor de la lesion principal pueden aparecer nddulos satélite. Las
lesiones suelen aparecer en zonas descubiertas del cuerpo como cara, antebrazo
y piernas.

En Europa, el principal agente causal es L. /infantum, que suele producir lesiones
de gran variabilidad clinica (lesiones ulcerosas, papulares, maculares o nodulares)
(Giavedoni et al., 2015). En Grecia estd presente L. tropica (agente causal de la
leishmaniosis cutanea antropondtica), que cursa con lesiones ulceradas,
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inflamadas y multiples que confluyen y dejan cicatrices desfigurantes. L. major
causa la leishmaniosis cutanea zoondtica, que provoca ulceras secas, multiples y
autocurativas. Por Ultimo, L. aethiopica causa la leishmaniosis cutanea difusa, que
cursa con papulas, nédulos o placas cutdneas muy diseminadas, sin ulceracion
(OMS, 2010).

Leishmaniosis cutaneo-mucosa o mucosa estricta: Principalmente causada por
L. braziliensis, puede considerarse una extension de la lesion cutanea inicial hacia
las mucosas a través de los vasos linfaticos o sanguineos (McGwire and Satoskar,
2014). Es muy desfigurante debido a la destruccion local del tejido en nariz, boca
y nasofaringe, llegando a dificultar la respiracion y hasta la alimentacion.
Leishmania infantum también ha sido identificada como agente causal de esta
forma de leishmaniosis (Aliaga et al., 2003; Faucher et al,, 2011).

Leishmaniosis visceral o kala-azar: Esta forma de leishmaniosis, causada por L.
infantumy L. donovani, resulta de la infeccién por el parasito de las células del
sistema fagocitico mononuclear del higado, bazo y médula ésea, provocando
hepatomegalia, esplenomegalia y alteracion de la médula désea que conduce a
pancitopenia. Ademas cursa con otros sintomas como fiebre alta, irregular y
persistente, oscurecimiento de la piel (de ahi su nombre, Kala-azar o muerte
negra), alteracion de la fraccién albumina/globlulinas, anorexia, astenia, desgadez
progresiva y muerte.

Esta forma de leishmaniosis se presenta en individuos de todas las edades, pero
circunstancias como la malnutricién o la inmunosupresion predisponen a la
enfermedad. Estd causada por L. infantum (zoondtica) y por L. donovani
(antropondtica).

La leishmaniosis visceral se asocia a respuestas inmunitarias mixtas con
predominio Th2 y el progreso de la enfermedad viene determinado por bajos
niveles de interferén-y y otras interleuquinas como IL-12, IL-2 o IL-17 (Kip et al,,
2015). Una caracteristica de la leishmaniosis visceral es la hiperglobulinemia
debida a IgG policlonal.

Leishmaniosis dérmica post-kala azar: Consiste en la aparicién de lesiones
cuténeas entre 6 meses y un afio tras la aparente curacién de la leishmaniosis
visceral debida a L. donovani. Las lesiones que aparecen son maculas que pueden
volverse papulares, nodulares o infriltrativas. Hay muchas incognitas alrededor de
esta forma de leishmaniosis y se baraja la influencia del tratamiento asi como de
factores genéticos del parasito o el hospedador (Mukhopadhyay et al., 2014).
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Leishmaniosis asociada a inmunodepresion: No se trata de una forma de
leishmaniosis, pero es importante sefialar que en las personas inmunodeprimidas,
ademas de mostrar una mayor susceptibilidad a la enfermedad, ésta adquiere
manifestaciones clinicas mas variables, apareciendo lesiones en zonas atipicas
como los pulmones, por ejemplo, mientras que otros sintomas como la
esplenomegalia suelen ser menos frecuentes (Monge-Maillo et al., 2014). También
es de destacar que la leishmaniosis visceral reduce la eficacia de la terapia
antirretroviral en pacientes con VIH (Lopez-Vélez, 2003). Aunque en a
leishmaniosis asociada a inmunodepresion se suele destacar el papel de la co-
infeccion con VIH, no hay que olvidar a personas inmunodeprimidas por otras
causas como el tratamiento de enfermedades autoinmunes, transplantes de
organos (van Griensven et al., 2014) cuya relevancia epidemioldgica es elevaday a
la que segun algunos autores deberia de prestarse mas atenciéon (Herrador et al.,
2015; Ramos et al., 2015).

1.5. El Vector

Las especies de Leishmania son transmitidas por dipteros nematéceros
pertenecientes a la familia Phlebotomidae (flebotomos), al género Lutzomyia en el
Nuevo Mundo y al género Phlebotomus en el Viejo Mundo. Con respecto a la
familia Phlebotomidae, la mayoria de los autores le dan un rango de subfamilia
(Phlebotominae) que estaria dentro de la familia Psychodidae. Del total de las
aproximadamente 700 especies conocidas, sélo en unas 60 se ha demostrado este
papel vectorial (Gil Collado et al., 1989.; Ready, 2010).

Los flebotomos son dipteros pequefios (2-3 mm) de cuerpo giboso y cubierto de
pelos, alas lanceoladas que forman angulo de 45° con el cuerpo y con nerviacién
longitudinal caracteristica, de constitucidn fragil y vuelo a saltos. En la cabeza es
importante destacar una probdscide muy desarrollada como aparato picador-
chupador, y que en las antenas no aparece el dimorfismo sexual referente a la
longitud de los pelos que aparecen en otros nematdceros de importancia sanitaria,
como Culicidae y Ceratopogonidae.

Presentan un térax robusto y giboso en el que se insertan las alas y unos elementos
a modo de pequefas alas denominados halterios que utilizan para equilibrar el
vuelo. De cada segmento del térax salen un par de patas. En la parte posterior se
observa un abdomen segmentado en diez partes, de las cuales las tres Ultimas se
corresponden con la genitalia (estructuras genitales), muy desarrollada en los
machos.
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Tanto machos como hembras se alimentan de zumos vegetales y savia, pero las
hembras ademas son obligatoriamente (y salvo excepciones) hematoéfagas, y
responsables, por tanto, del papel vectorial de Leishmania y otros agentes
infecciosos.

Son insectos de habitos nocturnos y crepusculares que tienden a salir con el
crepusculo hasta pasada la media noche; suelen encontrarse en regiones donde la
temperatura diurna es superior a 15,6 °C durante al menos tres meses al afio y a
altitudes que oscilan entre el nivel del mar y los 1.500 metros e incluso mas (Lane,
1993). La ovoposicidn tiene lugar sobre un soporte sélido de origen vegetal o
animal, en lugares oscuros, de humedad relativa elevada y temperatura constante
tales como huecos de arboles, agujeros de muros o casas abandonadas, lefieras o
vertederos. Esta puesta de huevos se da en torno a los 3-7 dias de la ingesta de
sangre y el nimero oscila entre 30-70 unidades, siendo la media de 50.

En Espafa los vectores principales son las hembras de Phlebotomus perniciosus
en zonas aridas y semiaridas mientras que P. arias/lo seria principalmente en zonas
mas humedas (Gil-Collado et al., 1989; Morillas-Marquez et al., 1995).

La especie P. longicuspis se ha citado como vector de L. infantum en el Norte de
Africa, pero su presencia en Espafia esta en entredicho (Collantes y Ortega, 1997;
Morillas Marquez et al., 1991).

Otras especies que tienen notable importancia en Espafia son P. papatasi
(subgénero Phlebotomus) y P. sergenti (subgénero Paraphlebotomus), que
representan entre el 5-10% de las capturas en algunos lugares. Estas especies
transmiten L. majory L. tropica respectivamente, especies que hasta ahora no se
han descrito como autdctonas en nuestro pais. Otro vector de L. infantum, P.
langeroni se encuentra también en nuestro pais con una distribucién muy limitada
(Martinez Ortega et al.,, 1996).

El mapa de distribucion de las especies de flebotomos existentes en Espafia se
completa como sigue (Gil-Collado et al., 1989; Morales Yuste, 2012): P. mascitt;,
que soélo se ha descrito en Catalufa, pero en escaso nimero. Esta especie también
existe en Francia, Bélgica y Alemania. En las Islas Canarias se encuentran P,
fortunatarum (exclusivo de las islas) y en escaso numero, Sergentomya fallax
presente también en el Norte de Africa. Por Ultimo, S. minuta es la especie mas
ubicua y abundante en toda Espafa cuando se hacen capturas con trampas
adhesivas sin embargo es herpetdfila (las hembras se alimentan de la sangre de
reptiles).
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2. Diagnéstico de la leishmaniosis

2.1. Diagnéstico de la leishmaniosis visceral

Los signos y sintomas de leishmaniosis son insuficientes para diagnosticar la
enfermedad y diferenciarla de otras infecciones sistémicas. Se debe sospechar de
pacientes con fiebre irregular y esplenomegalia en zonas endémicas o de retorno
de éstas. Signos y sintomas como anemia, leucopenia, trombocitopenia o
hipergammaglobulinemia refuerzan el diagnostico, pero es necesario recurrir a
pruebas de laboratorio especificas (OMS, 2010). Un test diagndstico ideal debe ser
sensible, especifico, reproducible y capaz de diferenciar entre individuos
asintomaticos y enfermos con el fin de discriminar cuando el tratamiento es
necesario (Chappuis et al., 2007).

Diagndstico parasitolégico: La observacion microscopica del parasito en los

aspirados esplénicos, medulares o ganglionares es la prueba clasica, de alta
especificidad pero sensibilidad variable dependiendo del tejido (53-99%) y de la
especializacion del analista. En la leishmaniosis visceral se suele realizar puncion
esplénica o aspirado de médula dsea del esternon o cresta iliaca (nifios); este
segundo es el método que mas se usa por ser mas facil de realizar y seguro.

El cultivo del parasito de estas muestras aumenta la sensibilidad diagnostica,
aunque el resultado puede necesitar de un mes. Los medios bifasicos NNN (Novy,
Nicolle y McNeal) y EMTM (Evans Modified Tobie Medium) son los mas utilizados
para el aislamiento del parasito. También se pueden utilizar medios liquidos,
donde el suero bovino fetal se ha sustituido parcialmente por algunos autores por
orina humana estéril al 1-2%, dando buenos resultados para L. infantum (Tasew et
al., 2009). Finalmente se suelen suplementar con antimicrobianos y/o antifingicos.
La temperatura de cultivo suele situarse en torno a 23-26 °C. Estos cultivos no se
deben rechazar hasta pasados 2-3 meses de seguimiento.

Diagnéstico molecular: El diagndstico mediante PCR detecta el ADN del parasito,

mejorando considerablemente la sensibilidad. En los UGltimos afios se han
desarrollado un gran nimero de técnicas de PCR convencional, Nested-PCR y PCR
en tiempo real basadas en la deteccién de variabilidad de genes o regiones
gendmicas distintas que ofrecen distintas sensibilidades y especificidades. Todas
estas técnicas se pueden aplicar en una gran variedad de muestras, no solo las
clasicas (sangre, puncién esplénica, aspirado medular o aspirado de ganglio) sino
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también en otras como orina (Silva et al. 2014) o raspado bucal (Vaish and
Mehrotra, 2011), que resultan mucho menos invasivas.

Las técnicas basadas en PCR en tiempo real son mas rapidas a la hora de dar un
resultado pero son mas caras y requieren equipamiento complejo; sin embargo
éstas aportan un valor afadido a la hora de cuantificar el ADN del parasito para el
seguimiento de la enfermedad durante el tratamiento (Sudarshan et al, 2011,
Sudarshan and Sundar, 2014; Sudarshan et al., 2014).

Las técnicas basadas en LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) se
presentan como una alternativa muy prometedora a las basadas en PCR por varias
razones (Mori y Notomi 2009): son adaptables al trabajo de campo ya que no
necesitan ciclos de temperatura, solo una temperatura estable y los reactivos son
termoestables; su deteccion se basa en la turbidez de la muestra, facilitando la
obtencién del resultado. Por tanto se presentan como pruebas faciles, robustas,
rapidas y sobretodo econdmicas. Se ha mostrado prometedor en este sentido,
permitiendo la detecciéon de ADN de Plasmodium falciparum en muestras de
sangre hervidas (Poon et al,, 2006) y recientemente en la leishmaniosis visceral y
en PKDL (Verma et al. en 2013, Khan et al., 2012).

Diagndstico serolégico: La deteccion de anticuerpos mediante pruebas

serolégicas como la inmunofluorescencia indirecta (IFl o IFAT), ELISA, Dot-ELISA,
el test de aglutinacién directa (DAT), el inmunoblotting é Western blot (WB)
muestran buenas sensibilidades y especificidades diagnosticas, siendo la IFl la
técnica considerada de referencia (OMS, 2010). También esta disponible la prueba
FAST (Fast Agglutination Screening Test) en muestras de suero (Boelaert et al.,
2014).

Los inconvenietes de estas técnicas es que pueden aparecer reacciones cruzadas
con otras parasitosis (tripanosomiasis, paludismo) o enfermedades autoinmunes o
linfoproliferativas. Ademas los anticuerpos permanecen en niveles detectables
durante mucho tiempo en el organismo, dificultando el diagnéstico de las
recaidas.

Inmunocromatografia basada en el antigeno rK39: Las pruebas basadas en el
antigeno rk39 son faciles de realizar, rapidas (15-20 minutos), baratas (1$ por
prueba) y reproducibles, pudiéndose usar en el diagndstico de la leishmaniosis
visceral en etapas tempranas. Es la prueba de primera linea ante la sospecha de la
enfermedad en paises en desarrollo endémicos, que se debe combinar con
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pruebas seroldgicas o parasitoldgicas adicionales en zonas donde su sensibilidad
sea inferior al 90% (OMS, 2010).

Pruebas de deteccion de antigenos: La prueba de aglutinacion de latex (Sundar

et al, 2005) muestra una elevada especificidad pero una sensibilidad moderada
(48-87%) en el subcontinente indio y en Africa Oriental. Tiene la ventaja de que su
resultado se corresponde con la mejora de la enfermedad cuando se trata y la
desventaja de que es dificil distinguir entre negativos y positivos débiles, afectando
a la reproducibilidad de la técnica (Chappuis et al., 2007). La prueba KAtex tiene la
ventaja de poder usarse en muestras de orina (Boelaert et al., 2014).

Intrademorreaccion de Montenegro: Es el método clasico de deteccion de la

inmunidad celular, aunque tiene mas utilidad en la leishmaniosis cutanea. En zonas
endémicas (Paiva-cavalcanti et al.,, 2015) suele obtenerse resultado positivo por la
elevada tasa de infecciones subclinicas. Consiste en la inoculacién de leishmanina
de forma intradérmica y la aparicion de una induracién debida a la respuesta
celular.

2.2. Diagnéstico de la leishmaniosis cutanea y cutaneo-mucosa

Dada la su similitud a otras enfermedades cutaneas, es necesaria su confirmacion
diagnostica y recomendable llegar hasta la especie causante.

El diagndstico parasitoldgico es la norma de referencia en estas formas de la
enfermedad: En la leishmaniosis cutdnea las muestras se toman del exudado del
borde de la lesidbn cutanea, pero no del centro porque puede estar infectado
secundariamente y porque contiene menos parasitos. Se pueden realizar raspados
o cortes para tomar la porcién serosa de la lesion. Otros métodos son aspirados
con jeringa de insulina (sin aguja) con solucién de suero fisiolégico, o mediante
biopsia; en este Ultimo caso tiene la ventaja de obtener mayor cantidad de
muestra, aunque la desventaja de ser un método mas invasivo. En la leishmaniosis
cutaneo-mucosa el examen microscépico o el cultivo son de poca utilidad debido
a la poca cantidad de parasito en las lesiones por la fuerte reaccidén inmunitaria.

El material obtenido por estos procedimientos se puede utilizar para examen
microscépico del material teflido en Giemsa, cultivo o técnicas moleculares (Garcia
et al., 2007).

El diagndstico molecular permite no solo hacer el diagnéstico de la enfermedad
sino también diferenciar la especie causante de la lesién, lo que resulta
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particularmente Util en regiones donde coexisten varias especies de Leishmania.
En el diagnostico de la leishmaniosis cutaneo-mucosa y mucosa la PCR ha
demostrado ser el método maés sensible para.

El diagnostico serolégico es de uso limitado por su baja sensibilidad vy
especificidad variable en la leishmaniosis cutanea, obteniéndose titulos de
anticuerpos nulos o bajos aunque su positividad aumenta la sospecha clinica en
casos de leishmaniosis cutaneo-mucosa (OMS, 2010).

2.3. Leishmaniosis dérmica post kala-azar

En estos casos el diagndstico es clinico y puede confirmarse encontrando el
parasito en muestras de las lesiones cutaneas obtenidas por raspado o biopsia. El
diagndstico molecular en estas muestras es también muy Util por su sensibilidad.

2.4. Diagnéstico en caso de coinfeccion Leishmaniay VIH

Dada sus caracteristicas en cuanto a sus signos y sintomas (menos frecuencia de
esplenomegalia), baja reaccién inmunitaria y a la presencia de otras infecciones,
los diagnosticos parasitologico y molecular son los mas adecuados, hecho
reforzado por la mayor cantidad de parasito en sangre que los facilitan. Es de
destacar el test de aglutinacién de latex aplicado a orina de estos pacientes, que
tiene una alta sensibilidad. Esta sensibilidad se puede aumentar utilizando una
combinacién de prueba rapida rk39 y aglutinacion directa.
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3. Tratamiento de la leishmaniosis

La leishmaniosis es tratada fundamentalmente con farmacos inicialmente
desarrollados para otras enfermedades y de hecho, sus mecanismos de accién en
la mayoria de los casos no estan claros (Singh et al,, 2012a). Sin embargo, el
refinamiento en las dosis y las pautas en el tratamiento de la leishmaniosis junto
con la combinacién de farmacos ha llevado a que actualmente, el tratamiento de
la leishmaniosis tenga un porcentaje de cura del 95% (Matlashewski et al., 2011).

El tratamiento de la leishmaniosis se debe administrar tras la confirmacién de la
enfermedad, de ahi la importancia de un diagndstico precoz y eficaz de la misma.
Es recomendable que el diagndstico llegue a la especie en algunas regiones del
mundo debido a la variabilidad en la respuesta y en las formas clinicas de la
enfermedad, lo cual es especialmente importante en el caso de la leishmaniosis
cutanea en el Nuevo Mundo.

Los principales problemas a resolver en la terapéutica de la leishmaniosis son: el
elevado coste del tratamiento, los efectos adversos del arsenal terapéutico, la
aparicion de resistencias y la via de administraciéon y duracién del tratamiento
(Freitas-Junior et al., 2012).

3.1. Arsenal terapéutico

Antimoniales pentavalentes: Dos son los farmacos de este grupo, el antimoniato
de meglumina (Glucantime®) y el estibogluconato soédico (Pentostam®). Tanto su
eficacia como su toxicidad se basan en su contenido en antimonio (SbY). Se llevan
usando en el tratamiento de la leishmaniosis desde hace mas de 50 afios y aun asi
se consideran la primera linea de tratamiento en las regiones donde no existe
resistencia. A pesar de su elevado porcentaje de éxito (90%), estos medicamentos
han encontrado problemas de resistencias en Bihar (India) y Nepal, con fracaso
terapéutico de hasta un 60% (OMS, 2010).

El antimonio pentavalente se considera un profarmaco que es reducido en el
macrofago o en el propio parasito a antimonito trivalente, la forma activa del
farmaco. El mecanismo de accion exacto es desconocido, aunque ambas formas
de antimonio provocan la fragmentacién del ADN (con posible implicacion en la
apoptosis), beta oxidacion de acidos grasos y fosforilacion del ADP. El antimonio
entra en el paréasito principalmente a través de acuoporinas aunque su mecanismo
de entrada no es conocido completamente. La pérdida de la capacidad reductora
en Leishmania se ha sefialado como mecanismo de resistencia a antimoniales a
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través de enzimas reductasas tiol dependientes, poco expresadas en cepas
resistentes (Ashutosh et al, 2007). Una interesante observacién, realizada
recientemente es que la exposicion crdnica a arsénico en el agua de bebida podria
ser la causa de la aparicién de resistencia a los antimoniales (Perry et al., 2013).

El tratamiento con antimonio se debe administrar por via intramuscular o
intravenosa en perfusién, o inyeccion lenta con aguja fina con el fin de evitar
trombosis. En el caso de la leishmaniosis cutanea, se administra intralesionalmente.

Ademads de las resistencias, el principal problema de los antimoniales lo
constituyen sus efectos adversos, entre los cuales se incluyen: anorexia, nauseas y
vomitos, dolor abdominal, malestar, mialgia, altralgia, cefaleas y letargia. También
provocan alteraciones electrocardiograficas como la inversion de la onda T,
prolongacion del intervalo QT y arritmias. Causa la elevacion de enzimas
pancreaticas, hepaticas, leucopenia, anemia y trombopenia. Sus efectos
cardiotoxicos y hepatotdxicos pueden llevar a la retirada del tratamiento (OMS,
2010).

Anfotericina B: Este farmaco es un macrolido poliénico ampliamente utilizado en
infecciones fungicas sistémicas. Muestra una gran afinidad por el ergosterol, el
esterol predominante en las membranas celulares de Leishmania y de hongos,
formando complejos con éstos y abriendo poros que desequilibran el equilibrio
idnico, llevando a la muerte celular (Roberts et al., 2003). Poseen una gran eficacia
frente al por lo que practicamente han sustituido a los antimoniales en algunas
regiones como Espafia o donde existen resistencias a los antimoniales. La
formulacion de deoxicolato de anfotericina B (Fungizone®), aunque muy eficaz,
no esta exenta de reacciones adversas: son frecuentes la fiebre, los escalofrios y la
tromboflebitis, siendo la nefrotoxicidad también comun. Por estas razones el
tratamiento debe ser en régimen de hospitalizacién, lo que dificulta su
administracion y cumplimiento.

Las formulaciones lipidicas de anfotericina B se desarrollaron con el fin de mejorar
su biodisponibilidad, propiedades farmacocinéticas y reducir sus efectos adversos
sin perder su eficacia: son la anfotericina B liposomica (Ambisome®), el complejo
lipidico de anfotericina B (Abelcet®) y la dispersion coloidal (Amphocil®).
Presentan una toxicidad significativamente menor y su administracion se realiza
en infusién durante 2h. Tienen una eficacia del 95%.

El principal inconveniente de estas formulaciones lipidicas es el precio. También se

han detectado resistencias asociadas al tratamiento, donde las cepas resistentes
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de L donovani presentan ergosterol no alquilado, aunque no es el Unico
mecanismo citado (Freitas-Junior et al., 2012).

Aminosidina (Paromomicina o Humatin®): Se trata de un antibidtico
aminoglucosidico con actividad antibacteriana y frente a Leishmania. Su
mecanismo de accidn es poco claro, aunque se sugiere que penetra en Leishmania
por endocitosis, siendo la mitocondria su principal diana. En otros estudios,
Hirokawa et al. en 2007 demostraron que la paromomicina interactia con las
subunidades ribosdmicas 30S y 50S, inhibiendo la sintesis proteica.

Es muy util en el tratamiento de la leishmaniosis, tanto cutanea como visceral, con
una elevada eficacia y tolerabilidad. En ensayos clinicos en la India y Africa Oriental
se demostro la eficacia de su tratamiento, poniéndose de manifiesto su utilidad en
casos de resistencia a antimoniales (Jha et al., 1998; Sundar and Chakravarty, 2015)
y en la leishmaniosis cutanea se presenta como una alternativa de facil aplicacion
topica (Monge-Maillo and Lopez-Velez, 2014).

Su principal limitacién es su poca disponibilidad en zonas endémicas. AUn no se
han mostrado resistencias en uso clinico debido a su poco uso, pero se conocen
in vitro.

Miltefosina (Impavido®): Es un alquilfosfolipido (hexadecilfosfocolina)
desarrollado inicialmente como antineoplasico; se convirtié en el primer farmaco
utilizado frente a la leishmaniosis por via oral, suponiendo un enorme avance. De
hecho se ha recomendado para el tratamiento de la leishmaniosis visceral en nifios
(Bhattacharya et al., 2007; Dorlo et al., 2012a).

Su actividad se basa en su acumulacion intracelular, regulada por transportadores
ATPasa de tipo P. Causa procesos similares a apoptosis en amastigotes de L.
donovani. Otro efecto es la estimulacién de la éxido nitrico sintasa 2, que cataliza
la generacion de NO y la eliminacién del parasito (Wadhone et al., 2009).

Provoca efectos adversos gastrointestinales, mayoritariamente leves como
anorexia, nduseas, vomitos y diarrea. Es potencialmente teratdégeno y abortivo, por
lo que esta contraindicado en mujeres en edad fértil. Tiene una elevada semivida
de eliminacion (152 horas) y su posible mal uso (dada su administracién oral), se
previé la aparicion de resistencias, cuyo mecanismo ya ha sido descrito (Pérez-
Victoria et al., 2003); en la préactica clinica ya se han descrito los primeros casos de
fallo terapéutico (Dorlo et al, 2014; Rijal et al., 2013) en los que se discute la
aparicion de resistencias (Cojean et al.,, 2012; Hendrickx et al., 2014). Otro problema
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asociado al desarrollo de la miltefosina ha sido, ademas de las resistencias, su
adulteracion o baja calidad (Dorlo et al., 2012b).

Pentamidina: El isetionato de pentamindina es una diamidina aromatica utilizada
como tratamiento de segunda linea en casos de resistencia a antimonio,
particularmente en India, aunque su utilizaciéon estd en decadencia debido a su
eficacia cada vez mas reducida y a las resistencias (Sundar, 2001) aunque aun
posee valor para la terapia combinatoria (Croft and Coombs, 2003). Como otros
farmacos, su mecanismo de accion es confuso, aunque podria estar implicada
alguna funcién de la mitocondria (Sun and Zhang, 2008).

Este farmaco es bastante toxico, provocando hipoglucemia grave, nefrotoxicidad,
baja tension arterial, miocarditis y diabetes mellitus.

Derivados azélicos: Ketoconazol, fluconazol e itraconazol son antifingicos orales
con eficacia variable en el tratamiento de la leishmaniosis.

Sitamaquina: Esta 8-aminoquinolina ha supuesto el primer compuesto
desarrollado para la leishmaniosis visceral y el segundo disponible para
administracion oral. Evaluado en un ensayo clinico en la India, mostr6 una elevada
eficacia frente a la leishmaniosis y al parecer una buena tolerabilidad (Jha et al.,
2005), aunque mostré efectos adversos como glomerulonefritis o vomitos.
Posteriormente se realizaron ensayos clinicos satisfactorios en Kenia y Brasil
(Freitas-Junior et al, 2012) aunque estos sacaron a la luz nuevos efectos
indeseables como dolor abdominal (Singh et al.,, 2012b).

Su mecanismo de accion se basa en la interaccion con las cadenas de
acilfosfolipidos de la membrana y su acumulacién en los acidocalcisomas del
parasito, aunque también se ha descrito la enzima succinato deshidrogenasa como
diana en el parasito, induciendo estrés celular (Carvalho et al., 2011).

Imiquimod: Se trata de un inmunofarmaco pues estimula la produccidon de
citoquinas como el interferén-y, induciendo la sintesis de &xido nitrico y la
eliminacién del parasito. Utilizado recientemente frente a la leishmaniosis cutanea
en forma de pomada (Croft and Coombs, 2003; Hervas et al, 2012) y en
combinacion con antimoniales (Miranda-Verastegui et al., 2005).
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3.2. Opciones terapéuticas en las leishmaniosis

3.2.1. Leishmaniosis visceral

La leishmaniosis visceral puede tratarse en regiones sin resistencias con
antimoniales pentavalentes a una dosis de 20 mg/kg de Sb" durante 28-30 dias,
siendo un buen indicador de cura la ausencia de recidivas pasados 6 meses; estos
compuestos siguen siendo tratamiento de primera linea en paises mediterraneos
y en la region americana (Monge-Maillo and Lépez-Vélez, 2013). En regiones como
Bihar (India) y Nepal, este tratamiento puede tener hasta un 60% de fallo. En
Etiopia sin embargo el tratamiento con antimoniato de meglumina lleva al 92,9%
de cura al final del tratamiento y del 100% seis meses después del fin del
tratamiento en pacientes inmunocompetentes, aunque estas cifras se reducen
considerablemente en pacientes coinfectados con VIH (Hailu et al,, 2010). En un
estudio en 2010, se demostré la gran eficacia del tratamiento con estibogluconato
sédico en Africa oriental, del 92,2% con variabilidad entre las distintas regiones
donde se evalud (del 82% en una region de Sudan al 100% en Kenia) (Hailu et al.,
2010).

En India se ha utilizado con éxito el deoxicolato de anfotericina B, administrado
en dias alternos en una infusion de 4h, con una dosis de 0,75-1 mg/kg durante 15-
20 dias. Tiene una eficacia de cura del 99%. La organizacion panamericana de la
salud recomienda este farmaco a una dosis de 1 mg/kg/dia hasta una dosis total
de 800 mg (OPS, 2013).

La anfotericina B liposomica es el tratamiento mas utilizado en la India y Europa,
utilizandose en la region Mediterranea tanto como tratamiento de primera linea
como en recidivas debidas al tratamiento antimonial (Monge-Maillo y Lépez-
Vélez, 2013). En la regidén americana también se recomienda su uso a una dosis de
3-5 mg/kg/dia durante 3-5 dias (OPS, 2013). En la India se utiliza a una dosis >10
mg/kg de dosis total en casos de leishmaniosis visceral debida a L. donovani
(>95% de cura) mientras que en Europa en los casos de leishmaniosis visceral
debida a L. infantum se administra a una dosis de 3-4 mg/kg/dia hasta llegar a 15-
24 mg/kg (90-98% de eficacia). En Africa oriental sin embargo la eficacia es inferior,
curando en menos de un 90% de los casos con una dosis de hasta 20 mg/kg.
También se ha llevado a cabo el tratamiento con una dosis Unica de 10 mg/kg en
la India (con una curacion del 90%) (Sundar et al., 2015b, 2010) y de 20 mg/kg en
Europa (con un éxito del 96%), mientras que en Africa el tratamiento con dosis
Unica mostro una inferior eficacia que en la India (Khalil et al., 2014).

35



. Introduccién

La miltefosina estd recomendada para el tratamiento de la leishmaniosis visceral
en la India en un régimen de 28 dias de tratamiento oral con dosis de 100 mg al
dia o de 2,5 mg/kg/dia en menores de 12 afios. Aunque inicialmente mostré un
gran éxito, paulatinamente han aparecido recaidas (Sundar and Chakravarty, 2015)
en pacientes inmunocompetentes tanto en la India (Burza et al., 2013) como en
Nepal (Rijal et al, 2013) tras 6 meses de observacion. La razon del fracaso
terapéutico parecio deberse a la baja exposicion al farmaco, entre otras razones,
sumado a que en niflos menores de 12 afios probabilidad de fracaso terapéutico
fue significativamente superior (Dorlo et al.,, 2014; Ostyn et al,, 2014).

En Africa oriental también se ha utilizado a una dosis de 100 mg/dia durante 28
dias con una tasa de cura a los 6 meses de acabar el tratamiento del 75,6% en
pacientes no-VIH (60% incluyéndolos), sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas con el grupo tratado con estibogluconato soédico a 20 mg/kg/dia
durante 30 dias (Ritmeijer et al., 2006).

En Brasil o la region Mediterranea no se tienen datos de eficacia de la miltefosina.

En el caso de la paromomicina se demostrd su eficacia en la India, de un 93-95%
con un tratamiento de 15 mg/kg durante 21 dias mientras que a una dosis de 20
mg/kg su eficacia en Africa oriental es del 85% (Hailu et al., 2010; Musa et al., 2010).
Como en el anterior, no hay datos de su eficacia en focos de L. infantum en el
Mediterraneo y Sudamérica.

El isetionato de pentamidina consiguid solventar el problema del fracaso
terapéutico de los antimoniales en la India en los afios 80, con un 93% de curacion
con una dosis de 4 mg/kg, 3 veces por semana durante 12-21 dias. Posteriormente
el porcentaje de curacion disminuyd progresivamente a niveles del 70-80% y
finalmente fue desplazado. También se ha utilizado en combinacién con
antimoniales o alopurinol para mejorar su eficacia (Das et al., 2001). También se
utilizé en Africa en casos de resistencia a antimoniales. Su uso en los Gltimos 6-7
afos se ha abandonado (Monge-Maillo y Lépez-Vélez, 2013).

La OMS en su informe del Comité de Expertos de 2010 recomendd, con el fin de
evitar resistencias tanto en los farmacos establecidos como en los nuevos, el uso
de combinaciones de farmacos para el tratamiento de la leishmaniosis visceral,
limitando el uso de tratamientos en monoterapia en focos antroponéticos y en el
caso de la anfotericina B liposdmica. Las combinaciones terapéuticas tienen la
ventaja de que es posible utilizar dosis mas bajas y periodos de tratamiento
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reducidos (con la consecuente mejora en la observacion de los pacientes), lo que
facilita la adhesion al tratamiento, reduce los efectos adversos y reduce los costes.

Estibogluconato sédico/Paromomicina: Se han realizado varios ensayos
utilizado esta combinacion en Sudan, Kenia, Etiopia (Hailu et al., 2010; Musa et al.,
2012) y la India con dosis de 20 mg/kg para el primero y de 12-18 mg/kg en el
segundo, con una duracién de 20-21 dias y eficacias muy elevadas entre el 81,8 al
93,8% de curacion a los 6 meses de seguimiento (Monge-Maillo y Lopez-Vélez,
2013).

Anfotericina B liposomal/Paromomicina: Sundar et al. en 2011 realizaron varios
ensayos clinicos con combinaciones de farmacos. En este caso, una dosis Unica de
5 mg/kg del primero junto con un tratamiento de 10 dias con 11 mg/kg de
paromomicina llevd a la curacién del 98,7% seis meses después del tratamiento.

Anfotericina B liposomal/Miltefosina: En este caso la dosis Unica de anfotericina
B se combind con miltefosina durante 7 dias a una dosis de 50 mg/dia. La tasa de
curacion también fue del 98,7% (Sundar et al., 2011). Esta combinacion se habia
ajustado en otros ensayos clinicos con distintas dosis del primero (5 6 3,75 mg/kg),
del segundo (50, 100 mg/kg o 2,5 mg/kg/dia) y duracion (10 6 14 dias) con
eficacias similares, entre el 96-98% tras 9 meses de observacién (Sundar et al.,
2008).

Miltefosina/Paromomicina: Esta combinacién tuvo una duracién de 10 dias, con
una dosis de 50 mg/dia en el primero y 11 mg/kg en el segundo. El porcentaje de
curacion fue del 98,7%, al igual que en los anteriores (Sundar et al., 2011). Ninguno
de estos tres protocolos mostré problemas de seguridad.

3.2.2. Leishmaniosis cutanea y cutaneo-mucosa

En el tratamiento de estas enfermedades la identificacion de la especie es muy
importante dado que hay especies cuya infeccién cesa espontaneamente mientras
que otras son recidivantes o evolucionan hacia formas muy desfigurantes. En todas
ellas el factor comun es el cuidado y limpieza de las heridas para evitar infecciones
secundarias.

En el caso de la leishmaniosis cutanea del Viejo Mundo, se recomiendan curas
de la lesién, seguimiento y tratamiento local (OMS, 2010).

Las opciones del tratamiento local son las siguientes:
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Pomada de paromomicina (15%) y cloruro de metilbencetonio (12%), dos veces al
dia durante 20 dias.

Antimoniales intralesionales (1-5 mL por lesidén) combinada con crioterapia
(nitrégeno liquido) cada 3-7 dias (1-5 sesiones).

Termoterapia: 1-2 sesiones con calor localizado (50 °C 30s).

En el caso de L. tropica, L. infantum y L. aethiopica, también se puede administrar
crioterapia y antimoniales intralesionales por separado.

El tratamiento sistémico estd desaconsejado en la leishmaniosis cutanea debido
a su elevada toxicidad, aunque en casos de lesiones graves puede ser necesario
(lesiones mayores de 5 cm, méas de 4 lesiones, inmunosupresién o potencial
desfigurante/incapacitante de la lesion), siendo éste de 20 mg/kg de SbV/kg/dia
durante 20 dias, combinado con alopurinol (20 mg/kg) durante 30 dias en casos
recidivantes (L. tropica) o paromomicina (15 mg/kg) durante 60 dias en caso de
leishmaniosis cutaneo-difusa (L. aethiopica) (OMS, 2010). Dorlo et al. en 2011
demostraron la utilidad de la miltefosina frente a la LC debida a L. major. También
se ha visto su eficacia similar a la del tratamiento antimonial intralesional frente a
L. majory frente a L. tropicay L. infantum (Monge-Maillo and Lépez-Vélez, 2015).

En el caso de la leishmaniosis cutanea del Nuevo Mundo, las lesiones suelen ser
mas graves y persistentes y no suelen cesar espontdneamente. Como en el
anterior, la intervencion debe basarse observando sus riesgos y beneficios. Los
tratamientos locales en estos tipos de leishmaniosis son similares, aunque su
eficacia es inferior en el caso de la termoterapia (70%) y de la pomada de
paromomicina (70-90%) por lo que se recomienda tratamiento sistémico:

Antimoniales, de forma similar al caso del Viejo Mundo. Especialmente eficaz en L.
braziliensisy L. panamensis, menor en L. mexicana.

Pentamidina 3-4 mg/kg, 3 o 4 dosis en dias alternos. Menos eficaz que los
antimoniales en caso de L. braziliensis.

La paromomicina muestra una baja eficacia en Belice y Colombia (< 60%).

La miltefosina a una dosis de 2 mg/kg/dia es eficaz en caso de L. panamensis
(eficacia del 70-90%, Soto et al., 2004) pero inferior en caso de L. braziliensis o L.
mexicana (curacion del 33-88% dependiendo de la especie y region).
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El tratamiento con Ketoconazol, 600 mg/dia durante 28 dias es eficaz (76-90%)
frente a L. panamensisy L. mexicana.

La combinacién con el inmunomodulador imiquimod via topica mejoré la curacién
con tratamiento antimonial en Peru (Arevalo et al., 2007; Miranda-Verastegui et al.,
2005).

En la leishmaniosis cutaneo-mucosa el tratamiento debe ser sistémico: los
antimoniales pentavalentes son Utiles aunque su eficacia (30-100%) depende de la
localizacién de las lesiones (muy baja en caso de trdquea o laringe) y de la zona
geografica por la especie o cepa responsable. Se utiliza el deoxicolato de
anfotericina B (1 mg/kg con una eficacia del 80-90%) y su formulacion liposémica,
que muestra resultados similares a una dosis de 2-3 mg/kg. Por Ultimo, la
miltefosina mostré una curaciéon del 83% en Bolivia frente a L. braziliensis en casos
leves y del 58% en casos graves con un tratamiento de 2,5-3,3 mg/kg/dia durante
4 semanas (Soto and Toledo, 2007), aumentando su eficacia con 6 semanas de
tratamento (Soto et al., 2009).

3.2.3. Leishmaniosis dérmica post kala azar (PKDL)

En la India, el tratamiento de esta forma de la enfermedad se hace con deoxicolato
de anfotericina B durante 4 meses (20 dias de tratamiento y 20 de descanso) o con
miltefosina de forma continua durante 3 meses (Sundar et al., 2015a). En Africa
Oriental la PKDL cura espontaneamente en un 85% de los casos y no suele tratarse,
excepto casos graves y desfigurantes en los que se trata con estibogluconato
sédico a dosis habituales hasta 2 meses o con 2,5 mg/kg/dia de anfotericina B
liposdmica durante 20 dias (Sundar et al., 2015a).

3.2.4. Co-infeccién con VIH

Las infecciones por VIH y Leishmania se refuerzan mutuamente, dificultando el
tratamiento antirretroviral en los casos de leishmaniosis visceral y a su vez,
dificultando la eliminacion del parasito y aumentando la aparicion de recaidas en
casos de co-infeccion. En los ensayos clinicos revisados anteriormente se puede
observar que la curacién en pacientes con VIH es significativamente inferior.

Se recomienda el tratamiento con formulacion lipidica de anfotericina B a dosis de
3-5 mg/kg/dia durante 10 dias. En Etiopia la miltefosina fue menos eficaz que los
antimoniales, pero mas segura, debido a que los pacientes con VIH son mas
sensibles a éstos (Ritmeijer et al., 2006).
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En casos de paises endémicos de L. /nfantum se recomienda una terapia de
mantenimiento con anfotericina B lipidica, con dosis de 3-5 mg/kg una vez cada 3
semanas durante 12 meses, reduciendo la aparicion de recidivas. Dependiendo del
nivel de células CD4+ del paciente, la profilaxis se puede suprimir. También se
puede utilizar anfotericina B liposomal, antimoniales o incluso miltefosina, dada su
ventajosa elevada semivida y su administracién oral (Monge-Maillo y Lopez-Velez,
2015). No hay que olvidar la contribucion de la terapia antiretroviral de gran
actividad frente al VIH, ya que la reduccién de la carga viral muestra una gran
mejora en el tratamiento de la leishmaniosis y viceversa, produciendo ambas
terapias una gran sinergia (Monge-Maillo et al., 2014).

3.3. Seguimiento y monitorizacion de la leishmaniosis visceral

El seguimiento de la eficacia del tratamiento es esencial a la hora de evitar recaidas
de la enfermedad. Dado que los anticuerpos IgG frente al parasito permanecen
elevados durante un largo periodo tras la cura clinica, es necesario establecer una
serie de marcadores que indiquen la eficacia del tratamiento y la cura de la
enfermedad.

Deteccion y cuantificacion del parasito: La deteccion del parasito por distintos
métodos directos, parasitologicos o moleculares, es el método mas eficaz para
determinar la eficacia de un tratamiento y la cura de la enfermedad. Como se
comentd anteriormente, la qPCR se ha mostrado muy eficaz este sentido
(Sudarshan et al,, 2011). También se ha utilizado una gPCR para correlacionar el
estado clinico de pacientes con leishmaniosis visceral y PKDL en la India con la
carga parasitaria en sangre, médula ésea y lesiones cutaneas, ademas de para
monitorizar la carga parasitaria en los pacientes después del tratamiento con
antimoniales o anfotericina B (Verma et al., 2010). En ese estudio se obtuvieron
buenos resultados de correlacion entre el estado clinico del paciente, el analisis
directo por microscopia y la carga parasitaria evaluada por gPCR.

La gPCR se ha utilizado para el seguimiento del tratamiento en un ensayo clinico
con 46 pacientes con leishmaniosis visceral en la India, tratados con anfotericina B
liposdmica y monitorizados mediante qPCR en sangre periférica. La reduccién de
la carga parasitaria en sangre mostro correlacion con la desaparicion de los signos
clinicos y el valor de la carga parasitaria se utilizd para comprobar la cura de los
pacientes o posibles recaidas (Sudarshan et al., 2011).
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Otros ensayos clinicos que se han realizado (revisados por, Kip et al. 2015) evaltan
la utilidad de la gPCR en el seguimiento de la enfermedad y la correlacién de las
cargas parasitaria en sangre con el estado clinico del paciente.

Deteccion de antigenos: La deteccién de antigenos en orina mediante el método
KAtex, se ha mostrado Util como test de cura en estudios en la India y Africa
oriental (Kip et al.,, 2015).

Citoquinas: Las citoquinas IFN-y y TNF-a se muestran elevadas en casos activos
de leishmaniosis visceral, disminuyendo en pacientes que responden al
tratamiento. Sin embargo, también se ha encontrado que bajos niveles de IFN-y
muestran correlacién con la severidad de la enfermedad (Kip et al., 2015). Por otro
lado, la interleuquina 10 parece elevada también en pacientes con la enfermedad
activa disminuyendo con el tratamiento y parece mostrar correlaciéon con la carga
parasitaria en sangre (Verma et al., 2010) y con la posibilidad de recaidas (Kip et
al,, 2015).

Anticuerpos: Aunque la deteccion de IgG en suero de paciente es un método de
diagnéstico de la leishmaniosis, su utilidad para el seguimiento y monitorizacion
de la misma esta limitada por el lento descenso de los titulos de anticuerpos.
Pruebas como la deteccion de anticuerpos frente a la amastina si se han mostrado
eficaces discriminando el estado del paciente antes y después del tratamiento
(Srividya et al., 2012).

3.4. Nuevas perspectivas en el tratamiento de la leishmaniosis

Los nuevos avances en gendmica y protedmica son Utiles para el desarrollo de
nuevos métodos basados en cribado de alto rendimiento (High Throughput
Screening, HTS) que llevan al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas.

El replanteamiento de farmacos utilizados frente a otras enfermedades para tratar
enfermedades tropicales olvidadas sigue siendo una de las, la estrategias mas
exitosas a la hora de encontrar nuevos farmacos frente a la leishmaniosis visceral
ya que ademas, los ensayos preclinicos ya han sido realizados con anterioridad,
reduciendo el coste, tiempo y riesgo asociado.

En el campo de los nuevos farmacos frente a la leishmaniosis, es importante
destacar la Iniciativa de Farmacos frente a Enfermedades Olvidadas (Drugs for
Neglected Diseases Initiative, DNDi). Se trata de un organismo que tiene como
objetivo el establecimiento de distintos consorcios entre empresas farmacéuticas,
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gobiernos, organizaciones no gubernamentales y fundaciones sin animo de lucro
con el fin de llevar a cabo el descubrimiento, desarrollo, evaluacion clinica e
implementacion de nuevos medicamentos o nuevas terapias en el tratamiento de
las enfermedades desatendidas.

Fexinidazol: Se trata de un nitroimidazol que actia como profarmaco al ser
metabolizado por las enzimas nitrorreductasas del parasito. Desarrollado para el
tratamiento de la tripanosomiasis africana, ha demostrado eficacia en un modelo
murino de leishmaniosis visceral (Patterson and Wyllie, 2014). Su pefrfil
farmacocinético permite administrarlo por via oral y tiene las condiciones
suficientes para ser utilizado frente a la leishmaniosis visceral y frente a la
leishmaniosis canina. Actualmente hay un ensayo clinico en fase Il en marcha para
determinar su eficacia y toxicidad en pacientes con leishmaniosis visceral en Sudan
(clinicaltrials.gov, 2015). También se estd investigando su potencial uso con
miltefosina, en una combinacién que supondria un tratamiento oral (DNDi).

Inhibidores de la enzima tripanotion reductasa: Esta enzima esta presente en
los tripanosomatidos causantes de la enfermedad de Chagas, enfermedad del
suefo, y leishmaniosis. Es parte del complejo defensivo del parasito frente a
especies reactivas de oxigeno, entre otras funciones (Augustyns et al., 2001). La
diferencia estructural entre este sistema con el del hospedador (basado en el
glutatiéon) lo convierte en una diana terapéutica atractiva para el desarrollo de
nuevos farmacos. Los inhibidores de esta enzima pertenecen a diversos grupos
quimicos, entre ellos compuestos triciclicos (Kumar et al., 2014).

Inmunoterapia: Durante las Ultimas dos décadas se han utilizado agentes
inmunoterapicos cuyo fin es el de estimular el sistema inmune del hospedador, en
lugar de bloquear funciones vitales del parasito, fin de la terapia clasica. Los
agentes utilizados en inmunoterapia son los siguientes: interferén-y, GM-CSF (factor
de estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos) e imiquimod, utilizados en
distintas formas de la leishmaniosis con buena eficacia en combinacién con antimoniales
(Singh and Sundar, 2014).

Oleilfosfocolina (OIPC): Se trata de un compuesto de la familia de las

alquilfosfocolinas (al igual que la miltefosina) que ha sido utilizado exitosamente
en modelos experimentales de leishmaniosis visceral, asi como frente a la
leishmaniosis canina en un reciente ensayo clinico (Hernandez et al., 2014).
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Ensayos clinicos recientes o en desarrollo: A continuacién se describen algunos

de los ensayos clinicos en el tratamiento de la leishmaniosis, recientemente
finalizados o en desarrollo, obtenidos de la pagina web de DNDi (Drugs for
Neglected Diseases |Initiative) y de la pagina web www.clinicaltrials.gov,
perteneciente al NIH (National Institutes of Health) de los Estados Unidos de
América (consultado en agosto de 2015).

Anfoleish: Es un proyecto encaminado al desarrollo y evaluacién de una crema de
anfotericina B para el tratamiento de la leishmaniosis cutanea en Colombia. Se
trata de un ensayo en fase Ib/Il.

Nitroimidazoles: Durante 2010 se realizd un cribado de unos 70 compuestos de
esta familia quimica, resultando muy eficaz y seguro uno de ellos (VL-2098, DNDi)
en modelos animales de leishmaniosis visceral. En el momento se investiga un
régimen completamente seguro para descartar sus problemas de toxicidad
testicular que ha presentado en las especies animales utilizadas.

CpG D35: Se trata de un modulador de la respuesta inmune innata que se pretende
utilizar en la leishmaniosis cutédnea. Se han realizado estudios previos por la FDA
(Food and Drugs Administration) y ahora se intenta caracterizar mas
profundamente y en combinacidon con antimoniales frente a la leishmaniosis
cuanea y la PKDL.

Paromomicina/Gentamicina para el tratamiento de la leishmaniosis cutanea en
Francia: Se lleva a cabo un ensayo clinico en Francia para determinar la eficacia de
una crema de paromomicina y gentamicina para el tratamiento de esta
enfermedad.

43



. Introduccién

3.5. Productos naturales en el tratamiento de la leishmaniosis

Las plantas son una fuente de nuevos farmacos frente a enfermedades causadas
por parasitos. La actividad de los extractos de plantas frente a estos es debida a la
presencia de compuestos de una gran diversidad quimica como son los alcaloides,
flavonoides, esteroides o terpenos. La obtencién de extractos de plantas para
obtener su composicidn cualitativa y realizar un cribado de los compuestos
presentes en éste es una estrategia que se ha utilizado con éxito, asi como la
determinacién de la composicién de las plantas utilizadas en medicina tradicional
(Tiuman et al.,, 2011). Podemos destacar en este campo el uso de la quinina a lo
largo de la historia, alcaloide obtenido de la corteza de quina (Cinchona spp) que
fue de uso generalizado en el tratamiento del paludismo. Ademas este producto
sentd las bases para la obtencién de numerosas quinoleinas sintéticas, destacando
la cloroquina. Tampoco debemos olvidar el potencial antipalidico de la
artemisinina, sesquiterpeno obtenido de la Artemisia annua, cuyo efecto es casi
inmediato, resultando efectivo incluso en casos de multirresistencia (Sen and
Chatterjee, 2011).

Existen numerosos estudios en los que se pone de manifiesto la actividad biocida
de compuestos de origen vegetal; entre ellos destacan los componentes de los
aceites esenciales elaborados por distintas plantas aromaticas. Los aceites
esenciales son sustancias volatiles de naturaleza compleja obtenidas mediante
procesos fisicos a partir de especies vegetales. En su composicién quimica
predominan los derivados monoterpénicos y sesquiterpénicos que se encuentran
en mayor proporcion, ya sean aciclicos, monociclicos o biciclicos.

Los aceites esenciales poseen una gran cantidad de actividades farmacologicas,
entre ellas la actividad antiparasitaria: Gracias a su rapida difusion a través de la
membrana plasmatica (debido a su liposolubilidad), los aceites esenciales pueden
mejorar la llegada de sus componentes hasta parasitos intracelulares (Boyom et
al,, 2003).

Algunos aceites esenciales son capaces de afectar la estructura de la membrana
plasmatica del parasito, provocando dafios irreversibles al mismo. Estas
alteraciones estructurales pueden estar mediadas por la inhibicion de la biosintesis
de ciertos acidos grasos de la membrana. También puede afectar a la estabilidad
de la membrana inhibiendo la glucosilacion de proteinas de ésta (Anthony et al,
2005).
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Algunos aceites esenciales son capaces de actuar incrementando la produccién de
oxido nitrico del macréfago, como es el caso del aceite esencial de sacaca (cuyo
principal componente es el linalool), lo cual acelera la destruccién de los parasitos
intracelulares (Rosa et al., 2003).

Los derivados terpénicos son compuestos formados por unidades de isopreno, por
tanto lipofilicos. Muchos derivados terpénicos de aceites esenciales tienen
actividad microbicida y antiparasitaria. Gracias a su lipofilia son capaces de
penetrar en las membranas celulares y mitocondriales alterando su estructura y
consecuentemente su permeabilidad e integridad (Burt, 2004; Sikkema et al., 1995).
Esta interaccién puede llevar a la muerte celular de los patégenos incluso en el
caso de Leishmania.

3.5.1. (-)-a-bisabolol

El (-)-a-bisabolol es un alcohol sesquiterpénico monociclico usado ampliamente
en fragancias y cosméticos. Se encuentra en el aceite esencial de camomila
(Matricaria chamomilfla) en concentraciones entre el 50-70% ademas de en otras
plantas usadas en medicina tradicional. Ha sido usado durante mucho tiempo de
forma topica por sus propiedades curativas en la piel y su actividad antiirritante y
antiinflamatoria, ademas se usa actualmente en preparados cosméticos y
dermatolégicos.

Ademas, el a-bisabolol ha demostrado capacidad para bloquear los nervios
periféricos, pudiendo atenuar la nocicepcion (percepciéon del dolor) de forma
similar a la lidocaina (Alves et al., 2010; Rocha et al, 2011). También se ha
investigado su efecto gastroprotector en lesiones agudas inducidas en ratones
(Moura Rocha et al, 2010). Relacionado con su actividad antiinflamatoria,
recientemente se ha demostrado la actividad inhibitoria del a-bisabolol sobre la
produccion de o6xido nitrico y prostagandina E-2 en macréfagos previamente
estimulados con LPS (Kim et al.,, 2011).
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Figura 7. Estructrura del (-)-a-bisabolol Figura 8. Matricaria chamomilla

El (-)-a-bisabolol ha sido también evaluado como agente anticanceroso y ha
demostrado ser eficaz induciendo la apoptosis en células de glioma humano y de
rata (Cavalieri et al., 2009, 2004), asi como de células de carcinoma pancreatico
humano (Darra et al., 2008) y células de carcinoma hepatico (Chen et al., 2010)
mediante la induccion de la via apoptética en células transformadas.

Ademas se ha demostrado su actividad insecticida frente a la mosca blanca de la
fruta tanto puro como componente de aceite esencial de Vanillosmopsis pohlii (de
Andrade et al., 2004).

Entre otras actividades antiparasitarias se encuentra la actividad nematocida,
siendo eficaz frente a larvas Ls de Anisakis simplex s./. tanto in vitro como in vivo
(Romero et al., 2012).

Se ha demostrado la actividad de este sesquiterpeno frente a promastigotes de L.
infantum in vitro, siendo su ICs0=49uM (Morales-Yuste et al., 2010) y frente a
amastigotes intracelulares de L. amazonensis (Colares et al, 2013; Rottini et al.,
2015); en este Ultimo estudio se implico la reduccion del potencial de membrana
mitocondrial en su mecanismo de accién frente a Leishmania.

El a-bisabolol no presenta toxicidad en animales tras su administracién oral
(LDso=14 g/kg en ratas) ni tampoco presenta actividad mutagénica (Bhatia et al.,
2008). Su citotoxicidad, probada en fibroblastos humanos de la piel es muy baja,
siendo CCsp >150 pM (Piochon et al,, 2009), lo cual lo convierte en un producto
muy seguro.
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4. La leishmaniosis canina

El perro doméstico, ademas de ser el reservorio de la leishmaniosis debida a L.
infantum (Morales-Yuste et al., 2012), sufre una compleja enfermedad denominada
leishmaniosis canina. Se trata de una enfermedad multisistémica en la que el
parasito infecta virtualmente todos los 6rganos y tejidos del animal llevandolo a la
muerte (Baneth and Aroch, 2008).

4.1. Epidemiologia de la leishmaniosis canina

Aunque otras especies de Leishmania pueden infectar al perro, el principal
responsable de esta enfermedad es L. infantum, la especie de Leishmania con la
mas amplia distribucion geografica.

Es endémica en los paises de la Cuenca Mediterranea, Oriente Medio y Sudamérica
(Baneth, 2013). También se han detectado casos de leishmaniosis canina
importados en perros de regiones no endémicas de Europa, como el Reino Unido,
gue habian viajado a zonas endémicas (Shaw et al,, 2009) y Alemania (Mencke,
2011), asi como en el Sur de Estados Unidos (Petersen and Barr, 2009).

En Espafia se han realizado distintos muestreos aleatorios para determinar la
prevalencia de la leishmaniosis canina (Martin-Sanchez et al., 2009), encontrando
valores de entre el 0 y el 100% dependiendo de la regiony de la técnica diagnostica
empleada, lo que destaca la naturaleza endémica y la distribucion parcheada de la
enfermedad (Morales-Yuste et al., 2012).

En las regiones endémicas, aunque la enfermedad se encuentra ampliamente
distribuida, no todos los perros estan infectados y entre los infectados, no todos
los animales muestran signos clinicos de la enfermedad. Estos Ultimos pueden
permanecer asintomaticos a largo plazo o evolucionar a estados mas severos de
la enfermedad con el tiempo, seguramente debido a cambios en el estado
inmunolégico del animal (Baneth et al., 2008). Podria considerarse entonces que
los perros con enfermedad aparente suponen solamente la punta de un “iceberg”,
en la que en la base estarian los perros sanos no infectados y entre esos se
encontraria un segmento de perros infectados clinicamente sanos (Baneth et al.,
2008).

Los perros infectados pero aparentemente sanos o asintomaticos anteriormente
mencionados tienen una gran importancia en la epidemiologia de la enfermedad,
y es que éstos son tan competentes para transmitir el parasito al flebotomo como
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lo son los perros clinicamente enfermos (Alvar et al. 1994; Molina et al. 1994;
Laurenti y Marcondes 2014). Tanto los perros asintomaticos como los enfermos,
son capaces de transmitir el parasito al vector incluso después del tratamiento
(Alvar et al., 1994; Mir6 et al., 2011).

4.2. Mecanismos de la enfermedad

En los perros enfermos, el parasito es capaz de evadir la respuesta inmune innata
celular del hospedador mediante el remodelamiento de la vacuola parasitéfora e
interfiriendo en las cascadas de sefiales del macréfago en su favor (Koutinas and
Koutinas, 2014).

Existe una clara dicotomia en la respuesta inmune, con una respuesta inmune
celular o Th1 y una respuesta humoral o Th2. Tanto en el hombre como en el
reservorio canino se produce una respuesta inmunitaria poco clara, con una mezcla
de citoquinas Th1 y Th2 en equilibrio, cuyo desequilibrio hacia uno u otro lado
inclinara la balanza hacia la eliminaciéon de la enfermedad (Th1) o su progresién
(Th2) (Carrillo and Moreno, 2009).

La respuesta Th1, con la participacion de las citoquinas interferén-y, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleuquina 2 lleva a la activacién del macréfago
y a la subsecuente eliminacién del parasito a través de la sintesis de 6xido nitrico
y otros efectores mientras que la respuesta Th2, mediada por interleuquina 4,
interleuquina 10 y el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B), lleva a
una respuesta humoral con sintesis exacerbada de inmunoglobulinas, inactivacion
del macréfago y diseminacién del parasito (Baneth et al., 2008).

Segun algunos autores (Deplazes et al., 1995; Iniesta et al.,, 2005), la dicotomia
Th1/Th2 puede verse reflejada en los titulos de las dos principales subclases de
inmunoglobulinas, 1gG1 e 1IgG2, relacionadas con la respuesta Th2 y ThT
respectivamente. Estos autores describieron que en los perros sintomaticos podian
observarse mayores titulos de anticuerpos IgG1 y/o una prevalencia de IgG1 sobre
IgG2. Esta hipdtesis también tiene detractores (Day, 2007) que en sus estudios no
encontro esta dicotomia.
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4.3. Manifestaciones clinicas de la leishmaniosis canina

La mayoria de los perros presentan una condicion corporal baja, con delgadez (que
tiende a anorexia), linfadenomegalia y descamacion de la piel exagerada. En los
tejidos se pueden encontrar amastigotes dentro de los macréfagos causando
reacciones inflamatorias granulomatosas.

Los signos cutaneos principales incluyen lesiones cutadneas nodulares, ulcerativas
y pustulosas, ademéas de dermatitis exfoliativa. También alopecia, palidez de las
mucosas y reacciones eritematosas. Asi mismo, se pueden encontrar signos
oculares como blefaritis, uveitis y conjuntivitis. La onicogrifosis es consecuencia de
la gran cantidad de inmunoglobulinas circulantes. La adenopatia en los perros
sintomaticos esta caracterizada por un agrandamiento de los nédulos linfaticos
debido a la hipertrofia de sus estructuras. Se puede encontrar el parasito en estos
tejidos aunque la carga parasitaria no se correlaciona perfectamente con su
tamafio o el estado clinico del animal (Koutinas and Koutinas, 2014).

Los rifiones estan afectados en la mayoria de los perros infectados, detectandose
glomerulonefritis asociada a la deposicion de inmunocomplejos, que puede
evolucionar hacia un fallo renal. La afectacién del rifidén, aunque puede estar
presente desde el comienzo de la enfermedad, se manifiesta en estadios
avanzados con proteinuria y elevacion de creatinina en sangre. El fallo renal es la
principal causa de muerte en los perros con leishmaniosis canina (Solano-Gallego
et al., 2009).

Debido a desdrdenes de coagulacién en el perro enfermo asociados a alteraciones
en la hemostasia, pueden presentarse epistaxis, hematuria y diarrea hemorragica
(Koutinas and Koutinas, 2014).

En el bazo, la presencia de amastigotes da lugar a un agrandamiento o
esplenomegalia a causa de la infiltracién de macréfagos y a cambios en la
microestructura del érgano. Una situacion similar se puede observar en el higado,
llevando a hepatitis debida a leishmaniosis canina, aunque estos casos son muy
pocos (Rallis et al. 2005).

El parasito invade gran parte del organismo del animal llegando hasta la médula
0sea, considerado el érgano mas profundo y responsable de la persistencia de la
enfermedad y de sus recidivas. La parasitacién de este tejido provoca a cambios
en la produccién de células, dando lugar a pancitopenia en general y anemia
arregenerativa en particular.
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4.3.1. Clasificacion de la severidad de la enfermedad

Los termino clasicos para clasificar a los perros infectados por L. /nfantum
(asintomatico, oligosintomatico y polisintomatico) son términos anticuados que
caen en desuso (Dantas-Torres and Otranto, 2014; Dantas-Torres et al., 2014) pues
no consideran anormalidades clinico-patolégicas. Han surgido asi varias
alternativas a la hora de valorar el grado de severidad en la enfermedad, como es
el establecimiento de una puntuacién clinica (clinical score) basada en la
asignacion de una puntuacién a cada signo clinico o alteraciéon patoldgica
relevante y compatible, puntuacion que refleja el grado de severidad de cada
parametro (entre 0 y 3); esta opcién fue la elegida por autores como Manna et al.
en 2009 y Proverbio et al.en 2014. Por otro lado, Solano-Gallego et al. en 2009
propusieron un sistema de estadios clinicos de la enfermedad (clinical staging),
clasificando el estatus del animal en 4 etapas de la enfermedad atendiendo a las
anormalidades clinico-patolégicas, signos clinicos, estado serologico del perro y
sobretodo su estado renal de acuerdo con la Sociedad Internacional de Interés
Renal (IRIS). Para cada una de las etapas, los autores sugieren una serie de
caracteristicas que lo definen, asi como un tratamiento y un prondstico.

4.4. Diagnéstico de la leishmaniosis canina

El diagndstico de la enfermedad se basa en la observacion de signos clinicos
compatibles y anormalidades analiticas, la deteccién del parasito por técnicas
parasitoldgicas o moleculares directas y la deteccion de anticuerpos IgG frente al
parasito mediante IFl (Noli and Saridomichelakis, 2014). Las mismas técnicas
utilizadas en la leishmaniosis visceral se pueden aplicar al diagnostico de la
leishmaniosis canina.

Un perro con signos clinicos compatibles y titulo elevado de anticuerpos frente al
parasito puede ser diagnosticado como enfermo, dado que los perros enfermos
suelen mostrar elevados titulos de anticuerpos (Miré et al., 2008).

En caso de titulos mas bajos en ausencia de signos clinicos, se puede confirmar la
infeccion asintomatica mediante la deteccion del parasito por técnicas moleculares
sensibles. Para descartar la enfermedad seria necesario repetir las pruebas pasados
3 meses (Mir6 et al., 2008).

50



. Introduccion

4.5. Tratamiento de la leishmaniosis canina

El tratamiento del perro con leishmaniosis tiene como objetivos controlar los
signos clinicos y las alteraciones clinico-patoldgicas, mejorar la inmunidad celular
del animal, reducir la carga parasitaria, evitar recaidas y disminuir la capacidad de
transmitir el parasito al vector (Noli and Saridomichelakis, 2014). La curacion del
perro es extremadamente dificil, aunque es posible disminuir la carga parasitaria
(Baneth and Shaw, 2002).

El arsenal terapéutico en la leishmaniosis canina es el mismo que en la
leishmaniosis visceral en humanos con algunas diferencias: el uso de alopurinol
esta muy extendido dado su potencial leishmaniostatico y su baja toxicidad (muy
importante en perros con afectacion renal); es frecuente su uso en combinacion
con otros farmacos (antimoniato de meglumina en particular), o como tratamiento
de mantenimiento o preventivo, aunque no se recomienda en monoterapia (Noli
and Auxilia, 2005). El alopurinol es un analogo de la hipoxantina que bloquea la
xantina oxidasa, interfiriendo en el metabolismo de las purinas. Es un farmaco muy
bien tolerado y su Unico efecto adverso es la urolitiasis (Torres et al.,, 2011).

La eleccion de la terapia se basa en la etapa en la que se encuentra el perro
(Solano-Gallego et al., 2011). Por ejemplo, en perros asintomaticos se recomienda
no tratar o tratar solamente con alopurinol (Solano-Gallego et al.,, 2009) mientras
gue en perros con afectacion renal solo se recomienda el uso de alopurinol y se
descarta el antimoniato de meglumina por su nefrotoxicidad. En el resto de perros,
el Glucantime® asociado a alopurinol es el tratamiento de eleccién

Las principales opciones terapéuticas en el tratamiento de la leishmaniosis canina
son las siguientes:

Antimoniato de meglumina (Glucantime®) 75-100 mg/kg/dia o 40-75 mg/kg dos
veces al dia por via subcutanea durante 4-6 semanas.

Miltefosina (Milteforan®) 2 mg/kg/dia via oral durante 28 dias. Es capaz de reducir
la carga parasitaria en monoterapia pero no cura la enfermedad (Andrade et al,,
2011; Manna et al., 2009b).

Alopurinol 10 mg/kg dos veces al dia durante 6-12 meses.

Tanto el tratamiento con el antimoniato de meglumina como con la miltefosina se
recomiendan combinados con alopurinol, siendo la combinacién Glucantime® vy

Alopurinol el tratamiento de primera linea y la mas utilizada en los paises
51



. Introduccién

mediterraneos (Bourdeau et al. 2014). También la combinacion de miltefosina y
alopurinol se ha mostrado prometedora y tan eficaz como la anterior combinacion
en varios ensayos clinicos (Manna et al., 2009, Mir6 et al., 2009).

Otros tratamientos de segunda linea son la aminosidina (5 mg/kg dos veces al dia
durante 4 semanas) y el isetionato de pentamidina (4 mg/kg durante 4 semanas
via intramuscular) que han sido eficaces en varios ensayos clinicos en perros, con
el problema de su mayor toxicidad (Noli y Saridomichelakis, 2014). La
marbofloxacina también ha sido utilizada en varios ensayos clinicos y parece de
utilidad en el tratamiento de esta enfermedad (Rougier et al., 2012, 2008).

Los tratamientos con ketoconazol, y combinaciones de metronidazol con
espiramicina o enrofloxacino no se han mostrado eficaces en el tratamiento de la
leishmaniosis canina (Noli y Auxilia, 2005).

Por otro lado, recientemente se ha descrito el posible uso de la domperidona tanto
en el tratamiento (Gémez-Ochoa et al., 2009) como en la prevencién de la
leishmaniosis canina (Sabaté et al., 2014; Wylie et al., 2014). La domperidona es un
agonista dopaminérgico D2 capaz de estimular la respuesta inmune celular de los
animales a través del incremento de la secrecion de prolactina que estimula la
respuesta Th1, fundamental en los perros enfermos de leishmaniosis canina
(Sabaté et al., 2014).

4.5.1. Seqguimiento y monitorizacion de la enfermedad

Tras el primer mes de tratamiento es importante controlar con un analisis
completo hematoldgico y bioquimico (prestando especial atencion a los
marcadores de dafio renal) y asi cada 3 6 4 meses hasta la recuperacién del animal.
Tras esta recuperacién se debe controlar el estado del perro cada 6-12 meses para
anticipar posibles recaidas (Solano-Gallego et al., 2011; Oliva et al. 2010). El titulo
de anticuerpos debe ser evaluado cada 6-12 meses, un incremento de mas del
doble del titulo puede ser indicativo de recaida. La cuantificaciéon de la carga
parasitaria se ha mostrado Util a la hora de seguir la evolucion del tratamiento
(Martinez et al., 2011; Roura et al., 2013).
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5. Las enzimas histona desacetilasa

El ADN cromosémico se empaqueta alrededor de las histonas, formando un
complejo denominado cromatina. Las histonas son proteinas cargadas
positivamente, altamente conservadas, denominadas H1, H2A, H2B, H3 y H4 que
forman dobletes entre ellas para conformar un octdmero. El ADN que envuelve el
nucleo de las histonas (unos 140 pb) da menos de dos vueltas alrededor del
octdmero de histonas, conformando el denominado nucleosoma, también
existente en tripanosomatidos (Martinez-Calvillo et al., 2010). Las regiones N-
terminales de las histonas interactian con el ADN y la H1, que interactia con el
sitio de entrada y salida del ADN en el nucleosoma a través de su dominio globular.
Este conjunto nucleosoma-H1 es denominado cromatosoma. Las histonas en
tripanosomatidos divergen bastante de las del resto de eucariotas, careciendo H1
de dominio globular, causando que la cromatina no se condense durante la
division celular. La cromatina en tripanosomatidos estd menos condensada,
formando filamentos de 10 nm (Alonso and Serra, 2012).

El equilibrio entre los estados condensados y no condensados de la cromatina es
de vital importancia para la progresion del ciclo celular. La modificacién de la
cromatina da lugar a cambios en la accesibilidad a ésta de los complejos
transcripcionales o de las polimerasas. Asi, tanto el ADN como las histonas pueden
ser modificados de forma post-traduccional para formar la eucromatina (menos
compacta y accesible) o heterocromatina (compacta e inaccesible). De este
equilibrio son responsables dos enzimas: las histona desacetilasas (HDAC's) y las
histona acetiltransferasas (HAT), que eliminan o adicionan grupos acetilo,
respectivamente. A través de la adicion de grupos acetilo en el grupo e-amino del
residuo de lisina en el extremo N-terminal de las colas de las histonas, se neutraliza
la carga positiva de éstas, disminuyendo su interaccién con los grupos fosfato del
ADN (negativamente cargados) y por tanto reduciendo el nivel de
empaquetamiento y condensacién del ADN. Esto da lugar a elevados niveles de
transcripcion del ADN. La condensacion del ADN puede llevarse a cabo a través de
la desacetilacion e indirectamente mediante la metilacién. En general, varios
procesos intervienen en la condensacion del ADN: Acetilacién, Metilacién vy
Fosforilacién (Horn, 2008; Alonso y Serra 2012).

La desacetilacion de histonas es un proceso necesario para la expresion de genes
y la progresién normal del ciclo celular, aunque otras proteinas también pueden
ser acetiladas, como la a-tubulina, la unidad bésica del citoesqueleto (Horn, 2008).
La estabilidad de esta proteina depende, entre otros, de su nivel de acetilacién, lo
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gue podria tener relacion con los cambios estructurales en la diferenciacion de los
tripanosomatidos (Asthana et al., 2012; Quinones et al., 2011). Se ha encontrado
en su forma acetilada en el huso mitético, sefialando una posible relacion con el
ciclo celular (Sasse and Gull, 1988).

Por otro lado, los tripanosomatidos carecen de promotores para la regulacion de
la transcripcién como en otros eucariotas (Clayton and Shapira, 2007; Kramer,
2012; Respuela et al., 2008), por tanto el proceso de formacion de eucromatina 'y
heterocromatina podria tener una especial relevancia a la hora de regular la
expresion genética (Thomas et al., 2009).

En mamiferos, existen hasta la fecha 18 HDAC repartidas en 4 clases de HDAC,
clasificadas por su homologia con las HDAC de levaduras y separadas en zinc
dependientes (clases |, Il y IV) y NAD* dependientes (clase Ill) (Horn, 2008):

Clase I: Son HDAC zinc dependientes, en concreto HDAC 1-3 y HDAC 8.
Clase IIl: HDAC 4-5 y HDAC 7-9 (Clase lla) y HDACS6 (clase llIb).

Clase lll: La constituyen las sirtuinas (SIR, Silent Information Regulator) que son
NAD" dependientes. En levaduras (Saccharomyces cerevisae), donde se descubrio,
es conocida como Sir2 y en mamiferos hay 7 enzimas SIRT 1-7.

Clase IV: HDAC 11.

5.1. Las enzimas histona desacetilasa en Leishmania y otros protozoos
parasitos

En P. falciparum se han descrito 5 enzimas HDAC de las cuales dos son homdlogos
de Sir2 mientras que las otras son HDAC Zn-dependientes. Las primeras se han
implicado en la regulacion de genes relacionados con la virulencia del parasito sin
resultar vitales para la supervivencia del mismo. Los inhibidores de HDAC (iHDAC)
apicidin y trichostatin A han sido evaluados frente a P.falcjparum (Andrews et al,,
2000) resultando potentes tanto frente a trofozoitos del parasito como frente a
gametocitos (Trenholme et al, 2014) pero resultando poco selectivos. Estos
compuestos y el SAHA (acido suberoil anilida hidroxamico, un pan inhibidor de
HDAC en humanos) causan hiperacetilacion de las histonas del parasito (Andrews
et al, 2012, 2008; Darkin-Rattray et al, 1996) y como consecuencia de ello la
sobreexpresién de ciertos genes, como el de la a-tubulina. Los inhibidores apicidin,
trichostatin A 'y SAHA afectan a la regulacién de hasta el 21% de los genes del

parasito, ya sea sobreexpresandolos o reduciendo su expresion.
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En Trypanosoma brucei también se han caracterizado ampliamente las enzimas
HDAC, encontrandose 4 HDAC Zn-dependientes (DAC 1-4) y 3 HDAC relacionadas
con Sir2, llamadas Sir2 RP (Related Protein). Ingram y Horn en 2002 describieron
las enzimas DAC 1-4, encontrando que dos de ellas (DAC1 y DAC3), cuya
localizacién es nuclear, eran esenciales para la viabilidad del parasito mientras que
las otras dos (DAC2 y DAC4), que se encuentran en el citoplasma, eran
prescindibles y su bloqueo o knockout no daba lugar a la muerte del parasito como
en el caso de las anteriores. Las dos primeras proteinas, DAC1 y DAC3, muestran
relacion con el silenciamiento de los sitios de expresiéon telomérica de las
glicoproteinas de variacién de superficie (Wang et al., 2010). Por otro lado, las Sir
2 RPs fueron descritas por Alsford et al. en 2007. Sir2 RP1 se encuentra en el nlcleo
mientras que las otras dos (Sir2 RP2 y Sir2 RP3) asociadas a la mitocondria. La
funcion de la primera esta relacionada al silenciamiento telomérico y la reparacion
del ADN, aunque no es necesaria para la variabilidad antigénica y su
sobreexpresion lleva a la muerte del parasito.

En 7. cruzitambién se intuyen las mismas enzimas que en 7. brucery en a excepcion
de Sir2 RP2 (Alonso y Serra, 2012). Las enzimas Sir2 RPs han sido exploradas en
este parasito recientemente: ambas proteinas se expresan menos o no se expresan
en tripomastigotes, siendo la Sir2RP3 mas expresada en amastigotes; Sir2 RP1 se
encuentra en el citoplasma mientras que Sir2 RP3 esta presente en la mitocondria.
La sobreexpresién de la enzima Sir2 RP1 estimula la metaciclogénesis mientras que
la sobreexpresion de Sir2 RP3 altera el crecimiento de los epimastigotes y la
infectividad del parasito. La sobreexpresion de las Sir2 RP’s protege al parasito
frente al efecto de inhibidores de sirtuinas (Ritagliati et al., 2015).

Leishmania parece contener también genes ortélogos a aquéllos presentes en 7.
brucei (Alonso y Serra, 2012). Las proteinas DAC no han sido estudiadas en
Leishmania, sin embargo la proteina Sir2 RP1 si ha sido estudiada: se trata de una
proteina citoplasmatica (expresada tanto en promastigotes como en amastigotes),
asociada con la red de microtubulos del citoesqueleto, con capacidad de acetilar
la a-tubulina (Fessel et al., 2011; Tavares et al., 2008; Yahiaoui et al., 1996) y tiene
un papel fundamental en la supervivencia del parasito al silenciar los genes
implicados en la muerte celular programada (Vergnes et al., 2005). Recientemente
se ha estudiado la asociacion de Sir2 RP1 en la resistencia a anfotericina B en
aislados susceptibles o resistentes de L. donovani, implicando varios mecanismos
como la regulacion del gen de resistencia a farmacos MDR1 (Multi Drug Resistance
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1), la resistencia a especies reactivas de oxigeno y el silenciamiento de la apoptosis
(Purkait et al., 2015).

Aunque las enzimas HDAC han sido poco estudiadas, algunos trabajos intuyen su
funcion o las han mencionado: Saxena et al. en 2007 analizaron el transcriptoma
de promastigotes de L. donovanidurante su diferenciacién a amastigotes axénicos,
encontrando una enzima HDAC sobrerregulada (identificada como LmjF21.0680,
enzima ortéloga de DAC1 en 7. brucej) a las 10h de ser incubados a 37 °C, 5% CO:
y pH 5,5. Este cambio puede ser sugerente de cambios en la estructura de la
cromatina, afectando a la expresién de genes.

5.2. Inhibidores de histona desacetilasa

Los inhibidores de histona desacetilasa (iIHDAC) son un grupo quimicamente
diverso de compuestos naturales o sintéticos que pueden detener el crecimiento
o causar apoptosis en células cancerosas.

El primer iHDAC fue el trichostatin A, compuesto natural aislado de Streptomyces.
Pertenece al grupo de los acidos hidroxamicos, cuyo mecanismo de accién se basa
en su actividad quelante de zinc (presente en el centro activo de las HDAC de clase
Ly V).
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Figura 9. Estructura del compuesto SAHA o Vorinostat (Zolinza®)

El SAHA o vorinostat (figura 9) fue el primer iIHDAC comercializado para el
tratamiento del linfoma cutaneo de las células T bajo el nombre de Zolinza®
(Grant et al., 2007). Tiene actividad frente a HDAC de clase | y Il. El compuesto
Belinostat (Beleodag®), relacionado estructuralmente con el anterior, también ha
sido aprobado para el tratamiento de linfomas raros (Thompson, 2014). Por tltimo,
el Panobinostat (Farydak®) es un derivado hidroxamico con actividad frene a
HDAC de clase |, Il y IV y ha sido recientemente aprobado para el tratamiento
combinado del mieloma multiple en algunos pacientes (Garnock-Jones, 2015).

La romidepsina (Istodax®) es un profarmaco tetrapeptidico ciclico con cierta
actividad frente a las HDAC humanas de clase | que también ha sido aprobado por
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la FDA para el tratamiento del linfoma cutédneo de las células T (Prince and
Dickinson, 2012).

La apicidina es un producto natural aislado de Fusarium spp. con actividad
inhibidora de HDAC que ha ido evaluado por su actividad antiparasitaria frente a
P. bergheiy Toxoplasma gondii (Darkin-Rattay et al., 1996)

Frente a Plasmodium spp. se han evaluado una variedad y cantidad de
compuestos, alcanzando elevadas actividades en el rango nanomolar y elevada
selectividad frente al parasito (Andrews et al., 2012) llegando algunos a ser eficaces
en modelos murinos (Agbor-Enoh et al, 2009; Sumanadasa et al., 2012). Los
clasicos iIHDAC (Vorinostat, Belinostat, Panobinostat y Romidepsin) con actividad
anticancerosa han sido evaluados recientemente frente a 2. falcjparum mostrando
baja selectividad frente al parasito (Hansen et al., 2014).

Frente a 7. brucei también se han realizado algunos estudios: En 2012 Kelly et al.
evaluaron una serie de iHDAC de naturaleza hidroxamica con actividad frente a
HDAC humanas, obteniendo una elevada eficacia frente formas sanguineas del
parasito 7. brucei. Posteriormente se evaluaron compuestos con actividad
inhibidora de HDAC y de sirtuinas en humanos que estan actualmente en fase de
evaluacion clinica, obteniendo buenos resultados con el Quisinostat, Belinostat y
Panobinostat, con actividades en el rango micromolar (Carrillo et al., 2015).

Frente a 7. cruzi solo se ha evaluado el santacruzamato A, un compuesto
hidroxamico natural aislado de una cianobacteria, que no mostré actividad frente
a éste ni frente a L. donovani (Pavlik et al., 2013).

Frente a Leishmania se han probado distintos compuestos con supuesta actividad
inhibitoria de las proteinas histona desacetilasas Zn-dependientes. Los clasicos
derivados hidroxamicos, SAHA y TSA, han sido evaluados repetidas veces con
resultados contradictorios: frente a promastigotes de L. donovan/ muestran una
baja actividad y nula selectividad (Mai et al., 2004) aunque posteriormente el TSA,
pero no el SAHA, mostré una elevada actividad y selectividad frente a
promastigotes de L. donovani (Patil et al., 2010) y para otros autores el SAHA es
activo frente a amastigotes intracelulares de L. donovani (Sodji et al., 2014). Se han
evaluado derivados de aroil-pirroil hidoxiamidas (Mai et al., 2004) con actividades
de hasta 1,6 pg/mL y buena selectividad.

En 2010, Guerrant et al. evaluaron una serie de inhibidores de HDAC macrociclicos
no peptidicos obteniendo valores de ICso de hasta 5 pg/mL. Estos autores
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. Introduccién

evidenciaron diferencias en la actividad de los iHDAC entre P. falciparum'y L.
donovani; asi como la falta de correlacién entre la actividad de éstos frente a
promastigotes o amastigotes axénicos. Posteriormente, también evaluaron iHDAC
macrociclicos con un esqueleto triciclico y distintos a los anteriores, consiguiendo
compuestos con actividad de hasta 4,8 pug/mL frente a promastigotes de L
donovani (Mwakwari et al., 2010). Nuevamente, los compuestos evaluados fueron
mas activos frente a P. falciparum. Este mismo grupo de investigacién identifico
posteriormente otros compuestos con actividad frente a L. donovani obteniendo
similares resultados (Patil et al., 2010).

Otra serie de compuestos no hidroxamicos con actividad selectiva frente a HDAC6
y HDAC8 humanas se evaluaron frente a amastigotes intracelulares de L. donovani
con resultados prometedores, obteniendo actividades inferiores a 1 ug/mL (Sodji
et al., 2014) y pusieron de manifiesto que la selectividad frente a HDAC6 humana
mejora la actividad frente al parasito.

También se han evaluado frente a Leishmania spp compuestos inhibidores de Sir2
RP1 como son el sirtinol y la nicotinamida, compuestos selectivos de las sirtuinas
NAD* dependientes. En distintos trabajos (Sereno et al., 2005; Vergnes et al., 2005)
se evidencio la actividad de estos compuestos frente a amastigotes de L. infantum
pero no frente a promastigotes.
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Ill. Aim and Objectives

Leishmaniasis treatment remains challenging due to the toxicity of current
therapies, the difficulty of their administration and resistance appearance.
Furthermore, different Leishmania species might vary in their response to drugs.

The dog is the main reservoir of L. infantum and it suffers canine leishmaniasis, a
multisystemic syndrome which lacks a completely effective treatment.

The aim of this PhD Thesis is to assess the usefulness of a new therapeutic target,
histone deacetylases enzymes, and a promising natural compound, (-)-a-bisabolol
in leishmaniasis treatment through the development and screening of a series of
compounds, from /n vitro models to a pilot clinical trial involving naturally infected
dogs. In order to accomplish this aim, the following objectives have been
established:

1. To develop and evaluate the activity of new SAHA (vorinostat) analogues and
the sesquiterpenoid (-)-a-bisabolol against Leishmania spp. and 7. cruziusing
in vitro laboratory models

a. /n vitro screening and evaluation of the compounds against
different Leishmania species and T. cruzi

b. /n vitro cytotoxicity evaluation on mammal cell lines

¢. Mechanisms of action investigations

2. To evaluate the most promising compounds in a murine visceral leishmaniasis

model due to L. infantum
a. To adjust the infection model
b. To evaluate the toxicity on healthy animals
c. To evaluate the activity of these compounds (free or encapsulated)
and their toxicity in experimentally infected mice

3. To evaluate the most promising compounds from the /n vivo phase in a pilot
clinical trial involving dogs with naturally acquired canine leishmaniasis due
to L. infantum

a. Toperform aclinical, parasitological, molecular and immunological
study of the dogs to get an insight into the infection biomarkers of
the disease, in order to facilitate the interpretation of the results

b. To evaluate the activity of the compounds against the parasite
through the establishment of efficacy criteria

c. To assess the safety of the compounds in these naturally infected
dogs
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4. To investigate histone deacetylases enzymes of Leishmania

a. To find out the presence of genes coding for these proteins in
Leishmania through bioinformatics analysis

b. To investigate their subcellular localisation using L. mexicana as a
model
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IV. Material y Métodos

1. Productos

1.1. Farmacos de referencia para el tratamiento de la leishmaniosis

Isetionato de pentamidina: Se adquirié de Sanofi, con el nombre registrado de
Pentacarinat®; disponible en viales estériles de 300mg en polvo. Se diluye con agua
para inyectables hasta una concentracion de 300 mg/mL. Se alicuota y almacena a
-20 °C. En ensayos /n vitro se diluye en medio RPMI completo y se afade
directamente al medio de cultivo hasta la concentracion deseada.

Antimoniato de meglumina: Se adquirié de Sanofi, con el nombre registrado de
Glucantime®; disponible en viales estériles de 5 mL en una concentracién de 300
mg/mL. Se almacena a 4 °C. En ensayos /n vitro se diluye previamente en medio
RPMI completo y se afiade al medio de cultivo hasta la concentracion deseada. En
ensayos en ratones se diluye en solucion de suero fisioldgico (SSF: NaCl 0,9%) y se
administra la dosis deseada por via intraperitoneal. En ensayos clinicos con perros
se administra por via subcutanea sin diluir.

1.2. Nuevos compuestos para el tratamiento de la leishmaniosis

1.2.1. Derivados hidroxamicos de sintesis

Acido suberoil anilida hidroxamico (SAHA) y nuevos derivados hidroxamicos
de sintesis: Se reciben en envase estéril en polvo procedentes del Departamento
de Quimica Organica de la Universidad de Granada y con una pureza mayor o igual
al 95% determinada por HPLC (cromatografia de liquidos de alto rendimiento). Se
disuelven en dimetilsulféxido puro (DMSO) hasta obtener una concentracion
madre de la que parten las demas concentraciones seriadas. Se conservan a 4 °C.
Al tratarse de compuestos poco hidrosolubles, se utilizan de forma que, al
afadirlos al medio de cultivo, se obtiene en éste la concentracion deseada de
compuesto y 0,5% de DMSO con el objetivo de que no precipite.

1.2.2. Nuevos derivados hidroxamicos de sintesis vehiculizados en

nanoparticulas

Los dos tipos de nanoparticulas utilizados son nanoparticulas de oro vy
nanoparticulas de acido poli-lactico co-glicélico (PLGA). Se reciben en forma de
suspension en envase estéril conteniendo 0,1 % Triton X-100 y 0,1% DMSO. Se
almacenan a 4 °C. Durante su almacenamiento tienden a precipitar por lo que
previo a su utilizacion es necesario redispersarlos mediante agitacion.
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1.2.3. Productos naturales

(-)-a-bisabolol: Se adquirié de Sigma-Aldrich (Referencia 14462) en forma liquida
y pureza superior o igual al 95% (cromatografia de gases). Se almacena a 4 °C. Para
su utilizacién se disuelve en DMSO puro hasta obtener la concentracion deseada.
Al tratarse de un compuesto poco hidrosoluble, se utiliza de forma que, al afiadirlo
al medio de cultivo, se obtiene en éste la concentracion deseada y 0,5% de DMSO
con el objetivo de que no precipite. En ensayos /n vivo con ratones y con perros,
se mezcla la dosis deseada en aceite de oliva y se administra por via oral, utilizando
una sonda en el caso de los ratones.

2. Medios de cultivo

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute): Se adquiere de Sigma-Aldrich
(Espaia). Se trata de un medio de cultivo estandar liquido monofasico. Puede
contener rojo fenol como indicador de pH. Utilizado para el cultivo de Leishmania
spp. y de las lineas celulares de mamifero. Se suplementa con bicarbonato sédico
(NaHCOs) 2 g/L, HEPES (acido [N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-2-etano-sulfonico])
10mM, suero bovino fetal inactivado (SBF) al 10% y bencilpenicilina sédica (200
U/mL).

Elaboracion:
Medio RPMI
Polvo RPMI 104 g
NaHCO3 24
SBF 100 mL
Penicilina 200000 U
HEPES 1 M pH 7.2 10 mL
ddH:0 csp 1L

Se mezclan los componentes y se esteriliza por filtracion. Se alicuota en volimenes
de 25 mLy se conserva a -20 °C o 4 °C. Se etiqueta como "RPMI completo”.
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Evans Modified Toby Medium (EMTM): Se trata de un medio de cultivo bifasico
para el aislamiento y cultivo de Leishmania spp. Su fase sélida contiene agar y
sangre de conejo (10%) con anticoagulante. Como fase liquida se utilizaron SSF y
RPMI completo en sustitucion de la fase liquida original de este medio.

Elaboracién de la fase sélida:

EMTM sélido
Agar 4,209
Extracto de carne 0,63 g
Peptona 1,05g
Nacl 1,68 g
ddH20 csp 210 mL

Se hierve hasta disolver los componentes. Se esteriliza en autoclave, se deja enfriar
hasta una temperatura de 57 °C y se afiade la sangre de conejo (mezclada con
citrato trisédico, NasC3HsO (COO)s, al 10% en SSF como anticoagulante) y
bencilpenicilina sddica (4000 U/mL). Se llenan en condiciones de esterilidad tubos
de 5 mL con 1 mL de EMTM (dejando que el medio cubra tres cuartas partes del
tubo) y frascos falcon de 25cm? afiadiendo 4 mL de EMTM, dejando los tubos
reposar inclinados a temperatura ambiente hasta su solidificacion en forma de pico
de flauta. A continuacion se almacenan a 4 °C.

LCCM (L929 Cell Conditioned Medium): Se trata del medio condicionado de los
fibroblastos L929. Se obtiene tras el cultivo durante 7 dias de éstos en medio RPMI
completo. El medio se recoge, se filtra para eliminar restos celulares y se almacena
en el congelador a -20 °C. Este medio contiene GM-CSF (Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulation Factor) que los fibroblastos excretan al medio y cuya presencia
es necesaria para la diferenciacion de los macréfagos.

Medios condicionados para la diferenciacion de macréfagos: Se utilizan dos
medios condicionados, denominados R2030 y R105, elaborados con distintas
proporciones de RPMI, SBF y LCCM.

Composicién:

Medio R2030 (%) R105 (%)

RPMI 50 85
LCCM 30 5
SBF 20 10
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3. Parasitos, lineas celulares de mamifero y su cultivo

3.1. Especies y cepas de parasito utilizadas

Leishmania infantum MHOM/ES/2007/DP532JFJ: Cepa de L. infantum aislada
de un paciente local con leishmaniosis visceral por el Servicio de Microbiologia del
Hospital Virgen de las Nieves en colaboracién con el Departamento de
Parasitologia de la Facultad de Farmacia (Granada). Esta cepa ha sido caracterizada
mediante electroforesis de isoenzimas e identificada como L. /nfantum zimodemo
MON-1.

L. infantum MCAN/ES/2007/DP534: Cepa de L. infantum aislada de un caso local
de leishmaniosis canina por el Departamento de Parasitologia de la Facultad de
Farmacia (Granada). Esta cepa ha sido caracterizada mediante electroforesis de
isoenzimas e identificada como L. /nfantum zimodemo MON-1.

L. donovani MHOM/IN/00/LEM138: Esta cepa fue cedida por la Dra. Montserrat
Gallego (Banco de cepas de Leishmania, Universidad de Barcelona). Se trata de una
cepa de L. donovani aislada en la India de un paciente de leishmaniosis visceral.
Esta identificada mediante electroforesis de isoenzimas como L. donovani
zimodemo MON-2.

L. major MRHO/SU/1959/P-STRAIN (BCN-526): Esta cepa fue cedida por la Dra.
Montserrat Gallego (Banco de cepas de Leishmania, Universidad de Barcelona). Se
trata de una cepa de L. magjor aislada en gran jerbo (Rhombomis opimus) en
Uzbekistan. Esta identificada mediante electroforesis de isoenzimas como L. major
zimodemo MON-4.

L. tropica MHOM/MA/1988/LEM1314: Esta cepa fue cedida por la Dra. Francine
Pratlong (Universidad de Montpellier). Se trata de una cepa de L. tropica aislada
de un caso de leishmaniosis cutanea en el area de Marrakech (Marruecos) en el
afo 1988. Esta identificada mediante electroforesis de isoenzimas como L. tropica
zimodemo MON-102.

Trypanosoma cruzi MHOM/ES/2003/BCN-590: Esta cepa fue cedida por la Dra.
Montserrat Géllego (Universidad de Barcelona), aislada de un caso de
tripanosomiasis congénita en Espaia e identificada como TC1 mediante andlisis
molecular del espaciador no transcrito del miniexén.
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3.2. Cultivo de parasitos

3.2.1. Cultivo de promastigotes de Leishmania spp.

El cultivo se realiza en frascos tipo falcon de 25 cm? con volimenes de 4-10mL de
medio RPMI completo y concentraciones de 0-5% de orina humana estéril. Se
incuba en una estufa a 24 °C. Cada siete dias se debe realizar una resiembra: este
subcultivo se prepara diluyendo aproximadamente diez veces el cultivo original en
medio RPMI completo fresco a temperatura ambiente en un nuevo frasco tipo

falcon.

3.2.2. Obtencién de amastigotes de Leishmania spp.
Véase apartado 4.2

3.2.3. Cultivo de epimastigotes de 7. cruzi

Se realiza en tubos o frascos tipo falcon de 25 cm? con medio EMTM sélido y hasta
5 mL de RPMI completo como fase liquida. Se incuba en una estufa a 28 °C.
Semanalmente se realiza una resiembra, diluyendo aproximadamente diez veces
una alicuota del cultivo original con medio RPMI completo fresco y precalentado
a 28 °C en un nuevo frasco tipo falcon de 25 cm2 con medio EMTM sélido.

3.24. Obtencion de tripomastigotes de 7. cruz/

Para su obtenciodn, se realiza la infeccion de un cultivo de fibroblastos L929 con
epimastigotes de 7. cruzi en una proporcion 5:1. Se incuba a 37 °C y 5% de CO2
durante 3h, tras las que se cambia el medio de cultivo, eliminando los
epimastigotes no interiorizados. Se continda su incubacion durante 72h a partir de
las cuales se pueden obtener formas tripomastigote del medio de cultivo que
pueden ser utilizadas para la infeccion de macréfagos o fibroblastos con el
objetivo de evaluar productos frente a amastigotes intracelulares (véase gpartado

4.2).
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3.3. Lineas celulares de mamifero

3.3.1. Fibroblastos L929

Se obtienen del banco de células del Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de
la UGR. Linea de fibroblastos proveniente de tejido conectivo de raton c34/An,
subclon de una linea parental cepa L (Earle et al., 1951). Se cultivan en frascos tipo
falcon de 25cm? con tapdn ventilado, con medio RPMI completo. Las células crecen
adheridas al fondo del frasco y para despegarlas es necesario incubarlas con
tripsina 0,25% durante 5 min a 37 °C. Se afiade RPMI-1640 para inactivar la tripsina,
se centrifugan a 800 rpm durante 5', se comprueba su viabilidad y se resiembran
en una concentracion de 1x10* células/cm? Es necesario cambiar el medio
semanalmente y se resiembra en semanas alternas.

3.3.2. Macréfagos J774.2

Se obtienen del banco de células del CIC de la UGR. Linea celular monocitica
obtenida de un tumor de ratén Balb/c (Ralph and Nakoinz, 1977). Se cultivan en
frascos tipo falcon ventilados con medio RPMI completo a 37 °Cy 5% de CO.. Esta
linea celular crece parcialmente adherida al fondo de frasco. Para su resiembra, se
despegan del fondo del frasco utilizando un raspador de células. Se centrifugan a
800 rpm durante 5 min, se comprueba su viabilidad y se resiembran a una
concentracion de 2x10° células/mL. Es necesaria su resiembra cada 72h.
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3.4. Extraccion y cultivo de macréfagos primarios derivados de médula

Osea de ratén

Para la evaluacion /n vitro de la actividad antiparasitaria de los compuestos, se

utilizan macréfagos derivados de médula ésea de ratén (BMDM¢, Bone Marrow

Derived Macrophages). Se utilizan ratones Swiss ICR (CD-1). Para la obtencion y

cultivo de los macréfagos derivados de la médula dsea de estos ratones se utiliza

el protocolo seguido por Zamboni y Rabinovitch en 2003.

1.

Se sacrifica el animal por dislocacion cervical. Se esteriliza la zona de corte,
se corta la piel y se retira de las patas. Se corta por debajo de la rodilla y
por encima de la cabeza del fémur (cadera) sin cortar las epifisis. Se realiza
el mismo procedimiento con la tibia, separandola con cuidado por la
articulacién del tobillo. Se limpia el hueso y se lava en alcohol 70%. Se
introduce en PBS y se termina de limpiar con una gasa eliminando los restos
de tejido muscular.

En condiciones de esterilidad, se corta las epifisis y se lava el interior del
hueso con 5mL de medio R2030 sobre una placa de cultivo celular, utilizando
una aguja de 21G o de menor diametro. Se lava hasta extraer la médula. Se
disgrega la médula ésea con la propia aguja o utilizando el émbolo de una
jeringa como pistilo.

Se mantienen a 37 °Cy 5% COa..

Se cultivan 7 dias, el cuarto se afladen 10 mL de medio R2030 a cada placa
de cultivo. Los macréfagos estaran adheridos.

Pasados 7 dias, se retira el medio de cultivo (eliminando células no
diferenciadas que no estan adheridas) y se afladen a cada placa de cultivo
celular PBS frio estéril dejando reposar en hielo durante 10-15 min.

Se hace pasar un raspador de células lentamente hasta despegar los
macréfagos. Una vez despegados, se recogen lentamente, se centrifugan a
1500rpm 10"y se resuspenden en medio R105.

Se cuentan los BMDM¢ en cdmara de Neubauer y se reparten 4x10° BMDM¢
/mL en los pocillos de una placa de 24 pocillos con cubreobjetos de cristal
en el fondo. Se completa con medio R105 hasta 400 uL/pocillo y se deja 24h
para su completa adhesion.
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3.5. Criopreservacion de células

Para la criogenizacion celular de paréasitos o de lineas celulares, se selecciona un
cultivo en fase exponencial de crecimiento. Se recogen las células por
centrifugacion y se resuspende en medio RPMI completo con 5% de DMSO. Se
reparte la suspension en criotubos de 2 mL para congelacién que se introducen
en el congelador de -85°C para su congelacién gradual envolviendo los criotubos
en capas de papel para amortiguar el descenso térmico. En 48h se pueden
traspasar estos viales a un contenedor con N: liquido manteniéndose congelados
a -196°C.

3.5.1. Descongelacion de células

Al contrario que la congelacion que debe ser gradual, la descongelacion de cepas
criogenizadas se ha de hacer rapidamente. Se introduce un vial de cultivo recién
sacado del contenedor de N: liquido en un bafio ajustado a 37 °C hasta su total
descongelacion. Se comprueba la viabilidad de las células y se reparten en frascos
o tubos de cultivo celular dependiendo del tipo de células.
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4. Ensayos in vitro

4.1. Evaluacion de la actividad de los compuestos sobre promastigotes
de Leishmania spp.

Para evaluar el efecto antiparasitario frente a promastigotes, se utiliza un ensayo
colorimétrico basado en el uso del MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). En este ensayo, las células viables, reducen este
producto mediante las enzimas oxidorreductasas NADPH dependientes hasta
formazan, un producto purpura insoluble detectable a una longitud de onda entre
500-600 nm.

Procedimiento:

1. Se incuban 5x10° promastigotes de Leishmania spp. en presencia de
concentraciones crecientes del compuesto a evaluar (al menos 5 en el
rango 0,5-100 pM). Se incluyen controles, uno con el diluyente del
compuesto y el otro con un producto de referencia (isetionato de
pentamidina 5 pM). El experimento se realiza en triplicado. Se incuban a
24 °C durante 48h.

2. Se centrifuga el cultivo a 2000 rpm durante 10" y se lava con PBS. Se
resuspende en 100 pL de PBS afladiendo MTT hasta una concentracion de
5 mg/mL. Se incuba en oscuridad durante 3h.

3. Tras el tiempo de incubacién se afladen 100 pL de isopropanol acido (0,04
N HCI) para disolver el formazan.

4. Se coloca esta suspensién en una placa de microtitulacion y se lee la
absorbancia a 570 nm, usando de referencia una longitud de onda de 690
nm para eliminar el ruido de fondo. La absorbancia de cada pocillo se
calcula sustrayendo la absorbancia a 690 nm a la absorbancia a 570 nm,
del siguiente modo: Abspacillo = Abss7o — Absego

5. El resultado se interpreta como % de viabilidad del parasito. Este
porcentaje se calcula utilizando la absorbancia del control con diluyente,
de este modo: (Abscontrol-AbsTest)/Abscontroix 100.

6. Se realiza un andlisis de regresion lineal para calcular la 1Cso del producto
evaluado.
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4.2.

Evaluacion de la actividad de los compuestos frente a amastigotes

intracelulares de Leishmaniaspp. o T. cruzi

Se realizé el procedimiento descrito por Zauli-Nascimento et al. en 2010:

Infeccion: Se preparan placas de 24 pocillos (Greiner, Alemania) con
cubreobjetos redondos en el fondo de estos. Se afiaden a cada pocillo
4x10° BMDMe y se incuban a 37 °C 5% CO: hasta que se adhieran. Para
la infeccidn se usan promastigotes en fase estacionaria de Leishmania spp.,
gue se obtienen entre el quinto y el sexto dia de cultivo o tripomastigotes
de T. cruzi (ver su obtencion en apartado 3.2.4). Se cuentan en un
hemocitdmetro o cadmara de Neubauer, se retira el medio de los
macréfagos y se afiaden a cada pocillo 4x10° parasitos (proporcion 10
parasitos por BMDM¢) en un volumen de medio R105 no superior a los
200 pL para facilitar el contacto con los macréfagos. Se dejan 2h a 37°Cy
5% COz. Tras ese tiempo se lava con medio RPMI-1640 varias veces para
eliminar los parasitos no fagocitados.

Incubacién con productos: Tras la infeccion se aiade a cada pocillo medio
R105. Se afade el compuesto disuelto en DMSO a distintas
concentraciones. Para el ensayo usamos también pocillos con medio R105
sélo como control de infeccion; pocillos con medio R105 y 0,5% de DMSO
como control de diluyente; y pocillos con isetionato de pentamidina 1 yM
como control de referencia. Se incuban durante 48h. Cada concentracion
de compuesto o control se realiza en triplicado

Preparacion de los cubres: Pasadas las 48h se lavan los pocillos varias veces
con PBS y se dejan secar los cubres. Se fijan con metanol durante 3
minutos, se retira y se deja secar. Luego se tifien los cubres con tincion
Giemsa al 20% en agua durante 30 minutos. Una vez tefiidos se lava con
agua varias veces para eliminar los restos y se deja secar. Finalmente se
adhieren los cubres sobre un porta utilizando el medio de montaje DPX.

Evaluacion de los resultados: Para cuantificar el efecto de los productos
sobre los amastigotes intracelulares, se cuentan al menos 200 macréfagos
cuantificando los infectados y los no infectados; ademéas se cuenta el
numero de amastigotes intracelulares. Con ello se obtiene para cada cubre
el porcentaje de infeccion. Posteriormente se calcula la reduccion de
infeccion comparando el dato anterior con el porcentaje de infeccién de
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los controles. Ademas, en cada cubre se observa el numero de macréfagos,
su morfologia y las anormalidades que puedan tener con el fin de estimar
si existe citotoxicidad sobre éstos.

5- Analisis estadistico: Una vez obtenidos los resultados, realizamos un
analisis de regresién lineal usando como variable dependiente la
reduccién de la infeccién y como variable explicativa la concentracion del
producto con el fin de estimar la ICso. Analizamos también la posible
asociacion del porcentaje de infeccién inicial de los macréfagos con la
reduccion de la infeccién construyendo un modelo de regresion multiple.
Los datos se analizaron usando el paquete estadistico STATGRAPHICS 5.0.

4.3. Ensayos de citotoxicidad celular y determinaciéon de indice de

selectividad

4.3.1. Citotoxicidad celular

Para la evaluacién de la concentracién citotdxica 50% (CCso) de los compuestos
sobre células de mamifero, se utilizd el ensayo de azul de Trypan. Este ensayo
consiste en la adicién de este reactivo al medio de cultivo donde se encuentran las
células. Al ser un colorante vital, solo penetra en las células cuya membrana
plasmatica se encuentra daflada (y por tanto muertas) y que se muestran con una

coloracién azul al microscopio 6ptico.

El reactivo Trypan Blue® se adquirié de Sigma en forma de polvo sélido. Para su
utilizacion se disuelve en PBS pH 7.2 al 0,4%.

El ensayo se realiza en una placa de 24 pocillos, utilizando 1x10* macréfagos
J774.2 o fibroblastos L929 por pocillo en 400 uL de RPMI completo. Se evaldan al
menos cinco concentraciones del compuesto a analizar, en triplicado, afiadiendo
un control sin tratamiento y un control de diluyente (DMSO 0,5%). Se incuban las
células con los productos durante 72h. Tras la incubacion, se despegan las células
mediante tripsinizacion (L929) o raspado (J774.2), se centrifugan y resuspenden en
400 pL de RPMI-1640 sin rojo fenol. A continuacion se mezclan 10 yL de esa
suspension con 40 plL de solucion madre de azul de Trypan y 50 L de PBS pH 7.2
y se colocan en un hemocitémetro o cdmara de Neubauer por duplicado. Se
cuenta el nUmero total de células y el nUmero de células muertas (color azul) y se
calcula la viabilidad de cada pocillo y el nimero total de células por pocillo.
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A continuacion se compara el numero de células vivas de los pocillos tratados con
compuestos con el de los pocillos control y se calcula la viabilidad relativa con
respecto al control. Realizando un andlisis de regresién, se calcula la concentracién
a la que la viabilidad es del 50%, denominada CCso.

4.3.2. Determinacion del indice de selectividad

El indice de selectividad (SI) es un parametro que relaciona la actividad de un
compuesto (ICso) con su citotoxicidad celular (CCso) mediante la siguiente férmula:

cc
5 = 50
ICso

Este indice refleja el nivel se selectividad del compuesto frente al parasito,
descartando la actividad de tipo inespecifico y la citotoxicidad.

4.4. Estrategia de cribado o “screening” de compuestos

Para el cribado de los compuestos derivados del SAHA se utilizd una estrategia
basada en dos criterios:

Criterio de actividad: Para considerar prometedor un compuesto se establecié un
limite de ICso frente a amastigotes intracelulares de L. infantum. Los compuestos
con una ICs0 <10 pM fueron considerados para la evaluacion de su toxicidad y de
su actividad frente a amastigotes intracelulares de otras especies de Leishmaniay
T.cruzi.

Criterio de citotoxicidad: Para considerar su uso sobre modelos in vivo, se
establecié también un limite de citotoxicidad. El compuesto debe tener una CCso
2100 uyM o un SI =20.
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4.5. Ensayos in vitro para la evaluacion del mecanismo de accion

4.5.1. Determinacion de 6xido nitrico en los macréfagos

Para la determinacién de la produccién de dxido nitrico (NO*) se utilizd la reaccién
de Griess. Esta prueba detecta la presencia y concentracidon de nitritos organicos
en la muestra. En los sistema bioldgicos, el NO* se oxida rapidamente a nitrito o
nitrato. Se realiza en dos pasos: adicién a la muestra de un agente diazotador,
acido sulfanilico, formando con los aniones NOz" una sal de diazonio, compuesto
intermedio al que se afiade N-naftil-etilendiamina (NED) para formar un
compuesto estable y detectable a 540nm. La concentracion se interpola en una
recta elaborada con concentraciones crecientes de NaNO..

Para la cuantificacion de la produccion de NO* en cultivo, se utilizan BMMO® o
J774.2 infectados con amastigotes de Leishmania spp. y tratados con el compuesto
del que se quiere evaluar su capacidad estimuladora de la sintesis de NO*.

De este modo, se puede evaluar la influencia de la infeccién por el parasito, del
tratamiento con compuestos o de ambos sobre la produccién de 6xido nitrico.

Procedimiento:

1. Incubacién de 4x10° macréfagos con promastigotes en fase estacionaria
de Leishmania spp. en una proporcion promastigote:macroéfago de 1:1, 5:1
o 10:1.

2. Tras 2h de infeccion, se cambia el medio de cultivo por RPMI completo sin
rojo fenol, se adiciona el compuesto a concentraciones crecientes y se
incuban durante 48h. Cada concentracion se evalla por triplicado.

3. Tras la incubacion se recoge el sobrenadante de los pocillos y se almacena
a-20°C.

4. Se ahaden 100 pL de sobrenadante a 100 yL de reactivo de Griess. Se
incuba 10 min. a temperatura ambiente en oscuridad. Como control blanco
se realiza la misma reaccion con medio de cultivo fresco.

5. Se leen las absorbancias a 570 nmy 650 nm y se restan, restando también
el resultado de la anterior sustraccion en el blanco.

6. Se interpolan en la recta de calibrado realizada con NaNO:z con
concentraciones entre 0-100 uM.
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Composicién del reactivo de Griess: El reactivo de Griess estd compuesto por dos

soluciones, Ay B, que se almacenan a 4 °Cy se mezclan a partes iguales antes de

iniciar el ensayo.

Soluciéon Composicion
A Sulfanilamida 1%
B N-naftiletilendiamina 0,1% en 5% H3POa.

Todos los reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich.

78

4.5.2. Ensayo de influencia sobre la actividad enzimatica en
promastigotes

Una forma de estudiar la influencia de un compuesto sobre la actividad
enzimatica del parasito, consiste en utilizar un versién modificada del ensayo
MTT, dado que éste mide la actividad de enzimas deshidrogenasas,
principalmente de la mitocondrial, y por tanto dar una idea de dafio a nivel
mitocondrial (Berridge et al., 2005).

El ensayo se realiza de igual manera al indicado en el gpartado 4.7, con la
diferencia de que la incubacion con el compuesto se realiza en un tiempo
menor o igual a 4h, de forma que las células son aln viables y las diferencias
en las medidas espectrofotométricas se deben a diferencias en la actividad
enzimatica y no a la viabilidad de las células.

4.5.3. Ensayo de influencia sobre la sensibilidad 6xido nitrico

La resistencia a 6xido nitrico en Leishmania esta determinada por enzimas
antioxidantes presentes principalmente en la mitocondria. Con este ensayo se
pretende determinar la influencia de ciertos compuestos sobre la resistencia a
NO, posiblemente a través del dafio sobre la mitocondrial de estos
compuestos.

Se utilizé el protocolo seguido por Giudice et al. en 2007.

1. Se recogen por centrifugacion promastigotes de Leishmania spp. de un
cultivo en fase logaritmica de crecimiento.

2. Se incuban 5x10° promastigotes/pozo (en tantos pozos necesarios para
evaluar la sensibilidad a NO* en el siguiente paso) en medio RPMI
completo sin rojo fenol durante 2h en presencia de compuesto o su
diluyente (DMSO 0,5%).
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3. Se centrifugan para eliminar el medio, se lava con HBSS (Hanks Balanced
Salt Solution) y se incuban 5x10° promastigotes/pozo en HBSS pH 5,0 con
concentraciones crecientes de NaNOz (0-20 mM) durante la noche.

4. Nuevamente se centrifugan y se resuspenden en 100 yL HBSS pH 7,4 y
MTT 0,5 mg/mL. Se incuban 3h en oscuridad a 24 °C.

5. Se miden las absorbancias y se calcula la viabilidad como en el apartado
4.1.

4.5.4. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Se utiliza la microscopia electrénica de transmision para encontrar alteraciones
ultraestructurales en los amastigotes intracelulares tratados con los distintos
compuestos.

Para ello se realiza un experimento similar a los de la evaluacién sobre
amastigotes intracelulares utilizando BMDMeg, con la diferencia de que no se
utilizan cubreobjetos y las células quedan adheridas a la placa de 24 pozillos. El
ensayo se realizd con el parasito L. tropica. Los compuestos utilizados y sus
concentraciones fueron los siguientes:

e Control: Sin tratamiento
e Compuestos a evaluar a las concentraciones 1C2s e 1Cso

Tras la incubacidn, se retira el medio de cultivo, se lavan los pocillos dos veces con
PBS y se aflade a cada uno 1 mL de glutaraldehido al 2% en tampén fosfato pH
7.4 durante media hora.

Las placas de 24 pocillos con fijador (Glutaraldehido 2%) fueron entregadas al
servicio de preparacidén de muestras bioldgicas del CIC de la UGR, que prepararon
las muestras para microscopia electronica de transmision.

Las muestras se observaron en un microscopio electrénico de transmisién Libra
120 Plus de Carl Zeiss y se obtuvieron fotografias para ser analizadas.
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5. Ensayos /in vivo en animales de laboratorio

5.1. Animales de experimentacion: Ratones

La manipulacién, alojamiento y sacrificio de los animales de experimentacién se
realiz6 acorde a la normativa vigente y siguiendo las recomendaciones éticas de
FELASA (Federation of Laboratory Animal Science Associations).

Ratones Swiss albino ICR (CD-1): Se adquirieron de Harlan Ibérica S.A ratones
hembra de 30g de peso. Se trata de un tipo de ratdn no consanguineo
ampliamente utilizado en estudios de toxicidad.

Ratones Balb/c Ola Hsd: Se adquirieron de Harlan Iberica S.A ratones hembra de
3 semanas de edad. Es un tipo de ratén consanguineo ampliamente utilizado como
modelo experimental en todo tipo de enfermedades.

Alojamiento: Los ratones se alojaron en las instalaciones pertinentes, en jaulas de
1000 y 500 cm? de forma que no excedieran el niUmero aconsejado por superficie.
Dispusieron de agua y comida estandar (Harlan Ibérica S.A) ad /ibitum asi como
climatizacion (22 °C 50% humedad) y ciclos dia/noche de 12h.

Sacrificio: Se opto por el procedimiento de dislocacion cervical al ser el mas rapido
e indoloro, ademas de no necesitar anestesia.

Autorizacion: Los experimentos realizados en roedores fueron autorizados por el
Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Granada con
el codigo de registro de entrada de documentos 455-2013-CEEA.

5.2. Ensayos en ratones experimentalmente infectados

5.2.1. Modelo experimental

Animales: Para las infecciones experimentales se utilizaron ratones Balb/c hembra
de 6-8 semanas de edad

Infeccidon experimental: La infeccion experimental de los ratones se realizé con
1x10” promastigotes en fase estacionaria de L infantum (cepa
MCAN/ES/2007/DP534) por via intraperitoneal.
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Tras un cultivo de 4-6 dias, los promastigotes en fase estacionaria son recogidos y
centrifugados a 2200rpm durante 10" a 4 °C. Se lava el botén dos veces con SSFy
se calcula la concentracion de parasito en un hemocitémetro. Se ajusta la dosis
infectiva en 500 pL de SSF y se mantiene en frio hasta la inoculacién en el raton.

Se desinfecta la piel del animal con alcohol 70%, se retrae la zona abdominal del
animal con un movimiento seco y se inocula el parasito utilizando una aguja de
21G en la zona derecha del abdomen a la altura de la rodilla del raton, insertando
la aguja no mas de 1 cm.

Disefio Experimental: Tras la infeccion, los animales de dividen en grupos de 7
ratones cada uno. El tamafio muestral se calculé utilizando las medias y
desviaciones estandar de las cargas parasitarias en higado y bazo de los ratones
infectados en los primeros experimentos de tratamiento, para un nivel de
confianza del 95%. En todos los experimentos realizados, se sigue el siguiente
esquema de grupos:

e Grupo Control negativo: Ratones tratados con una dosis diaria de diluyente y
por la misma via de inoculacién que el producto a evaluar, durante el mismo
tiempo que el tratamiento con ese producto. En caso de haber mas de un
grupo de ratones tratados con el mismo producto a evaluar, se utiliza la dosis
de diluyente equivalente a la maxima dosis de compuesto.

e Grupo Control de referencia: Ratones tratados con 104 mg SbY/kg/dia de
antimoniato de meglumina por via intraperitoneal, durante el mismo tiempo
que el producto a evaluar.

e Grupo Combinacién: Ratones tratados por via intraperitoneal con una
combinacion de 104 mg SbV/kg/dia de antimoniato de meglumina y con una
dosis del producto a evaluar.

e Grupo Producto a evaluar: Tratado con una dosis de producto a evaluar.

Las caracteristicas del modelo experimental definitivo utilizado se ensayaron
experimentalmente y su eleccion se explica detalladamente en la seccion
“Resultados”.

81



V.

Material y Métodos

5.2.2. Toma de muestras de érganos y tejidos de raton y su

procesamiento

Los ratones fueron sometidos al siguiente proceso de toma de muestras:
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Sangre periférica: Para la obtencion de suero, con el animal aun vivo, se
introduce el ratén en un tubo de contencién y se corta aproximadamente Tmm
de la punta de la cola, se masajea la cola suavemente obteniendo sangre
periférica en un tubo eppendorf. La sangre se almacena a 4 °C y se separa
posteriormente el suero centrifugando a 1500rpm 15" a 4 °C.

Tras el sacrificio, se lava la piel del animal con alcohol 70% y se introduce en la
cabina de flujo laminar, se coloca en una mesa de operaciones estéril con
sujeciones adecuadas. Se corta un pellizco de piel sobre la zona del esternén 'y
se retira toda la piel de la zona abdominal. Una vez limpia de pelo la zona del
peritoneo, se abre éste y se retiran el intestino grueso y el delgado, facilitando
el acceso al bazo y al higado.

Bazo e higado: Se introducen en sendos tubos eppendorf estériles
previamente pesados y se pesan nuevamente. Se dividen estos érganos en
distintas fracciones: (1) una parte se reserva para estudios histoldgicos; (2) un
trozo de aproximadamente 20 mg se introduce en un tubo eppendorf estéril
pesado para extraccion de ADN, que se almacena a -20 °C hasta su
procesamiento; (3) un trozo de aproximadamente 20 mg se procesa
inmediatamente para cultivo del parasito: el trozo se homogeneiza en 1 mL de
SSF estéril con 200 U/mL de bencilpenicilina sddica con un pistilo estéril y se
reparte en tubos de 5 mL con EMTM sdlido; (4) con el Ultimo trozo se realizan
improntas.

Médula ésea: La médula Osea se extrae como previamente se explico (apartado
3.4 para la obtencion de macréfagos, con la diferencia de que se lava con SSF
sobre un tubo eppendorf estéril. Esta suspension se inocula en medio de cultivo
de parasitos.

Rifion: Se extrae el rifdn y se pesa utilizando un tubo eppendorf previamente
pesado. El érgano se reserva para realizacion de cortes histoldgicos.
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5.2.3. Evaluacion de la eficacia frente a L. infantum de los
compuestos

Para evaluar la eficacia del tratamiento se llevd a cabo:

El aislamiento de L. infantum de tejidos de ratén.

2. El analisis microscépico de las improntas de los tejidos.

3. La determinacién de la carga parasitaria en los dos o6rganos diana
principales (bazo e higado) mediante reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (QPCR).

5.2.3.1. Aislamiento de L. infantum de tejidos de ratén infectado.

Se incuban los tubos de cultivo que contienen el homogeneizado de higado o
bazo a 24 °Cy tras una semana se realiza un subcultivo en tubos de EMTM solido
nuevos con RPMI completo. Los cultivos se observan durante al menos un mes
antes de descartarlos. La presencia de promastigotes en los cultivos indica la
presencia de amastigotes en el tejido.

5.2.3.2. Improntas de tejido.

El trozo de 6rgano destinado a este fin se corta de forma transversal y se realizan
improntas o huellas con la zona de corte tocando suavemente la superficie de un
portaobjetos limpio, desengrasado y seco. Se hacen varias improntas para luego
cortar una segunda vez y repetir el procedimiento. Se realizan tantas improntas
como quepan en el portaobjetos. Las preparaciones se dejan secar, se fijan con
metanol puro durante 1’y se tifien tincion Giemsa al 10% durante 30 min. Se
observan al microscopio optico.

5.2.3.3. Extraccion de ADN de 6rganos de ratén

Este procedimiento se lleva a cabo en una habitacion independiente a la de los
cultivos para evitar contaminacion cruzada. Dado que se utilizaron tejidos
caracterizados por la presencia de sangre, se utilizaron kits de ADN comerciales
que incluyeran una fase de lisis de gldbulos rojos, seguida de las etapas de lisis
celular, precipitacion proteica, aislamiento de ADN y lavado. Paralelamente a cada
lote de muestras, se extrae el ADN a un control de extraccién sin muestra, que
incluye los mismos tubos eppendorf y reactivos que la muestra con el objetivo de
descartar contaminacién cruzada en la zona de extraccién.
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Se utilizo el kit comercial Real SSS DNA Extraction Kit (Real, Espafia). Como paso
previo se pesa el fragmento de 6rgano y se homogeneiza en SSF con un pistilo
estéril nuevo, empezando entonces la extraccién de ADN. Primero se incuba el
homogeneizado con solucién de lisis de glébulos rojos durante 10 min. Se
centrifuga y elimina el sobrenadante, afladiendo la solucion de lisis celular, se
homogeneiza y se incuba a 37 °C durante 10 min. A este homogeneizado se le
afade la solucién de precipitacién proteica y se agita por vortex durante 30s, se
centrifuga y el sobrenadante se aflade a un nuevo tubo con isopropanol. Se agita
por inversién 50 veces y se centrifuga para obtener el boton de ADN, que se lava
con etanol 70%, se deja secar para evaporar el etanol restante y se rehidrata en 20
uL de agua bidestilada estéril a 65 °C durante 1h en agitacion. La solucion de ADN
resultante se conserva a -20 °C hasta su uso.

5.2.3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa en

tiempo real (qPCR)

Esta técnica (Morales-Yuste, Tesis Doctoral, 2012) es una modificacion de la PCR-
ELISA descrita por Martin-Sanchez et al. (2001). Se basa en la amplificacion de un
fragmento de 75pb del minicirculo del ADN del kinetoplasto utilizando sus mismos
cebadores. Incluye una sonda marcada con el fluor6foro FAM en 5 vy el
“apantallador” (quencher) TAMRA en 3', complementaria de una regién de ese
fragmento.

Cebadores y sonda

Se utilizaron los siguientes cebadores y sonda:

Secuencia
Forward 5-CAAAAGTCCCCACCAATCCC-3°
Reverse 5-AAACCCTGGTCTGGAGGCTTAG-3’

Sonda FAM-CCAAACAGGGCAAAAACCCCAAAATGAAGA-TAMRA
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Condiciones

La composicion de la reaccidn de gPCR, utilizando el kit comercial Brilliant Il QPCR
MasterMix® (Agilent, Estados Unidos) que incluye la polimerasa, el tampén, los
nucleétidos trifosfato y cloruro de magnesio optimizados para la reaccion, fue la
siguiente:

Componente Concentracion  Volumen (uL) Concentracién

MasterMix 2X 12,5 Tx
Forward 9,868 uM 0,38 150 nM
Reverse 9,943 uM 0,88 350 nM

Sonda 10 uM 0,25 100 nM
ADN - 1-5 -
ddH20 - csp 25 pL -

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:

Segmento Ciclos Lectura
Desnaturalizacion 1 95° C 10 min
Amplificacion 40 95 °C 30s
60 °C 1 min Punto final

Curva de calibrado

Con el fin de utilizar esta técnica con fines cuantitativos, se utiliza una curva de
calibrado (Morales-Yuste, Tesis Doctoral, 2012) en la que se interpolan los valores
de Ct (Cycle threshold o ciclo umbral) de cada muestra. Esta curva se elaboré
utilizando diluciones seriadas de ADN equivalente de 1000, 500, 250, 62,5, 15,6,
3,9, 0,9y 0,09 promastigotes de L. infantum, utilizando una media de 4 réplicas por
punto. Esta curva ofrece un coeficiente de determinacién de 0,975 y una eficiencia
del 99,5%. La sensibilidad de esta qPCR es elevada, siendo capaz de detectar hasta
0,09 parasitos/uL de sangre y es especifica de L. infantum.
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5.2.3.4.1. Determinacion de la carga parasitaria en érganos de raton

Cada muestra de ADN de 6rgano se analiza por gPCR por triplicado, utilizando 1,
1y 2 uL. Para cada réplica se obtiene un resultado de Ct que se interpola en la
recta de calibrado, obteniendo el nimero de parasitos presente en cada tubo. Si
el tubo contiene 1 pL de los 20 pL en los que se resuspendié el ADN
correspondientes a los miligramos de érgano previamente pesado, se puede
obtener el nimero de parasitos por miligramo de 6rgano. Se calcula para cada una
de las réplicas y se utiliza la media de éstas como valor definitivo.

5.2.3.4.2. Analisis de los resultados

La eficacia del tratamiento con los distintos compuestos se evalud determinando
los valores de reduccién de carga parasitaria.

Para cada raton tratado se calcula el porcentaje de reduccion de la carga
parasitaria segun la siguiente formula:

CoC - CpT
(Cp P)Xl

00
CpC

% Reducciéon de Carga parasitaria =

Donde CpC es la carga parasitaria media de los ratones control y CpT es la carga
parasitaria de cada raton tratado.

Este parametro permite la comparacién entre resultados de experimentos con
cargas parasitarias generales muy distintas.

5.3. Evaluacion de la toxicidad

5.3.1. Ensayos de toxicidad aguda y subaguda en ratones sanos

Como paso previo al tratamiento de los animales infectados con los productos, se
realizd un ensayo de toxicidad en animales sanos.

Dosis: Se utilizé el método Fixed Dose Procedure (FDP) que clasifica el compuesto
en categorias dependiendo del resultado de la administracién de dosis elevadas
del compuesto. Para los compuestos derivados hidroxaldmicos se utilizé una dosis
maxima de 500 mg/kg o inferiores por via intraperitoneal mientras que para (-)-a-
bisabolol se utilizd una dosis de 1000 mg/kg por via oral.

Animales: Se utilizaron ratones sanos albinos Swiss ICR (CD-1) de 25-30g de peso.
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Diseiio experimental: Los ratones se dividieron en grupos de 5 animales cada
uno. Cada grupo fue tratado con una dosis del producto y se incluyé un grupo
control, tratado Unicamente con el diluyente o vehiculo del compuesto a evaluar.

-Para los ensayos de toxicidad aguda, se administré una dosis de 500 mg/kg de
compuesto derivado hidroxamico o de 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol.

-Para los ensayos de toxicidad subaguda, los animales recibieron una dosis diaria
del compuesto derivado hidroxamico (50, 100 o 200 mg/kg) o de (-)-a-bisabolol
(50, 200 o 1000 mg/kg) durante 14 dias.

Tras la Ultima dosis los animales fueron observados durante dos semanas mas
antes de ser sacrificados. Tras el sacrificio, se les sometio a las mismas pruebas de
toxicidad que a los animales del modelo experimental de infeccion indicadas en el
apartado 5.3.2

Criterio de toxicidad: La ausencia de mortalidad y de toxicidad en los animales,
objeto de estos ensayos, categoriza al compuesto como inocuo y permite la
evaluacion in vivo de su eficacia frente a L. infantum.

5.3.2. Toxicidad en animales infectados experimentalmente y

tratados con los compuestos

Los animales se pesaron peridodicamente desde el inicio del tratamiento hasta su
sacrificio.

Se observo su comportamiento, buscando signos que pudieran delatar dolor o
sufrimiento, como falta de actividad o de respuesta a estimulos, de acicalamiento,
piloereccion, temblores o espasmos, cambios posturales (arqueamiento dorsal) y
agresividad. También se observo la presencia de diarrea.

Tras su sacrificio se pesaron sus drganos (bazo, higado y riflones) buscando
organomegalia.

Pruebas bioquimicas y enzimaticas: Se realizaron utilizando kits comerciales
(BioSystems, Espafia). Como muestra se utilizo suero. Para las determinaciones se
utilizé un espectrofotémetro estdndar con un amplio rango de longitudes de onda,
bafio termostatado y cubetas de plastico de 1 cm de paso de paso de luz.

Urea: Se utiliz6 el método de la ureasa/glutamato deshidrogenada, con medidas
en el rango ultravioleta. Se utiliza en la evaluacion de la funcién renal.
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Creatinina: Se utilizo el método del picrato alcalino, a 37 °C y lecturas a 500 nm.
Sirve para la evaluacién de la funcion renal.

Transaminasas: Alanina Aminotransferasa (ALT/GPT) y Aspartato
Aminotransferasa (AST/GOT): Se utiliza un método enzimatico acoplado a
malato deshidrogenasa (AST) o lactato deshidrogenasa (ALT) con medidas a
340nm. Se utilizan como prueba de funcionalidad hepética, pues sus valores
aumentan en caso de enfermedad o de administracion de algunos medicamentos.

Fosfatasa alcalina: Se utiliza un método colorimétrico con medidas a 405nm. Se
utiliza como prueba de alteraciones hepatobiliares y hepatotoxicidad tras la
administracion de farmacos.

Se realizé el analisis histologico de los trozos de bazo, higado y rifidn reservados
para este proposito. Para ello se cortan de forma longitudinal, dejando una ldmina
fina que se lava con SSF estéril y se introducen en un tubo estéril con 5 mL de
solucién de formalina tamponada (Formol 10% en PBS pH 7,2) que se almacenan
a 4 °C. Posteriormente estas muestras se remiten al Servicio de Microscopia del
CIC de la UGR donde se fijan e incluyen en bloques de parafina y se realizan cortes
histoldgicos con microtomo, que se tiflen con hematoxilina-eosina.

Posteriormente se observaron al microscopio 6ptico los cortes histoldgicos
prestando atencion a caracteristicas histopatoldgicas como necrosis, infiltracién
leucocitaria, fibrosis, glébulos rojos, nimero y morfologia de los hepatocitos y
células tubulares.

5.4. Analisis estadistico

Se analizé la normalidad de los resultados utilizando el test de Saphiro-Wilk. Se
eliminaron valores atipicos utilizando criterios restrictivos con el fin de eliminar
solo los atipicos mas evidentes.

Para los valores con distribucion normal se utilizd el test t de Student para
comparar dos muestras o la prueba ANOVA en caso de mas de dos muestras,
complementandolo con el test de los rangos multiples.

Para los valores que no se ajustasen a una distribucién normal, se utilizaron tests
no paramétricos como el test de Mann-Whitney (dos muestras) o el test de
Kruskal-Wallis (mas de dos muestras).
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6. Ensayo clinico piloto en perros infectados por L. infantum de forma

natural

6.1. Condiciones del Ensayo

6.1.1. Alojamiento

Los perros se alojaron en las instalaciones de la Sociedad Protectora de Animales
y Plantas de Granada (Carretera de las Islas s/n, Fuentevaqueros, Granada), inscrito
en el Registro de Explotaciones Ganaderas con el nimero ES180790000096, donde
dispusieron de un habitaculo adecuado a sus necesidades, con limpieza diaria,
acceso al exterior y la luz solar, agua y pienso estandar.

6.1.2. Medidas de bioseguridad

Se dedic6 una nave especifica para el alojamiento de los perros del estudio clinico,
donde no se alojaron otros animales. Se restringio el acceso a estas instalaciones
a los trabajadores e investigadores autorizados. Los trabajadores del centro se
acogieron a las medidas de bioseguridad al trabajar en las instalaciones donde se
alojaban los perros del ensayo clinico, segun las recomendaciones de la Consejeria
de Agricultura de la Junta de Andalucia.

Durante los ensayos los perros dispusieron de las siguientes medidas destinadas a
impedir la picadura del vector:

e Previo al inicio del ensayo, se colocaron mallas de tamafio de poro adecuado
alrededor de las instalaciones en accesos y ventanas

e Previo al inicio del ensayo y después mensualmente se fumigaron las
instalaciones con fenitritién al 0,1% (Sumal®)

e Uso de Collar Scalibor®, de actividad repelente e insecticida, que contiene
Deltametrina al 4%.

e Aplicacion de Pipeta Advantix® (Bayer, Espafa), repelente e insecticida,
contiene imidacloprid al 10% y permetrina al 40%, aplicado mensualmente
durante el periodo de maxima actividad de los flebotomos.
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6.1.3. Autorizacion

Los ensayos clinicos en perros fueron autorizados por el CEEA de la Universidad
de Granada y por el Comité Andaluz de Experimentacién Animal y la Consejeria de
Agricultura de la Junta de Andalucia con el cédigo de registro de entrada 450-
26113.

6.2. Muestreo y seleccion de los perros

Se contactd con dueiios de perros que permitieron la realizacion a sus animales
de las pruebas de diagnostico de la leishmaniosis pertinentes. Tras la seleccion de
los perros, los duefios cedieron voluntariamente a los animales durante un periodo
de 7 meses firmando un documento de consentimiento informado.

Criterios de inclusion: Los perros se seleccionaron para el ensayo en base a
criterios diagnosticos. Para su inclusion en el mismo los animales debian cumplir
simultdaneamente los siguientes 3 criterios

¢ Al menos dos signos clinicos compatibles con leishmaniosis canina
e Titulo de anticuerpos IgG anti-Leishmania mayor o igual a 40
e Presencia de parasito en sangre por qPCR

Criterios de exclusion: Los perros con alguna de las siguientes caracteristicas no
pudieron ser incluidos en el estudio.

e Tratamiento previo con otro compuesto frente a la leishmaniosis en los
ultimos dos afios

e Perras gestantes o en periodo de lactancia

¢ Signos renales, hepaticos o cardiacos graves

e Concomitancia de otras enfermedades o infecciones

6.3. Procedimiento de toma de muestras

Los animales se pesaron periddicamente y se observé su estado clinico, anotando
los distintos aspectos de la sintomatologia de cada animal y tomando fotos
generales de los perros y en particular de sus signos clinicos (lesiones cutaneas,
onicogrifosis etc). Se tomaron las siguientes muestras:
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Sangre periférica: La obtencién de sangre se realiza por puncién en la vena
cefalica. Previamente se desinfecta con alcohol la zona de puncién y se coloca un
compresor elastico en el codo. Se utiliza una aguja de 0,8 mm (21G) y se extraen 5
mL de sangre. Esta sangre se reparte en cuatro tubos:

-Tubo con anticoagulante EDTA para extraccidén de ADN y analisis molecular.
-Tubo con anticoagulante EDTA para extraccién de ARN y analisis molecular.
-Tubo con anticoagulante heparina de litio para andlisis bioquimico y enzimatico.

-Tubo eppendorf sin anticoagulante para obtencién de suero, destinado a
deteccién de anticuerpos.

Ganglio popliteo: Con el animal anestesiado, sobre una mesa desinfectada y en
posicion decubito lateral, se depila la zona de las costillas y del hueco popliteo y
se lava con una solucion de lejia al 10%. Se palpa y sujeta el ganglio popliteo y se
realiza un aspirado con una aguja de 1,2 mm (18G) y jeringa de 5 mL conteniendo
2 mL de SSF moviendo la aguja en distintas direcciones y tirando del émbolo hasta
que se observe enturbiamiento. Parte de este aspirado se deposita en dos tubos
con medio EMTM sélido y el resto se deposita en un tubo eppendorf estéril.

Médula 6sea: En el caso del aspirado de médula 6sea, con el animal en la misma
posicion anterior se realiza la puncién con una aguja de 0,9 mm (20G) en la
articulacién oseteo-condral, tirando del émbolo para ejercer presion y provocar
que salga el fluido (1 mL aproximadamente) de la médula 6sea. La médula 6sea
obtenida se deposita en un tubo con anticoagulante EDTA y se mezcla con
suavidad; a continuacion una alicuota se inocula inmediatamente en medio de
cultivo para el aislamiento del parasito y otra se reserva para analisis molecular.

Pelo: Con el animal anestesiado, se extraen pelos de la zona interna de las orejas
y se colocan en un tubo eppendorf estéril.

Todos los tubos se etiquetan adecuadamente indicando el cédigo del animal y
tipo de muestra.
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6.3.1. Procesamiento de las muestras

Cultivo del parasito a partir de aspirado de ganglio poplieo o de médula ésea:
Este procedimiento se realiza inmediatamente a la obtencién de aspirado de
ganglio o de médula, en un entorno desinfectado con lejia 10% y alcohol 70% y
con el uso de un mechero bunsen. Se inoculan dos tubos de cultivo con medio
EMTM por muestra. Ya en el laboratorio se aflade SSF suplementado con penicilina
a los tubos, trabajando en la camara de flujo.

Se incuban a 24°C y tras una semana se realiza un subcultivo en nuevos tubos de
EMTM sdlido con RPMI completo. Se observan semanalmente durante al menos
un mes. La presencia de promastigotes en los cultivos indica la positividad del
tejido.

Muestras para extraccion de ADN: Se realizan alicuotas de 200 uL de las
muestras de sangre y médula dsea en tubos eppendorf estériles y se almacenan a
-20 °C. La muestra de aspirado de ganglio se almacena a esas mismas condiciones
sin alicuotar. Las muestras de pelo previamente introducidas en tubos eppendorf
se almacenan a -20 °C.

Muestras para extraccion de ARN: Inmediatamente tras su obtencién, se coloca
una alicuota de 300 pL de sangre en un tubo eppendorf estéril con 500 uL de
solucién de lisis estabilizadora y se mezcla por inversién. El procedimiento se
realiza en un entorno desinfectado y junto al mechero bunsen. Esta muestra se
almacena a -85 °C hasta su procesamiento para extraccién de ARN.
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6.4. Modelo experimental

Eleccion de la dosis de compuesto: Se seleccioné la dosis de compuesto que
resultd6 mas eficaz en los ensayos en animales de laboratorio infectados
experimentalmente. Esta dosis se adaptd para su administracién a perros. Uno de
los principales métodos para la extrapolacion de dosis entre distintas especies
animales es el uso de la superficie corporal como reflejo del metabolismo del
animal (Sharma and McNeill, 2009).

Diseio experimental: El ensayo clinico constd de 22 perros divididos en 3 grupos
de 6 animales cada uno mas un cuarto grupo de 4 perros, que son:

e Grupo G: 6 perros tratados con antimoniato de meglumina (Glucantime®) a
una dosis de 100 mg/kg/dia durante dos series de de 28 dias de duracién
cada una, separadas entre si por un mes de descanso, por via subcutanea.

e Grupo MTC-305: 6 perros tratados con 3,75 mg/kg/dia de MTC-305
encapsulado en nanoparticulas de oro durante el mismo tiempo por via
subcutanea, con el siguiente esquema para cada serie: 10 dias de tratamiento,
8 dias de descanso y 10 dias de tratamiento.

e Grupo GM (combinacion): 6 perros tratados con antimoniato de meglumina
(Glucantime®) a una dosis de 100 mg/kg/dia y 1,5 mg/kg/dia de MTC-305
encapsulado en nanoparticulas de oro por via subcutanea siguiendo el
anterior esquema.

e Grupo B: 4 perros tratados con 3,33 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite
de oliva por via oral durante dos series de 28 dias.

Estructura del seguimiento: Se realizaron tomas de muestras con vistas al analisis
de la eficacia y toxicidad del tratamiento antes de empezar el ensayo y un mes
después de terminar cada serie de tratamiento. Ademas, se incluyé una toma de
muestras final pasados 4 meses del Gltimo dia de la segunda serie tratamiento con
el fin de realizar una evaluacion de los animales en ausencia de la presién del

compuesto.
El siguiente esquema y el esquema 1 resumen la estructura del ensayo:

Analisis Pre-tratamiento: Un dia antes del inicio de la primera serie de tratamiento.
[Dia 0]

Inicio de la primera serie de tratamiento, [Dia 1- Dia 28].
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Analisis Intermedio: Un mes tras el fin de la primera serie de tratamiento y un dia
antes del inicio de la segunda serie [Dia 60].

Inicio de la segunda serie de tratamiento, [Dia 61-Dia 88].

Analisis Post-tratamiento: Un mes después de finalizar la segunda serie de
tratamiento [Dia 120].

Andlisis Final o de seguimiento: Tres meses después del analisis post-tratamiento
[210].

0 50 100 150 200

Dia de ensayo

Esquema 1. Estructura del tratamiento. El diagrama indica los dias de analisis realizados (A ) y de las
series de tratamiento (flechas)
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6.5. Evaluacion de la eficacia de los compuestos en el tratamiento de la

leishmaniosis canina

6.5.1. Determinacién de la carga parasitaria en tejidos

La determinacion de la carga parasitaria en los diferentes tejidos de perro se llevo
a cabo utilizando la técnica molecular qPCR indicada en el gpartado 5.2.3.4 para la
cuantificacién de parasito en los érganos de raton.

Extraccion de ADN de tejidos de perro

Se utilizé el kit comercial MasterPure (Epicentre, Estados Unidos) con alicuotas
previamente medidas de sangre (200 pL), médula ésea (200 L) y aspirado de
ganglio popliteo siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se
afade solucién de lisis de gldbulos rojos a las alicuotas de sangre y médula dsea.
En el caso de ganglio popliteo, se centrifuga primero la muestra y solo se aflade
esta solucion si se observan restos de sangre. Se incuba durante 10 min. Tras
centrifugar las muestras y eliminar el sobrenadante, se resuspende el sedimento
en solucion de lisis celular y se mantiene en hielo 5 min. A continuacion, se afiade
la solucion de precipitacion proteica, se agita en vortex durante 30s y se centrifuga.
El sobrenadante se afiade a un nuevo tubo con isopropanol. Se agita por inversion
50 veces y se centrifuga para obtener el botdn de ADN, que se lava con etanol
70%, se deja secar para evaporar el etanol restante y se rehidrata en 20 yL de agua
bidestilada estéril a 65 °C durante 1h en agitacion. La solucion de ADN resultante
se conserva a -20 °C hasta su uso. En el caso de la extraccién de ADN de pelo, se
colocan 10 pelos cortados con bisturi estéril en pequefos trozos en un tubo estéril
y se homogeneizan con un pistilo utilizando nitrdgeno liquido varias veces hasta
observar el material pulverizado. Entonces se afiade la solucion de lisis celular y 1
pL de solucion de proteinasa K y se incuba a 56 °C durante 4h. La extraccién se

continda con la fase de precipitacién proteica como en las demas muestras.

Se realiza una cuantificacion de la concentracion de ADN utilizando el dispositivo
NanoDrop® 2000C (Thermo Scientific, Estados Unidos). Se coloca una gota (1 pL)
de ADN rehidratado. El dispositivo ofrece la cantidad de acidos nucleicos en ng/uL
y el indice 260/280 y 260/230 que indican la calidad de la muestra. El indice
260/280 tiene un valor ideal de 1,8 para el ADN.; un valor inferior indica la
presencia de proteinas. El indice 260/230 que también indica la calidad de la
muestra, tiene una calidad 6ptima de ADN cuando toma valores entre 2,0 y 2,2;
valores inferiores indican la presencia de contaminantes. La cantidad de ADN
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obtenida se utiliza para poder referenciar la carga parasitaria en las muestras de
aspirado de ganglio.

Las condiciones de la reaccién de gPCR son las mismas que para la determinacién
de la carga parasitaria en 6rganos de ratdn, apartado 5.2.3.4.7. Cada muestra de
ADN de tejido se analiza con gPCR por triplicado, utilizando 1, 1y 2 yL. Para cada
réplica se obtiene un resultado de Ct (“Cycle threshold” o ciclo umbral) que se
interpola en la recta de calibrado, obteniendo el nimero de parasitos presente en
cada tubo. Si el tubo contiene 1 pL de los 20 pL con los que se resuspendi6 el ADN
al final de la extraccién, correspondientes a un volumen de tejido utilizado en la
extraccion (200 pyL para sangre y médula désea), se obtiene pues el nimero de
parasitos por microlitro de tejido. Se calcula para cada una de las réplicas y se
utiliza la media de éstas como valor definitivo para el analisis. En el caso del ganglio
popliteo, al ser mas variable la cantidad de tejido obtenida en cada aspirado, se
cuantifica la cantidad de ADN en cada extraccién y se ajusta el numero de parasitos
por cada 1 pg ADN de la muestra. En el caso del pelo, la carga parasitaria
extrapolada se divide entre el nUmero de pelos para expresarla en parasitos por
pelo.

6.5.2. Determinacion de la puntuacion clinica (clinical score)

Con el objetivo de cuantificar el nivel de gravedad clinica en los perros
naturalmente infectados, se realizo el calculo del Clinical Score (Manna et al., 2009,
Miré et al., 2009) o puntuacion clinica, cuyo valor se obtiene de la suma de las
puntuaciones asignadas a cada signo o parametro bioquimico alterado.

Los signos o hallazgos bioquimicos utilizados en este estudio se han elegido
teniendo en cuenta al grado de acuerdo entre diversos autores y a las posibilidades
propias de evaluar dicho parametro. La siguiente tabla los describe y explica la
asignacién de valores a cada uno:
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Signo clinico
Dglgadez
Animo
Pérdida de peso (con
respecto al altimo
peso)
Linfadenomegalia
Esplenomegalia
Conjuntivitis/ Blefaritis

Uveitis/ Queratitis
Palidez de las
membranas mucosas
Epistaxis
Ulceras o nédulos
Vomito
Diarrea
Cojera
Onicogrifosis
Hiperqueratosis en
trufa y plantillas
Hiperqueratosis
general
Alopecia
Dermatitis exfoliativa
Caspa
Ulceras
Noédulos
Creatinina
Anemia no
regenerativa
Bajo cociente

Albuimina/Globulinas

IV. Material y Métodos

Valor de las categorias
Leve=1; Moderada=2; Anorexia=3
Leve=1; Moderada=2; Postracion=3

Leve=1; Moderada=2; Severa=3

Palpable=1; Moderada=2; Evidente=3
Si=2
Unilateral=1; Bilateral o Unilateral severa=2;
Bilateral severa=3
Unilateral=1; Bilateral o Unilateral severa=2;
Leve=1; Moderada=2; Severa=3

Esporadica=1; Frecuente=2; Persistente=3
Uno a dos=1; Mas de dos=2; Generalizada=3
Esporadica=1; Frecuente=2; Sangriento=3
Esporadica=1; Frecuente=2; Persistente=3
Esporadica=1; Frecuente=2; Persistente=3
Leve=1; Moderada=2; Severa=3

Trufa o plantillas=1; Ambas=2

Leve=1; Moderada=2; Severa=3

<10% Superficie corporal=1; 10-25%=2;
<10% Superficie corporal=1; 10-25%=2;
Leve=1; Moderada=2; Intensa=3
Una ados=1; 3-5=2; >5=3
Una a dos=1; 3-5=2; >5=3
1,4-2mg/dL=1; 2-5mg/dL=2; >5mg/dL=3
Si=2

Si=1

Tabla 2. Signos clinicos evaluados para el calculo de la puntuacion clinica en los perros. Se indican los
valores asignados dependiendo de la gravedad del signo.

La puntuacion maxima alcanzable de acuerdo con estos criterios seria de 67.
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6.5.3. Pruebas Inmunolégicas

6.5.3.1. Deteccion de anticuerpos anti- Leishmania mediante

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Los sueros a titular se diluyen en PBS en placas de microtitulacién mediante
diluciones dobles seriadas: 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280 y 1/2560.
Como antigeno se utilizan promastigotes de la cepa de L infantum
MHOM/ES/2007DP532 (una gota de una suspensién a la concentracion 1,5x10°
promastigotes/mL) fijados con acetona pura en pocillos de portaobjetos
excavados. Se incluye un control negativo (suero negativo) y un control positivo
(suero positivo a titulo 5120). Los resultados se expresan como el reciproco de la
dilucién seriada resultante.

Para la determinacion de IgGtta se utilizan anticuerpos anti-lgG de perro
obtenidos en conejo marcados con isotiocianato de fluoresceina (Cultek S.L.U.,
Espana).

Se observa al microscopio de fluorescencia y se da resultado positivo cuando los
promastigotes muestran fluorescencia color verde en toda su superficie. El titulo
de anticuerpos del suero sera la mayor dilucion que mantiene la fluorescencia. Se
consideraron positivos los perros con titulos de anticuerpos de la clase IgG igual o
superior a 80, dudosos con titulo igual a 40 y negativo con titulo inferior a 40.

La técnica IFI se realizd siguiendo el protocolo descrito por Acedo Sanchez et al.,
(1996).

6.5.3.2. Deteccion de los isotipos 1gG1 e IgG2 mediante IFI

Se utilizaron anticuerpos anti-IgG1 de perro obtenidos en cabra y anticuerpos anti-
IgG2 de perro obtenidos en oveja (ambos de Bethyl Laboratories, Estados Unidos)
siguiendo el mismo procedimiento que para la determinacién del titulo de 1gGtotal.

6.5.3.3. Intradermorreaccion de Montenegro

Esta prueba consiste en la inoculacion intradérmica de leishmanina para
determinar la existencia de una respuesta inmune celular frente al parasito.
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Preparacion de leishmanina: La leishmanina es una suspension estéril de
promastigotes de L. infantum, completos o lisados, tratados con fenol. El
procedimiento para su obtencion (Acedo Sanchez et al., 1996; Morillas et al., 1996)
es el siguiente:

1. Cultivo de L. infantum en medio NNN en tubos con medio EMTM durante 7
dias. Se recoge el medio de cultivo y se determina en un hemocitometro la
concentracion de parasito.

Centrifugacion a 500 rpm para eliminar los restos de agar.

Centrifugacion del sobrenadante a 4000 rpm 5 min

Resuspension del boton en SSF, centrifugado de nuevo a 4000 rpm 5 min

Se resuspende el boton en NaCl 0,3% y se vuelve a centrifugar

o vk wN

Se resuspende el botdn en SSF y se centrifuga de nuevo. Se repite este paso

de nuevo.

7. Se prepara una solucion de fenol al 0,5% en SSF previamente esterilizado en
autoclave en la que se resuspende el botdn hasta una concentracion de 1x10°
promastigotes por mililitro, que recibe el nombre genérico de leishmanina.

8. Se realizan controles de esterilidad y de viabilidad del parasito inoculando la

leishmanina en medio EMTM y en medio tripticosa soja agar. Si se confirma

su esterilidad y la no viabilidad del parasito, se almacena a 4 °C en viales
estériles.

Realizacion de la prueba: Se utiliza una jeringa automatica a presién (Dermojet)
que inocula en la dermis 0,1 mL de leishmanina. La aplicacién se realiza en una
zona depilada de la zona exterior del muslo de la pata posterior del animal.

Lectura de la prueba: Se lleva a cabo a las 48 horas de su aplicacidn,
comprobando la presencia de una induracion utilizando la técnica del boligrafo:
se coloca la punta del boligrafo a varios centimetros del lugar de inoculacién y se
desplaza por la piel hacia el punto de inoculacién hasta encontrar mayor
resistencia (borde de la induracion); se repite el procedimiento en el lado opuesto.
La presencia de una induracién igual o mayor a 5 mm de diametro se considera
como positiva indicando contacto con Leishmania.
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6.5.3.4. Determinacion de los niveles de expresion de citoquinas en

sangre periférica

Para complementar las pruebas inmunoldgicas, se seleccionaron dos citoquinas
representativas de los dos tipos de respuesta inmune principales Th1 y Th2:
Interferon gamma (IFNG) e interleuquina 4 (IL4) respectivamente. Se determind el
nivel de expresién relativo de estas citoquinas en sangre mediante la cuantificacién
de su ARN mensajero (previa transformacion a ADN copia). Para ello se realizé una
gPCR utilizando sondas TagMan. La cuantificacion relativa se realiza comparando
el Ct de cada una de ellas con el Ct de un gen de referencia o normalizador, en
este caso la beta actina (ACTB).

Extraccion de ARN

Se utilizd el kit comercial Total RNA Spin Blood RBMER12 (REAL, Espafia) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se utilizan 300 pyL de sangre
completa con anticoagulante (EDTA), mezclada previamente el dia de la toma de
muestras con Solucion de Lisis Estabilizadora y almacenada a -85 °C hasta su
procesamiento. Este lisado se hace pasar por una columna de filtracion, se recoge
el filtrado del tubo de recoleccidn, se mezcla con etanol 70% y se hace pasar por
una columna de union de ARN. La columna se somete a un proceso de desalado
previo a la incubacién con DNAsa | durante 15min a temperatura ambiente. Se
afade una solucion para detener la reaccién, se centrifuga, se elimina el filtrado y
se lava la columna con solucién de lavado dos veces. El ARN retenido en la
membrana se eluye con 60 pL de agua libre de nucleasas y se almacena a -85 °C
hasta su utilizacién. La extraccion se realiza utilizando material autoclavado y
puntas con filtro. Se realiza la cuantificacion de ARN utilizando el dispositivo
NanoDrop® 2000C (Thermo Scientific, Estados Unidos). El dispositivo ofrece la
cantidad de acidos nucleicos en ng/uL y los indices de calidad de la muestra
260/280 (2,0 valor ideal para ARN) y 260/230 (valores entre 2,0-2,2). La cantidad
de ARN extraido se utiliza para ajustar la reaccion de sintesis de ADN
complementario (ADNCc).

Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Se utiliza el kit comercial iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Espafia). Este kit
contiene la enzima necesaria para la retrotranscripcién e incluye cebadores
aleatorios con una cola de poli-timinas para la sintesis del ADNc de todos los
ARNmM.
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Se prepara la mezcla de reaccion con la siguiente composicién:

Componente Volumen
5x iScript Reaction Mix 4 uL
iScript transcriptasa inversa 1L
Muestra de ARN 100 fg — 1 ug
ddH:2O0 libre de nucleasas csp 20 pL

La reaccion se incuba en un termociclador Flex Cycler Analytic Jena en las
siguientes condiciones:

Ciclo Temperatura
5 min 25 °C
30 min 42 °C
5 min 85 °C
- 4°C

El producto de sintesis se almacena a -20 °C hasta su uso.
PCR en tiempo real para la determinacion de la expresion de citoquinas

Para la determinacion de la expresion de las citoquinas Interferén-Gamma (IFN) e
interleuquina 4 (IL4) en sangre se disefiaron cebadores y sondas para la
amplificacion de ADNc y su deteccién con sondas TagMan. Como gen
housekeeping o normalizador se eligié el gen de la beta-actina (ACTB). En la
siguiente tabla se muestran los cebadores sentido (F 6 S) y antisentido (A 6 R)
diseflados y posteriormente ensayados, asi como su sonda marcada (TM). También
se indica el nUmero de la secuencia del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) con la que se disefaron.
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Gen
F
S
IFNG A
R
™
F
S
IL4 A
R
™
F
ACTB R
™

Secuencia

GAGTGACAAAACAATCATTCAGAGCC
gCTgATTCAAATTCCTgTgAACgA
CTTCCTTAggTTggATCTTggTg
gAAACAgATTCTgACTCCTTTTCCg
FAM-AggTCCAgCgCAAggCgATAAA-BBQ

CgTgCATggAgCTgACTgTC
gTgCATggAgCTgACTgTCAA
gTATAgATCTgCCgCAgTACAgTAgC
CTgAggTTCCTgTAgAgTCCTCTgAg
FAM-

CCTgCggCATCCATgAAA
ggggTgCgATgATCTTgATCTT

FAM-AggACCTCTATgCCAACACAGTgCTT-

Posicién
(Secuencia NCBI)
(NM_001003174)

291-316

456-479

558-536

583-559

485-506
(NM_001003159)

203-222

204-224

305-280

353-328

274-245
(NM_001195845)

958-975

1143-1122
1018-1044

Tabla 3. Cebadores evaluados para la amplificacion por gPCR de los genes de interferon-y (IFNG),

interleuquina 4 (IL4) y beta actina (ACTB). Se indica el numero e de secuencia de la base de datos del
NCBI y la posicién correspondiente a cada cebador.

Los cebadores pertenecientes al gen IFNG amplifican un fragmento situado entre
los exones 3 y 4 del ARN mensajero (ARNm), los cebadores de I1L4 amplifican un

fragmento entre los exones 2 y 3 del ARNm y los cebadores de ACTB amplifican

un fragmento entre los exones 4 y 5 del ARNm. Los tamafos de los fragmentos

teoricos amplificados por cada pareja de cebadores fueron los siguientes:
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Cebadores Tamaino (pb)
IFNG F-A 267
IFNG F-R 292
IFNG S-A 102
IFNG S-R 127

IL4 F-A 102
IL4 F-R 150
IL4 S-A 101
IL4 S-R 149
ACTB F-R 187
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Seleccién de las parejas de cebadores mas adecuadas: Para la seleccion de los
cebadores idéneos se realizd6 una prueba combinando los distintos cebadores
sentido y antisentido. Se realiz6 una PCR convencional en un termociclador
siguiendo la siguiente composicion y condiciones:

Composicion:

Componente Concentracion o volumen
Tampon de reaccion 10x 2,5 uL
MgCl: 0,5uL
dNTP 1 uL
Cebador sentido 900 nM
Cebador antisentido 900 nM
Taq polimerasa 1L
ADN complementario 2 pL de producto de reaccion
ddH:0 csp 25 pL
Condiciones
Segmento Ciclos
Desnaturalizacion 1 94 °C 3 min
Desnaturalizaciéon 94 °C 30s
Hibridacién 40 55,5°C 30s
Elongacion 72 °C 15s
Amplificacion final 1 72 °C 90s

El resultado se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa: el producto de
amplificacion se cargd en un gel de agarosa al 3% para visualizar los fragmentos
amplificados y verificar su tamafo, utilizando Hiperladder IV como patréon de
bandas.

Determinacion de la concentracion éptima de sonda TagMan: Una vez
seleccionados los cebadores, se procedié al ajuste de la concentracion de sonda.
Para la calibracion se utilizd sangre periférica de perro sano (diagnosticado
negativo por IFl y PCR). Se extrajo el ARN de la muestra y se realizé la sintesis de
ADNCc utilizando 90 ng de ARN. Se utilizé el siguiente esquema de PCR utilizando
concentraciones distintas de sonda para cada gen a analizar.
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Esquema de PCR

Segmento Ciclos
Desnaturalizacion 1 95 °C 10 min
Amplificacion 45 95°C15s

60 °C 1 min

Composicién: Se utilizd el kit comercial FastStart Tagman Probe Master (Roche,

Francia).
Componente Concentracion
MasterMix 2x 12,5 uL (1x)
Cebador Forward 900 nM
Cebador Reverse 900 nM
160 nM
Sonda 200 nM
240 nM
280 nM
ADNCc 2 uL de producto final de reaccién
ddH20 csp 25 pL

Se eligio la concentracién de sonda atendiendo a parametros como el Ct, la
fluorescencia relativa méxima y el ruido de fondo.

Obtencion de los valores de expresion de las citoquinas

Para obtener valores de expresién de los dos genes de interés, se utilizd el método
274 (Livak and Schmittgen, 2001). Este método comparativo utiliza la expresién
del gen housekeeping o normalizador para normalizar la expresion del gen de
interés y obtener valores relativos de su expresion. Parte de la asuncion de una
eficiencia igual en la amplificacién de los genes de interés y el normalizador. De
este modo se puede obtener el nivel de expresidn relativo del gen de interés con
respecto a distintos momentos de la toma de muestras, con respecto al
tratamiento o con respecto a un animal control, por ejemplo.

AACt = (Ctgen de interés — Ctnormalizador)tratado - (Ctgen de interés - Ctnormalizador)no tratado/control

Por tanto, 22t corresponderia al nimero de veces que el gen de interés es
expresado en los animales tratados con respecto a los animales no tratados o con
respecto a un control sano.
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En este estudio se eligié un animal sano (sin sintomas compatibles con la
leishmaniosis, titulo IgGtotal <20 y gPCR negativa en sangre). Utilizando sus valores
de expresion de citoquinas y la férmula anterior, se pudo, para cada perro del
ensayo en cada toma de muestras, establecer un valor relativo de expresion de
citoquinas con respecto a este control.

Los valores de expresion de citoquinas mostrados en este estudio corresponden
por tanto al nUmero de veces que se expresa dicha citoquina con respecto al
control sano. El indice IFNG/IL4 indicaria las diferencias de expresion de estas dos
citoquinas, normalizadas o relativas al perro sano.

6.5.4. Analisis global de los resultados

La eficacia de los distintos compuestos en el tratamiento de la leishmaniosis canina
adquirida de forma natural se analizé utilizando los datos de carga parasitaria en
los tejidos, las puntuaciones clinicas de los perros y sus titulos de anticuerpos
IgGtotal, IgG1 e IgG2. De esta forma, se comparé la evolucion de estos datos y sus
relaciones entre ellos, para detectar asociaciones entre los distintos valores y la
presencia o ausencia de tratamiento, de tratamiento control, o su combinacion.

Por un lado, se analizd la evolucién de cada perro de forma individual; mientras
que por otro lado se analizaron los datos por grupos de tratamiento.

Para ello se realizaron analisis de regresion lineal y de regresién logistica para
relacionar la influencia de las distintas variables sobre las cargas parasitarias para
detectar posibles asociaciones.

El analisis de correlacion se utilizd para encontrar relaciones entre los distintos
parametros cuantitativos (cargas parasitarias, niveles de expresion de citoquinas
etc) se atendio, ademas de al nivel de significacién (p-valor), al coeficiente de
correlacién producto-momento de Pearson o simplemente coeficiente “r* de
Pearson en caso de variables cuantitativas que siguen una distribucién normal o
utilizando el test de correlacion de Spearman en el caso de variables ordinales o
gue no responden a una distribucién normal.
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El grado de relacion entre las variables se definié de la siguiente manera
atendiendo al valor absoluto del coeficiente “r” en los tests de Pearson y Spearman:

e 20,7 Correlacion muy fuerte

e 04<r <069 Correlacion fuerte

e 0,3<r <0,39 Correlacion moderada
e 0,2<r <0,29 Correlacion débil

e r <0,2 No existe correlacién

Ala hora de comparar las variaciones de cargas parasitarias medias de los distintos
grupos, habitualmente se normalizaron los resultados convirtiéndolos en valores
de "Reduccién de carga parasitaria”, calculando para cada perro la variacién de
carga parasitaria entre un analisis y el siguiente en porcentajes, siguiendo la
siguiente férmula:

Cpo — Cpy

%Reduccién de la carga parasitaria = T x 100
0

Donde Cpoes la carga parasitaria anterior y Cp1 es la carga parasitaria del punto a
analizar. En caso de que la carga parasitaria anterior fuese 0, el porcentaje de
reduccion de la carga parasitaria se establece en -100.

Criterio de eficacia de los compuestos

Los indicadores utilizados fueron los que se describen a continuacién. Se
establecid una jerarquia entre ellos dependiendo de su valor para definir el estado
del animal. Esta jerarquizacion también se ha aplicado a la hora de evaluar las
relaciones de dependencia entre estos mismos indicadores.

Carga parasitaria en médula ésea

La médula 6sea es un érgano que habitualmente contiene un gran nimero de
amastigotes independientemente del estado clinico del animal (Momo et al,
2014). Es un tejido considerado como “profundo” (Dantas-Torres et al., 2014) y uno
de los ultimos érganos al que el parasito llega durante la progresién de la
enfermedad. Ademas, junto con la carga parasitaria en bazo, es considerado el
mejor tejido para evaluar la evolucion de la enfermedad en el animal (Reis et al.,
2009). Por estas razones y por su relativa accesibilidad, en el presente estudio se
ha designado la carga parasitaria en este érgano como el principal indicador de

eficacia de la terapia.
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Carga parasitaria en ganglio popliteo

Tras el contacto con la piel, el parasito se disemina por la sangre y el sistema
linfatico. En los nédulos linfaticos se produce hiperplasia e hipertrofia de éstos, a
veces no asociados a la carga parasitaria en este tejido (Lima et al., 2004). La carga
parasitaria en ganglio popliteo puede estar relacionada con el estado clinico del
perro (Moreira et al., 2010), aunque esta afirmacion es controvertida, pues otros
autores no encuentran relacion entre estas variables (Lima et al., 2004) e incluso
dan mas valor a la carga parasitaria en la piel como marcador del estado clinico
(Giunchetti et al, 2008). En el presente estudio se ha considerado la carga
parasitaria en ganglio popliteo como un indicador secundario de la eficacia del
tratamiento por su relevancia y accesibilidad, pero no esta clara su relacién con la
progresion de la enfermedad y el estado clinico del perro.

Indicadores inmunolégicos

El titulo de anticuerpos IgG total y los titulos de anticuerpos de los subtipos IgG1
e lgG2 se consideraron marcadores secundarios de la eficacia del tratamiento. Son
factores que reflejan de forma indirecta la parasitacion a través de la respuesta
inmune del perro, pero que también estan relacionados con la progresion de la
enfermedad por lo que son de gran valor diagndstico (el titulo de 1gGtotal €5 UN
"gold standard”) y pronostico. Los niveles de IgG1 e IgG2, asi como el parametro
cociente 1gG2/lgG1 son tratados con precaucién a este respecto..

Los niveles de expresion de las citoquinas interferén-y e interleuquina 4 también
son un reflejo del tipo de inmunidad, Th1 é Th2, influyendo sobre los niveles de
anticuerpos de uno u otro tipo, teniendo por tanto tanta o mas importancia que
aquéllos.

Carga parasitaria en sangre

La carga parasitaria en sangre es consecuencia de la parasitacion de otros érganos.
Se ha considerado como un marcador terciario de la eficacia del tratamiento. En
los analisis estadisticos se ha considerado como una variable dependiente de las
otras cargas parasitarias.

Puntuacion clinica

La puntuacion clinica es un parametro suma de la severidad de distintos signos
clinicos generales, hematoldgicos, enzimaticos, bioquimicos y cuténeos. Esta
puntuacién depende de los anteriores pardmetros. Podria considerarse un

107



IV. Material y Métodos

marcador cuaternario, por lo que en los estudios siempre se ha considerado como
una variable dependiente.

Atendiendo a las anteriores consideraciones, se consideré eficaz el tratamiento

cuando:

1- En los perros con parasito en médula ésea, la carga parasitaria en este
tejido se redujo al menos en un 50% entre el analisis pre-tratamiento (dia
0) y el analisis post-tratamiento (dia 120).

2- En los perros sin _parasito en médula 6sea, se consider6 eficaz cuando

disminuyeron la carga parasitaria en ganglio popliteo y la parasitemia al
menos en un 50%

Se consideraron recidivas en el analisis de seguimiento (dia 210), cuando la carga
parasitaria aumentd en este analisis con respecto al andlisis del dia 120 en los
perros en los que el tratamiento fue considerado eficaz. Se utilizd la carga
parasitaria en el tejido asociado al criterio de eficacia utilizado. Las recidivas se
clasificaron en:

e Parciales: El aumento en la carga parasitaria fue superior al del analisis del dia
120, sin rebasar el umbral del 50% de reduccion de la carga parasitaria que
establecen los criterios de eficacia.

e Totales: El aumento en la carga parasitaria rebas6é el 50% de reduccién
establecido en los criterios de eficacia.

6.6. Evaluacion toxicologica durante el ensayo:

Para la evaluacion toxicoldgica, ademas del peso del animal, se consideraron
diversas pruebas hematoldgicas y de bioquimica sanguinea, que se recogen en la
tabla 4 junto con los valores de referencia de cada uno.

Los analisis fueron realizados por el laboratorio de analisis veterinario ANLAVE
(Granada) donde las muestras fueron enviadas inmediatamente tras su
recoleccion. Los pardmetros bioquimicos y hematologicos se realizaron utilizando
un analizador automatico Targa BT-2000 Plus (Biotecnica, Italia) mediante
métodos espectrofotométricos, excepto en el caso de la férmula leucocitaria que
se realizd por microscopia Optica. Los valores de referencia son los propios del
laboratorio. Estos datos no solo sirvieron para la evaluacion toxicoldgica del
compuesto, sino también para analizar la evolucién clinica de la enfermedad.
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Hematologia
Parametro
Hemoglobina
Eritrocitos
Hematocrito
Leucocitos
Neutréfilos Cayados
Neutréfilos C.
Neutréfilos Segmentados
Neutrofilos S.
Eosindfilos
Basdfilos
Linfocitos
Linfocitos
Monocitos
Plaquetas
Volumen corpuscular medio
Hemoglobina corpuscular media (HCM)
Concentracion de HCM

Bioguimica clinica

Pardmetro
Colesterol total
Triglicéridos
Creatinina
Urea
Amilasa
GOT (AST)
GPT (ALT)
Proteinas totales
Albumina
Globulinas totales
Albumina/Globulinas
Calcio
Fésforo
Fosfatasa alcalina
Glucosa
Lipasa
Bilirrubina total
Bilirrubina directa
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Valores de referencia
[12 — 18 g/dL]
[5'5 - 8'5 millén/uL]
[37 - 55 %]

[5'5 - 16'9 mil/pL]
[0-3 %]
[0-0'3 mil/uL]
[60—77 %]

[3 =12 mil/pL]
[2-10%]
[0-1%]

[12 - 30 %]
[1-4'8 mil/pL]
[3-10%]

[175 — 500 mil/pL]
[60—72 pm3]
[19'5 - 24'5 pg]
[31-37 um3]

Valores de referencia
[125-270 mg/dL]
[40 - 140 mg/dL]
[0'6 - 2 mg/dL]
[10 - 45 mg/dL]
[370- 1.500 U/L]
[10-88 U/L]
[10 - 88 U/L]
[5'4-7'7 g/dL]
[2'8 - 4 g/dL]
[2,7 - 4'4 g/dL]
[0'7-1'1]
[8-11'5 mg/dL]
[2'2 - 5'5 mg/dL]
[20 - 121 U/L]
[70 - 120 mg/dL]
[25-530 U/L]
[0'1-0'6 mg/dL]
[0-0'3 mg/dL]

Tabla 4. Parametros hematoldgicos y de bioquimica clinica evaluados en la sangre de los perros junto

con los valores de referencia considerados normales.
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6.6.1. Criterio de toxicidad

Fueron definidos como signos de toxicidad o poca tolerabilidad frente al
compuesto: pérdida de peso, presencia de nauseas o vomitos y aparicion de
alteraciones en las concentraciones séricas de ALT, AST, fosfatasa alcalina (ALP),
Urea, Creatinina o bilirrubina (total o directa) no asociadas al empeoramiento
clinico de la enfermedad y de magnitud dos veces superior al limite superior de
normalidad.

En el caso de existir alguna/s de estas alteraciones, se analizaron con detenimiento
su nivel y grado de alteracién y su asociacion con otras alteraciones con el fin de
encontrar un patron de dano hepatico, renal o de otros érganos o tejidos.
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7. Estudio de las proteinas Histona Desacetilasa en L. mexicana

El estudio de las proteinas HDAC en Leishmania consistid en la realizacion de un
analisis bioinformatico con el objetivo de identificar estas proteinas en el parasito,
y su grado de homologia con las enzimas HDAC de otros tripanosomatidos. La
segunda parte consistio en la localizacién de las enzimas dentro del parasito: para
este estudio de utilizé6 como modelo L. mexicana, al estar disponible su utilizacion
bajo las condiciones de bioseguridad utilizadas segun la legislacion de Reino
Unido. Se realizaron constructos genéticos con el fin de etiquetar cada proteina
con la proteina verde fluorescente (GFP).

7.1. Cepa del parasito y su cultivo

L. mexicana MNYC/BZ/1962/M379: Se trata de una cepa de L. mexicana aislada
de un raton de monte (Nyctomys sumichrasti) en Belize. Es una cepa de referencia
para L. mexicana de la OMS.

Cultivo de promastigotes de L. mexicana: E| cultivo de L. mexicana se realiza en
frascos tipo falcon de 25 cm? o 75 cm? utilizando volimenes de 10 o 30 mL de
medio M199 completo respectivamente. Se incuba en una estufa a 28 °C. Se deben
realizar pases de los cultivos en un intervalo méaximo de 7 dias, realizando un
subcultivo 1:10 con medio fresco precalentado a 28 °C.

Medio M199: Adquirido de Gibco (Estados Unidos). Medio estandar monofasico
liquido de cultivo de promastigotes de Leishmania spp. Se suplementa con SBF
10%, Hepes 40 mM y hemina 5 pg/mL.

Elaboracion
Polvo M199 95¢g
SBF 100 mL
Hemina 2,5 mg/mL 2 mL
HEPES 1M pH 7.2 40 mL
dH20 csp 1L

Se disuelve el polvo M199 en agua y se afade el tampdn hepes. Se esteriliza por
filtracién, se afiade SBF y hemina estéril y se guarda a 4 °C.
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7.2. Cepa bacteriana y su cultivo

Cepa procariota: Escherichia coli XL Blue: Esta cepa bacteriana se cultiva en
placas de cultivo petri con LB-agar. También en frascos de cultivo con medio LB
liquido de 10 mL (Minipreps) o en matraces Erlenmeyer con 50-200 mL de cultivo
(Midipreps) a 37 °C y agitacién (200rpm) durante toda la noche. Tras su cultivo se
puede almacenar a 4 °C hasta 3 semanas.

Medio Luria Broth (LB): Medio estandar liquido de cultivo de £ col/i Utilizado
para el cultivo de ésta en minipreps y midipreps.

Elaboracion
LB polvo 20 g
Ampicilina (1000 mg/mL) 1 mL
dH20 csp 1L

Se disuelve el polvo y se esteriliza en autoclave. Se afiade ampicilina y se almacena
a4°C

Medio LB-Agar: Medio sélido estandar de cultivo de £ colipara el aislamiento de
colonias transformadas.

Elaboracion
LB-Agar polvo 20g
Ampicilina (1000 mg/mL) TmL
dH20 csp 1L

Se disuelve el polvo y se esteriliza en autoclave. Se afiade ampicilina y se reparte
en placas Petri de cultivo bacteriol6gico. Se almacenan a 4 °C.

7.3. Analisis bioinformatico

7.3.1. Busqueda de secuencias y alineamiento local

Usando las secuencias publicadas de las proteinas Histona desacetilasa 1 (DAC1),
DAC2, DAC3, DAC4, Sir2 Related Protein 1 (Sir2 RP1), Sir2 RP2 y Sir2 RP3 por Wang
etal. en 2010, Alsford y Horn en 2002, Tavares 2008, Garcia-Salcedo 2003 y Alsford
2007, descritas en 7. brucei'y L. major, se realizd una busqueda de proteinas
utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en la base de
datos TriTrypDB. La base de datos libre integrada TriTrypDB (http://tritrypdb.org/)
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recoge informacion genética, anotaciones de genes, de proteinas y de su expresion
de los parasitos tripanosomatidos, 7. cruzi, T. brucei'y Leishmania spp, asi como
herramientas bioinformaticas. El valor E (E-value o expectancy value), en el campo
del alineamiento de secuencias, es el nUmero de secuencias que podriamos
encontrar por azar similar a la encontrada al buscar en una base de datos.
Ampliando la definicion, seria la probabilidad de encontrar un alineamiento tan
bueno por azar. Cuanto mas bajo es el valor E, mejor es el alineamiento. Un valor
E de 0 solo aparecera con dos secuencias idénticas.

Se eligieron las proteinas con un valor E de 102° o inferiores, claro indicativo de
ortologia.

7.3.2. Diseio de cebadores

El disefio de cebadores para la amplificacion por PCR de las regiones de ADN
gendmico de L. mexicana se realizé utilizando los software Gene Construction Kit®
version 3.5 (Textco Biosoftware) y ApE Plasmid Editor Version 2.0 (University of
Utah, Estados Unidos).

El disefio de cebadores para la sintesis de fragmentos largos por PCR-Fusién se
realiz6 utilizando la herramienta web Fusion PCR primer designer
(www.richardwheeler.net/interactive/bioinf/dnatools/).

7.2.3. Determinacion de los patrones de splicing y poliadenilacion

Se evaluo la presencia y adicion de splice leaders y los patrones de poliadenilacién
utilizando la aplicacion web SLaP mapper (www.stevekellylab.com/software/slap,
Fiebig et al. 2014).

7.4. Plasmidos utilizados

A continuacién se describen los plasmidos que se han utilizado en la transfeccidn
para el etiquetado o “tagging” de proteinas, usados tanto mediante la estrategia
plasmidica como con el método de PCR fusién.
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pLENT (Leishmania ENdogenous Tagging) version 1-YFP-Bleo

Utilizado para la estrategia plasmidica con tags en la regién N-terminal. Su

estructura incluye:
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Resistencia a ampicilina (Amp), para la selecciéon de colonias de bacterias.
Gen de resistencia a bleomicina (BLE) como factor de seleccion de mutantes
de L. mexicana.

Gen de la proteina amarilla fluorescente (YFP, Yellow Fluorescent Protein),
fusionada con la region codificante (CDS).

Flanco 5', fragmento de 500pb en la regidn no codificante a 5’ del CDS.
CfPGKB 5" UTR: Region no traducida (Untranslated region, UTR) en 5’ del gen
fosfoglicerato kinasa de Crithidia fasciculata.

CfGSPS 3" UTR: UTR 3’ del gen glutationil espermidina sintetasa.

Hindlll (G562)

coRl (558

del (565)

CRGKE 2'UTR

YFP:CDS

Ncol (1284

pLENT-YFP-Bleo

(B568 bp)

Ebal (1774

Flanco &'

CFGSPS FUTR all 2414

BamHl (27051

Figura 10. pLENT (Leishmania ENdogenous Tagging) version 1-YFP-Bleo
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Plasmido pPOT version 2 (PCR Only Tagging)

Este vector disefiado para PCR-fusidn se utilizé para el etiquetado de proteinas
en posicién N-terminal. En su estructura contiene:

e Regiones no traducidas 3’ de los genes de la actina y de la aldolasa.

e Marcadores de resistencia a blasticidina (BlastR, Blasticidina S desaminasa) y
a higromicina (hygR, higromicina fosfotransferasa).

e Gen de la proteina amarilla fluorescente (eYFP) con etiquetas Ty para
inmunolocalizacién.

e Marcador de resistencia a ampicilina (ampR).

e Sitios Unicos de unién para cebadores.

ExuRI

Hindlll

Ty—eXFP-Tv

pPOTv2_Blast_eYFP_Hyg

(302 bp)

thal

Figura 11. Plasmido pPOT version 2 (PCR Only Tagging)
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Plasmido pJ1170

Marl fwal ¥hol

pJ1170 (pLENT-YB)

{625 bp)

Bi=iui| Agel
Figura 12. Plasmido pJ1170

Este plasmido se utilizd para el etiquetado de proteinas en posicion C terminal
utilizando la estrategia PCR-fusion. Es una version actualizada del plasmido
PLENT v1, con resistencia a Blasticidina y epitopos Ty.

7.5. Estrategia y diseiio de etiquetado o “tagging” de proteinas

Con el objetivo de determinar la localizacion de estas proteinas dentro de las
células, se decidié utilizar como estrategia el "tagging” o etiquetado de proteinas.
El fundamento de esta técnica es el disefio de un inserto que aflada en el extremo
N-terminal o C-terminal de la proteina, la proteina verde fluorescente (GFP), de
forma que la proteina emite fluorescencia y es facil localizarla.

Para la sintesis de los insertos se siguieron dos estrategias distintas: sintesis
utilizando un plasmido y PCR fusion.
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7.5.1. Estrategia plasmidica

Esta estrategia se utilizd para los genes ortélogos de DAC1, DAC2, DAC3, DAC4 y
Sir2 RP1 en T.brucei. Para la estrategia plasmidica, primero se eligio la localizacién
del "tag". De acuerdo a los resultados obtenidos por otros autores, se utilizo el tag
en posicién N-terminal para estas proteinas.

A continuacion se utilizaron cebadores que amplificasen: a. una region de 500
nucleétidos del flanco 5 del gen y b. los primeros 500 nucleétidos en 5’ de la
region codificante del gen (CDS). Estos cebadores debian incluir lugares de corte
para enzimas de restriccion adecuadas al plasmido a utilizar. Utilizando el plasmido
pPLENT anteriormente mencionado, se eliminan las regiones Flanco 5" y CDS y se
sustituyen por las del gen de interés.

Los cebadores utilizados para la amplificacion de los fragmentos del flanco 5' y de
CDS fueron los siguientes.

Fragmento Secuencia 5'-3’
DAC1 5’ F CCC TCT AGA CTC CCT CGC CTC ACA AAC
R TTT GTC GAC GAT CCG TCC CACCCATTC
DAC1 CDS F TTT CCA TGG GAC GCG TTG CAC AAG G
R TTG TCT AGA CAC GTA GCA GAA CCCGGA G
DAC2 5’ F TTT TCT AGA AGC GCA CGC GAG CAG CTT C
R CCC GTC GAC CGC AGA TTATTATAA CTG
DAC2 CDS F TTT CCA TGG TCA TCT CCG GAG CAG CTT C
R GGG TCT AGA TAG GGA TAT CTC GTC CAG
DAC3 5’ F TTC TCT AGA GAA CAC GTC AGC CAG CTC
R TTT GTC GAC TCG GCG ATG CCT AGCTCA G
DAC3 CDS F TTT CCA TGG CCG AAG CGG CAG CGC AGC
R GGG TCT AGA CCT AGA GTG CAC GCG GCG
DAC4 5’ F TTT GCG GCC GCC TAA AGC GAT TCT GCC TG
R TTT TGT CGA CGG GTG AAC GCC GGT ATG C
DAC4 CDS F TTT CCA TGG CCG CCA CCA CGT TTT GCG
R TTT GCG GCC GCT CGA CAG GCA GAA CGT CG
Sir2 RP1 5’ F CCC TCTAGA TCT CCC TGT CAT ACA AGG
R CCC GTC GACCTC CAACATTAACGT GAAG
SirZRP1CDS F TTT CCA TGG ACA GCG TCT CCG AGA GCG
R TCC TCT AGA CAA TGC AGG CGG CGG CAG

Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificacion de la region codificante y su correspondiente flanco
en 5’ de cada gen de proteina HDAC de L. mexicana
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PCR

Las condiciones de la PCR para la sintesis de estos fragmentos fueron las
siguientes:

Composicioén:

Componente Volumen (concentracion)
Tampén 10x con Mg?* 5 uL
10x dNTP (2 mM) 5 pL (200 uM)

10 uM forward 5 uL (TuM)

10 pM reverse 5L (TuM)
Roche Expand High Fidelity Taq 0,5 L

DNA genémico 1pg-Tug

ddH20 csp 50 pL

Esquema de PCR:

Etapa Ciclos Condiciones
Desnaturalizacion 1 94° C 3 min
g s 94 °C 30s
Amplificacion 30

55 °C (ajustable) 30s
72 °C 45s (1 min/kb)
Elongacion 1 72 °C 7min

El producto de amplificacién se analiza mediante electroforesis en gel de agarosa
y se purifica con un kit de purificacién de producto de PCR. En caso de aparicion
de bandas no especificas, se purifica mediante electroforesis en gel de agarosa y
un kit de extraccién de ADN en gel.

El proceso continta con la digestion de estos fragmentos y de los vectores a utilizar
con las enzimas adecuadas, su ligacion y la transformacion bacteriana con los
plasmidos obtenidos. Las bacterias sembradas en placa de Petri con el constructo
correcto (resistentes a ampicilina) son entonces seleccionadas y cultivadas en
Minipreps. Se extrae el ADN plasmidico a estos cultivos y se verifica con un anélisis
de digestién con enzimas de restriccion que el pladsmido es correcto. Se cultivan
en Midipreps o Minipreps hasta obtener la cantidad suficiente de plasmido (son
necesarios unos 10 ug de plasmido completo). Una vez obtenido, se lineariza
cortando con una enzima de restriccidn, se purifica y se realiza la transfeccion.
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7.5.2. PCR fusion

Esta estrategia consiste en la sintesis de fragmentos largos de ADN utilizados
como vectores para transfeccion. Se basa en el uso de un fragmento de plasmido
o vector que incluye los genes de resistencia y de la proteina fluorescente. Se
utilizé para la sintesis de insertos de los genes DAC1, DAC2, DAC3, DAC4 y Sir2
RP1 en posicion N-terminal y de Sir2 RP2 y Sir2 RP3 en posicion C-terminal.

Esta sintesis de fragmentos largos tiene dos etapas:

En la primera etapa, se sintetizan a partir de ADN gendmico fragmentos largos que
se utilizaran como cebadores en la siguiente etapa, en la que, utilizando como
molde el fragmento de plasmido, se sintetiza en fragmento destinado a la
transfeccion.

Las condiciones de la primera PCR fueron las siguientes:

Composicioén:

Componente Volumen

ADN genoémico (~200 ng/uL) 1 uL
Cebador forward (TF) 100 uM 1 uL
Cebador reverse (TF) 100 uM 1 uL
DMSO 1L

Tampon 10x con 1,5 mM MgClI2 5uL
dNTP 10x 5uL

ddH20 csp 49,5 pL

HiFi polimerasa 0,5 pL

Para esta reaccion se utilizé la técnica "Hot-Start PCR” en la que se afade la Taq
polimerasa al alcanzar los 94 °C con el fin de evitar amplificaciones inespecificas
con los cebadores.

En esta etapa se obtiene para cada proteina a etiquetar, dos fragmentos, uno 5’y
otro 3', que seran los cebadores de la siguiente reaccion.
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Condiciones:
Etapa Ciclos
Desnaturalizacion 1
Amplificacion 25
Elongacion 1

Condiciones
94° C 5 min
94 °C 30s
60 °C (ajustable) 30s
72 °C 30s (1 min/kb)
72 °C 7min

El producto de amplificacion se analiza mediante electroforesis en gel de agarosa
se purifica con un kit de purificacion de producto de PCR. En caso de aparicién de
bandas no especificas, se purifica mediante electroforesis en gel de agarosa y un

kit de extraccion de ADN en gel.

Las condiciones de la segunda etapa de PCR-Fusién fueron las siguientes:

Composicioén:

Componente
Cassette Resistencia/GFP
Fragmento 5’
Fragmento 3’

DMSO (opcional)
Tampon 10x con 1,5 mM MgCI2
dNTP 10mM
ddH20
HiFi polimerasa o HiFi Phusion
Cebador NF 100 uM
Cebador NR 100 uM

Condiciones
Etapa Ciclos
Desnaturalizacion 1
Annealing 1
Amplificacion 30
Elongacion 1

Volumen
20 ng
1 uL
1 uL
1 uL
5puL
1 uL
Hasta 47,5 uL
0,5 uL
1 uL
1 uL

Condiciones Condiciones

94° C 2 min 98° C 2 min
55°C 3 min 55 °C 3 min
68 °C 3 min 72 °C 3 min
94 °C 30s 98 °C 30s
55°C 3 min 55°C 3 min
68 °C 7min 72 °C 7min

En esta segunda reaccion se afiade la HiFi polimerasa o HiFi Phusion tras las dos

primeras etapas, durante la fase de amplificacion a 68 °C.
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Los cebadores NF y NR se afiaden en el sexto ciclo de la tercera etapa, durante la
desnaturalizacion (94/98 °C).

El producto de amplificacion se analiza mediante electroforesis en gel de agarosa
se purifica con un kit de purificacion de producto de PCR. En caso de aparicion de
bandas no especificas, se purifica mediane electroforesis en gel de agarosa y un
kit de extraccion de ADN en gel.

Mediante este método se necesitan ~2 pg de producto de PCR por cada
transfeccion.

Los cebadores utilizados en la Fusion-PCR se resumen en la tabla 6:

c H (@]
g o Secuencia = E:
- (]
>
5'TF TCTTGGGCCGTGGCCTAAT
o U)
>
3 T
- = 5TR CTTGCTGTGCCCCTAGCTTGGCGATCCGTCCCACC NS
iy >
2 = 3'TF  GCATGGACGAGCTGTACAAGATGGACGCGTTGCACAAGG 5 '->E N
o= 3'TR CCCATCAATGTCCCACTAGC % 2
(7]
g NF GTGAGACAGCGTAGTTGTCC ©
NR TGTAGCGATGGAGTGCTCC @
5'TF CCCCCTCCCCCTTCAAC >
E >
g 5TR  CTTGCTGTGCCCCTAGCTTCGCAGATTATTATAACTGCGGG %
(V] .
O 3 3'TF  GCATGGACGAGCTGTACAAGATGTCATCTCCGGAGCAGC 3 & N
. (@]
EE s 3'TR GGACGAGCATGACACACAG o9
X o =
s NF GATTCACAGCATCTGCCGAG @
5 c
NR CATGTATTCTGCACTGTCGAG m
5'TF TTCATGGGCGGGTACTCTTG o>
= >
N~
Q 5TR CTTGCTGTGCCCCTAGCTTTGTCGTCGTCGGCGATGC -~ %
(4] H
©) 3'TF GCATGGACGAGCTGTACAAGATGCCGAAGCGGCAGCG z L>|: N
. @]
<Q( s 3'TR CCGATGGCGGTGAGGTG (oIS
X o =
= NF CATGCGGTAATCTGGGACG 3
= L
NR AAGTGTGCTTTGCAGCCGC m
5'TF TCCCTTTCCACCGTCAGAAG -
S 5
(2]
S 5'TR CTTGCTGTGCCCCTAGCTTGGGTGAACGCCGGTATGC o %
<t .
O X 3'TF GCATGGACGAGCTGTACAAGATGCCGCCACCACGTTTTG 3 & N
A (@]
EE S 3'TR TGTAGCAGCATGCGCGCG o9
X o
s NF AAGGCCGCTGTGAAGTGAG @
5 c
NR CGAAACACCACCCCACGG a
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5'TF
5'TR
3'TF
3'TR
NF
NR

5'TF

Sir2 RP1
LmxM.26.0210

5'TR

3'TF

3'TR
NF
NR

5'TF

Sir2 RP2
LmxM.23.1210

5'TR

SHIE

3'TR
NF
NR

Sir2 RP3
LmxM.33.2140

TCCTTCCAGGATTAGCACAAC

CTTGCTGTGCCCCTAGCTTCTCCAACATTAACGTGAAGTTA
GCATGGACGAGCTGTACAAGATGACAGCGTCTCCGAGAG
CCCGCGGCCTTCTCCAG
AACACCAGCTCAGCGATCC
GTCAATGTTCTGCGTGCAGC

CGGACGGCGACTACAGTG

CTCCTCGCCCTTGCTCACGAGTTGAATCGCCTTCTGGC
GGTTATGTGTGGGAGGGCTAACTGCTCCGTCACACCAGC
TGCCCATCGCATGGGTGG
CAACGGAGGCCGCGAATG
CAGACGCGTGCGCTGTC

ACATGCATGGCGAGCTTCTG

CTCCTCGCCCTTGCTCACCTTTTTCGAGCTCTCTTTCAGC
GGTTATGTGTGGGAGGGCTAATGGCCCCGAACCGATTGG
GGAAGACAGAGAGGAGAGAG
AAGGTCCGCTGCACAGCC
GTCACGGCGGCCTTCAAC

pPot v2
Blast/eYFP/Hyg

pLENTV2

eYFP/Blast

pLENTv2
eYFP/Blast

Tabla 6. Cebadores utilizados para la reaccion de PCR-fusion. 5'TF= Cebador “forward”de la region 5’;
5'TR= Cebador “reverse” de la region 5’; 3'TF= Cebador “forward” dela regién 3’; 3’TR= Cebador
“reverse” de la region 3’; NF= Cebador “forward” para la segunda reaccion (PCR anidada o Nested);

NR= Cebador reverse para la segunda reaccion.

7.6. Digestion

Tanto para analizar los constructos genéticos sintetizados (plasmidos, productos
de PCR fusién etc) como para preparar la ligacion entre insertos de ADN vy
plasmidos de clonacion, se utilizé la digestion por enzimas de restriccion. Todas
las enzimas fueron suministradas por NEB (Reino Unido) y se utilizaron con

tampones de NEB y Roche.

Las condiciones de las digestiones fueron las siguientes:

Componente Preparacion para Analisis
Tampén 10x 5uL 1 uL
ADN Variable (~5 ug) Variable (~0,5ug)
Enzima A (10 U/uL) 2 uL 0,2 pL
Enzima B (10U/pL) 2 uL 0,2 uL
ddH20 csp 50 pL csp 10 pL
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La digestidn se realiza a la temperatura iddénea para la(s) enzima(s). El tiempo de
digestion varia desde 45min en el caso de analisis de plasmidos, hasta 3h en el
caso de la preparacién de secuencias para la clonacién.

7.7. Reaccion de ligacion

Tras la sintesis, se realizd una reaccion de ligacion entre el plasmido y el/los
insertos, digeridos todos con las enzimas de restriccion adecuadas. Se incluyen
controles negativos (utilizando solo vector digerido) y positivos (con plasmidos
cerrados funcionales).

Esta reaccion puede ser sencilla, utilizando un solo fragmento, o doble, con dos
fragmentos. La reaccion se realiza de forma que la relacion molar Vector:Inserto
sea 1:3 y la cantidad total de ADN en la reaccion de aproximadamente 100 ng (10
ng/uL). El calculo se realiza con la siguiente férmula:

Longitud del inserto (kb)
Longitud del vector (kb)

Cantidad del inserto (ng) = X Cantidad del vector (ng)

La reaccién se realizd con reactivos de NEB (Reino Unido) y Roche en las siguientes

condiciones:
Componente Control negativo Ligacion
Vector 1 1
Inserto - 3
Tampon 10x 1 1
T4 Ligasa de ADN 1 1
ddH20 csp 10 pL csp 10 pL

Se mezclan los componentes y se deja la reaccion durante 1h a temperatura
ambiente o toda la noche en el frigorifico.

7.8. Transformacion bacteriana

La transformacion se hizo con la cepa £ coli XL-Blue. Se utilizaron lotes de la
bacteria competente conservados a -85 °C. El procedimiento fue el siguiente:

1. Descongelacion del vial con bacterias en hielo
2. Se ahaden 100 pL de suspension de bacterias descongeladas a 5 pL del
producto de ligacién en un tubo eppendotf y se colocan en hielo durante 20
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minutos. También se realizan controles de transformaciéon negativos (con
plasmido digerido sin ligar) y controles positivos (con un plasmido completo).

3. Se aplica un choque térmico de exactamente 1 minuto a 42 °C en un bloque
térmico o bafio termostatado.

4. Tras el choque térmico, se vuelven a colocar los tubos en hielo durante 2
minutos.

5. Se siembran las bacterias en placas de cultivo bacteriano con medio de cultivo
LB-agar suplementado con 100 ug/mL de ampicilina. Se cultivan hasta el dia
siguiente durante aproximadamente 16h a 37 °C.

7.8.1. Seleccion y amplificacion de clones

Tras la incubacién durante la noche, se comprueba la presencia de colonias en el
control positivo y su ausencia en el control negativo. Se seleccionan colonias
aisladas transformadas con los plasmidos de interés con una micropipeta y se
cultivan en Minipreps o Midipreps durante aproximadamente 16h.

7.9. Electroforesis en Geles de Agarosa

La electroforesis de los productos de PCR se realiz6 en geles de agarosa al 1% en
tampdn TAE 1x y bromuro de etidio a un voltaje entre 80 y 120 mV. Se utilizaron
como referencia marcadores de peso molecular entre 500 b a 10 kb o entre 100 y
1000 b. La muestra de ADN se utilizo mezclada con tampon de carga tefiido con
azul de bromofenol. El resultado se visualizé en un transiluminador, tomando una
fotografia tras cada reaccién.

7.10. Purificacion de producto de PCR

7.10.1. Purificacion directa del producto de PCR

Se utiliz6 el kit comercial QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN, Alemania),
basado en columnas de afinidad. Se siguié el proceso segun las instrucciones
del fabricante. Tras la extraccion, se cuantifico la cantidad de ADN y su calidad.

7.10.2. Purificacion a través de geles de agarosa

Se utilizo el kit comercial QIAquick Gel extraction kit (QIAGEN, Alemania). Se
corto la banda de amplificacién del fragmento de interés con un bisturi limpio
y se peso para calcular la cantidad idénea de tampon de disolucion de gel de
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agarosa. Se siguid el proceso segun las instrucciones del fabricante. Tras la
extraccion, se cuantifico la cantidad de ADN vy su calidad.

7.11. Extraccion de ADN plasmidico

Para la extraccién de ADN plasmidico a partir de Minipreps se utilizo el kit
comercial QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Alemania), utilizando entre 1-5
mL de cultivo bacteriano. Se siguié el proceso segun las instrucciones del
fabricante. Tras la extraccion, se cuantifico la cantidad de ADN y su calidad
utilizando el dispositivo Nanodrop ya mencionado.

Para la extraccién de ADN plasmidico a partir de Midipreps se utilizo el kit
comercial HiSpeed® Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Alemania), partiendo de 50 mL
de cultivo bacteriano. Se siguid el proceso segun las instrucciones del
fabricante. Tras la extraccién, se cuantifico la cantidad de ADN y su calidad.

7.12. Transfeccion del parasito

Precipitacion de ADN

Una vez obtenida la cantidad suficiente de ADN para la transfeccién, se concentro
mediante el siguiente procedimiento:

1. Precipitar el ADN mediante la adicion de 0,1 volimenes de acetato de sodio
3M pH 5.2 y 2 volimenes de etanol absoluto.

Incubar en hielo durante 210 min.

Centrifugar a >10,000 g 15 min.

Retirar sobrenadante y afadir 1 ml de alcohol 70%.

Centrifugar a >10,000 g 15 min.

Retirar sobrenadante y dejar secar en atmosfera estéril.

No v kA wNDN

Resuspender en 10 yL de ZPFM (Zimmerman'’s Post Fusion Medium) o de
tampon Amaxa por transfeccion.
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7.12.1. Transfeccion por método clasico

Este método se realiza en un Electroporador BTX ECM 830 (Harvard Apparatus,
Estados Unidos). Se utiliza el siguiente tampon para la transfeccidn, ZPFM, cuya
composicion es la siguiente:

Componente Volumen
NaCl 2.5M 2,6 mL
KCl 1M 0,4 mL
Na:HPO4 0,5M 0,8 mL
Acetato de magnesio 1,5M 50 pL
KH2PO4 1M 75 uL
Acetato de calcio 1.5M 3L
ddH20 csp 50 mL

Se mezclan los componentes y se esteriliza por filtracién

Por

1.
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cada transfeccion, el procedimiento es el siguiente:

Se centrifugan 2-3x107 promastigotes procedentes de un cultivo en fase
logaritmica de crecimiento (densidad<1x10’ Parasitos/mL) a 800 g durante 7
min.

Se elimina el sobrenadante y se resuspende en 10 mL de ZPFM. Se centrifufa
a 800g durante 7 min.

Se elimina el sobrenadante y se resuspende en 500 yL de ZPFM.

. Se utilizan cubetas de electroporacién de 1 cm. Se colocan en éstas 10 uL del

constructo a transformar y 500 pL de cultivo en ZPFM y se mezcla.

Se coloca en el electroporador, se cierra y se realizan dos pulsos a 1,7 kV de
100 ps. Un sonido tipo “click” y la aparicién de burbujas indican la correcta
realizacion de la transfeccion.

En esterilidad, se traspasa el contenido de la cubeta a un frasco de cultivo tipo
falcon de 25 cm2 con 10 mL de medio M199 completo atemperado a 28 °C.
Se comprueba la viabilidad del cultivo y se incuban a 28 °C durante 8-16h.
Pasado ese tiempo se afiaden los farmacos de seleccién. Se cultiva durante
una semana (se pueden realizar pases si el cultivo es muy denso) y tras ese
tiempo se observan los mutantes, resistentes al farmaco de seleccion.
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7.12.2. Transfecciéon por método Amaxa®

Leishmania también se puede transfectar utilizando el dispositivo Amaxa
Nucleofector Il, con el kit Human T-Cell Kit (VPA-1002, Lonza, Suiza).

El procedimiento es el mismo que el clasico con las siguientes diferencias:

1. Solo se centrifuga una vez el cultivo y se resuspende en 100 pL de T-Cell
Nucleofector solution.

2. Se utiliza una cubeta Amaxa® y la electroporacién se lleva a cabo con el
programa estandar X-001.

7.12.3. Farmacos de seleccion

Los farmacos de seleccion utilizados fueron adquiridos de Melford (Reino
Unido) y su concentracion se detalla en la siguiente tabla:

Producto Concentracion (ug/mL)
Bleomicina 5
Blasticidina 25

7.13. Western Blot

Esta técnica se utiliza para asegurar la presencia de la proteina en los supuestos
mutantes, tanto en los mutantes con una proteina fusion GFP como en los
mutantes sobreexpresando una proteina con tag myc. De este modo se evitan
falsos mutantes que solo hayan integrado el gen GFP y la resistencia antibiotica
sin expresar la proteina de interés.

Las proteinas que se buscan mediante esta técnica son la proteina de fusién GFP
y el péptido myc.

Preparacion de la muestra: Lisado celular de L. mexicana

Para la preparacién del extracto celular se utiliza el tampon de muestras de
Laemmli (4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0,004% azul de
bromofenol y 0,125M Tris HCl, pH 6.8). El procedimiento se lleva a cabo en
campana de extraccion de gases. Se escoge un cultivo en fase de crecimiento
exponencial (0,5-1x107 Parasitos/mL). Se centrifuga 5min 1200g y se lava con 10
mL de PBS y se resuspende en 1 mL de PBS. Se vuelve a centrifugar 1Tmin en

microcentrifuga a velocidad maxima. Se elimina el sobrenadante y se resuspende
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el pellet en tampdn de muestras previamente calentado a 100 °C en la campana
de extraccion de gases, hasta una concentracion de 4x 108 Parasitos/mL. Se hierve
la muestra a 100 °C durante 3min y se colocan entonces en hielo. Una vez enfriada
se les da un golpe de centrifuga y se utiliza o se almacena a -80 °C hasta su uso,
en cuyo caso es necesario hervirla de nuevo antes de utilizarla.

Electroforesis en gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se prepara el molde del gel y se llena con gel de resoluciéon al 10% preparado en
campana de extraccion de gases dejando espacio para el peine y se afiade una
capa de isopropanol. Se deja polimerizar durante 30 min. Se elimina el isopropanol,
se lava con agua y se seca con papel whatman. Se afade el gel de apilamiento y
se coloca el peine. Se deja polimerzar durante 30 min.

La composicion de los geles de resolucion y apilamiento es la siguiente:

Componente Gel de resolucion Gel de apilamiento
dH20 4 mL 2,7 mL
mezcla de 33mL 670 pL
Tris 1,5M a pH 8.8 2,5mL 500 pL
SDS 10% 100uL 40 pL
persulfato de 100 uL 40 pL
TEMED 4 uL 4yl

Se introduce el gel en el aparato de electroforesis y se llena el tanque con tampén
de corrido, se retira el peine y se cargan las muestras y el marcador de peso
molecular. La electroforesis se lleva a cabo a 15 V/cm. Una vez terminado, se corta
y retira el gel de apilamiento y se coloca el gel de resolucion en tampon de
transferencia Western.

Transferencia

Se coloca el gel en tampon de transferencia (tampdn Towbin: Tris 25 mM, glicina
192 mM, 20% metanol, 0,1% SDS, pH ajustado entre 8,2 y 8,4) hasta cubrirlo. Se
incuba durante 10 min junto con un trozo de membrana de nitrocelulosa y dos de
papel secante “blot” para que se saturen. Se ensambla el conjunto en una unidad
de transferencia Hoefer TE 77 en el siguiente orden: Base de la unidad (anodo),
papel secante saturado, membrana de nitrocelulosa, gel de poliacrilamida, papel
secante saturado y la Tapa de la unidad (catodo). Se conecta a la fuente de energia
a 50 V y la transferencia se lleva a cabo a 0,8 mA/cm? durante 1h. Se desmonta la
unidad y se lava la membrana con ddH:O.
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Deteccion de antigenos

Se utiliza anticuerpo IgG anti-GFP o anti-myc de ratén como anticuerpo primario
y anticuerpo anti-IlgG de ratén conjugado con peroxidasa obtenido en conejo,
ambos adquiridos de Roche (Francia).

La composicién de los tampones utilizados fue la siguiente:

Tampon Composicion
20x TBS 200 mM Tris, pH 7.4, 3 M NacCl
TBS-Tween 1x TBS + 0,05% Tween 20
Tampon de bloqueo 1x TBS + 5% leche desnatada

Se incuba la membrana de nitrocelulosa en tampdn de bloqueo durante 20 min a
temperatura ambiente. A continuacion se introduce la membrana en una bolsa
termosellable, se llena con al menos 5 mL de anticuerpo primario diluido en
tampdn de bloqueo (dilucidon 1:1000), se sella y se incuba en agitacion durante 1h
a temperatura ambiente. Se lava la membrana tres veces con TBS-Tween. Se repite
la incubacién con anticuerpo secundario (diluido en tampoén de bloqueo a 40
mU/mL) y se repite el lavado. Una vez lavada, se introduce la membrana en reactivo
para quimioluminiscencia a temperatura ambiente durante 1-5 min. Se coloca la
membrana himeda en un film de plastico y se coloca en el cassette de
autoradiografia. Se expone la membrana a un film de autoradiografia Kodak
BioMax durante entre 30s a 3 min de exposicién. Se marca la posicion de la
membrana y del marcador de peso molecular en el film.

7.14. Fijacion de preparaciones y observacion de fluorescencia en

mutantes

Para la microscopia de fluorescencia de las células expresando las proteinas de
fusién fluoresencentes, se recogieron 5x10° parasitos, se lavaron con una solucién
de PBS-Reactivo Hoechst (500 ng/ulL) tres veces y se resuspendié en 100 yL de esa
solucién. Se dejaron sedimentar 15 pL de esta suspension en un portaobjetos,
colocando un cubreobjetos antes del analisis microscopico.

Las imagenes se tomaron con un microscopio de fluorescencia Leitz DMRB (Leica)
usando una camara Coolsnap FX, utilizando filtros para FITC (fluorescencia) y para
DAPI (tincibn Hoechst de acidos nucleicos) se analizaron con el software
informatico libre ImageJ y micro-manager.
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1. Ensayos in vitro

1.1. Ensayos de actividad de diversos compuestos sobre promastigotes
de L. infantum

Estos ensayos se concibieron con la intencidn de facilitar la fase de cribado de
nuevos compuestos dada la mayor facilidad de cultivo de esta fase del parasito.
Con este método se evaluaron los siguientes compuestos de sintesis: SAHA (acido
hidroxamico-suberoilanilida), MTC-305, MDG, ECL, YSL. También se evalud el
compuesto natural (-)-a-bisabolol.

1.1.1. SAHA y MTC-305, nuevo derivado hidroxamico de sintesis

El producto SAHA fue evaluado a 1, 5y 10 uM sin reducir la viabilidad de los
promastigotes (Grafico 1).

El compuesto MTC-305 se evalué también a 1, 5, 10 y 100 uM y no mostro
reduccion en la viabilidad celular a ninguna de ellas.

Por tanto, ninguno de los productos present6 actividad frente a promastigotes,
gue mostraron a las maximas concentraciones ensayadas valores de viabilidad de
99,3415,2 % (MTC-305 a 100 uM) y 102,28+6,7 % (SAHA a 10 uM).

110
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—&— MTC-305
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70 —B—SAHA

60
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0 20 40 60 80 100 120
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Grafico 1. Viabilidad de los promastigotes de L. infantum (%) sometidos a distintas concentraciones
de compuesto MTC-305 o SAHA.
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1.1.2. Otros derivados hidroxamicos de sintesis

Dada la ineficacia de SAHA y MTC-305 frente a promastigotes y el éxito alcanzado
con el modelo de amastigotes intracelulares (gpartado 1.2.2), el cribado de
compuestos se realizd a continuacion con el ultimo. No obstante, los compuestos
activos frente a amastigotes se ensayaron también frente a promastigotes.
Ninguno de estos compuestos, ECL, MDG y YSL, mostro actividad /n vitro frente a
promastigotes en el rango de 1-100 uM, con valores de viabilidad del parasito
proximos al 100% a la maxima concentracion utilizada (100 uM).

1.1.3. (-)-a-bisabolol

Este producto fue evaluado a concentraciones de 50, 100, 150, 250 y 500 puM.
Como se puede observar en el gréfico 2, la eficacia de este compuesto frente a
promastigotes de L. infantum es dosis dependiente y la ICso es inferior a 50 uM. A

250 pM, este sesquiterpeno reduce la viabilidad hasta el 25% y hasta el 7% a 500
MM,
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Grafico 2. Actividad del (-)-a-bisabolol frente a promastigotes de L. infantum en términos de
porcentaje de viabilidad.
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1.2. Ensayos de actividad sobre amastigotes intracelulares en
macréfagos

Esta prueba se convirtié en el experimento de eleccion para la seleccién de
compuestos activos frente a Leishmania spp. Las razones fueron las siguientes:

a. El ensayo es muy eficiente y sus resultados en la condiciones realizadas
precisos a pesar de la variabilidad en los porcentajes de infeccion.

b. El compuesto MTC-305 resulto ineficaz frente a promastigotes pero muy
eficaz frente a amastigotes intracelulares (fase del parasito realmente
relevante en terapia). El uso de los tests frente a promastigotes hubiera dejado
pasar desapercibidos compuestos muy interesantes para el tratamiento.

Por tanto, los ensayos frente a promastigotes pasaron a un segundo plano pero
de gran interés para reforzar la hipétesis de que estos nuevos compuestos no son
eficaces frente esta fase del parasito.

1.2.1. Puesta a punto del modelo de infeccion experimental /n vitro

La optimizacién del modelo de infeccion es un paso crucial para la evaluacion
satisfactoria de resultados. Es importante contar con una cepa de parasito
recientemente aislada y que no haya sufrido muchos subcultivos (un maximo de
10) para que conserve la capacidad infectiva, asi como un protocolo adecuado de
infeccion con el que se pueda evaluar la eficacia de los compuestos de forma
eficiente.

Para la puesta a punto del modelo de infeccién, evaluamos la capacidad de
infeccion de dos cepas de L. infantum: L. infantum MHOM/ES/07/DP532 vy
MHOMY/ES/90/DP204. Tras el cultivo y diferenciacién de los macréfagos derivados
de la médula 6sea (BMMO®), se infectaron, manteniendo los macréfagos en
contacto con promastigotes del parasito durante 2h a distintas proporciones
Parasito: BMMO, siendo éstas 2:1, 5:1, 10:1 y 20:1. Los resultados se evaluaron a
las 48h.

La cepa DP204 mostré una marcada falta de capacidad infectiva, no encontrandose
ningun amastigote en las preparaciones.

Por el contrario, la cepa DP532 resultd muy infectiva, como se aprecia en el grafico
3, mostrando altas tasas de infeccion en los macréfagos, especialmente en las
proporciones 10:1 y 20:1. No elegimos esta Ultima debido a que en estas
preparaciones, el nimero de macréfagos estaba seriamente disminuido, lo cual
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podria afectar a la evaluacion de posteriores resultados. Por tanto fue elegida para
los siguientes experimentos la cepa DP532 en una proporcién 10:1.

60,00
50,00
40,00
30,00

20,00

Porcentaje de infeccidn

10,00

0,00
2:1 5:1 10:1

Pardsito:Macroéfago

Grafico 3. Puesta a punto del modelo de infeccion. Media y desviacion estandar del porcentaje de
infeccion de los macréfagos utilizando la cepa DP532.

1.2.2. Evaluacion del SAHA y otros compuestos hidroxamicos de

sintesis

Se evaluaron 22 compuestos incluyendo el SAHA frente a amastigotes
intracelulares de L. infantum en macréfagos. De éstos, 5 productos mostraron una
alta actividad (ICso<10 uM). Aunque la ICso del SAHA fue inferior a 10 uM, no se
puede considerar un producto a considerar en ensayos /n vivo dado que muestra
citotoxicidad sobre los macréfagos a 20 uM.

La tabla 7 resume la actividad y toxicidad de los compuestos sometidos a cribado.
Todos ellos fueron evaluados a varias concentraciones en el rango 1-100 pM.
Aquellos compuestos que resultaron interesantes, fueron evaluados
posteriormente con mayor detalle, como es el caso de MTC-305, SPF-841, MDG,
ECLy YSL, para la determinacion exacta de su ICso, de la citotoxicidad CCso o de su
actividad frente a otras especies de Leishmania.

El compuesto SAHA mostré actividad frente a amastigotes intracelulares de L.
infantum en macréfagos, pero también mostro citotoxicidad a 20 uM, observando
un numero reducido de macréfagos a esas concentraciones. Dado que es un
compuesto muy estudiado, se recurri6 a la bibliografia, encontrandose que su CCso
en lineas celulares de mamifero es de 6,5 uM (Patil et al. 2010), siendo un
compuesto tan citotoxico como activo frente a L. infantum, y siendo esta actividad
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no selectiva (mostraria un indice de selectividad, SI=1). Por estas razones no se

llevaron a cabo mas investigaciones con este producto, /n vitro o in vivo.

Compuesto
SAHA
MTC-305
MAR71
SPF581A
SPF251
SPF873
SPF881
SPF913
SPF984
SPF925
SPF947
SPF533A
SPF841
SPF765
SPF761
SPF813
SPF777
SPF1042
SPF857
ECL
MDG
YSL
PI
MA

ICs0 (UM)
6.3+3.8
3.214£1.8
82.92+13.7
33.64+17.0
>100
74.9121.0
69.116.2
>100
>100
>100
>100
>100
3.671£4.9
>100
>100
>100
50-100
50-100
20-50
0.3310,1
0.6940.1
1.05+0.1
1.50+0.1

144.40+41.0

CitOX,BMDM (|.I.|V|)
20
>100
>100
>100
>100
>100
100
>100
100
>100
1
>100
>100
>100
>100
>100
>100
>100
>100
>100
>100
>100
10
200

CCso,.929 (LM)
NA
>100
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
>100
>100
>100
6.08%0.2
273.08+£12.2

Tabla 7. Actividad y toxicidad de SAHA y derivados en ensayos in vitro. Se muestra la actividad (1Cs)
frente a amastigotes intracelulares de L. infantum, la concentracion a la que se observa citotoxicidad
en BMDM (Citox,smpm) Y citotoxicidad en fibroblastos L929 (CCso,920) del SAHA y sus 21 derivados y los
productos control de referencia isetionato de pentamidina (Pl) y antimoniato de meglumina (MA).

NR= No realizado.
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1.2.3. Propiedades, caracteristicas quimicas y actividad frente a

parasitos kinetoplastidos del compuesto MTC-305

Shi s o

MTC

Figura 13. Estructura quimica del compuesto MTC-305. Ph= Radical fenilo

Se trata de un compuesto derivado del SAHA en el grupo hidroxilo del acido
hidroxamico con la adicién de un grupo tritilo, dando lugar a un éster del acido
hidroxamico (hidroxamato). Debido al radical tritilo, el compuesto es muy poco
hidrosoluble.

Propiedades:

e Peso molecular: 506,63 g/mol
¢ Solubilidad: En DMSO
e Aspecto: Polvo blanco, solucién cristalina

Este producto no tiene actividad frente a promastigotes de L. infantum.

Fruto de la elevada variabilidad en los experimentos de infeccion (34-97 % de
infeccion en los controles), se pudo observar que su actividad se ve afectada por
la carga de parasito. De este modo, se elaboré un modelo matematico que incluia
como variables independientes: el porcentaje de infeccidén inicial de los
macrofagos (dado por el porcentaje de infeccidén de los controles sin tratamiento)
y la concentracién de producto.

El compuesto MTC-305 resulté muy activo frente a amastigotes intracelulares de
L. infantum; en este modelo su ICso es 3,21 uM (considerando un porcentaje de
infeccion del 50%) y su curva de actividad responde a un modelo logaritmico
(Gréfico 4).
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100,00 MTC-305
90,00
80,00 s

70,00

60,00 }
50,00 i
40,00
30,00
20,00

Reduccién de infeccidn (%)

10,00

0,00
0 20 40 60 80 100

Concentracion (uM)

Grafico 4. Actividad del MTC-305 frente a amastigotes intracelulares de L. infantum. Reduccion del
porcentaje de infeccion a 1, 5, 20, 50 y 100 uM. Media y desviacion estandar de 6 experimentos con
porcentajes de infeccidn inicial de entre el 32-98%.

Se obtuvo un modelo de regresion multiple con la siguiente férmula:

RP = 43,539 — 0,144 x I + 26,948 x log C (R*>= 79,0%)

Donde RPes la reduccién en el porcentaje de infeccidn, 7 es el nivel de infeccién
de los macréfagos no tratados (en %) y Ces la concentracion del MTC-305 (uM).

La significacion estadistica para las variables independientes, I y C, y para el
modelo fue p <0,01.

Otros parametros del modelo fueron:

e Error estandar de la estimacion = 9,16
e Error absoluto de la media = 6,75

Con los cuales se pueden elaborar intervalos de confianza.

Como se puede observar en la tabla 8, el MTC-305 fue evaluado posteriormente
en distintas especies del género Leishmania, tanto viscerotrdpicas (L. donovani)
como dermotrdpicas (L. majory L. tropica). También se evalud frente a amastigotes
intracelulares de Trypanosoma cruzi.
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MTC-305 resultdé muy eficaz frente a amastigotes intracelulares de todas las
especies de Leishmania, especialmente frente a las dermotrépicas; también resultd
eficaz frente a amastigotes intracelulares de 7. cruzi.

Su citotoxicidad en fibroblastos 1929 fue nula hasta 100 pM (maxima
concentracion ensayada), concentracién a la que la viabilidad celular no resulté
diferente a la del control.

El indice de selectividad del compuesto se determind y resultdé muy alto en todas
las especies evaluadas, con valores mayores de 30.

Como principal inconveniente, el compuesto MTC-305 muestra muy baja
solubilidad, que limita tanto su uso /n vitro a concentraciones superiores a 100 uM
como su administracion /n vivo.
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Citotoxicidad
Indice de selectividad

ICs0 (LM) Amastigote intracelular (MediatSD) CCso (LM)
(CCso,.929/1Cs50,Leishmania)
(MediatSD)

, L. ) ] , L. L. L. L. T.
L. infantum ) L. major L. tropica T. cruzi 1929 ) ) ) ; )
donovani infantum® donovani major tropica cruzi

MTC-

305 3,21+1,8 2.91+0.2 1,0010,3 0,71+0,2 0,6310,2 >100 >31 >34 >100 >140 >160

MA 144,40+41,0 96,37+7,4 101,13+12,4 123,3345,8 NR 273,08+£12.2 2 3 3 2 NR

Pl 1,50+0,1 0,8810,2 0,96+10,2 0,6210,1 1,81+0,4 6,0810,2 4 7 6 10 3

Tabla 8. Actividad, citotoxicidad frente a fibroblastos L929 e indice de selectividad del compuesto MTC-305 y los controles de referencia frente a amastigotes
intracelulares de distintas especies de Leishmania y frente a amastigotes intracelulares de Trypanosoma cruzi. NR=No realizado. PI= Isetionato de pentamidina, MA=
Antimoniato de meglumina, SD= desviacién estandar.
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1.2.4. Actividad frente a L. infantum de otros compuestos derivados
del SAHA

Los compuestos evaluados fueron MAR-71, SPF-251 y SPF-581A. Ninguno de ellos
mostro una actividad frente a amastigotes intracelulares de L. infantum similar a la
del MTC-305 (tabla 7).

1.2.5. Estructura quimica y actividad frente a L. infantum de

compuestos derivados de MTC-305

Los compuestos SPF-873, SPF-881 y SPF-947 (figura 14) fueron derivados del MTC-
305 con modificaciones en los radicales fenilo del grupo tritilo. Los dos primeros
mostraron una actividad moderada (tabla 7) frente a amastigotes intracelulares de
L. infantum con ICso >50 pM. El compuesto SPF-947 mostrd una elevada
citotoxicidad sobre los macréfagos, con una CCso inferior a 1 uM.

Ph

(CHa)g

A S

R’

Figura 14. Compuestos derivados de MTC-305 sin actividad antiparasitaria. SPF-873: R=Cl; R’, R”’=H.
SPF-881: R, R’=H; R”’=CHs. SPF-947: R=H; R’, R”"=0CHj3,
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1.2.6. Propiedades, caracteristicas quimicas y actividad frente a L.
infantum del compuesto SPF-841

Con una modificacion en el hidroxamico (o-alquilado) y una estructura ligeramente
distinta a la del SAHA,

Su perfil de sintesis es complicado, razéon por la cual no se analizé in vitro en mas
profundidad o /n vivo. Sin embargo, es un producto importante desde el punto de
vista de las relaciones estructura-actividad, al ser el primer compuesto con el que
se ha obtenido actividad frente a L. infantum similar a la mostrada por MTC-305.

Propiedades:

e Peso molecular: 668,80 g/mol
e Solubilidad: Inferior al MTC-305
e Aspecto: Polvo blanco, solucién transparente

SPF-841
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Grafico 5. Actividad del compuesto SPF-841 frente a amastigotes intracelulares de L. infantum en

términos de porcentaje de reduccion de infeccion.

La actividad anti-Leishmania del compuesto responde a un modelo de tipo
logaritmico, como se puede observar en la siguiente formula:

RP = 45,7839 + 8,80051 x In C (R? = 88%)

e Error estandar de la estimacion = 5,56
e Error absoluto de la media = 4,47
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Como se puede observar en el grafico 5, SPF-841 es un compuesto muy activo
frente a amastigotes de L. infantum (ICso=3,67 uM) pero con una solubilidad muy
reducida que no permite determinar una relacion dosis-respuesta a partir de 20
MM,

Este producto no es citotdxico /n vitro frente a BMMO en el rango 1-100 uM.

1.2.7. Propiedades, caracteristicas quimicas y actividad frente a L.
infantum del compuesto ECL

El compuesto no es eficaz frente a promastigotes mientras que frente a
amastigotes intracelulares de L. infantum muestra la actividad mas elevada de
entre todos los compuestos ensayados. Como otras estructuras, comparte el
problema de la baja hidrosolubilidad.

Propiedades:
e Peso molecular: 585,53 g/mol
¢ Solubilidad: Inferior al MTC-305
e Aspecto. Polvo blanco, solucién cristalina
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Grafico 6. Actividad del compuesto ECL frente a amastigotes intracelulares de L. infantum en términos
de porcentaje de reduccion de infeccion
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Como se observa en el grafico 6, existe una relacion dosis-respuesta de tipo
sigmoidal (sin umbral). Se obtuvo el siguiente modelo matematico:

RP = 88,9063 — 129636/ . (R2 = 93%)

e Error estandar de la estimacion = 5,86547
e Error absoluto de la media = 4,66031

Su actividad es casi diez veces superior a la del MTC-305:
ICs0 = 0,33 £ 0,1

El compuesto no es citotdxico en BMM® ni en fibroblastos L929 en el rango 1-100
UM. Este producto presenta sin embargo graves problemas en su sintesis y
solubilidad, lo que dificulta su trabajo en animales, de forma que no se continué
trabajando con él.
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1.2.8. Propiedades, caracteristicas quimicas y actividad frente a L.
infantum del compuesto MDG

Se trata de un compuesto hidroxamato O-alquilado con radicales distintos al MTC-
305. El compuesto MDG mostré una gran actividad frente a amastigotes
intracelulares de L. /nfantum, mejorando incluso al MTC-305, con una mejor
solubilidad. Carece de actividad frente a promastigotes de L. infantum.

Propiedades:
e Peso molecular: 354,44 g/mol
¢ Solubilidad: Mejor a la del MTC-305
e Aspecto: Polvo blanco, solucién cristalina
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Grafico 7. Actividad del compuesto MDG frente a amastigotes intracelulares de L. infantum en
términos de porcentaje de reduccion de infeccidn.

Su actividad frente al parasito responde a un patron de doble inversa como se
puede observar en el grafico 7 y en la siguiente férmula:

1

RP =
(0,0118124 + 0,0044687/C)

(R? = 97%)
e Error estandar de la estimacion = 0,0012
e Error absoluto de la media = 0,0008

Obteniendo una ICso = 0,69+0,1 uM

Su citotoxicidad es nula en BMM® y en fibroblastos L920, no reduciendo la
viabilidad de estos en el rango 1-100 uM.
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1.2.9. Propiedades, caracteristicas quimicas y actividad frente a L.
infantum del compuesto YSL

Como SPF-841, se trata de un compuesto distinto al SAHA pero con un O-alquil
hidroxamato del MTC-305. Mostré una gran actividad frente a amastigotes
intracelulares de L. infantum (similar a MDG), aunque no frente a promastigotes,
como los anteriores.

Propiedades:
¢ Peso molecular: 492,6 g/mol
¢ Solubilidad: Mejor a la del MTC-305
e Aspecto: Polvo blanco, solucién cristalina
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Grafico 8. Actividad del compuesto YSL frente a amastigotes intracelulares de L. infantum en términos
de porcentaje de reduccion de infeccion.

Al igual que el MTC-305, su relacién dosis-respuesta responde a un patron
sigmoidal sin umbral, como se puede observar en la siguiente formula y en el
grafico 8.

RP = 85,9582 — 378821/ (R2 = 93%)

e Error estandar de la estimacion: 5,00
e Error absoluto de la media: 2,33

Obteniendo una ICsp = 1,05 + 0,1

No mostro citotoxicidad frente a BMM® ni frente a fibroblastos L929.
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1.2.10. Actividad frente a Leishmania spp. y frente a T. cruzidel
compuesto (-)-a-bisabolol

Este derivado sesquiterpénico de origen natural se evalud frente a parasitos en un
rango de concentraciones de 25-500 uM.

Al igual que en los casos anteriores, la elevada variabilidad en los niveles de
infeccion de los experimentos indujeron a la elaboracién de un modelo
matematico que reflejara la influencia del nivel de infeccion de los macréfagos en
la actividad del compuesto:

RP = 116,38 - 227302/ _ 0,53 x 1 (R? = 90,5%)

Donde R es la reduccion de infeccion en porcentaje, “C”es la concentraciéon (uM)
e "I”es el nivel de infeccién de los macréfagos sin tratamiento.
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Grafico 9. Actividad del (-)-a-bisabolol frente a amastigotes intracelulares de L. infantum en términos
de porcentaje de reduccion de infeccion.

Como se puede observar en el grafico 9, la relacién entre las variables es sigmoidal
(sin umbral).

La actividad del (-)-a-bisabolol frente a amastigotes intracelulares de L. infantum
resultd moderada (IC50=56,93 uM)
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La citotoxicidad del producto resulté muy baja. Evaludndolo en el rango 50-1000
WM se observé que la viabilidad de los fibroblastos L929 tratados con el compuesto
hasta 500 uM permanecidé similar a las de los fibroblastos no tratados (86,7 + 11%
viabilidad, p >0,1) y solo se detecté citotoxicidad a 1000 uM, donde la viabilidad
descendié a 62,3+20%. Por tanto, la citotoxicidad celular fue muy reducida. Con
estos datos se elaboré un modelo de regresion con el fin de predecir la CCso del
compuesto, resultando ésta en 1148,2+149 uM.

Gracias a la baja toxicidad del compuesto, el indice de selectividad del (-)-a-
bisabolol resulté elevado, como se puede observar en el grafico 9, con valores de
SI mayores que 20.

En la tabla 9 se pueden observar las eficacias del (-)-a-bisabolol frente a
amastigotes intracelulares de L. donovani, las otras especies dermotrépicas, L.
majory L. tropica, asi como frente a amastigotes intracelulares de 7. cruzi Al igual
que en el caso del MTC-305, la especies dermotropicas resultaron mas sensibles al
tratamiento con (-)-a-bisabolol que los demas.
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Citotoxicidad
Indice de selectividad

ICs0 (WM) Amastigote Intracelular (MediatSD) CCso (LM)
(CCs0,0929/1Cs50,Leishmania)
(MediazSD)
. L. . . . L. L. L. L. T.
L. infantum . L. major L. tropica T. cruzi L929 . . . . .
donovani infantum® donovani major  tropica  cruzi
- -a.
_( ) 56,93+7,9 39,39+7,0  33,68%8,1 25,21+2,9 45,39+10,0 1148,2+148 20 29 34 46 25
bisabolol
MA 144,40+41,0 96,37+7,4 101,13+12,4 123,3315,8 NR 273,08+12,2 2 3 3 2 NR
Pl 1,50+0,1 0,88+0,2 0,96+10,2 0,62+0,1 1,81+0,4 6,0810,2 4 7 6 10 3

Tabla 9. Actividad, citotoxicidad e indice de selectividad del (-)-a-bisabolol y los controles de referencia frente a amastigotes intracelulares de distintas especies de
Leishmania y frente a amastigotes intracelulares de T. cruzi. MA= Antimoniato de meglumina, Pl= Isetionato de pentamidina, NR=No realizado, SD= desviacion
estandar.
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V. Resultados

1.3. Evaluacion del mecanismo de accion del (-)-a-bisabolol

Influencia sobre la generacién de 6xido nitrico en macréfagos

Este compuesto natural disminuye la generacién de éxido nitrico (NO*) en
macréfagos J774.2 no infectados de una forma dosis-dependiente (p <0,05) como
muestra el siguiente grafico.
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Grafico 10. Influencia del (-)-a-bisabolol sobre la generacion de NO* en macréfagos 1774.2 no
infectados

Al infectar los macréfagos, también decrece la generacién de NO* conforme
aumenta el porcentaje de infeccion. Sin embargo, cuando se trata de macrofagos
infectados tratados con (-)-a-bisabolol la tendencia se invierte de forma
significativa (p <0,05). En el grafico 11 se muestra la influencia de este
sesquiterpeno sobre la generacion de NO* en macréfagos infectados por L. tropica
utilizando resultados similares de infeccion (porcentaje de infeccién de entre el 30-
33%).
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Grafico 11. Efecto del compuesto natural en la generacion de NO* en macréfagos 1774.2 infectados
con L. tropica al mismo nivel de infeccién (30-33%)

Evaluacién del daio mitocondrial en el parasito y resistencia a 6xido nitrico

Se ha evaluado la afectacion mitocondrial del (-)-a-bisabolol sobre promastigotes
de L. tropica. Se observa como al aumentar la concentracion de (-)-a-bisabolol,
disminuye la actividad enzimatica del parasito incluso tratdndose de periodos de
exposicién cortos, en este caso 4h (p <0,05).
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Grafico 12. Influencia del (-)-a-bisabolol sobre la actividad enzimatica del parasito L. tropica
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Por ultimo, se analizo la resistencia del parasito a concentraciones crecientes de

NaNO: (precursor de oxido nitrico) en parasitos incubados previamente durante
2h con el sesquiterpeno.

En la siguiente grafica se observa como el parasito es mas susceptible a la accién

del NO* cuando se incuba previamente con el compuesto, presumiblemente por
su dafio a nivel mitocondrial.
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Grafico 13. Influencia del (-)-a-bisabolol sobre la resistencia a NO* de promastigotes de L. tropica. Se

muestra la viabilidad media de los parasitos sin incubar o incubados con el compuesto natural durante
2h.
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Ultraestructura de los amastigotes sometidos a tratamiento con (-)-a-
bisabolol

En las siguientes fotografias obtenidas por microscopia electrénica de transmisién
se puede observar como el compuesto penetra en los macréfagos y llega hasta el
parasito (zonas electrodensas u oscuras). De hecho, el compuesto se localiza

preferentemente dentro del parasito.

Figura 15. Amastigote intracelular de L. tropica con el compuesto en su interior (zonas oscuras o
electrodensas).

En estas fotografias se observa como el compuesto se distribuye por todos los
compartimentos del parasito. Sin embargo, éste no aparecié por otras zonas del
macréfago, indicando que llega selectivamente a los amastigotes. La estructura de
estos amastigotes se encuentra muy deteriorada ya que las fotografias fueron
obtenidas tras 48h de tratamiento con el compuesto a 25 uM.
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Figura 16. Amastigote de L. tropica seriamente alterado por el (-)-a-bisabolol. Se observa la
localizacidon de éste solo dentro del parasito.
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1.4. Ensayos in vitro frente a amastigotes intracelulares de L. infantum

con el compuesto MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA
y de oro

Como se ha mencionado anteriormente, el compuesto MTC-305 es muy insoluble,
por lo que se vehiculizd el compuesto en nanoparticulas de PLGA o de oro. La
vehiculizacion del compuesto fue llevada a cabo por el Departamento de
Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Granada. Los ensayos para
comparar las formulaciones vehiculizadas del MTC-305, entre si y con el
tratamiento con MTC-305 libre se realizaron por triplicado. La tabla 10 muestra los
resultados de reduccion de infeccién encontrados comparandolos con los
resultados tedricos de reduccion de infeccion obtenidos con el modelo tedrico del
compuesto MTC-305 libre para un nivel de infeccion del 71,1%.

Tratamiento Resultado Resultado teérico,
experimental, % (media

Concentracion (uM) % (mediatxde) [intervalos 95%])

MTC-305 libre. 5 64,7274 51,82 [33,8 — 69,8]

MTC-305 PLGA. 3,21 54,29+8,8 46,77 [28,7 - 64,9]

MTC-305 Oro. 14,3 70,59+1,2 69,28 [51,1 — 87,5]

Tabla 10. Resultados del tratamiento in vitro con MTC-305 encapsulado en nanoparticulas. Los
resultados se muestran en porcentaje de reduccién de infeccion

Los resultados obtenidos experimentalmente se corresponden con los
aproximados por el modelo. Por tanto, la vehiculizacién con nanoparticulas de
PLGA o de oro no afecta negativamente a la eficacia del MTC-305 /n vitro.

No se observé citotoxicidad en los macréfagos infectados tratados con
nanoparticulas de PLGA u oro solas, o con el compuesto vehiculizado en estas
nanoparticulas, en sus distintas concentraciones.
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2. Experimentos in vivo sobre ratones infectados experimentalmente

2.1. Optimizacion de la infeccién experimental

V. Resultados

El modelo animal elegido para llevar a cabo los ensayos de infeccion experimental

con L. infantum fue el ratdon Balb/c.

Se hicieron grupos de 4 ratones hembra Balb/c de 6 semanas de edad y se
infectaron con la cepa de L. /infantum MCAN/ES/07/DP534 utilizando distintas
fases del parasito, dosis y vias de infeccion y distintos tiempos de sacrificio tras la

infeccion.

Los factores evaluados en el modelo fueron los siguientes:

a. Dosis de infeccion: 108, 107 o 108 parasitos por inoculacién

b. Via de infeccidn: Intravenosa o intraperitoneal

c. Tiempo de evaluacién de la infeccion: 14, 28 o 60 dias post infeccién.

d. Fase infectiva: Promastigote o amastigote

Dosis
(millones)
Sacrificio
Fase
Via de
inoculacidn
Carga
parasitaria

en bazo
Improntas
Cultivos

10

28

1074,5

+++

10

14

100

28

12,4

+++

100

60

44,3

+++

10

28

0,72

10

14

1,01

14

0,8

+++

28

10

14

10

28

12,06

+++

Tabla 11. Optimizacidon del modelo experimental. La tabla muestra las cargas parasitarias (parasitos

por miligramo de bazo), presencia de amastigotes en improntas de higado o bazo (positivo o negativo)

y aislamiento de parasito en cultivo en bazo (+), en bazo, higado y médula ésea (+++) o negativo (-)

para cada una de las variables evaluadas. La dosis infectiva se muestra en millones de parasitos, el

sacrificio en dias post infeccidn, la fase del parasito promastigote (P) o amastigote (A); y la via de

inoculacidn intraperitoneal (IP) o intravenosa (V).
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El grupo de ratones infectados con 107 promastigotes en fase estacionaria de
cultivo, por via intraperitoneal y sacrificado a los 28 dias de la infeccion, fue el que
mostrd mejores resultados al aplicar una PCR cuantitativa en tiempo real (1074,5
parasitos/mg en higado). Ademas, en este grupo se consiguio aislar el parasito de
higado, bazo y médula 6sea, y se observaron amastigotes en improntas de bazo e
higado.

Las condiciones del modelo de infeccidon optimizado y que se utilizaron en los
experimentos de evaluacion /n vivo son asi las siguientes:

¢ Dosis de infeccién: 10 millones de parasitos

e Cepa: MCAN/ES/2007/DP534

e Via: Intraperitoneal

e Tiempo de infeccidn (hasta inicio del tratamiento): 4 semanas (28 dias)

e Fase infectiva: Promastigotes de cultivo en fase estacionaria (5-7 dias de
cultivo).

2.2. Evaluacién /in vivo del compuesto MTC-305 libre

2.2.1. Toxicidad en animales sanos del compuesto MTC-305 libre

Se realizd un experimento de toxicidad subaguda con dosis repetidas. Se
dividieron 40 ratones Swiss (ICR-CD1) de 6-8 semanas de edad en 4 grupos y se
trataron durante 14 dias. Se observaron y pesaron hasta el dia 28 del experimento,
cuando fueron sacrificados. El compuesto se disolvio en DMSO puro que luego se
diluy6 en solucion de suero fisiolégico (SSF) de forma que la dosis deseada de
producto se administrase en un volumen de 500 pL con una concentracién final
de 0,5% de DMSO. El tratamiento se administré por via intraperitoneal. Para la
maxima dosis se utilizé el compuesto vehiculizado en nanoparticulas de oro. Los
tratamientos fueron:

e Grupo control, tratado con solucion de suero fisiolégico (SSF) con 0,5%
DMSO.

e Grupo M100, tratado con 100 mg/kg/dia de MTC-305 libre

e Grupo M200, tratado con 200 mg/kg/dia de MTC-305 libre

e Grupo M500, tratado con 500 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de oro
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Ningun animal murié durante el tratamiento ni durante el periodo de observacion.
No se observaron signos de sufrimiento, dolor o diarrea en ninguno de los
animales del ensayo. A pesar de que el objetivo del ensayo era la determinacion
de una dosis letal 50% (LDso), ésta no se logré determinar. Los resultados indican
que la LDso es muy superior a 500 mg/kg, lo que facilita enormemente la seleccion
de una dosis con la que empezar el tratamiento en animales infectados.

36,00
35,00

34,00

(g)

Q 33,00
o ——
a

32,00

31,00

30,00
0 5 10 15 20 25 30

Dia
—e—Control —#—100 mg/kg —&—200mg/kg —&—500 mg/kg

Grafico 14. Evolucion del peso medio de los ratones sanos tratados con distintas dosis de MTC-305
libre

Como muestra el grafico 14, todos los ratones, incluyendo los del grupo control,
sufrieron un descenso en su peso durante la primera mitad del periodo de
tratamiento (dias 0-7), peso que fueron recuperando progresivamente durante el
resto del periodo de tratamiento y hasta el final del periodo de observacion (dias
8-28) casi por completo. La disminucién inicial en su peso no fue nunca mayor del
5%.

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los pesos
de los 6rganos (bazo, rifidn e higado) de los animales tratados a las distintas dosis
y los de los ratones control.

Sin embargo, al realizar la necropsia, se encontraron pequefios acimulos del
producto precipitado en el peritoneo en los grupos tratados con el compuesto
libre, debido posiblemente a su baja solubilidad y elevadas dosis.
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2.2.2. Evaluacion del compuesto MTC-305 libre en animales
infectados

2.2.2.1.Eficacia frente a L. infantum

Dada la flexibilidad de dosis otorgada por el ensayo en animales sanos, se eligid
una dosis de compuesto de 25 mg/kg, basada en ensayos con el farmaco SAHA
en ratones, el analogo estructural mas cercano al MTC-305.

El experimento incluyé 25 ratones Balb/c de 4 semanas de edad infectados
experimentalmente en las condiciones indicadas en 2.7 repartidos en 3 grupos:

e Grupo Control (C): Recibe suero fisiolégico estéril con 0,5% DMSO.

e Grupo Glucantime® (G): Recibe 17 mg SbV/kg al dia de antimoniato de
meglumina durante 7 dias.

e Grupo MTC-305 (M): Recibe 25 mg/kg al dia de MTC-305 libre durante 7 dias.

Grupo Carga parasitaria
(Parasitos/mg)
Higado Bazo
C 0,70 0,5 1,04+0,9
M 0,40+0,3 0,20£0,2
G 0,55+0,4 0,84+0,7

Tabla 12. Carga parasitaria de higado y bazo del primer ensayo de tratamiento con MTC-305 libre.
Media * desviacion estandar

Como se puede observar en la tabla 12, el tratamiento con el compuesto MTC-305
libre disminuyo, con respecto al control, la carga parasitaria en higado y bazo. Sin
embargo, estas reducciones, debito a la elevada variabilidad de las cargas
parasitaria en ambos grupos, C y M, no resultaron estadisticamente significativas
ni en higado (p >0,1) ni en bazo (p =0,076). Tampoco el tratamiento con
antimoniato de meglumina mostrd una actividad diferente en el bazo o en el
higado frente al control (p>0,1).
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2.2.2.2.Toxicidad del compuesto MTC-305 libre en animales

infectados

Con respecto a la toxicidad en animales infectados, se confirmaron las
conclusiones obtenidas en el tratamiento de los animales sanos: no se observaron
signos de sufrimiento, dolor o diarrea en los animales tratados; tampoco se
observd, al contrario que en los experimentos con animales sanos, disminucion en
el peso de los animales durante el tratamiento (grafico 15). Como muestra la tabla
13, entre los grupos de tratamiento o control, sanos o infectados tampoco se
observaron diferencias en los parametros bioquimicos y enzimaticos analizados en
suero o plasma, ni en los pesos de sus érganos (p >0,1).

A pesar de la drastica disminucidn en la dosis con respecto al ensayo en animales
sanos, también en este experimento se observaron depédsitos de compuesto
precipitado en el peritoneo de los animales necropsiados.
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Grafico 15. Evolucion del peso de los ratones tratados con MTC-305 libre desde su infeccion
hasta su sacrificio. C= Grupo Control, recibe suero fisiologico estéril con 0,5% DMSO. G=
Recibe 17 mg SbV/kg al dia de antimoniato de meglumina durante 7 dias. M= Recibe 25
mg/kg al dia de MTC-305 libre durante 7 dias.
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Grupo Parametros bioquimicos y enzimaticos Peso de los 6rganos
ALP (U/L) UREA GPT GOT CREAT Bazo Higado
(mg/dL)  (U/L) (U/L)  (mg/dL)
C 274 +148 53 +20 81 +41 298 +213 679 11315 760 =71
G 236 101 44 +8 46 £41 379 £303 47 +15 114 £+8 840 127
M 197 £31 46 +19 51+9 329+222 654 112+14 863 %61

Tabla 13. Evaluacion de la toxicidad del tratamiento con MTC-305 libre en los ratones infectados y
sanos. Media * desviacion estandar de los valores bioquimicos y enzimaticos analizados y de los pesos
de los érganos. C= Grupo Control, recibe suero fisiolégico estéril con 0,5% DMSO. G= Recibe 17 mg
SbV/kg al dia de antimoniato de meglumina durante 7 dias. M= Recibe 25 mg/kg al dia de MTC-305
libre durante 7 dias.

2.2.3. Evaluacioén in vivo del compuesto MTC-305 vehiculizado en

nanoparticulas de PLGA

El disefio experimental fue el siguiente: Se hicieron 5 grupos de 7 ratones
infectados experimentalmente con L. infantum en las condiciones indicadas en 2. 7.

e Grupo Control (C): Tratado con una suspension de nanoparticulas de PLGA
vacias, inoculando la misma cantidad de nanoparticulas que en los animales
tratados.

e Grupo Glucantime® (G): Tratado con 104 mg SbY/kg/dia de antimoniato de
meglumina.

e Grupo MTC-305 NP-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305
vehiculizado en nanoparticulas de PLGA.

e Grupo MTC-305 NP-M25: Tratado con 25 mg/kg/dia de MTC-305
vehiculizado en nanoparticulas de PLGA.

e Grupo NP-M50: Tratado con 50 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de PLGA.

e Grupo G+NP-M6,25: Tratado con 6,25 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado
en nanoparticulas de PLGA y 104 mg SbV/kg/dia de antimoniato de
meglumina.

e Grupo G+NP-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de PLGA y 104 mg Sb"/kg/dia.

e Grupo G+NP-M20: Tratado con 20 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de PLGA y 104 mg Sb"/kg/dia.

La duracion del tratamiento fue de 14 dias
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2.2.4. Evaluacion de la eficacia frente a L. infantum
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Grafico 16. Medias de los porcentajes de reduccion de las cargas parasitarias en higado y bazo de los
distintos grupos de ratones. G: Tratado con 104 mg SbV/kg/dia de antimoniato de meglumina. NP-
M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA. NP-M25:
Tratado con 25 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA. NP-M50: Tratado con
50 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA. G+NP-M6,25: Tratado con 6,25
mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA y 104 mg SbV/kg/dia de antimoniato
de meglumina. G+NP-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de
PLGA y 104 mg SbV/kg/dia. G+NP-M20: Tratado con 20 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de PLGA y 104 mg SbV/kg/dia.

En los ratones control, la infeccion fue mayor en el bazo que en el higado (45,4
frente a 5,3 parasitos/mg) y las cargas parasitarias muy variables. Como muestra
el grafico 16, el tratamiento con antimoniato de meglumina demostré ser eficaz
en el higado (p =0,027), reduciendo la carga parasitaria en aproximadamente un
80% mientras que se mostrd totalmente ineficaz en el bazo.

En higado, los tratamientos con MTC-305 a 10, 25 mg/kg y a 50 mg/kg no
redujeron la carga parasitaria con respecto al control (p>0,1). En el bazo, el
tratamiento a 25 mg/kg redujo de forma estadisticamente significativa (o =0,0139)
la carga parasitaria en un 69%. A 50 mg/kg también redujo la carga parasitaria de
forma significativa (p=0,0023) en un 80%. Estos tratamientos, aunque claramente
superiores al tratamiento con Glucantime®, no demostraron ser mejores que éste
ni a 25 (p=0,089) ni a 50 mg/kg (p=0,062), posiblemente debido a la gran
variabilidad en los resultados del compuesto antimonial.
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Las combinaciones de antimoniato de meglumina con MTC-305 mostraron una
gran eficacia reduciendo la carga parasitaria en higado en un 98% (p =0,001) y en
bazo en un 92% (p =0,001) con respecto al control a 6,25 mg/kg. Esta combinacién
demostrd ser mejor que el antimoniato de meglumina tanto en el bazo (p =0,042)
como en el higado (p=0,020). Las combinaciones con 10 y 20 mg/kg de MTC-305
fueron también muy eficaces en higado y bazo (p <0,01) y superaron al
tratamiento de referencia (p <0,05) pero el incremento en la dosis de MTC-305 no
supuso una mejora desde el punto de vista estadistico, aunque es de destacar que
no se encontrd parasito en higado en los ratones tratados con estos regimenes.

2.2.5. Evaluacion de la toxicidad del tratamiento
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Grafico 17. Evolucién del peso de los ratones durante el periodo de infeccion y posterior tratamiento
con MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA. Media de los pesos por grupo. La zona
sombreada indica el tiempo de tratamiento. G: Tratado con 104 mg SbV/kg/dia de antimoniato de
meglumina. NP-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA.
NP-M25: Tratado con 25 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA. NP-M50:
Tratado con 50 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA. G+NP-M6,25: Tratado
con 6,25 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de PLGA y 104 mg SbV/kg/dia de
antimoniato de meglumina. G+NP-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de PLGA y 104 mg SbV/kg/dia. G+NP-M20: Tratado con 20 mg/kg/dia de MTC-305
vehiculizado en nanoparticulas de PLGA y 104 mg SbV/kg/dia. C: Tratado con una suspensiéon de
nanoparticulas de PLGA vacias, inoculando la misma cantidad de nanoparticulas que en los animales
tratados.
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El grafico 17 muestra la evolucion en el peso de los ratones. Solo el grupo G+NP-

20 muestra una disminucion superior al 5% al iniciar el tratamiento, que recupera

durante los siguientes dias. No se observaron signos de malestar o dolor en los

ratones durante el tratamiento con el compuesto.

Parametros bioquimicos y enzimaticos

. GOT
Tratamiento
(/L)
C 541 £205
G 501 +131
NP-M10 214 +28

NP-M25 578 +157
NP-M50 422 +263
G+NP-M6,25 538 +201
G+NP-M10 348 +36
G+NP-M20 370 54

GPT

(U/L)
52434
64 £52
54 £19
62 +39
63 +62
53 +34
59 +26
55 +22

ALP

(U/L)
200 £65
214 £89
282 +62
242 +66
238 £57
273 £54
222 £58
252 +49

UREA

(mg/dL)
53 +13
55 +9
62 +13
45 +15
57 +11
62 +11
59 +9
58 +11

CREAT

(mg/dL)
59 +13
56+11
55+18
6010
60 +16
74 +9
52 +19
57 +15

Peso del érgano

Bazo

(mg)
116 +28
107 +13
130 +13
143 +18
167 22
134 +28
144 27
153 +16

Higado

(mg)
896 +129
933 +211
900 +109

800 +92
861 +153
847 +58
801 +39
969 +86

Tabla 14. Evaluacion de la toxicidad del tratamiento con MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de

PLGA en los ratones infectados. Media * desviacion estandar de los valores bioquimicos y enzimaticos

analizados y de los pesos de los drganos

Tampoco se vieron alterados debido al tratamiento los valores bioquimicos y

enzimaticos (p >0,1) con respecto al control sin tratamiento ni los pesos de los

organos (p >0,1). Estos resultados refuerzan la idea de inocuidad del compuesto

MTC-305, esta vez adsorbido sobre nanoparticulas de PLGA.
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2.2.6. Evaluacion in vivo del compuesto MTC-305 vehiculizado en

nanoparticulas de oro

Se hicieron 9 grupos de 7 ratones infectados experimentalmente con L. infantum

en las condiciones indicadas en 2.7. El disefio experimental fue el siguiente:

Grupo control (NO): Tratado con una suspension de nanoparticulas de oro
vacias, inoculando la misma cantidad de nanoparticulas que en los animales
tratados.

Grupo Glucantime® (G): Tratado con 104 mg SbY/kg/dia de antimoniato de
meglumina.

Grupo MTC-305 NO-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305
vehiculizado en nanoparticulas de oro.

Grupo MTC-305 NO-M25: Tratado con 25 mg/kg/dia de MTC-305
vehiculizado en nanoparticulas de oro.

Grupo MTC-305 NO-M50: Tratado con 50 mg/kg/dia de MTC-305
vehiculizado en nanoparticulas de oro.

El tratamiento durd 14 dias

2.2.7.Evaluacion de la eficacia frente a L. infantum

En general las cargas parasitarias en este ensayo fueron inferiores a las del anterior,

con unas diferencias mas acentuadas entre las cargas parasitarias en bazo y las del

higado (gréafico 18)

Confirmando las observaciones previas, el antimoniato de meglumina resulté muy

eficaz en el higado pero su efectividad en el bazo fue muy reducida (p>0,1).

El MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de oro redujo la carga parasitaria en
bazo en un 86% (p=0,0268) a 10 mg/kg y en un 96% a 25 mg/kg (p=000254); esta
Ultima dosis superd en efectividad al tratamiento con el producto de referencia

(p=0,0268). En el higado, y pese a reducir la carga parasitaria hasta en un 70% a

25 mg/kg, la efectividad de NO-M25 no resultd estadisticamente significativa
(p=0.0701).
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Grafico 18. Medias de las cargas parasitarias en bazo (Parasitos/mg) en los distintos grupos de
animales. NO: Tratado con una suspension de nanoparticulas de oro vacias, inoculando la misma
cantidad de nanoparticulas que en los animales tratados. G: Tratado con 104 mg SbhV/kg/dia de
antimoniato de meglumina. NO-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de oro. NO-M25: Tratado con 25 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de oro. NO-M50: Tratado con 50 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de oro.

2.2.8. Evaluacion de la toxicidad

No se observo disminucion en el peso de los animales debida al tratamiento
(gréfico 19). Tampoco se observaron signos o sintomas de toxicidad: los animales
no mostraron signos de sufrimiento, dolor o diarrea. Tampoco se observaron
variaciones en los niveles de los parametros bioquimicos o enzimaticos analizados
en sangre (p >0,1), ni en los pesos de los 6rganos (p >0,1), como muestra la tabla
15.
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Grafico 19. Evolucion del peso de los animales del ensayo con MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas
de oro. Media del grupo. NO: Tratado con una suspension de nanoparticulas de oro vacias, inoculando
la misma cantidad de nanoparticulas que en los animales tratados. G: Tratado con 104 mg SbV/kg/dia
de antimoniato de meglumina. NO-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de oro. NO-M25: Tratado con 25 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de oro. NO-M50: Tratado con 50 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en
nanoparticulas de oro.

Parametros bioquimicos y enzimaticos Peso de los 6rganos
Tratamiento GOT GPT ALP UREA CREAT Bazo Higado
(U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL)  (mg/dL) (mg) (mg)
NP 308 £37 44 +11 254 67 59 14 52 14 143 £17 852 +59
NO 419 +£183 64 +26 253 51 57 11 62 £18 127 £20 962 +186
G 424 £33 51 +25 229 £53 53 19 61 £15 106 £10 896 +151
NO-M10 221 £49 63 +21 259 41 62 8 58 +14 118 +24 884 183
NO-M25 255 178 49 +24 280 66 62 12 48 £12 135 £11 841 +£98
NO-M50 455 +69 64 £25 257 75 57 7 57 £16 133 +23 1005+140

Tabla 15. Evaluacion de la toxicididad del MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de oro. Media *
desviacion estandar de los valores bioquimicos y enzimaticos analizados y de los pesos de los 6rganos.
NO: Tratado con una suspension de nanoparticulas de oro vacias, inoculando la misma cantidad de
nanoparticulas que en los animales tratados. G: Tratado con 104 mg SbV/kg/dia de antimoniato de
meglumina. NO-M10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de oro.
NO-M25: Tratado con 25 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de oro. NO-M50:
Tratado con 50 mg/kg/dia de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de oro.
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2.2.9. Comparacion de la eficacia de los distintos tratamientos y
formulaciones de MTC-305

Debido a la divergencia de cargas parasitarias en los controles de los distintos
ensayos para la comparacion de la eficacia de los distintos tratamientos y
formulaciones, se normalizaron los resultados en términos de porcentaje de
reduccion en la carga parasitaria. En los tratamientos en régimen de monoterapia
con MTC-305 se observa una relacion dosis respuesta (excepto a 50 mg/kg para la
formulacion con nanoparticulas de oro), encontrandose que el mejor tratamiento
en monoterapia es MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de oro a 25 mg/kg.
Entre los tratamientos con la combinacién de MTC-305 y el antimoniato
meglumina de no hay diferencias estadisticamente significativas entre las distintas
dosis de MTC-305.
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Grafico 20. Porcentajes de reduccion de la carga parasitaria en higado y bazo de los ratones tratados
con todas las modalidades de tratamiento. Se indica la media y su desviacion estandar. G=
antimoniato de meglumina 104 mg SbhV/kg; NP-M10= MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de
PLGA a 10 mg/kg; NP-M25= MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de PLGA a 25 mg/kg; NP-M50=
MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de PLGA a 50 mg/kg; G+NP-M5= antimoniato de meglumina
104 mg ShV/kg+ MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de PLGA a 5 mg/kg; G+NP-M10=
antimoniato de meglumina 104 mg SbhV/kg+ MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de PLGA a 10
mg/kg; G+NP-M20= antimoniato de meglumina 104 mg SbV/kg+ MTC-305 vehiculizado con
nanoparticulas de PLGA a 20 mg/kg; NO-M10= MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de oro a 10
mg/kg; NO-M25= MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de oro a 25 mg/kg; NO-M50= MTC-305
vehiculizado con nanoparticulas de oro a 50 mg/kg.
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2.3. Evaluacion /in vivo del compuesto MDG

Este compuesto mostré mayor solubilidad y actividad frente a L. infantum in vitro
que el MTC-305, siendo un buen candidato a ser evaluado en el modelo animal

A pesar de su mayor solubilidad, para la administracion in vivo fue necesaria su
vehiculizacién. En este caso sélo se usaron las nanoparticulas de oro, descartando
el uso del compuesto libre o vehiculizado en nanoparticulas de PLGA.

2.3.1. Evaluacion de la toxicidad sobre animales sanos

Previo al tratamiento en animales infectados, se realizd un ensayo de toxicidad en
animales sanos con el fin de determinar la LDso del compuesto. Para ello se
utilizaron 10 ratones ICR (CD-1) de 6 semanas de edad y de ambos sexos y se les
tratd, con 500 mg/kg de MDG al dia durante dos semanas. Se realizd un
seguimiento de estos animales durante dos semanas adicionales para evaluar
signos de dolor, sufrimiento, diarrea, pérdida de peso o muerte.

Ningun animal murié durante el ensayo ni se observé ningun otro signo, lo que
indica que el compuesto carece de toxicidad aguda o subaguda.

2.3.2.Evaluacion de la eficacia frente a L. infantum

Se hicieron 5 grupos de 7 ratones infectados en las condiciones indicadas en el
apartado 2.7, que recibieron distintos tratamientos:

e Grupo control (NO): Tratado con una suspension de nanoparticulas de oro
vacias, inoculando la misma cantidad de nanoparticulas que en los animales
tratados.

e Grupo NO-Md 10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en
nanoparticulas de oro.

e Grupo NO-Md 25: Tratado con 25 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en
nanoparticulas de oro.

e Grupo G: Tratados con antimoniato de meglumina a una dosis de 104 mg
SbV/kg/dia.

¢ Grupo G+NO-Md 10: Tratado con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en
nanoparticulas de oro y antimoniato de meglumina a una dosis de 104 mg
SbV/kg/dia.

El tratamiento tuvo una duracién de 10 dias
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Como se puede observar en el grafico 21, el compuesto es muy eficaz en bazo a
25 mg/kg (p =0,0153) reduciendo la carga parasitaria en mas de un 90%, aunque
esta reduccidn no resultd superior en sentido estricto a la del compuesto de
referencia (p =0,0568). Los tratamientos con antimoniato de meglumina, a pesar
de disminuir la carga parasitaria en mas de un 50%, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas con los controles sin tratamiento en monoterapia
(p >0,1) ni combinado con MDG a una dosis de 10 mg/kg (p =0,0869).
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Grafico 21. Cargas parasitarias medias en bazo de los distintos grupos de tratamiento. NO=
tratado con una suspension de nanoparticulas de oro vacias, inoculando la misma cantidad de
nanoparticulas que en los animales tratados; NO-Md 10= tratado con 10 mg/kg/dia de MDG
vehiculizado en nanoparticulas de oro. NO-Md 25= tratado con 25 mg/kg/dia de MDG
vehiculizado en nanoparticulas de oro. G= tratados con antimoniato de meglumina a una dosis
de 104 mg SbV/kg/dia; G+NO-Md 10= tratado con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en
nanoparticulas de oro y antimoniato de meglumina a una dosis de 104 mg SbV/kg/dia.

Por el contrario, en el higado el compuesto demostrd una alta efectividad tanto a
10 mg/kg como a 25 mg/kg, reduciendo las cargas parasitarias en un 98% (p
=0,0344) y en mas de un 99% (p =0,0331) respectivamente (grafico 22). Los
tratamientos con el compuesto antimonial también mostraron gran eficacia en el
higado al igual que ya se vio en experimentos anteriores, tanto en monoterapia (p
=0,0334) como en combinacion con MDG (p =0,0347), reduciendo también la
carga parasitaria en esta Ultima combinacién en mas de un 95% en ambos casos.
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Grafico 22. Cargas parasitarias medias en higado de los distintos grupos de tratamiento. NO=
tratado con una suspension de nanoparticulas de oro vacias, inoculando la misma cantidad de
nanoparticulas que en los animales tratados; NO-Md 10= tratado con 10 mg/kg/dia de MDG
vehiculizado en nanoparticulas de oro. NO-Md 25= tratado con 25 mg/kg/dia de MDG
vehiculizado en nanoparticulas de oro. G= tratados con antimoniato de meglumina a una dosis
de 104 mg SbV/kg/dia; G+NO-Md 10= tratado con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en
nanoparticulas de oro y antimoniato de meglumina a una dosis de 104 mg SbV/kg/dia.

Como se puede apreciar, este compuesto mantiene la elevada actividad del MTC-

305 en el bazo, afiadiendo una gran efectividad en el higado.
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2.3.3. Evaluacion de la toxicidad en el ensayo de infecciéon

No se observé toxicidad durante el periodo de tratamiento con MDG. En general
no hubo pérdida de peso debido a éste y el peso de los ratones evolucioné con
normalidad durante todo el ensayo, como muestra el grafico 23. Tampoco los
ratones mostraron signos de sufrimiento, dolor o diarrea durante todo el ensayo.
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Grafico 23. Evolucion del peso de los animales durante el ensayo con MDG. La zona sombreada indica
el periodo de tratamiento. NO= tratado con una suspension de nanoparticulas de oro vacias,
inoculando la misma cantidad de nanoparticulas que en los animales tratados; NO-Md 10= tratado
con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en nanoparticulas de oro. NO-Md 25= tratado con 25
mg/kg/dia de MDG vehiculizado en nanoparticulas de oro. G= tratados con antimoniato de meglumina
a una dosis de 104 mg SbV/kg/dia; G+NO-Md 10= tratado con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en
nanoparticulas de oro y antimoniato de meglumina a una dosis de 104 mg SbV/kg/dia.

Tampoco se observaron alteraciones en los valores de los parametros bioquimicos
y enzimaticos analizados en sangre (p>0,1). Con respecto a los pesos de los
organos, no se observaron diferencias entre los pesos de los bazos de los animales
tratados en comparacion con el control sin tratamiento. Sin embargo, al comparar
los pesos de los higados, encontramos diferencias estadisticamente significativas
(p=0,017) entre los pesos de los higados del grupo de referencia (G) y el grupo
control sin tratamiento (NO), aunque esta ligera hepatomegalia no vino
acompafada de alteraciones en los valores de las transaminasas en suero, como
muestra la tabla 16.
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Parametros bioquimicos y enzimaticos

Tratamiento GOT
(U/L)
NO 228 £92
NO-Md 10 281 40
NO-Md 25 164 £76
G+NO-Md 281 +86
G 308 +40

GPT

(U/L)
55 £13
50 £11
64 17
66 14
96 +36

ALP
(U/L)
264 £39
265 £38
242 +27
284 +37
275 £29

UREA  CREAT
(mg/dL) (mg/dl)
50 +5 50 +5
53 +6 49 +7
54 +5 50 +10
51 +4 52 +10
53 +4 55 +9

Peso de 6rganos

Bazo
(mg)
155 +52
148 +8
141 £14
149 +39
161 +47

Higado
(mg)
691+113
724+100
700+119
738+136
863+93

Tabla 16. Toxicidad del tratamiento con MDG en los ratones infectados. Media * desviacion estandar

de los valores bioquimicos y enzimaticos analizados y de los pesos de los 6rganos. NO= tratado con

una suspension de nanoparticulas de oro vacias, inoculando la misma cantidad de nanoparticulas que
en los animales tratados; NO-Md 10= tratado con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en
nanoparticulas de oro. NO-Md 25= tratado con 25 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en nanoparticulas
de oro. G= tratados con antimoniato de meglumina a una dosis de 104 mg SbV/kg/dia; G+NO-Md 10=
tratado con 10 mg/kg/dia de MDG vehiculizado en nanoparticulas de oro y antimoniato de meglumina
a una dosis de 104 mg SbV/kg/dia.
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2.4. Evaluacion /in vivo del compuesto natural (-)-a-bisabolol

2.4.1. Evaluacion de la toxicidad en animales sanos

Se realizd un ensayo de toxicidad subaguda en animales sanos (ratones Swiss)
utilizando un grupo control (AO, tratado con el diluyente, aceite de oliva) y dos
grupos que recibieron dos dosis diarias distintas de (-)-a-bisabolol durante dos
semanas, 200 mg/kg (B200) y 1000 mg/kg (B1000). Se les observé durante dos
semanas adicionales hasta ser sacrificados. En el ensayo no murié ningun animal,
demostrando la falta de toxicidad aguda y subaguda y estableciendo una LDso en
mas de 1000 mg/kg.

Durante el ensayo se evaluaron los pesos de los animales, asi como la aparicion de
signos de sufrimiento, dolor y diarrea, no encontrando pérdidas de peso
significativas ni ninguno de estos signos, como muestra el grafico 24.
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Grafico 24. Evolucidn del peso de los ratones en el ensayo de toxicidad sobre animales sanos con (-)-
a-bisabolol. AO= tratados con diluyente, aceite de oliva; B200= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-
bisabolol diluido en aceite de oliva; B1000= tratados con 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en
aceite de oliva. La zona sombrada corresponde al periodo de tratamiento.

En este ensayo tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de animales control y los grupos de animales tratados, confirmando
la inocuidad del tratamiento en animales sanos, como muestra la tabla 17.
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Grupo Parametros bioquimicos Pesos de los 6rganos
ALP UREA GPT GOT CREAT Bazo Higado Rifion

(U/t)  (mg/dL)  (U/L) (U/L)  (mg/dL) (mg) (mg) (mg)

AO 192 #83 5111 54 +47 352 +87 6115 89+8 78162 11347
B200 256 +44 49+9 37 £#23 238+102 58 £32 95+12 802+101 12011
B1000 235 +42 44 +16 56 +17 462+100 58 +21 92 +18 806 +76 123+7

Tabla 17. Toxicidad de los animales sanos tratados con (-)-a-bisabolol. Media * desviacion estandar
de los valores bioquimicos y enzimaticos analizados y de los pesos de los 6rganos. AO= tratados con
diluyente, aceite de oliva; B200= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva;
B1000= tratados con 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva.

2.4.2.Evaluacion de la eficacia del (-)-a-bisabolol frente a L. infantum

Se hicieron 6 grupos de 7 ratones infectados experimentalmente en las
condiciones indicadas en 2.1.

e Grupo control (AO): Tratado con 0,5 mL de aceite de oliva por via oral.

e Grupo B50: Tratado via oral con 50 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluidos en aceite
de oliva, en un volumen final de 0,5 mL.

e Grupo B200: Tratado via oral con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluidos en
aceite de oliva, en un volumen final de 0,5 mL.

e Grupo B1000: Tratado via oral con 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluidos en
aceite de oliva, en un volumen final de 0,5 mL.

¢ Grupo control de referencia (G): Tratado con antimoniato de meglumina a una
dosis de 104 mg SbV/kg via intraperitoneal

e Grupo combinacién (BG): Tratado con antimoniato de meglumina a una dosis
de 104 mg Sb"/kg via intraperitoneal y 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluidos
en aceite de oliva, en un volumen final de 0,5 mL por via oral.

El tratamiento durd 14 dias.

Como en casos anteriores, se obtuvo una gran variabilidad en las cargas
parasitarias en los controles entre los 3 experimentos. De nuevo, el 6rgano mas
parasitado fue el bazo, con unas cargas parasitarias de hasta 10 veces superiores
a las del higado en los controles sin tratamiento.

Los graficos 25 y 26 muestran las reducciones en la carga parasitaria conseguidas
por los distintos tratamientos con (-)-a-bisabolol en el bazo y el higado
respectivamente. En bazo, el tratamiento con este derivado sesquiterpénico
resulté eficaz a 50 mg/kg, reduciendo la carga parasitaria en un 56% (p=0,05); a
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200 mg/kg, reduciendo un 72% la carga parasitaria (p=0,003); y a 1000 mg/kg, que
la redujo un 53% (p=0,0235) aunque sin mostrar una relacion dosis-respuesta
debido a la menor eficacia de la dosis mas elevada. El tratamiento con el producto
de referencia no fue eficaz en este 6rgano (p>0,1) ni tampoco la combinacién entre
éste y el (-)-a-bisabolol.

Bazo
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Reduccidn de infeccion (%)

Grafico 25. Eficacia del (-)-a-bisabolol en el bazo de los ratones infectados en términos de porcentaje
de reduccién de la carga parasitaria. B50= tratados con 50 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite
de oliva; B200= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva; B1000= tratados
con 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva; G= tratados con antimoniato de
meglumina a 104 mg ShV/kg; BG= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva
y antimoniato de meglumina a 104 mg SbV/kg.

En el higado, el (-)-a-bisabolol result6 eficaz a 50 mg/kg (83% de reduccion de la
carga parasitaria, p=0,045) y a 200 mg/kg, reduciendo en un 89% la carga
parasitaria (p=0,038). Sin embargo no mostré diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control sin tratamiento a la dosis mas elevada de
1000 mg/kg (p=0,0884) a pesar de reducir en un 59% la carga parasitaria en el
higado. El tratamiento con antimoniato de meglumina mostrd la efectividad
habitual en este érgano, reduciendo en un 89% la carga parasitaria (p=0,014). El
tratamiento combinado del (-)-a-bisabolol y antimoniato de meglumina resulté
muy eficaz (p<0,01), reduciendo un 99,5% la parasitacion del higado y superando
en eficacia incluso al tratamiento con el producto antimonial en monoterapia
(p=0,027).
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Grafico 26. Eficacia del (-)-a-bisabolol en el higado de los ratones infectados en términos de porcentaje
de reduccién de la carga parasitaria. B50= tratados con 50 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite
de oliva; B200= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva; B1000= tratados
con 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva; G= tratados con antimoniato de
meglumina a 104 mg SbV/kg; BG= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva
y antimoniato de meglumina a 104 mg SbV/kg.
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2.4.3. Evaluacion de la toxicidad del (-)-a-bisabolol en los animales

infectados

El tratamiento con este compuesto no produjo dolor, sufrimiento, pérdida de peso
(gréfico 27) u otros signos observables en los animales infectados que recibieron
tratamiento con este compuesto.

22,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dia de ensayo

—%—AO0 -——B50 —4—B200 —e—B1000 —@—G =—6—BG

Gréfico 27. Evolucién del peso de los ratones durante la infeccién y posterior tratamiento con (-)-a-
bisabolol. AO= control, tratados con diluyente, aceite de oliva; B50= tratados con 50 mg/kg de (-)-a-
bisabolol diluido en aceite de oliva; B200= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite
de oliva; B1000= tratados con 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva; G= tratados
con antimoniato de meglumina a 104 mg SbV/kg; BG= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol
diluido en aceite de oliva y antimoniato de meglumina a 104 mg SbV/kg. La zona sombreada
corresponde al periodo de tratamiento.

A las dosis de 50mg/kg y 200 mg/kg, el tratamiento no produjo alteraciones en
los valores de los parametros bioquimicos y enzimaticos evaluados en suero ni
tampoco inflamacién en el higado o el bazo. Sin embargo, a 1000 mg/kg se
observan ligeras alteraciones de los valores de GOT y del peso del higado, lo que
podria indicar hepatotoxicidad. Estas alteraciones no se observaron en el
experimento con animales sanos.
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Grupo Parametros bioquimicos Pesos de los drganos
ALP UREA GPT GOT CREAT Bazo Higado
(U/L)  (mg/dL)  (U/L) (U/L)  (mg/dL)

AO 274:148 5320 81 +41 298:213 67:+9 11315 860+71
B50 200 +61 52 +18 77 +32 321+74 65+19 111,7:8  986+81
B200 356:+44  49:9 37+ 23 238:102 58:+32 104,1+11 881+99
B1000 335:42 44:16 56 +17 462+100 58+ 21 12318 100676
G 236101  44: 8 46+ 21  379:203 47 +15 107,3:8 970,3+25
BG 223+ 65 45+ 5 75 +22 368+72 61:6 112 +18 974161

Tabla 18. Evaluacion de la toxicidad del compuesto (-)-a-bisabolol en animales infectados.
Mediatdesviacion estandar de los parametros evaluados y de los pesos de los 6rganos. AO= control,
tratados con diluyente, aceite de oliva; B50= tratados con 50 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite
de oliva; B200= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva; B1000= tratados
con 1000 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva; G= tratados con antimoniato de
meglumina a 104 mg SbV/kg; BG= tratados con 200 mg/kg de (-)-a-bisabolol diluido en aceite de oliva
y antimoniato de meglumina a 104 mg SbV/kg.
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3. Ensayos clinicos en perros naturalmente infectados

3.1. Muestreo y seleccion de los perros

Se analizaron 118 perros con la técnica de la inmunofluorescencia indirecta (IFl)
para detectar anticuerpos de la clase IgG frente a Leishmania en suero.

De los 114 analizados con la técnica IFl, 74 (62,7%) resultaron negativos (titulo
IgGtotal <40), 13 (11,0%) con titulo =40, 12 (10,2%) titulo = 80, 6 con titulo =160, 7
con titulo 320, 2 con titulo 640 y 4 con titulo 1280.

Se realizé un analisis para detectar L. infantum por PCR en los 40 perros con titulo
240, con los siguientes resultados:

Titulo %
IFI n Positividad
(qPCR)
40 13 23
80 12 50
160 6 83
320 7 71
640 2 50
1280 4 100

Tabla 19. Porcentaje de positividad mediante qPCR en sangre de los perros muestreados clasificados
por su titulo de anticuerpos determinado por la técnica IFl. n= nimero de perros con ese titulo de
anticuerpos.

Se seleccionaron 22 perros que cumplieron los criterios de inclusién sin cumplir
ningun criterio de exclusion.
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3.1.1.Perros seleccionados para el estudio

La siguiente tabla muestra la relacién de los 22 perros seleccionados para el
ensayo de tratamiento, indicando su raza, sexo, titulo de anticuerpos, resultado en
la gPCR y tratamiento asignado. Todos ellos presentan titulo de anticuerpos IgG
frente a Leishmania mayor o igual a 40, parasito en sangre detectado por gPCR y
al menos dos signos clinicos compatibles con la enfermedad.

ne Raza Sexo Titulo IFI qPCR Tratamiento Sintomas
1 Cruce Labrador H 1280 + G (0N
2 Cruce pequeiio M 160 + G (0N
3 Boxer M 1280 + G PS
4 Boxer M 160 + G (0N
5 Pastor malinois H 320 + G (0N
6 Cruce Teckel M 40 + G (08
7 Mastin M 80 + MTC (ON)
8 Cruce grande M 640 + MTC PS
9 Cruce mediano H 320 + MTC (0N
10 Cruce Labrador H 80 + MTC (08
11 Podenco M 80 + MTC PS
12 Podenco M 320 + MTC PS
13 Cruce mediano H 1280 + GM PS
14 Cruce Sharpei M 160 + GM 0os
15 Labrador M 80 + GM (0N
16 Pastor aleman M 80 + GM (6N
17 Pointer M 320 + GM PS
18 Duck trolling M 80 + GM (0N
19 Podenco M 160 + B PS
20 Cruce mediano M 1280 + B PS
21 Podenco M 160 + B PS
22 Pastor aleman M 40 + B (6N

Tabla 20. Caracteristicas de los perros seleccionados en el ensayo de tratamiento. Se indica el titulo
de anticuerpos y las caracteristicas clinicas al inicio del ensayo. En la columna “Sexo”, H (hembra) y M
(macho); en la columna tratamiento, MTC (MTC-305), G (Antimoniato de meglumina), GM
(Combinacién antimoniato de meglumina y MTC-305) y B ((-)-a-bisabolol). En la columna “raza”, si no
esta clara, se identifica como “cruce” y se indica el tamaiio. En la columna “sintomas” se clasifica a
cada perro como oligosintomatico (OS) si tiene 2 signos y polisintomatico (PS) si tiene mas de 2 signos
compatibles con leishmaniosis canina.

Se hicieron 3 grupos de 6 perros cada uno, que recibieron tratamiento con
Glucantime®, MTC-305 o la combinacién de ambos, y otro grupo de 4 perros
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tratados con (-)-a-bisabolol. Los perros se asignaron a cada grupo de forma
aleatoria, pero intentando conseguir un equilibrio de perros oligosintomaticos y
polisintomaticos en cada grupo.

3.2. Caracteristicas clinicas relacionadas con la leishmaniosis de los

perros incluidos en los ensayos antes del tratamiento

El dia antes de empezar la primera serie de tratamiento (dia 0) se realizé una toma
de muestras para evaluar el estado clinico, parasitoldgico e inmunoldgico de los
animales.

Ademas de servir como punto de partida para evaluar la evolucion de los animales
durante el tratamiento, con este andlisis se persigue establecer asociaciones entre
los parametros de tipo clinico, la parasitacion de los tejidos y la respuesta
inmunologica del animal.

3.2.1. Cargas parasitarias

Se detecto el parasito en ganglio en 16 de los 22 perros (72,7%) y en médula 6sea
en otros 16 (72,7%). En sangre se detect6 el parasito en todos los animales
mientras que en el pelo se detectd en 10 de los 13 perros en los que se analizé
(76,9%). La siguiente tabla muestra las cargas parasitaria en los distintos tejidos.

Tejido Carga parasitaria
Sangre 0,051 + 0,2 P/uL
Médula 6sea 148,9 + 528 P/uL
Ganglio popliteo 68,7 £ 116 P/ug
Pelo 9,34 + 19,5 P/pelo

Tabla 21. Cargas parasitaria en los distintos tejidos en los perros antes del tratamiento expresados
en Parasitos (P) por microlitro de tejido, por microgramo de ADN o por pelo

3.2.2.Titulos de anticuerpos

Se encontraron titulos de anticuerpos IgGtotal de entre 40 y 1280, de los cuales 4
perros tuvieron titulo 40 y el resto mayor o igual a 80, siendo el valor mas
encontrado un titulo de 160. Con respecto a la subclase 1gG1, se encontro en el
rango 0-1280, teniendo 16 perros titulos de 20 o menos. Mientras que 1gG2, solo
3 perros tuvieron titulos inferiores a 40, con un maximo de 1280. El grafico 28
muestra la dispersion de los titulos de anticuerpos.
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Grafico 28. Grafico de dispersion de los titulos de anticuerpos IgG total, 1IgG1 e I1gG2.
El coeficiente 1gG2/IgG1 vari6 entre 0y 1280.

3.2.3. Expresion de citoquinas

Como se indica en la pagina 98, se eligié un perro sano, ajeno al ensayo, para
determinar sus niveles de expresiéon de ambas citoquinas, definiendo el estado
inmunoldgico de un perro sano para utilizarlo como control a la hora de obtener
valores relativos de expresion de citoquinas en los perros del ensayo. Este perro
mostré una mayor expresion relativa de interleuquina 4 (IL4) con respecto a
interferon gamma (IFNG), concretamente 3,9 veces mas.

La expresion relativa de IFNG en los perros del ensayo con respecto al control vario
de 0,13 a 59,7 siendo la media 10,78 + 16,8.

La expresion relativa de 1L4 con respecto al control varié de 0,03 a 3,6 siendo la
media de 0,68 * 1,1.

El cociente IFNG/IL4 en los perros del ensayo se encontr6 entre 0,04 a 548,8 con
respecto al control, con una media de 73,8 + 133 (grafico 29).
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Grafico 29. Grafico de dispersion con los valores del cociente IFNG/IL4 para cada perro. Los valores
inferiores a 1 indican mayor expresion IL4.

3.2.4. Prueba de hipersensibilidad retardada o intradermorreaccion
de Montenegro (IDR)

La prueba IDR dio positivo en 8 de los 22 perros.

3.2.5. Manifestaciones clinicas

Se encontraron valores de puntuacion clinica (pagina 91) de entre 2-24 (media 6,9
t 7). La frecuencia de la presencia de los signos utilizados para el calculo de la
puntuacion clinica (PC) se muestra en la siguiente tabla. Ademas, en esta tabla 22
se incluyen las alteraciones bioquimicas, hematoldgicas y enzimaticas detectadas
en los perros y su frecuencia, aunque no fuesen utilizados para el calculo del valor
PC.
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Signo clinico Frecuencia % PC
Linfadenomegalia 20 90.9 Si
Monocitopenia 17 77,3
Lesiones cutaneas 17 77,3 Si
Onicogrifosis 12 54,5 Si
Triglicéridos bajos 12 54,5
Delgadez 11 50,0 Si
Caspa 9 40,9 Si
Bilirrubinemia elevada 9 40,9
Eosinopenia 8 36,4
Linfocitopenia 8 36,4
Neutrdfilo segmentados elevados 8 36,4
indices eritrociticos alterados 6 27,3
Uremia elevada 5 22,7
Amilasa baja 5 22,7
Animo bajo 4 18,2 Si
Uveitis/Queratitis 4 18,2 Si
Hiperqueratosis trufa/plantillas 4 18,2 Si
Hiperqueratosis general 4 18,2 Si
indice Albumina/Globulinas bajo 4 18,2 Si
Trombocitopenia 4 18,2
Linfocitosis 4 18,2
Hemoglobina baja 3 13,6
Alopecia 2 9,1 Si
Anemia no regenerativa 2 9,1 Si
Colesterol bajo 2 9,1
Eritrocitos bajo 2 9,1
Hematocrito bajo 2 9,1
Proteinas séricas elevadas 2 9,1
Fosfatasa alcalina elevada 2 9,1
Dermatitis exfoliativa seca 1 4,5 Si
Creatinina elevada 1 4,5 Si
Neutrdfilo segmentados bajos 1 4,5
Lipasa baja 1 4,5
GPT elevada 1 4,5
Amilasa elevada 1 4,5
Vomito 1 4,5 Si
Diarrea 1 4,5 Si
Conjuntivitis/Blefaritis 0 0,0 Si
Palidez de las mucosas 0 0,0 Si
Epistaxis 0 0,0 Si
Ulceras o nédulos bucales 0 0,0 Si
Esplenomegalia 0 0,0 Si
Cojera 0 0,0 Si

Tabla 22. Frecuencia de los signos clinicos alterados. En la columna “%” se indica el porcentaje de
perros que muestran el signo. En la columna PC se indica si el signo clinico se utilizé para la suma de
la puntuacion clinica.
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3.2.6. Analisis de los valores hematoloégicos y bioquimicos de los
perros antes del tratamiento

Parametro hematolégico Valores medios en los
perros del ensayo
Hemoglobina 15,0 £ 3 g/dL
Eritrocitos 6,6 + 1 x10%/mm?3
Hematocrito 41,9+8 %
VCM 63,2 +3 um?
HCM 22,5+ 1 pg
CHCM 35,8+ 1pum?d
Plaquetas 258,4 + 160 x103/mm3
Leucocitos 8,3 + 3 x10%/mm?3
Neutrofilos en cayado 12+1%
0,12 + 0,1 103/mm3
Neutréfilos segmentados 72,8+ 10 %
6,3 £ 2 103/mm3
Linfocitos 19,6 £ 9 %
1,7 +1 103mm3
Eosinofilos 46+4%
Basodfilos 0+x0%
Monocitos 1.8+1%

Tabla 23. Valores medios de las pruebas hematoldgicas. VCM= volumen corpuscular medio; HCM=
hemoglobina corpuscular media; CHCM= concentracion de hemoglobina corpuscular media.

Los valores hematoldgicos medios se encuentran dentro de los limites de
normalidad.
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Funcién hepaticay renal.

Proteinas y electrolitos

Valores medios en los
perros del ensayo

AST 38,9+4 U/L
ALT 54,7 + 13 U/L
ALP 76,8 £ 14 U/L
Bilirrubina total 0,60 £ 0,1 mg/dL
B. directa 0,41 £ 0,5 mg/dL
Urea 39,3 £ 15 mg/dL
Creatinina 0,8 £ 0,2 mg/dL
Proteina total 6,4 + 1 mg/dL
AlbUmina 3,2 £ 0,3 mg/dL
Globulinas 3,2 +1 mg/dL
Calcio 9,5+ 0,5 mg/dL
Fosforo 5,3+ 1 mg/dL

Tabla 24. Valores medios de los distintos parametros relacionados con la funciéon hepatica, renal,
proteinas y electrolitos. AST= aspartato aminotransferasa; ALT= alanina aminotransferasa; ALP=
fosfatasa alcalina

Todos los valores medios se encuentran dentro de los limites de normalidad,
excepto el valor de bilirrubina directa (0,41 mg/dL frente al limite, 0,3 mg/dL).

Pancreas, glucosay Valores medios en

lipidos los perros del ensayo
Amilasa 564,1 £ 324 U/L
Lipasa 83,3+ 59 U/L
Glucosa 88,4 + 16 mg/dL
Colesterol 185,4 + 50 mg/dL

Triglicéridos

37,1 + 13 mg/dL

Tabla 25. Valores medios de los parametros relacionados con la funcion pancreatica, glucosa y lipidos.

Todos los valores medios se encuentran dentro de los limites de normalidad.
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3.2.7. Asociaciones entre los distintos marcadores clinicos y de la

enfermedad

3.2.7.1.Puntuacion clinica (PC) o clinical score

La PC esta asociada a la carga parasitaria en médula 6sea (p=0,0328; coeficiente
de correlacién (r) =0,519), al igual que a la carga parasitaria en ganglio (p= 0,0101;
r=0,686) pero no a la carga parasitaria en sangre (p >0,1). También mostro
asociacién con la carga parasitaria encontrada en el pelo (p =0,0329, r =-0,601)

Mostré asociacion con el titulo de IgG total (p=0,0007; r=0,669), con el titulo de
IgG1 (p<0,0001; r=0,795) y con IgG2 (p=0,0004; r=0,684). De este modo,
estableciendo un titulo umbral de 80, observamos que los perros con titulo de
IgG1>80 van a tener unas puntuaciones clinicas mayores (p <0,001), sucediendo
lo mismo con IgG2 (p =0,02) pero no con IgGtotal (p =0,06). El cociente 1IgG2/1gG1
mostrd asociacidon negativa con la puntuacion clinica (p =0,033; r =0,468).

Los niveles de expresion de citoquinas no mostraron asociacion con la puntuacién
clinica de los perros. Al intentar realizar un modelo matematico que explicase la
puntuacion clinica de los perros, no se obtuvo ninguno satisfactorio.
Posteriormente se intentd encontrar los sintomas y signos clinicos relacionados
con un peor cuadro clinico del animal en términos de PC, para lo cual se realizé un
analisis ANOVA.

Signo p-valor
Linfocitopenia 0,0050
Proteinas elevadas 0,0016
Amilasa elevada 0,0112
Anemia arregenerativa 0,0016
Delgadez 0,0025

Animo bajo <0,0001
Uveitis/Queratitis 0,0036
Onicogrifosis 0,0005
Hiperqueratosis 0,0003
Hipergueratosis general 0,0153
Alopecia 0,0016
Dermatitis exfoliativa seca 0,0181
Lesiones cutaneas 0,0016
Creatinina elevada 0,0181
indice Alb/glob bajo <0,0001
Caspa <0,0001

Tabla 26. Signos clinicos asociados con puntuaciones clinicas mas elevadas y su nivel de significacion
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De los signos utilizados para el calculo de la puntuaciéon clinica, solo
“Linfadenopatia” no mostré asociacion con cuadros clinicos mas graves.

3.2.7.2.Carga parasitaria en sangre

La parasitemia no mostré asociacién con la carga parasitaria en ganglio (p >0,1)
pero resultd correlacionada con la carga en médula ésea (p <0,0001; r =0,999). No
mostro asociacion con el titulo IgGtotal (o =0,084) ni con IgG2 (p >0,1) pero si una
fuerte relacién con el de IgG1 (p <0,0001; r =0,943). El cociente IgG2/lgG1 también
mostrd asociacidon negativa con esta variable, disminuyendo la carga en sangre
conforme aumenta este indice (p =0,0043; r =-0,584). Comparando las cargas
parasitarias en sangre entre perros con titulos mayores o iguales a 80, descubrimos
que las cargas son mayores en perros con mayor titulo de IgG1 (p =0,036) aunque
esto no se aplica a IgG2 o IgGtotal. Con respecto a los niveles de citoquinas, la carga
parasitaria en sangre mostré asociacion negativa tanto con el nivel de expresién
relativo de IFNG (p =0,0121, r =0,529) como con el cociente IFNG/IL4 (p <0,0001;
r =-0,959), pero no con el nivel de expresion de IL4.

Sin embargo, el Unico modelo posible que podria incluir mas de una variable es el
siguiente:

S = 0,0184404 + 0,000484099 x MO — 0,00123848 x IFNG/IL4

Donde S es la carga parasitaria en sangre, MO la carga parasitaria en médula 6sea (ambas
en parasitos/pL) y IFNG/IL4 es el cociente entre la expresion relativa de IFNG y de IL4 con
respecto al control.

Este modelo es estadisticamente significativo (p <0,0001) y explica el 98,3% de la
variabilidad de las cargas parasitarias en sangre de los perros con leishmaniosis
canina adquirida de forma natural.

3.2.7.3.Carga parasitaria en ganglio popliteo

No se encuentra asociacién entre la carga parasitaria en ganglio y la de médula
osea (p >0,1) aunque si asociacion positiva con el titulo de IgGtotal (p =0,05, r
=0,436). Tampoco es posible establecer un modelo capaz de relacionarlas. Se
encuentra una relacion positiva entre el coeficiente IFNG/IL4 y la carga parasitaria
en ganglio (p <0,0001; r =0,806).
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3.2.7.4.Carga parasitaria en médula 6sea (MO)

La carga parasitaria en médula ésea mostrd asociacion positiva con el titulo de
IgG1 (p =0,0026; r =0,780), pero no con IgGtotal 0 IgG2, y una asociacion negativa
con el coeficiente IgG2/IgG1 (p =0,0054; r =0,584). En perros con IgG1 >80, las
cargas en MO fueron mayores (p =0,0334).

La carga parasitaria en médula ésea mostré una fuerte asociacién con los niveles
relativos de expresion de citoquinas: se observa una asociacién negativa con el
nivel de IFNG (p =0,0126, r =0,566) y una muy fuerte asociacién positiva con el
nivel de IL4 (p <0,0001; r =0,990). La asociacidon con el coeficiente IFNG/IL4 es muy
fuerte también (p <0,0001; r =0,994).

3.2.7.5.Carga parasitaria en pelo

La carga parasitaria en el pelo de los animales mostrd asociacion positiva con la
carga parasitaria en ganglio popliteo (p <0,0001, r =0,884) y en sangre periférica
(p =0,0144, r =0,686). También mostré asociacion positiva con el titulo de
anticuerpos IgG1 (p =0,0406, r =0,480) y con el nivel de expresion relativa de IL4
(p=0,0479, r =0,605) y negativa con el coeficiente IFNG/IL4 (p =0,0166, r =-0,671).

3.2.7.6.Titulos de anticuerpos y relacion con los niveles relativos de
expresion de citoquinas

El titulo de IgGtotal mostro asociacion positiva con IgG1 (p <0,0001; r=0,849) e IgG2
(p <0,0001; r =0,870).

Con respecto al titulo de anticuerpos IgGtotal, €ste mostré asociacion negativa con
el nivel de expresion relativo de IFNG (p= 0,0486, r =-0,436). La misma situacion
se encuentra con el titulo de anticuerpos IgG1, mostrando asociacion positiva con
IL4 (p =0,0260, r =0,469) y negativa con IFNG (p =0,0243, r =-0,48).

No se encontro asociacion entre el titulo de IgG2 con las citoquinas; sin embargo
el coeficiente 1gG2/IgG1 si mostrd asociaciéon, negativa con IL4 (p =0,0322, r =-
0,447) y positiva con el cociente IFNG/IL4 (p =0,0091, r =0,548).

Este cociente IFNG/IL4 ademas mostrd asociacion negativa con los titulos de IgG
total (p =0,05, r =-0,424) e IgG1 (p =0,0285, r =-0,469).
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3.2.7.7.Intradermorreaccion de Montenegro

La prueba de hipersensibilidad retardada o intradermorreaccion de Montenegro
(IDR) comprueba el nivel de inmunidad celular. Al comprobar el resultado de esta
reaccion (positivo o negativo) con otras variables estudiadas se observa que:

Existe asociacion negativa entre el titulo IgGtotal y la positividad en la respuesta a
este test (p =0,032. r= -0,48) asi como con el titulo IgG1 (p =0,050, r =-0,41). No
se observa asociacién con el coeficiente 1gG2/IgG1 ni con la expresion de
citoquinas.

La positividad a la prueba IDR muestra asociacién negativa con las cargas
parasitarias en médula 6sea (p =0,0445, r =-0,39) y en ganglio popliteo (p =0,017,
r =-0,45) pero no con otras.

3.2.7.8.Influencia de los distintos parametros evaluados sobre los
signos clinicos

La presencia de signos clinicos generales (como delgadez y animo bajo) mostro
asociacion con mayores titulos de anticuerpos IgGtota, 1IgG1 e IgG2 (p <0,05) asi
como con la carga parasitaria en ganglio (o <0,01) y en médula ésea (p <0,05).

Con respecto a los signos cutaneos, la presencia de alopecia, de hiperqueratosis
(en trufa o plantillas) y de caspa se mostraron asociados a elevados titulos IgGotal
(p <0,01), IgG1 (p <0,001) e IgG2 (p <0,05) asi como negativamente asociados al
valor de coeficiente 1gG2/l1gG1 (p <0,01). La carga parasitaria en sangre también
mostré asociacion con estos signos (p <0,05). La carga parasitaria en ganglio
mostré asociacién positiva con la presencia de lesiones cutaneas (p <0,05) y caspa
(p<0,001).

Alteraciones hematolégicas: Destaca la asociacion negativa de la carga
parasitaria en médula 6sea con el nivel de hemoglobina en sangre, nUmero de
eritrocitos y hematocrito (p <0,05; r <-0,65). Esta carga parasitaria también mostrd
asociacién con alteraciones de los indices de los gldbulos rojos, relaciondndose
con menores valores de VCM, HCM y CHCM (p <0,01; r <-0,7). También la carga
parasitaria en sangre mostrd asociacién con esas mismas alteraciones: nivel de
hemoglobina, recuento de eritrocitos y hematocrito (p <0,05; r <-0,5).
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El nivel de expresion de IL4 mostrd asociacion negativa también con el nivel de
hemoglobina, recuento de eritrocitos y hematocrito (p <0,05; r <-0,45), pero no
asi el nivel de interferén gamma; sin embargo el cociente IFNG/IL4 si mostrd
asociacion positiva con los valores hematolégicos (p <0,01; r >0,6).

El titulo de IgGtotal mostré asociacion negativa con el nivel de hemoglobina y de
HCM (p <0,05; r <-0,4) pero el titulo de IgG1 fue el que mostrd mayor asociacion
negativa con estas alteraciones: niveles de hemoglobina, eritrocitos y hematocrito
(p <0,001; r <-0,8), de VCM y HCM (p <0,001; r <-0,7). Aunque el titulo de IgG2 no
mostré asociacion con estas variables, si lo hizo el cociente IgG2/IgG1 mostré una
relacion positiva con el nivel de hemoglobina, eritrocitos y hematocrito (p <0,01, r
>0,6) y con los indices eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina
corpuscular media y concentracién corpuscular media de hemoglobina), (p <0,05;
r>0,5).

La presencia de anemia arregenerativa se asocia positivamente a la carga
parasitaria en médula 6sea, en sangre, a los titulos IgGtota, IgG1 e 19G (p <0,05) y
negativamente al indice IgG2/1gG1 (p =0,01).

Férmula leucocitaria: Se encontré asociacion negativa entre la parasitacion de la
médula con el nimeros de linfocitos en sangre (p <0,01; r <-0,7). La parasitemia
también mostro6 asociacion negativa con esta variable (p <0,05; r <-0,7). El nivel de
expresion de IL4 mostré asociacion negativa con el nUmero de leucocitos (p
=0,003; r <-0,6) y positiva con el nimero de neutréfilos segmentados (p =0,05; r
=0,4). El nivel de IFNG no mostré asociacion, pero si el cociente IFNG/IL4,
relacionandose positivamente con el nimero de linfocitos (p <0,001; r =0,7).

Los titulos de anticuerpos mostraron asociacion con el nimero de leucocitos. El
titulo de IgGtotal mostré asociacion negativa con el nUmero de neutrofilos cayados,
eosindfilos y linfocitos (p <0,05; r <-0,5) y positiva con el nimero de neutrofilos
segmentados (p =0,04; r =0,5). El titulo de IgG1 mostré asociacion positiva con el
numero de neutroéfilos segmentados también (p =0,004; r =0,6) y negativa con el
numero de linfocitos (p <0,001, r =-0,8). El titulo de IgG2 no mostrd asociacién con
ninguna de estas variables, pero si el coeficiente IgG2/IgG1 que mostrd asociacién
negativa con el niumero total de leucocitos y de neutrofilos segmentados (p <0,01;
r <-0,6) y positiva con el nimero de linfocitos (p <0,01; r =0,6).

Funciones renal, hepatica y pancreatica: La carga parasitaria en médula ésea (p
<0,001; r =0,97), parasitemia (p <0,001; r =0,8) y titulo de IgG1 (p <0,1; r =0,6)
muestran asociacion positiva con el nivel de fosfatasa alcalina mientras que el nivel
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de expresion de IFNG (p =0,05; r =-0,4) y los coeficientes 1gG2/1gG1 e IFNG/IL4
muestran asociacion negativa (p <0,001; r <-0,8).

El titulo de IgG1 muestra asociacidn positiva con la uremia (p =0,01; r =0,6). El nivel
de expresién de IFNG muestra asociacidon negativa con el nivel de creatinina (p
<0,05, r =-0,4) EL cociente 1gG2/IgG1 muestra asociacién negativa con el nivel de
urea (p =0,02; r =-0,6) y el cociente IFNG/IL4 con el de creatinina (p <0,01; r =-0,6).

La carga parasitaria en ganglio mostré asociacion positiva con el valor de GPT (p
=0,02; r =0,5) mientras que el nivel de IFNG mostrd una asociacién negativa (p
=0,01; r =-0,5). Los titulos de IgGtotal, IgG1 e IgG2 mostraron asociacién positiva
con el nivel de GOT (p <0,001; r >0,7).

Se encontré relacion positiva entre el titulo de IgG1 y los niveles de amilasa (p
=0,01; r =0,53)) y lipasa (p =0,02; r= 0,49) pancreaticas. También los titulos de
IgGtotal € IgG2 mostraron asociacion positiva con la ultima (p <0,01; r >0,5).

Con respecto a los lipidos, se encontraron asociaciones positivas entre el colesterol
en sangre y la carga parasitaria en médula 6seay el nivel de IL4 (p <0,01; r >0,6).
El nivel de triglicéridos también se vio afectado positivamente por el nivel de IL4 y
los titulos de 1gGtotal € IgG1 (p <0,01, r >0,5) y negativamente por el coeficiente
IgG2/1gG1 (p <0,01; r <-0,6).

Las proteinas totales en sangre se vieron asociadas con la carga parasitaria en
médula Osea, la parasitemia, el nivel de IL4 y los titulos de IgGtotal, IgG1 e 1I9G2 (p
<0,01; r >0,6) y negativamente por los coeficientes IFNG/IL4 e IgG2/I1gG1 (p <0,05;
r <-0,5).

Por ultimo, el coeficiente Albumina/Globulinas mostré asociacion negativa con la
carga parasitaria en médula 6sea (p <0,001; r <-0,8), la parasitemia y el nivel de
IL4 (p <0,01; r <-0,5), y los titulos IgGtotal € IgG1 (p <0,001, r <-0,9). Mostré
asociacion positiva con el titulo IgG2 y los coeficientes IFNG/IL4 e 1gG2/1gG1 (p
<0,01,r >0,7).
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3.3. Evaluacién del antimoniato de meglumina (Glucantime®) en el

tratamiento de la leishmaniosis canina adquirida de forma natural

3.3.1.Evaluacion de la eficacia del tratamiento

Como muestra la tabla 27, en el andlisis previo al tratamiento (dia 0), de los 6 perros
tratados con Glucantime® a dosis habituales, tratamiento utilizado como
referencia en el ensayo, se encontré el parasito en médula 6sea en 4 de ellos, por
lo que se les aplicd el criterio de eficacia 1 (reduccion del 50% de la carga
parasitaria en médula 6sea), el cual cumplieron dos perros en los que la carga
parasitaria se redujo en un 91% y un 100% respectivamente tras la segunda serie
de tratamiento (dia 120) mientras que en los otros dos perros la carga parasitaria
en médula 6sea aumenté mas de 5 veces.

A los dos perros sin carga parasitaria en médula dsea, se les aplicé el criterio de
eficacia 2 (reduccion del 50% de la carga parasitaria en sangre y ganglio popliteo),
el cual no cumplié ninguno de ellos: en ambos perros disminuyd la carga
parasitaria en ganglio pero aumentd en sangre tras la segunda serie de
tratamiento (dia 120).

Glucantime Carga Parasitaria Puntuacion
Perro MO G S P Clinica
Criterio/ Inicio Fin Inicio Fin |Inicio Fin |Inicio Fin Inicio Fin
n? Eficacia 0 120 0 120 0 120 0 120 0 120
3 1/Si |2124 185,4| 63,6 129 | 1,06 0,01 | 143 2,1 18 18
6 1/Si 0,3 0 0 0 0,02 0,03 | NR NR 2
4 1/No [0,004 0,02 0 7,1 | 0,01 0,004 NR NR 2
5 1/No |001 0,06]| 1,3 108,4(0,001 0,02 | NR NR 2
2 2/No 0 0O (1720 O |0,002 0,26 | 0,2 0,4 2
1 2/No 0 0 11,2 0O |0,003 001|001 0,01 3

A NN N

Tabla 27. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con antimoniato de
meglumina en los dias 0 (antes del tratamiento) y 120 (un mes después del final del tratamiento). La
tabla muestra las cargas parasitarias en médula 6sea (MO) y sangre periférica (S) en Parasitos/uL,
ganglio popliteo (G) en Parasitos/ug de ADN, y pelo (P) en Parasitos/pelo. La columna n2 hace
referencia al perro. La columna Criterio/Eficacia hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2)
y a su cumplimiento o no.
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Se puede observar que, aunque los perros 3y 6 cumplen el criterio de eficacia 1,
se produce un aumento de la carga parasitaria en ganglio o en sangre. Hay 4
perros en los que no se cumple ningun criterio de eficacia, en uno aumenta la
carga parasitaria en médula ésea, ganglio y sangre, en otro animal el aumento de
la carga parasitaria se produce en médula dsea y ganglio y en los dos restantes el
aumento se produce so6lo en sangre. La puntuacién clinica no experimentoé grandes
cambios, sin influir si el tratamiento fue eficaz o no segun los criterios establecidos.

Tomando los perros en conjunto, la carga parasitaria en médula ésea aumentd un
3,3% de media, la carga parasitaria en ganglio un 20,0% de media y la carga
parasitaria en sangre un 31,8% de media tras el tratamiento (dia 120).

La carga parasitaria en pelo disminuyé en el perro que cumplié el criterio de
eficacia 1 (n° 3) mientras que aumenta o se mantiene en los otros dos perros
(perros 2y 1) en los que la parasitemia habia aumentado y la carga parasitaria en
ganglio disminuido.

Glucantime Titulo de Anticuerpos Expresion de citoquinas
Perro IgG IgG1 1gG2 IFNG IL4
Criterio/ Inicio Fin |Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
n? Eficacia 0 120 0 120 0 120 0 120 0 120
3 1/Si (1280 1280|1280 1280|1280 1280| 3,4 0,4 | 0,03 0,02
6 1/Si 40 0 0 0 40 0 01 11,7 3,6 0,1
4 1/No 80 160 0 0 160 20 | 0,3 0,04 01 0,7
5 1/No | 320 80 0 0 160 80 10 7,1(003 1,1
2 2/No 40 80 0 0 20 0 57 32| 36 1,3
1 2/No 640 320 40 40 |1280 1280 4,7 12,0 0,2 0,1

Tabla 28. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferén-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con antimoniato de meglumina en los dias 0 (antes del tratamiento) y
120 (un mes después del final del tratamiento). El titulo de anticuerpos de valor “0” se refiere a un
titulo menor a 20. La columna Criterio/Eficacia hace referencia al criterio de eficacia utilizado (16 2) y
a su cumplimiento o no.

En lo que hace referencia a la respuesta inmune, los perros tratados con
Glucantime® mostraron una evolucién desigual de los titulos de anticuerpos IgG
e IgG2 y los niveles de expresion IFNG e IL4 (tabla 28). Solo en dos de ellos parece
haberse activado con el tratamiento la respuesta Th1, uno cumple los criterios de
eficacia (perro 6) y otro no (perro 1). En el perro 4 el tratamiento habria activado
la respuesta Th2 y en el 5 ambas. Los perros 3 y 2 parecen mostrar una reduccién
de ambos tipos de respuesta inmune.

196



V. Resultados

La tabla 29 muestra la comparacion entre los resultados antes del inicio del
tratamiento (dia 0) y tras el periodo de seguimiento (dia 210). En los perros donde
el tratamiento se considerd eficaz de acuerdo con los criterios previamente fijados
no se produjeron recidivas (la recidiva se refiere al aumento en la carga parasitaria
en el tejido que se utilizd para establecer el criterio de eficacia y se consideré
parcial si supera al analisis en el dia 120 sin superar el umbral del 50% de reduccion,
y total si superaba dicho umbral) y las cargas parasitarias disminuyeron en médula
Osea y en sangre pero aumentaron en ganglio. El perro 2, en el que el tratamiento
no se habia considerado eficaz, negativizé las cargas parasitarias en las cuatro
muestras analizadas en el dia 210 (tabla 29) y parece presentar un claro predominio
de respuesta Th1 (tabla 30).

Glucantime Carga Parasitaria Puntuacién
Perro MO G S P Clinica
Criterio/ Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg

n? Recidiva 0 210 0 210 0 210 0 210 0 120

3 1/No |2124 138|636 69,6| 1,06 0| 143 11,1| 18 20
6 1/No | 03 0| 0 004]002 0003 NN NR | 2 4
4 1 [0,004 0,13 0 58|001 Ol NN NR | 2 2
5 1 0,01 0,09| 1,3 26,7/0001 001 NR NR | 2 5
2 2 0 01720 00,002 0| 0,2 o] 2 1
1 2 0 0| 11,2 17,8|0,003 0| 0,01 o] 3 1

Tabla 29. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con antimoniato de
meglumina en los dias 0 (Inicio, antes del tratamiento) y 210 (Seg: seguimiento, cuatro meses tras el
final del tratamiento). La tabla muestra las cargas parasitarias en médula ésea (MO) y sangre periférica
(S) en Parasitos/pL, ganglio popliteo (G) en Parasitos/ug de ADN y pelo (P) en Parasitos/pelo. La
columna n2 hace referencia al perro. La columna Criterio/Recidiva hace referencia al criterio de
eficacia utilizado (1 6 2) y a la aparicién de recidivas en este analisis (si o no) en el caso de que el
tratamiento fuese eficaz en ese perro en el dia 210.
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Glucantime Titulo de Anticuerpos Expresion de citoquinas
Perro IgG IgG1 1gG2 IFN L4
Criterio/ Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg

n? Recidiva 0 210 0 210 0 210 0 210 0 210

3 1/No |1280 1280|1280 1280|1280 1280| 3,4 0,1 0,03 0,03
6 1/No | 40 20| O o| 40 40| 01 3,1| 36 01
4 1 80 320/ O 80| 160 640| 0,3 01| 01 0,2
5 1 320 40| © 0| 160 80| 1,0 0,1| 0,03 32,7
2 2 40 40| O 0| 20 0| 57 106| 36 0,1
1 2 640 320| 40  80|1280 640| 47 03| 02 0,03

Tabla 30. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferon-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con antimoniato de meglumina en los dias 0 (Inicio: antes del
tratamiento) y 210 (Seg: seguimiento, cuatro meses tras el final del tratamiento). La columna n2 hace
referencia al perro. El titulo de anticuerpos de valor “0” se refiere a un titulo menor a 20. La columna
Criterio/Recidiva hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a la aparicion de recidivas en
este analisis (si 0 no) en el caso de que el tratamiento fuese eficaz en ese perro en el dia 210.

En la tabla 30 se observa como los titulos de anticuerpos no variaron en los perros
en los que el tratamiento fue eficaz con respecto al dia 120, aunque si
disminuyeron los niveles de expresion IFNG y aumentaron los de IL4.En el resto de
perros donde el tratamiento no fue eficaz en el dia 120, las cargas parasitarias
aumentaron de forma evidente en ganglio popliteo al final del periodo de
seguimiento. De ellos, el perro 5, experimentd un incremento general en las cargas
parasitarias y empeoramiento del estado clinico, acompafiado de un aumento en
los niveles de expresion de IL4 y un descenso en los de IFNG que evidenciaron un
predominio de respuesta Th2.
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3.3.2.Evaluacion de la seguridad del tratamiento
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Grafico 30. Evolucion del peso en kilogramos de los seis animales durante el tratamiento con
antimoniato de meglumina. Las flechas indican las series de tratamiento

Cuatro de los perros tratados con antimoniato de meglumina sufrieron una
pérdida de peso superior al 5% tras la primera serie de tratamiento, de los cuales
solo uno volvié a los valores iniciales. Al final del ensayo cuatro perros tenian un
peso al menos un 5% inferior al peso con el que empezaron el ensayo: perros

ndmero 1, 2,5y 6.
Alteraciones gastrointestinales

El tratamiento con Glucantime® sélo provoco un episodio de diarreas de varios
dias de duracion en uno de los perros (perro 3) tratados durante la primera serie
de tratamiento que se resolvié espontaneamente.
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Alteraciones bioquimicas y hematolégicas

Parametro/Dia 0
Hemoglobina (g/dL) 14,8 £3 (1)
Eritrocitos (milléon/uL) 6,4+1(1)
Hematocrito (%) 40,5+ 8 (1)
Leucocitos (mil/pL) 7,1+2(1)
Neutroéfilos cayados (%) 15+1
Neutréfilos cayados 0,11+0,1
Neutrofilos segmentados  75,1+10 (1)
N. segmentados (mil/pL) 5,3%1
Eosinofilos (%) 3,5+3(2)
Basofilos (%) 0,0+0
Linfocitos (%) 18,1+ 11 (2)
Linfocitos (mil/pL) 1,4+1(3)
Monocitos (%) 1,7+1
Plaquetas (mil/pL) 259,3 + 85
VCM (pm3) 63,0+ 4 (2)
HCM (pg) 22,742 (1)
CHCM (pm?3) 36,3+1
Colesterol (mg/dL) 188,0 + 84 (2)
Triglicéridos (mg/dL) 33,2+14(3)*
Creatinina (mg/dL) 0,80+0,1
Urea (mg/dL) 37,3+5(1)
Amilasa (U/L) 487,8+178
GOT (U/L) 36,5+ 12
GPT (U/L) 89,2 +99 (1)*
Proteinas (g/dL) 6,5+1(1)
Albumina (g/dL) 32+1
Globulinas (g/dL) 33%2
Albumina/Globulinas 1,1+1(3)
Calcio (mg/dL) 9,56+1
Fosforo (mg/dL) 5,4+1(3)
Fosfatasa alcalina (U/L) 94,3 £109 (1)
Glucosa (mg/dL) 92,7+21
Lipasa (U/L) 70,7 £23
Bilirrubina total (mg/dL) 0,66 +0,5
Bilirrubina directa 0,44+0,3

60
16,6 +3 (1)
7,4+1
46,3+ 6 (1)
8,1+3(1)
1,242 (1)
0,09 0,1
66,2413 (2)
5,2+1
4,5+3(2)
0,00
26,8+ 12
2,4+2 (1)
1,31
248,2 + 70
63,02
22,5+1
35,8+2
202,0 + 66
45,8+ 12 (2)
0,90 0,3
36,0+ 8 (1)
891,7 + 482
41,8+6
65,2 29 (1)
6,8+1(1)
3,30
35+1
1,0£0(2)
93+0
50+1(1)
77,5 £52 (1)
81,3+11
78,5 + 28
0,74 0,4
0,49 £ 0,3

120
15,7 +2 (1)
7,0+1
44,8 +6 (1)
8,8+2
1,3+1
0,12 0,1
55,8+11* (4)
4,8+1
2,7+2(2)
0,00
36,7+ 12
3,4+2
1,8+1
176,8 + 47 (1)
65,0 £3
22,7+2
35,0+2
222,3+67(2)
47,5+11(2)
1,08 +0,2 (1)
39,0+ 7 (1)
852,8 +573
52,8+ 12
70,8 +30 (1)
6,7+1(1)
3,3:0
34+1
1,1+0(2)
9,2+1
43+1
82,0 £ 25 (1)
58,2 + 20
83,2 + 44
0,61+0,2
0,34+0,1

210
15,5+2
6,9+1(1)
44,2 +5 (1)
9,9+2
08+1
0,08 £ 0,1
67,311 (1)
6,6+1
3,5+3(2)
0,00
27,249
2,7+1
1,2+0
199,0 + 35 (1)
64,23 (1)
22,5+2 (1)
352+2
204,0 + 80 (1)
51,5+ 17 (2)
1,13+0,5 (1)
35,8+ 11 (1)
512,0 + 265
58,7 +20
64,0 18
7,4+1(2)
3,50
39+1
0,9+0(2)
93+1
41+1
57,5 +29 (1)
81,2+ 16
160,0 + 135
0,65 + 0,1
0,41+0,3

Tabla 31. Valores hematolégicos y bioquimicos medios con su correspondiente desviacion estandar
de los perros durante el ensayo de tratamiento con Glucantime?®. Entre paréntesis se indica el nimero
de perros con dicho valor alterado con respecto al valor de referencia, excepto en el caso de albtiimina

y globulinas. El simbolo asterisco (*) denota un valor medio alterado con respecto al valor de

referencia.

200



V. Resultados

En los perros tratados con el medicamento de referencia no se observan
alteraciones hematoldgicas durante el tratamiento (dias 60 y 120) o el seguimiento
(dia 210) aunque si se observa una progresiva disminucién en los valores relativos
de neutrofilos segmentados y de plaquetas desde el dia 0 hasta el 120, que mejora
tras el seguimiento (dia 210).

En los valores bioquimicos y enzimaticos se aprecia aumento de la enzima amilasa
en uno de los perros por encima del limite (aunque el valor medio no super¢ el
limite) en el dia 120. Los valores medios de bilirrubina total y directa siempre se
encontraron por encima del limite, pero el numero de perros con este valor
elevado aument6 durante el tratamiento (hasta el dia 120) y disminuyd en su
ausencia (dia 210).

A la hora de analizar los resultados, es importante tener en cuenta el
empeoramiento clinico de varios de los perros de este grupo, dado que algunas
alteraciones hematoldgicas, bioquimicas o del estado general de los animales
tendrian su causa en el empeoramiento de la enfermedad y no en el propio
tratamiento.
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3.4. Evaluacion del MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas de oro en el

tratamiento de la leishmaniosis canina adquirida de forma natural

3.4.1.Evaluacion de la eficacia del tratamiento

Se encontro el parasito en médula ésea en 5 de los perros tratados con el
compuesto MTC-305 en el andlisis previo al tratamiento (tabla 32), por lo que se
les pudo aplicar el criterio de eficacia 1, que todos ellos cumplieron al disminuir la
carga parasitaria en médula ésea en mas de un 50% en cada uno de ellos en el
analisis después del tratamiento (dia 120). En conjunto, la carga parasitaria en
médula 6sea disminuyd en un 86% en estos perros. Al perro restante se le aplico
el criterio de eficacia 2, el cudl cumplié al desaparecer la carga parasitaria en
ganglio popliteo y sangre en al analisis tras el tratamiento (dia 120). En conjunto,
en los 5 perros en los que se cuantificd el parasito en ganglio popliteo, la carga
parasitaria disminuyd en todos, con una media del 96%. En sangre, la parasitemia
disminuyd en cinco de los seis perros, con una disminucién media del 53%. La
puntuacion clinica disminuyd en 5 de los perros, en algunos de forma marcada. En
pelo, la carga parasitaria disminuyd en dos perros mientras que en el restante,
aumento coincidiendo con el aumento en la parasitemia.

MTC-305 Carga Parasitaria Puntuacion
MO G S P Clinica
Criterio/ Inicio Fin |Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
n? Eficacia 0 120 0 120 O 120 0 120 0 120
7 2/Si 0 0 1,0 0 | 0,01 0 3,2 0 3 2
8 1/si |62,0 6,1 |[270,9 2,6 |0,004 001 | 0,7 88 | 10 13
9 1/Si 0,1 0 0 0 | 0,01 0 12,9 0 7
10 1/Si |0,01 0,003| 0,8 0 0,1 0,02 | NR NR 2
11 1/si |10,7 1,7 |302,3 0,03| 0,05 0,03 | NR NR | 14
12 1/Si |0,05 O 28 05001 0003 NR NR | 14

[<) N~ Y

Tabla 32. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con MTC-305 en los dias 0
(antes del tratamiento) y 120 (un mes después del final del tratamiento). La tabla muestra las cargas
parasitarias en médula ésea (MO) y sangre periférica (S) en Parasitos/uL, ganglio popliteo (G) en
Parasitos/ug de ADN y pelo (P) en Parasitos/pelo. La columna n2 hace referencia al perro. La columna
Criterio/Eficacia hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a su cumplimiento o no.
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Aunque el compuesto fue eficaz, los titulos de anticuerpos IgG solo disminuyeron
en dos de los perros en el analisis del dia 120, aumenté en un perro (el Unico en el
que la puntuacion clinica aumento) y permanecié igual en los demas. El titulo I1gG1
se incremento en dos de los animales (perros 10y 11, en los que también aumentd
el titulo 1gG2 y disminuyd la expresion IFNG). El nivel de expresion de IFNG
aumento en dos de ellos pero disminuyd en los demas, mientras que el de IL4,
muy bajo antes del tratamiento, disminuyd en cinco. En el perro 9 aumentaron los
niveles de expresion de IFNG e IL4.

MTC-305 Titulo de Anticuerpos Expresidn de citoquinas
IgG IgG1 1gG2 IFNG iLa
Criterio/ Inicio Fin Inicio Fin |Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
Eficacia 0 120 0 120 O 120 0 120 0 120
2/Si 40 40 0 0 0 80 279 1,2 04 0,03
1/Si 640 1280 0 0 | 1280 1280| 7,8 21,6 | 0,03 0,03
1/Si | 1280 1280 | 80 80 | 1280 1280| 0,6 13,5| 0,03 2,2
1/Si 40 40 0 20 | 40 80 | 47,8 0,8 0,2 0,03
1/Si 80 40 0 80| 8 320|189 9,1 | 0,03 0,03
12 1/Si 160 80 40 40 | 320 80 |30,1 1,9 1,5 0,5

B e S
B8 wWowNR

Tabla 33. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferon-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con MTC-305 en los dias 0 (antes del tratamiento) y 120 (un mes después
del final del tratamiento). El titulo de anticuerpos de valor “0” se refiere a un titulo menor a 20. La
columna Criterio/Eficacia hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a su cumplimiento o
no.
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En el andlisis de seguimiento realizado 4 meses tras terminar el tratamiento (dia
210), tres de los perros en los que el tratamiento fue eficaz de acuerdo al criterio
de eficacia 1 sufrieron una recidiva (tabla 34), dos de ellos parcial y uno de ellos
total. En todos ellos la carga parasitaria en ganglio también aumenté con respecto
al analisis del dia 120 y en dos de ellos la parasitemia también se elevd. El perro
en el que el tratamiento fue eficaz de acuerdo al criterio 2 también sufrié una
recidiva total al aumentar la carga parasitaria en ganglio popliteo por encima del
nivel inicial. La puntuacion clinica aumentd ligeramente en los perros con respecto
al andlisis del dia 120. El perro 8 sufri6 un marcado empeoramiento de su
condicion clinica que coincidid con un aumento en las cargas parasitarias en
médula 6sea, ganglio popliteo y sangre. En este perro el titulo IgG1 y los niveles
de expresion IL4 e IFNG aumentaron también (tabla 35).

MTC-305 Carga Parasitaria Puntuacion
MO G S P Clinica

n2 Criterio/ 0 210 O 210 O 210 0 210 O 210
Recidiva Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg

7 2/T 0 0 1,0 1,5 0,01 0 32 0,3 3 2
8 1/P 62,0 16,5(270,9 44,7|0,004 0,005| 0,7 39| 10 20
9 1/No | 01 0 0 0 | 0,01 0 12,9 0,2 7
10 1/7 0,01 001 08 0,26| 0,1 0 NR NR 2
11 1/No | 10,7 0,1 ({302,3 0,1 | 0,05 0 NR NR| 14
12 1/°P 0,05 001 28 53 |001 0016 NR NR| 14

o b L N

Tabla 34. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con MTC-305 en los dias 0
(Inicio, antes del tratamiento) y 210 (Seg: seguimiento, cuatro meses tras el final del tratamiento). La
tabla muestra las cargas parasitarias en médula 6sea (MO) y sangre periférica (S) en Parasitos/uL,
ganglio popliteo (G) en Parasitos/ug de ADN y pelo (P) en Parasitos/pelo. La columna n2 hace
referencia al perro. La columna Criterio/Recidiva hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6
2) y a la aparicion de recidivas en este analisis (Parcial, P; Total, T; o no) en el caso de que el
tratamiento fuese eficaz en ese perro en el dia 210.
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En los perros que no sufrieron recidiva (perros 9 y 11), los titulos IgGtotal € 1gG2
aumentaron mientras que el titulo IgG1 aumenté o disminuyo, disminuyendo o
aumentando la expresion de IFNG respectivamente; la expresion de IL4 aumenté
ligeramente en ambos. En los dos animales se produjo asi un incremento de ambos
tipos de respuesta, Th1y Th2. En los perros en los que se produjeron recidivas, o
bien la respuesta inmunitaria se inclind hacia Th2 (perro 7), o hacia Th1 (perro 10)
o claramente mixta, con activacién de ambos tipos de respuesta (perros 8, 9y 11).
En el caso del perro 12, se observa una inhibicién de ambas respuestas.

MTC-305 Titulo de Anticuerpos Expresion de citoquinas
IgG IgG1 IgG2 IFNG L4

Criterio/ Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg
Recidiva O 210 0 210 O 210 0 210 O 210
2/T 40 40| O o/ O 401279 01 04 1,8
1/pP 640 1280| O 40| 1280 1280 7,8 17,8 0,03 0,3
1/No | 1280 1280| 80 40| 1280 1280| 0,6 3,9 0,03 1,5
1/7T 40 40| O 0| 40 40| 47,8 78,2 0,2 0,2
1/No 80 1280, O 80| 80 1280| 189 9,9 0,03 0,1
12 1/pP 160 160| 40 0| 320 320|302 1,8 1,5 0,03

R e =]
DB Vo~

Tabla 35. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferon-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con MTC-305 en los dias 0 (Inicio, antes del tratamiento) y 210 (Seg:
seguimiento, cuatro meses tras el final del tratamiento). La columna n? hace referencia al perro. El
titulo de anticuerpos de valor “0” se refiere a un titulo menor a 20. La columna Criterio/Recidiva hace
referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a la aparicion de recidivas en este analisis (Parcial,
P; Total, T; o no) en el caso de que el tratamiento fuese eficaz en ese perro en el dia 210.
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V. Resultados

3.4.2.Evaluacion de la seguridad del tratamiento

Peso y aspecto general
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Grafico 31. Evolucion del peso en kilogramos de los seis animales durante el tratamiento con MTC-
305. Las flechas indican las series de tratamiento

Como se observa en el gréfico 31, los perros tratados con MTC-305 apenas pierden
peso durante el ensayo. Solo uno de los perros (perro 12) registré una pérdida de
peso superior al 5% tras la primera serie de tratamiento (dia 60), peso que recupero
en el analisis del dia 120. Las mayores pérdidas de peso se dan en el analisis de
seguimiento (dia 210) en los perros 7, 8 y 9.

Estos datos indican que el tratamiento con MTC-305 no fue perjudicial al menos
en lo que se refiere a masa corporal y estado general.

Alteraciones gastrointestinales

El tratamiento con MTC-305 no provoco alteraciones como vomitos o diarrea. S6lo
uno de los perros vomitd (perro 10) un dia de forma aislada durante el periodo de
descanso entre tratamientos.
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Alteraciones hematolégicas y bioquimicas

Parametro
Hemoglobina (g/dL)
Eritrocitos (millon/uL)
Hematocrito (%)
Leucocitos (mil/pL)

Neutroéfilos cayados (%)
cayados

segmentados

N. segmentados (mil/pL)

Neutrofilos
Neutrofilos

Eosindfilos (%)
Basofilos (%)
Linfocitos (%)
Linfocitos (mil/pL)
Monocitos (%)
Plaquetas (mil/pL)
VCM (um3)

HCM (pg)

CHCM (um3)
Colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Urea (mg/dL)
Amilasa (U/L)

GOT (U/L)

GPT (U/L)
Proteinas (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulinas (g/dL)
Albumina/Globulinas
Calcio (mg/dL)
Fosforo (mg/dL)

Fosfatasa alcalina (U/L)

Glucosa (mg/dL)
Lipasa (U/L)

Bilirrubina total (mg/dL)
Bilirrubina directa (mg/dL)

Dia 0

14,7+ 2
6,5+t1
41,7+7 (1)
7,9+3(1)
1,0+1
0,1+0
72,7+10(2)
59+3(1)
55+3(1)
0,0+0
18,8+ 9 (2)
1,3+1(3)
201

144,2 + 69 (3)
64,21
22,51
352+1
181,7 £ 38
43,7+ 18 (2)
0,68 +£0,2
33,3+7(1)
530,0 £ 98
355+11
42,3113
6,210
3,00
32+%1

0,98 +0,2 (2)
9,60
57+1(2)
78,0 + 65 (1)
91,0+ 15
89,2 + 52
0,62 £ 0,3 (4)
0,44 + 0,2 (4)

Dia 60

14,8 +3 (1)
6,6 +1(1)
41,8+8 (1)
8,2+5(2)
1,2+1
0,1+0
65,0+9 (2)
51+3(1)
3,4+2(1)
0,0+0

28,6 £ 10
2,6%2(1)
1,81
235,4 + 82
63,8+2
22,41
354+1
228,8 £ 81
58,8 +21
1,06+0,3
42,0 +11(2)
919,8 + 201
54,2 +28 (1)
48,2+ 16
6,61
3,00
36+1

0,92 £0,4 (2)
8,8+0
4,8+1(1)
90,8 + 36 (1)
83,5+11
81,0+ 47
0,35%+0,1
0,20 £0,1 (1)

V. Resultados

Dia 120
15,0+ 2 (1)
6,7+1(1)
433 +6 (1)
10,3+4
1,2+1
0,1+0

56,5 + 22 (3)
54+2
4,5+4(1)
0,0+0

36,5+ 22 (1)
43+4(1)
1,3+1

244,8 + 96 (1)
64,2 +3 (1)
22,512
34,71
256,0 £ 128
74,0 £ 27
1,17x0,4
452+16(2) *
948,5 £ 234
60,7 +24 (1)
61,7 + 30 (1)
7,01 (1)
3,1+1
39+1

0,86 10,4 (3)
9,5+1
50+1(1)
127,8 + 57 (2)
58,0+ 21

162,3 + 231

0,59 0,3 (1)
0,2940,2 (2)

Dia 210

16,1 +3 (1)
7,11

44,8 +9 (1)
11,44
03%1
0,00

64,0 £ 10 (2)
7,23
50+5(1)
0,0+0
29,2+ 8
3,4+2(1)
15+1
248,561
63,04 (1)
245+3
360t1
231,5+ 74 (1)
82,5+31
1,10+0,4
40,2 +9 (2)
514,2 + 91
54,7 +22 (1)
60,8 + 24
7,2t1
3,21
40+1

0,86 0,3 (3)
94+1
43+1
82,3+72(1)
83,0+ 13
79,331
0,70 £ 0,4 (2)
0,44 £ 0,3 (2)

Tabla 36. Valores hematolégicos y bioquimicos medios con su correspondiente desviacidon estandar
de los perros durante el ensayo de tratamiento con MTC-305. Entre paréntesis se indica el nimero de
perros con dicho valor alterado con respecto al valor de referencia, excepto en el caso de albumina y
globulinas. El simbolo asterisco (*) denota un valor medio alterado con respecto al valor de referencia.
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V. Resultados

Como en el caso del antimoniato de meglumina, los perros sufrieron un descenso
en el valor relativo de neutréfilos segmentados, disminuyendo por debajo del
limite tras el tratamiento (dia 120) y recuperandose después del seguimiento (dia
210). Esta fue la Unica alteracion hematoldgica en los perros tratados con el
compuesto.

También el valor de amilasa pancreatica aumenté aunque en ningun perro supero
el limite; sin embargo uno de los perros si mostré un nivel de lipasa superior al
limite. En el caso de la urea, su valor si superé el limite de la normalidad durante
el tratamiento (dia 120) en dos perros, aumentando el valor medio de todos los
perros ligeramente por encima del limite. El valor de fosfatasa alcalina medio
también aumenté sobre el limite por su alteracién en dos de los animales, de los
cuales uno volvié a valores normales y el otro no, aunque este Ultimo ya mostraba
dicha alteracién antes de iniciar el tratamiento. Por otro lado, el nivel de bilirrubina
total y directa disminuyd durante el tratamiento.
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V. Resultados

3.5. Evaluacion del tratamiento con una combinaciéon de antimoniato de

meglumina (Glucantime®) y MTC-305 en la leishmaniosis canina
adquirida de forma natural

3.5.1.Evaluacion de la eficacia del tratamiento

En el analisis previo al tratamiento (dia 0), de los 6 perros tratados con la
combinaciéon de MTC-305 y Glucantime® (perros 13-18), se encontrd al parasito
en médula 6sea en 4 de ellos (tabla 37), aplicdndoseles el criterio de eficacia 1, que
cumplieron los cuatro perros al disminuir la carga parasitaria en médula ésea en
mas de un 99% en todos ellos en el analisis del dia 120. En estos perros la carga
parasitaria en ganglio, pelo y sangre también se redujo tras el tratamiento (dia
120).

A los dos perros restantes se les aplicé el criterio de eficacia 2, criterio que cumplio
un perro al disminuir la carga parasitaria en ganglio y sangre en un 99% y 90%
respectivamente. También disminuy6 la carga parasitaria en pelo. El perro en el
que el tratamiento no fue eficaz (perro 14), las carga parasitarias en ganglio y
sangre aumentaron y se detecto el parasito en pelo. En contraste, su estado clinico
mejord ligeramente. En los perros en los que el tratamiento se consideré eficaz,
las cargas parasitarias en médula dsea y ganglio se redujeron en casi un 100%, la
parasitemia disminuyd en mas de un 80% y la carga parasitaria en pelo disminuy6
asimismo. La puntuacién clinica disminuyd moderadamente en todos los animales
y marcadamente en uno de ellos.

Combinacion Carga Parasitaria Puntuacion
Perro MO G S P Clinica
Criterio/ Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin |Inicio Fin Inicio Fin
Eficacia 0 120 0 120 0 120 0 120 0 120
13 1/Si (1721 O (409,1 O |0,004 O 71,7 O 23
14 2/No 0 0 0 0,180,001 0,001f O 0,1
15 2/Si 0 0 10,0 0,2 |0,003 0,002| 10,4 5,2
16 1/Si (0,001 O 20 0,02 0,1 0,01 | NR NR
17 1/Si 0,02 0,003| 4,2 0 | 0,05 0 NR NR
18 1/Si 0,02 0 0 0 | 007 002| NR NR 2

Tabla 37. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con una combinacion de MTC-
305 y antimoniato de meglumina en los dias 0 (antes del tratamiento) y 120 (un mes después del final
del tratamiento). La tabla muestra las cargas parasitarias en médula 6sea (MO) y sangre periférica (S)
en Parasitos/uL, ganglio popliteo (G) en Parasitos/ug de ADN y pelo (P) en Parasitos/pelo. La columna
n2 hace referencia al perro. La columna Criterio/Eficacia hace referencia al criterio de eficacia utilizado
(1 6 2) y a su cumplimiento o no.
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Entre los perros en los que se considerd el tratamiento eficaz, solo se observa una
marcada tendencia hacia una respuesta Th1 en el perro 13 (tabla 38), en el que
disminuye el titulo IgG1 y aumenta la expresion de IFNG marcadamente. En este
perro, las cargas parasitarias eran muy elevadas el dia 0 y desaparecieron
completamente el dia 120 (tabla 37). En el perro 16, la reduccion de la expresién
de IFNG es muy marcada. En los demas la evolucion es mas diversa, con ligeros
aumentos o descensos de los titulos IgG1, IgG2 y de la expresién de IFNG e IL4. En
el perro 18, ambas respuestas Th1y Th2 parecen inhibidas el dia 120.

En el perro donde el tratamiento no fue eficaz (perro 14), aumenté el titulo IgG1y
disminuy¢ el de IgG2 a la vez que aumenté la produccion de IFNG y disminuyé la
de IL4.

Combinacion Titulo de Anticuerpos Expresidn de citoquinas
Perro IgG IgG1 1gG2 IFN IL4
Criterio/ Inicio Fin |Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
Eficacia 0 120 0 120 o 120 0 120 O 120
13 1/Si 1280 1280| 640 80 | 1280 1280| 0,7 7,6| 0,3 0,5
14 2/No 160 80 20 40| 320 80 09 13| 1,3 0,03
15 2/Si 80 0 0 0 20 0 06 1,2| 0,03 0,03
16 1/Si 160 40 0 0 80 40 | 59,7 1,7| 0,4 04
17 1/Si 160 80 20 40| 320 40 01 1,7| 1,1 0,2
18 1/Si 160 20 20 0 40 0 20 18| 1,4 0,03

3
10

Tabla 38. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferon-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con una combinacion de MTC-305 y antimoniato de meglumina en los
dias 0 (antes del tratamiento) y 120 (un mes después del final del tratamiento). El titulo de anticuerpos
de valor “0” se refiere a un titulo menor a 20. La columna Criterio/Eficacia hace referencia al criterio
de eficacia utilizado (1 6 2) y a su cumplimiento o no.
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De los perros donde se considero el tratamiento como eficaz segun el primer
criterio, se produjeron recurrencias en la carga parasitaria en médula ésea en tres
de ellos en el analisis realizado 4 meses tras el final del tratamiento (dia 210), como
muestra la tabla 39, una de ellas parcial (acompafada de un aumento en la carga
parasitaria en ganglio) y las otras total (perros 16 y 18), en la que la carga
parasitaria en ganglio aumenté en uno de los perros. El perro 15, en el que el
tratamiento fue eficaz de acuerdo al segundo criterio no sufrié recidiva en ninguno
de los tejidos con respecto al analisis del dia 120.

Combinacién Carga Parasitaria Puntuacién
Perro MO G S P Clinica
Criterio/ Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg

n? Recidiva 0 210 0 210 0 210 0 210 0 120

13 1/P 172,1  0,1]409,1 16,9]/0,004 0| 71,7 01| 23 5
14 2 0 ol o0 06/0001 0| O o] 4 2
15 2/No 0 0| 10,0 0,02/0,003 o0|104 o 4 3
16 1/T 0,001 0,007| 20 51| 01 01| NR NR| 2 1
17 1/No | 002 0,002| 4,2 0/ 0,05 001] NR NR| 4 1
18 1/T 0,02 006| O 0| 007 001 NR NR| 2 0O

Tabla 39. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con una combinacion de MTC-
305 y antimoniato de meglumina en los dias 0 (antes del tratamiento) y 210 (Seg: seguimiento, cuatro
meses tras el final del tratamiento). La tabla muestra las cargas parasitarias en médula 6sea (MO) y
sangre periférica (S) en Parasitos/puL, ganglio popliteo (G) en Parasitos/ug de ADN y pelo (P) en
Parasitos/pelo. La columna n2 hace referencia al perro. La columna Criterio/Recidiva hace referencia
al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a la aparicion de recidivas en este analisis (Parcial, P; Total, T;
0 no) en el caso de que el tratamiento fuese eficaz en ese perro en el dia 210.
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Como muestra la tabla 40, en los perros que sufrieron una recidiva en el analisis
del dia 210, las respuestas inmunoldgicas fueron dispares: en el perro 13 la
respuesta Th1y Th2 estan aumentadas, especialmente la primera; sin embargo, el
perro 18 muestra una disminucién de ambos tipos de respuesta. En el perro 16 se
produce una activacion de la respuesta Th2 y reduccién de la Th1.

En los perros en los que no se produce recidiva (15 y 17), no hay un incremento
de la respuesta Th1 ni de la Th2.

Por ultimo, en el perro en el que el tratamiento no se consideré eficaz (perro 14)
en el dia 120, la carga parasitaria en ganglio aumenté nuevamente en el dia 210,
sin embargo en este Ultimo analisis la respuesta inmunoldgica parece inclinarse
hacia Th1, con aumento considerable de la expresion de IFNG, conservacién del
titulo IgG2 y bajos niveles de IL4 e IgG1.

Combinacién Titulo de Anticuerpos Expresion de citoquinas
Perro IgG IgG1 1gG2 IFN IL4

Criterio/ Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg
Recidiva 0 210 0 210 0 210 0 210 0 210
13 1/P 1280 1280| 640 320/ 1280 1280| 0,7 47| 03 0,7
14 2 160 80 20 40| 320 320| 09 53| 1,3 0,03
15 2/No 80 0 0 20 0 0,6 0,1 003 0,03
16 1/T 160 80 0 80 80 | 59,7 19,7| 0,4 1,8
17 1/No | 160 40 20 320 8 | 01 01| 11 O,
18 1/T7 160 20 20 40 0 20 03| 1,4 0,03

10

n

o O o o

Tabla 40. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferon-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con una combinaciéon de MTC-305 y antimoniato de meglumina en los
dias 0 (antes del tratamiento) y 210 (Seg: seguimiento, cuatro meses tras el final del tratamiento). La
columna n2 hace referencia al perro. El titulo de anticuerpos de valor “0” se refiere a un titulo menor
a 20. La columna Criterio/Recidiva hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a la aparicién
de recidivas en este analisis (Parcial, P; Total, T; o no) en el caso de que el tratamiento fuese eficaz en
ese perro en el dia 210.
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V. Resultados

3.5.2. Evaluacion de la seguridad del tratamiento

Peso y aspecto general
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Grafico 32. Evolucion del peso en kilogramos de los seis animales durante el tratamiento con una
combinacion de MTC-305 y Glucantime?®. Las flechas indican las series de tratamiento

Como se observa en el grafico 32, cuatro de los perros tratados con la combinacion
sufrieron un descenso de la masa corporal de mas del 5% tras la primera serie de
tratamiento, pero tres de ellos se recuperaron. En el analisis al final del seguimiento
dos de los perros superaban el umbral de pérdida de peso (5%), aunque en el caso
de uno se debia al empeoramiento de la enfermedad, mientras que los otros
cuatro tenian mayor peso que al inicio del ensayo.

Estos datos indican que el tratamiento con MTC-305 y Glucantime® fue mas
agresivo que el MTC-305 en monoterapia a pesar de que la dosis era inferior,
especialmente al principio.

Alteraciones gastrointestinales

Ninguno de los perros tratados con la combinacién tuvo episodios de vémitos a
diarrea.
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Alteraciones hematolégicas y bioquimicas

Parametro

Hemoglobina (g/dL)
Eritrocitos (millon/pL)
Hematocrito (%)

Leucocitos (mil/uL)
Neutroéfilos cayados (%)
Neutroéfilos cayados (mil/uL)

Neutrofilos

segmentados

N. segmentados (mil/uL)

Eosindfilos (%)
Basofilos (%)
Linfocitos (%)

Linfocitos (mil/pL)

Monocitos (%)

Plaquetas (mil/pL)

VCM (um3)
HCM (pg)
CHCM (um3)

Colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

Urea (mg/dL)
Amilasa (U/L)
GOT (U/L)
GPT (U/L)

Proteinas (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulinas (g/dL)
Albumina/Globulinas

Calcio (mg/dL)

Fosforo (mg/dlL)
Fosfatasa alcalina (U/L)
Glucosa (mg/dL)

Lipasa (U/L)

Bilirrubina total (mg/dL)
Bilirrubina directa (mg/dL)
Tabla 41. Valores hematolégicos y bioquimicos medios con su correspondiente desviacion estandar

Dia 0
149+2
6,6+1(1)
41,7 +5(1)
95+4
0,8+0
0,1+0
71,3+£10
6,612
4,0+3(2)
0,0+0
22,2+9(1)
2,32(2)
1,71

255,7 + 53 (1)
63,0%+3
22,52
358+1
188,8 + 27
35,8+ 8 (5)
0,95+0,3
47,7426 (3) *
528,8 + 259
35,8122
33,217
6,1+1
3,320
29+1

1,29 +0,5 (1)
95+0
50+1(1)
67,5+ 23
82,5+15
92,7 £ 105
0,50+ 0,2 (1)
0,37 £ 0,2 (3)

Dia 60
15,9+2
7,11
45,2+ 6
9,3+2
05+1
0,0+0
80,3+6
7,52
3,2+3(2)
0,0+0
14,3+7(2)
1,3+1(3)
1,7+1
285,5+76
63,5t4
22,22
352+1
214,8 £33
49,3+ 11 (1)
1,00+£0,5
44,5 + 26 (1)
1.137,8 £ 916
55,3+8
48,7 £ 10
6,20
3,10
3,10
1,00+0,1
93+1
44+1
83,2+ 24
67,2+ 13 (2)
85,3 £ 86
0,80 £ 0,6 (2)
0,50 £ 0,4 (3)

Dia 120
15,5+2
681
43,7+ 6
9,4+2
1,5+1
0,210

61,8 +6 (1)
592
3,5+2(2)
0,0+0
32,39
301
1,210
202,7 £ 105
64,8+3
23,3+2
355+2
245,7 £ 64
54,0+ 14
1,20+£0,3
48,8422 (2) *
828,0£334
46,3 £ 21
42,2+ 14
6,21
3,10
31+1

1,18 + 0,4
93+1
3,60

79,5 + 30 (1)
54,3 + 16 (4)
75,7 £ 61
0,47 +0,2 (2)
0,32 £ 0,2 (2)

Dia 210
15,8+2
70+1
45,0+ 6
10,22
0,71
0,1+0
66,5+ 13 (2)
6,61
3,2+2(2)
0,0+0
27,8+ 13
302
1,81
237,0 £
643+t4
22,52
352+1
233,8 £ 50
70,0+ 12
1,12+0,5
46,5+ 14 (2) *
476,8 + 205
53,5+ 23
50,8+9
7,11

341

36+1

0,97 £0,2 (1)
9,140
3,81

51,0+ 30
78,7+11
86,7+ 70
1,04 + 1,0 (3)
0,82 + 1,0 (3)

123

de los perros durante el ensayo de tratamiento conuna combinacion de MTC-305 y Glucantime®.

Entre paréntesis se indica el nimero de perros con dicho valor alterado con respecto al valor de

referencia, excepto en el caso de albumina y globulinas. El simbolo asterisco (*) denota un valor medio
alterado con respecto al valor de referencia.
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V. Resultados

El uso combinado de ambos compuestos no causd alteraciones hematologicas
durante el tratamiento. Se produjo un aumento en los niveles séricos de urea, que
ya estaban elevados antes del tratamiento, y también aumenté el nivel de amilasa
pero sin superar los valores normales. Con respecto a la bilirrubina, aumentaron
temporalmente los niveles de bilirrubina total y directa.
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V. Resultados

3.6. Evaluacion del (-)-a-bisabolol administrado por via oral en el

tratamiento de la leishmaniosis canina adquirida de forma natural

3.6.1. Evaluacion de la eficacia del tratamiento

Cuatro perros (perros 19-22) fueron tratados con (-)-a-bisabolol. En el analisis
previo al tratamiento (dia 0), en tres de los cuatro perros tratados con (-)-a-
bisabolol se encontré el parasito en médula 6sea, por lo que se les aplico el criterio
de eficacia 1, como muestra la tabla 42. El tratamiento fue considerado eficaz en
dos de ellos al disminuir la carga parasitaria en médula 6sea en un 73% y un 100%
respectivamente, descendiendo también en sangre y ganglio; mientras que en el
otro perro las cargas parasitarias en médula y ganglio popliteo aumentaron en el
analisis del dia 120. En el perro en el que no se encontré el parasito en médula
Osea, se aplicd el criterio 2 que cumplié al desaparecer el parasito de ganglio
popliteo y sangre en el andlisis realizado un mes después de terminar el
tratamiento. El estado clinico mejoroé en todos los perros, especialmente en los que
el tratamiento fue eficaz.

(-}-a-
bisabolol
Perro MO G S P Clinica
Criterio/ Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
Eficacia 0 120 o 120 0 120 0 120 O 120
19 1/No 48 4,8| 14,9 109 |0,001 0 0 0 9 8
20 1/Si 6,3 1,7|113,9 36,1|0,002 0 78 3,7| 25 20
21 1/Si 1,5 0 | 47,1 37,5/0,002 0,001| 0,1 0 11 8
22 1/Si 0 0 |8,2 0 0,1 0 0,5 0 6 2

Carga Parasitaria Puntuacién

=]
10

Tabla 42. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con (-)-a-bisabolol en los dias
0 (antes del tratamiento) y 120 (un mes después del final del tratamiento). La tabla muestra las cargas
parasitarias en médula ésea (MO) y sangre periférica (S) en Parasitos/uL, ganglio popliteo (G) en
Parasitos/ug de ADN y pelo (P) en Parasitos/pelo. La columna n2 hace referencia al perro. La columna
Criterio/Eficacia hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a su cumplimiento o no.
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Como muestra la tabla 43, los titulos de anticuerpos apenas variaron entre los dos
analisis. El perro en el que el tratamiento no fue considerado eficaz (perro 19), se
elevd el titulo de IgG1 mientras que el nivel de expresion IFNG aumentd
considerablemente.

En el perro 20, en el que el tratamiento fue eficaz, se da la situacion contraria y se
produce una reduccién de ambas respuestas inmunes Th1y Th2, disminuyendo el
titulo IgG1 y disminuyendo la expresion IFNG y de IL4. En los otros dos perros en
los que el tratamiento se consideré eficaz, los titulos de anticuerpos no variaron,
pero si aumentaron los niveles de expresion IFNG e IL4, mostrando asi una
activacion de ambos tipos de respuesta inmune Th1y Th2.

(-)-a- , . .z . .
bisabolol Titulo de Anticuerpos Expresion de citoquinas
Perro IgG IgG1 1gG2 IFN IL4

Criterio/ Inicio Fin |Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
n? Eficacia 0 120 0 120 O 120 0 120 0 120
19 1/No |1280 1280| 80 160 1280 1280| 0,9 21,9| 0,02 0,02
20 1/Si 1280 1280| 640 320| 1280 1280| 21,4 1,1 | 0,5 0,03
21 1/Si 160 320 0 0| 640 640 | 2,3 4,6 | 0,31 1,66
22 2/Si 40 40 0 0 40 40 04 1,2 (0,003 0,1

Tabla 43. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferon-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con (-)-a-bisabolol en los dias 0 (antes del tratamiento) y 120 (un mes
después del final del tratamiento). El titulo de anticuerpos de valor “0” se refiere a un titulo menor a

10

20. La columna Criterio/Eficacia hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a su
cumplimiento o no.
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V. Resultados

En la siguiente tabla se muestra la comparacién entre el analisis inicial (dia 0) y el
analisis al final del periodo de seguimiento (dia 210). En el perro donde el
tratamiento no fue eficaz las cargas parasitarias aumentaron en todos los tejidos
mientras que en los demas perros disminuyeron, por lo que no se considerd
ninguna recidiva (tabla 44). No se pudo realizar el andlisis de seguimiento del perro
20 debido a que fue retirado del estudio por causas ajenas al mismo. El perro 22
siguié siendo negativo en médula ésea, ganglio y sangre y so6lo se detecté ADN
de L. infantum en pelo.

bii;\)l-)z-lol Carga Parasitaria Puntuacién
MO G S P Clinica

Criterio/ Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg

n? Recidiva O 210 0 210 0 210 0 210 O 210
19 1 48 97,9| 149 60,0|0,001 0,01 0 2,1 9 8
21 1/No 1,5 o |471 2,2/0002 0,001 01 2,8| 11 6

22 2/No 0 0 | 85,2 0 0,1 0 0,5 0,2 6 3

10

Tabla 44. Cargas parasitarias y puntuacion clinica de los perros tratados con (-)-a-bisabolol en los dias
0 (antes del tratamiento) y 210 (seguimiento, cuatro meses tras el final del tratamiento). La tabla
muestra las cargas parasitarias en médula 6sea (MO) y sangre periférica (S) en Parasitos/uL, ganglio
popliteo (G) en Parasitos/ug de ADN y pelo (P) en Parasitos/pelo. La columna n2 hace referencia al
perro. La columna Criterio/Recidiva hace referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a la
aparicion de recidivas en este analisis (Parcial, P; Total, T; o no) en el caso de que el tratamiento fuese
eficaz en ese perro en el dia 210. Los resultados del perro 20 en el analisis del dia 210 no se realizaron.
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Como se observa en la tabla 45, los titulos de anticuerpos apenas variaron durante
el periodo de seguimiento. En el perro 19, disminuyd la expresion de IFNG y
aumento IL4, mostrando por tanto una tendencia hacia una respuesta Th2.

En los otros dos perros, aumentd marcadamente la expresion de IFNG (respuesta
Th1) y disminuyé (perro 21) o aumento (perro 22) la de IL4. Asi, el perro 22 parece
tener activadas ambos tipos de respuesta inmune.

big;)l-aoct)-lol Titulo de Anticuerpos Expresidn de citoquinas
IgG IgG1 IgG2 IFN L4

Criterio/ Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg Inicio Seg

n? Recidiva 0 210 0 210 0 210 0 210 0 210

19 1 1280 1280| 80 160| 1280 1280| 0,9 0,1 | 0,02 0,03

21 1 160 160 0 0| 640 640 | 2,3 12,9| 0,31 0,16

22 2 40 40 0 0 40 40 0,4 29,7| 0,03 0,9
Tabla 45. Titulos de anticuerpos y niveles de expresion relativos de interferon-y (IFNG) e interleuquina
4 (IL4) en los perros tratados con (-)-a-bisabolol en los dias 0 (antes del tratamiento) y 210

(seguimiento, cuatro meses tras el final del tratamiento). La columna n2 hace referencia al perro. El
titulo de anticuerpos de valor “0” se refiere a un titulo menor a 20. La columna Criterio/Recidiva hace
referencia al criterio de eficacia utilizado (1 6 2) y a la aparicion de recidivas en este analisis (Parcial,
P; Total, T; o no) en el caso de que el tratamiento fuese eficaz en ese perro en el dia 210.

219



V. Resultados

3.6.2. Evaluacion de la seguridad del tratamiento

Peso y aspecto general
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Grafico 33. Evolucion del peso de los animales durante el ensayo de tratamiento con (-)-a-bisabolol

Como se observa en el grafico 33, los perros tratados con (-)-a-bisabolol apenas
pierden peso durante el ensayo, un solo perro sufrié un descenso de peso superior
al 5% tras la primera serie de tratamiento que recuperé inmediatamente.

Alteraciones gastrointestinales

El tratamiento con (-)-a-bisabolol tampoco result6 téxico en este sentido y ningin
perro sufrié alteraciones gastrointestinales de ningun tipo.
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Alteraciones hematolégicas y bioquimicas

Parametro
Hemoglobina (g/dL)
Eritrocitos (millon/uL)
Hematocrito (%)
Leucocitos (mil/pL)
Neutroéfilos cayados (%)
Neutréfilos cayados

Neutrofilos segmentados
N. segmentados (mil/puL)

Eosindfilos (%)
Basofilos (%)
Linfocitos (%)

Linfocitos (mil/pL)
Monocitos (%)
Plaquetas (mil/pL)
VCM (um3)
HCM (pg)
CHCM (um3)
Colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Urea (mg/dL)

Amilasa (U/L)

GOT (U/L)

GPT (U/L)
Proteinas (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulinas (g/dL)

Albumina/Globulinas
Calcio (mg/dL)
Fosforo (mg/dL)
Fosfatasa alcalina (U/L)
Glucosa (mg/dL)
Lipasa (U/L)

Bilirrubina total (mg/dL)

Bilirrubina directa

Dia 0
15,9+ 5 (1)
7,2+2(1)

44,8 +13 (1)
109+4
1,8+1

0,2+0(1)

71,8+ 11 (1)
7,7%3

5,81+8(3)
0,0+0

19,0 11 (2)

1,9+1(1)
1,81

432,3 + 285

62,3+3 (1)
22,01
358+1

181,8 + 50 (1)

35,0+ 10 (3)

0,88+0,2

38,5+ 10 (1)

782,8 £ 689

52,5+19

53,8121

6,9+1(1)
3,320
3,712

1,01 +0,4 (1)
93+0
44+1

62,5+ 27
85,0+ 10
79,3+13

0,63+0,2 (1)

0,36+0,1 (1)

Dia 60
15,4 + 4 (1)
7,2+2(1)

44,5 +13 (1)
83+%3
08+1
0,1+0
72,53

6,02
58+3(1)

0,0+0

19,3+6
1,7+1(1)

1,81
252,8 £ 106
61,8+3 (1)

21,31
345+1
214,8 £ 59
53,5+12
1,13+0,5
47,8 + 15 (1)
1.419,5 + 227
65,8+ 19 (1)
61,8+ 28
7,9+1(1)*

3,320

46+1

0,76 £0,2 (1)
94+0
43+0

84,3+ 32
58,0 + 38 (2)

83,3123
0,61+0,3(2)
0,32+0,2(2)

Dia 120
15,2 + 4 (1)
7,2+2(1)

43,8 +13 (1)
95+2
1,3+1
0,1+0

67,53

64+t1
3,8t4(1)

0,0+0

25,5+ 6 (1)
24+1

200
218,0 £ 84
60,5+5 (1)

21,312

35,0t1

238,5 + 59 (1)

67,3121

1,45+ 0,6 (1)

52,3+ 23 (3)

1.043,5+ 373
75,0+9

71,8 +33 (1)

8,4+1(1)*

3,21

51+2

0,70+ 0,3 (2)
9,2+0

391

128,5 + 80 (1)
44,8 + 31 (3)
85,3124
0,61+0,6 (1)
0,34 £0,4 (4)

V. Resultados

Dia 210
16,8+ 1
760
48,0+ 2
11,1+2
0,71
0,110
61,34 (1)
681
7,33
0,00
28,7+3(1)
3,10
201
212,721
63,3+1
22,31
34,71
201,7 £55
51,0+ 14 (1)
1,47+0,4
52,7 20 (2)
460,0 £ 143
83,7+ 13 (1)
67,732 (1)
7,8+1(1)*
3,220
46+1
0,70+ 0,1 (1)
9,8+0
291
60,3+41
71,012
95,0 £ 26
0,30+0,0
0,10+£0,0

Tabla 46. Valores hematolégicos y bioquimicos medios con su correspondiente desviacion estandar

de los perros durante el ensayo de tratamiento con (-)-a-bisabolol. Entre paréntesis se indica el

numero de perros con dicho valor alterado con respecto al valor de referencia, excepto en el caso de

albumina y globulinas. El simbolo asterisco (*) denota un valor medio alterado con respecto al valor

de referencia.
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El tratamiento con este producto natural no alterd ningun valor hematol6gico. Con
respecto a los analisis bioquimicos, los perros sufrieron un aumento de urea en
sangre ligeramente por encima del limite considerado normal, evidenciando tanto
en los dias 60 como 120, y la amilasa aumentd especialmente tras la primera serie,
rozando el limite de la normalidad. El valor medio de fosfatasa alcalina también
superd el limite ligeramente, volviendo a la normalidad tras el seguimiento. Sin
embargo, los valores de bilirrubina total y directa no aumentaron durante el

tratamiento.
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4. Estudio de las enzimas histona desacetilasa de L. mexicana

Este estudio se oriento al analisis bioinformatico de los genes codificantes para las
proteinas histona desacetilasa, tanto NAD* dependientes (sirtuinas o Sir2 RP,
related protein)) como zinc dependientes (DAC). Una vez realizado, se estudio la
localizacién subcelular de dichas enzimas mediante creacion de proteinas de
fusidn con la proteina verde fluorescente, consiguiendo resultados para dos de las
proteinas.

4.1. Analisis Bioinformatico

Se encontraron proteinas ortélogas en L. mexicana para cada una de las proteinas
buscadas, cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 47. En todos los casos el
valor E fue inferior a 10%° lo que es indicativo de analogia. Dos de los genes no
mostraron sintenia (co-localizacion preservada del gen en el mismo cromosoma
de diversas especies) con respecto a los genes originales de 7. brucei.

Proteina N° acceso Homologia Sintenia Peso
TriTrypDB (E-valor) molecular
DAC 1 LmxM.21.0680 0 Si 49,7
DAC 2 LmxM.24.1370 102 No 58,6
DAC3 LmxM.21.1870 107157 No 66,7
DAC 4 LmxM.08.1090 107191 Si 65,5
Sir2 RP1  LmxM.26.0210 0 Si 40,5
Sir2 RP2 LmxM.23.1210 10711 Si 35,0
Sir2 RP3 LmxM.33.2140 107100 Si 26,9

Tabla 47. Genes ortélogos en L. mexicana para las proteinas buscadas.

4.2. Localizacion subcelular

Se consiguieron lineas mutantes de L. mexicana con una proteina de fusion
fluorescente para las siguientes proteinas:

e DACS3 (Estrategia PCR-Fusion, Método clasico)
e Sir2 RP1 (Estrategia plasmidica, Método clasico)

Se puede observar la fluorescencia de las cepas mutantes de DAC3 y Sir2 RP1,
confirmando la expresién de la proteina verde fluorescente (GFP). En las siguientes
imagenes se puede observar la presencia de fluorescencia correspondiente a la
proteina de fusion GFP en ambas cepas:
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V. Resultados

A continuacion se muestra el control negativo en el que no se observa
fluorescencia verde debida a la proteina GFP, pero si fluorescencia debida al
colorante DAPI en nucleo y kinetoplasto.

Figura 17. Localizacion de las proteinas. Control negativo. En rosa se observa la tincion DAPI (ADN) y
en verde la fluorescencia debida a la proteina.
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En el caso de L. mexicana Sir2 RP1-GFP se observa fluorescencia en todo el
citoplasma de forma homogénea. Esto es indicativo de que esta proteina tiene una
localizacién citoplasmatica. También se observa la fluorescencia debida a DAPI.

Figura 18. Localizacion de las proteinas. Sir2 RP1-GFP. En rosa se observa la tincion DAPI (ADN) y en
verde la fluorescencia debida a la proteina.
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Por otro lado, L. mexicana DAC3-GFP muestra fluorescencia verde localizada en
ciertas zonas del citoplasma (no homogénea) que podria corresponder con una
localizacién mitocondrial de la proteina.

Figura 19. Promastigotes de L. mexicana expresando la proteina de fusion DAC3-GFP. En rosa se
observa la tincion DAPI (ADN) y en verde la fluorescencia debida a la proteina.

El andlisis por Western Blot confirmé que la fluorescencia era debida a proteinas
de fusidén. Como se puede observar en la figura 20, se detectaron en sendos
mutantes proteinas con tamafos correspondientes a la suma del peso de la
proteina original y del peso de la GFP. Asi, se detecté:

e Una proteina entre 90 kDa que coincide con la hipotética proteina de fusion
entre Sir2 RP1 (68 kDa) y GFP (17 kDa).

e Una proteina de aproximadamente 100 kDa que coincide con la hipotética
proteina de fusion entre DAC3 (98 kDa) y GFP (17 kDa).
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e Control positivo (+): Se trata de un control que sobreexpresa una proteina de
fusion de GFP y una proteina control con un tamafio de aproximadamente 50

kDa.
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Figura 20. SDS-PAGE del lisado de proteinas detectando anticuerpos anti-GFP. Tamaio (kDa) de cada
proteina detectada. WT es el control negativo, RP1 corresponde a los mutantes transfectados con la
proteina RP1-GFP, DAC3 corresponde a los mutantes transfectados con la proteina DAC3-GFP y “+”
corresponde al control postivo, que sobreexpresa una proteina de fusién de GFP y una proteina

control con un tamaiio de aproximadamente 50 kDa.
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VI. Discusién

Evaluacion in vitroy cribado de compuestos

Modelo /in vitro

La eleccion de macrofagos primarios derivados de médula ésea de ratén (BMMO)
como modelo de infeccidon fue motivada por los prometedores resultados de
infectividad sobre éstos obtenidos desde un primer momento con L. /infantum.
Anteriormente ya se habia demostrado que el uso de este modelo resulta muy util
para la evaluacidon de compuestos in vitro dada su permisividad a la infeccion por
Leishmania spp. (Maia et al., 2007). Este modelo tiene la desventaja de la necesidad
de mantener animales vivos y de que su obtencion es mas dificil, pero presenta la
ventaja de que, una vez diferenciados en macrofagos, estas células no se dividen,
facilitando y aumentando la precisién de la evaluacién /n vitro.

La puesta a punto, establecimiento del modelo de infeccidn y los experimentos
de actividad /n vitro, especialmente con MTC-305 y (-)-a-bisabolol, pusieron de
manifiesto un hecho anteriormente citado: la influencia del nivel de infeccion de
los macréfagos sobre la actividad de los compuestos. Este hecho se ha constatado
sobre dos tipos de compuestos muy diferentes en lo que se refiere tanto a
estructura como a mecanismo de accion.

Estos resultados concuerdan con lo observado por Neal y Croft en 1984, que
resaltaron que el elevado nivel de infeccion de los macréfagos podria resultar en
un descenso de la actividad del estibogluconato sédico en un modelo /n vitro,
estableciendo un aumento de la ICso de este compuesto al aumentar el niUmero de
amastigotes por macrofago. Posteriormente este hecho fue también observado
por Seifert et al. en 2010.

En este trabajo, este hecho no solo ha sido demostrado, sino que para estos
compuestos se ha elaborado un modelo de regresién que incorpora como variable
independiente el nivel de infeccién de los macréfagos, con el fin de predecir la I1Cso
del compuesto dependiendo del nivel de infeccién de los macréfagos. A la hora
de calcular ese valor, se ha utilizado la ICso correspondiente a un nivel de infeccion
del 50%.

Aunque eficientes, los ensayos sobre promastigotes no son ideales (Fumarola et
al, 2004) al no tratarse de la fase del parasito presente en el hospedador
vertebrado. Tampoco los ensayos sobre amastigotes axénicos suponen una
alternativa a éstos, dadas sus diferencias en distintas funciones celulares
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relacionadas con su metabolismo y respuesta al estrés oxidativo con los
amastigotes intracelulares (Rochette et al., 2009).

En este trabajo, el ensayo sobre promastigotes fue relegado a una funcién
complementaria de los ensayos sobre amastigotes intracelulares debido a que el
compuesto MTC-305 no se mostré activo sobre aquéllos. No se trata sin embargo
del primer compuesto encontrado con actividad frente a amastigotes
intracelulares pero no activo frente a promastigotes (De Muylder et al., 2011),
hecho esperable dadas las diferencias existentes en la expresion de genes
dependiente del estadio del parasito (Alcolea et al., 2014).

Curiosamente, otro de los compuestos encontrados con este tipo de selectividad
es un inhibidor de la proteina Sir2 (LmSIR2), el sirtinol (Vergnes et al., 2005). Este
compuesto es un conocido inhibidor de las sirtuinas. En ese trabajo, se comprobé
su inactividad frente a promastigotes de L. /infantum en contraste con su actividad
frente a amastigotes axénicos. Sin embargo, segun los autores, esta observacion
no se basa en las mencionadas diferencias en su expresion, ya que se expresa
igualmente en promastigotes y amastigotes, sino que podria deberse a diferencias
en su actividad entre las dos fases del parasito.

Actividad del SAHA

El primer compuesto que hemos evaluado fue el SAHA, inhibidor global de las
enzimas histona desacetilasa dependientes de zinc. Aunque mostré actividad
sobre amastigotes intracelulares de L. infantum, también mostré una elevada
citotoxicidad frente a los BMM® usados como modelo a 20 uM, luego no se podria
decir de forma inequivoca que es un compuesto activo frente al parasito dado que
el efecto observado bien podria deberse a su citotoxicidad inespecifica.

Entre los distintos autores se encuentran discrepancias en la actividad vy
citotoxicidad de este farmaco: Sodji et al. en 2013 estiman su ICso frente a
promastigotes de L. donovani en 25,7 pg/mL (97,1 yM) mientras que resulta
inocuo frente a amastigotes axénicos (40 ug /mL 6 151,4 uM), muy activo frente a
amastigotes intracelulares (0,5 pg/mL 6 1,9 uM) y poco citotdxico (CCso>10 ug/mL
6 37,8 uM frente a THP-1); Mwakwari et al. en 2010 y Guerrant et al. en 2010 sin
embargo estiman su ICso en 21,5 pg/mL (81,3 uM) frente a promastigotes de L.
donovaniy su citotoxicidad muy elevada (CCso 1,4 ug/mL 6 5,4 uM en células Vero).
Patil et al. en 2010 citan su actividad en 29,7 pg/mL (1124 uM) sobre
promastigotes de L. donovaniy su citotoxicidad en 1,2 ug/mL (4,5 uM) sobre

células Vero. Mai et al. en 2004 también encuentran esos mismos valores.
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Estos resultados contrastan con los obtenidos en nuestro estudio, pues el SAHA
mostré actividad no especifica (indice de selectividad inferior a 4) frente a
amastigotes pero ningun tipo de actividad frente a promastigotes a
concentraciones de hasta 10 M. Este resultado ya apunta a la diferencia existente
entre las enzimas HDAC del parasito y las de mamiferos.

Los compuestos derivados del SAHA evaluados fueron MAR71 (derivado del SAHA
con actividad hipotética anticancerosa muy elevada), SPF251 (derivado del SAHA
sin hipotética actividad anticancerosa) y SPF581A (derivado del SAHA con
actividad similar a éste). Estos compuestos, aunque no mostraron toxicidad frente
a BMM®, mostraron una baja actividad frente a amastigotes intracelulares de L.
infantum.

Actividad del MTC-305 y derivados hidroxamicos de sintesis

Junto con el SAHA, se evalué MTC-305, compuesto que por su modificacion
estructural esta desprovisto de su capacidad inhibitoria sobre histona desacetilasas
humanas. La puesta de manifiesto de la actividad frente a L. infantum de este tipo
de estructuras constituye un importante hallazgo en la quimica médica, ya que
supone un cambio estructural que dota a la molécula de selectividad sobre el
parasito.

La modificacién en el hidroxilo del grupo hidroxamico es una modificacién inédita
y da lugar a la pérdida de actividad inhibitoria en las isoformas humanas de histona
desacetilasa, por lo que tampoco es citotoxico frente a lineas celulares mamiferas,
transformadas o no.

Su elevada actividad antiparasitaria ha puesto de manifiesto la utilidad de un tipo
de estructura, los O-alquil hidroxamatos, estructuras sin actividad anticancerosa ni
inhibidora de las enzimas histona desacetilasa humanas. La sintesis y evaluacién
de los demas compuestos tuvieron como objetivo mejorar caracteristicas del MTC-
305, como su solubilidad y su actividad antiparasitaria, ademas de profundizar en
el conocimiento de las relaciones estructura-actividad.

Durante la ultima década, se han evaluado diversos compuestos de sintesis con
actividad inhibidora de histona desacetilasa, ya sean zinc o NADH dependientes
(Sodji et al., 2014; Mwakwari et al., 2010; Guerrant et al., 2010; Tavares et al., 2010;
Mai et al., 2004). Estos compuestos han mostrado actividad antiparasitaria en
diversos grados, pero tienen en comun que también son compuestos con actividad
sobre HDAC humanas, en mayor o menor grado.
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El compuesto MTC-305 no solo no es activo frente a las isoformas de HDAC
humanas, sino que no es toxico a 100 uM frente a BMM®. Unido a su actividad, le
confiere un indice de selectividad (SI) de al menos 31 dependiendo de la especie
de Leishmania. Este constituye un importante hallazgo puesto que aunque no
existe ningun tipo de convenio en cuanto al valor idéneo de SI, (Schmidt et al.,
2012) se suele asumir que un compuesto prometedor debe tener un valor de al
menos 10 (Dony loset, 2014). Por tanto este compuesto cumplié ampliamente los
criterios necesarios para ser evaluado en ensayos /n vivo.

Los compuestos YSL y MDG mejoraron en varias veces la actividad del MTC-305,
sin mostrar citotoxicidad y alcanzando indices de selectividad alrededor de 100.
Sirvieron ademas para demostrar ciertas caracteristicas estructura-actividad de
este tipo de estructuras.

Los compuestos SPF-841 y ECL también mostraron una elevada actividad frente a
amastigotes intracelulares de L. infantum; sin embargo y dado a su complicado
perfil de sintesis y baja solubilidad, no se continud su evaluacion.

Tanto MTC-305 como MDG mostraron actividad frente a otras especies de
Leishmania, ya fuesen viscero o dermotrdpicas. Es de destacar que las especies
dermotrépicas (L. tropicay L. major) se mostraron especialmente sensibles al MTC-
305 (con ICso inferiores a 1 pM) con respecto a la especies viscerotropicas (L.
infantumy L donovani, con ICso alrededor de 3 uM). Es conocido el hecho de que
existen diferencias, tanto inter como intra-especies en la sensibilidad /n vitro a
farmacos, tanto de uso habitual como experimentales (Escobar et al., 2002; Neal et
al., 1995). Los resultados de actividad anti-Leishmania, citotoxicidad e indice de
selectividad encajaron perfectamente con las recomendaciones de Don y loset
(2014) a la hora de desarrollar nuevos compuestos frente a la leishmaniosis.

Ambos mostraron también actividad frente a amastigotes intracelulares de 7. cruzi
con valores de ICso similares a los de Leishmania spp. Sorprendentemente no se
ha encontrado ninglin compuesto relacionado con iHDAC que haya sido evaluado
frente a 7. cruzi. Este hecho contrasta con los compuestos que han sido evaluados
frente a los agentes causales de la leishmaniosis, la enfermedad del suefio y
especialmente la malaria. Los resultados también cumplirian con las
recomendaciones anteriormente mencionadas (Don y loset, 2014).

Hasta el momento, solo algunos trabajos habian citado compuestos inhibidores
de histona desacetilasa con actividad frente a Leishmania spp.: Mai et al. en 2004

sintetizaron una serie de compuestos derivados de hidroxiamidas con elevada
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actividad frente a promastigotes de L. donovani, siendo dichos compuestos
inhibidores moderados de HDAC humanas en el rango submicromolar, aunque
estos autores destacaron que no fueron los mas activos frente a las HDAC humanas
los que mostraron mayor actividad frente al paréasito y su citotoxicidad fue la mas
baja. Estas observaciones, salvando las diferencias, concuerdan con nuestros
resultados, siendo los compuestos menos activos en mamifero los mas potentes
frente a Leishmania.

En 2010, Patil et al. evaltan una serie de compuestos aril-triazol hidroxamatos
frente a promastigotes de L. donovani; encontrando actividades moderadas frente
al parasito, hasta 2-4 veces mas potentes que el SAHA; sin embargo los propios
autores reconocen que, al igual que en el caso del SAHA, la actividad de la mayoria
de los compuestos que encuentran activos se debe a su citotoxicidad general y no
a una actividad especifica frente al parasito. Luego, el mismo grupo de
investigacion (Guerrant et al., 2010) evalia HDACi macrociclicos frente a
promastigotes de L. donovani, esta vez encontrando compuestos entre 7-10 veces
mas potentes que el SAHA y exentos de toxicidad. Curiosamente, estos
compuestos son los menos activos frente a HDAC de mamifero de toda la serie.
Sin embargo, al evaluarlos frente a amastigotes axénicos, encuentran que solo uno
de los tres compuestos es activo también. Estos resultados deben ser tratados con
cautela al haber evaluado la actividad de los compuestos frente a promastigotes y
amastigotes axénicos y no frente a amastigotes intracelulares,

Mwakwari et al. en 2010 también evaltan HDACi macrociclicos derivados de
ketdlidos triciclicos frente a promastigotes de L. donovani. Encuentran un
compuesto con actividad moderada (4 veces mas potentes que el SAHA), dos con
actividad similar al SAHA y dos inactivos frente al parasito. De nuevo se pone de
manifiesto lo observado anteriormente: el compuesto con mayor actividad frente
al parasito es el compuesto menos activo frente a P. falciparum, frente a células
transformadas y frente a las isoenzimas HDAC6 y HDAC8 de mamifero. Este grupo
de investigacion, en otros trabajos donde evallan compuestos frente a lineas
cancerosas, isoenzimas de HDAC y frente a los parasitos P. falciparumy L. donovani
(Guerrant et al.,, 2010; Patil et al., 2010), encuentran los mismos resultados: mientras
que la actividad frentre al agente causal de la malaria es paralela a la actividad
anticancerosa, la actividad antileishmania es contraria a esa corriente y en general,
a mayor actividad frente a L. donovani; menor actividad frente a P. falcjparum o
células de mamifero. Luego estos trabajos ya adelantaron lo que encontramos
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nosotros, que los compuestos mas activos carecen de actividad en células de
mamifero.

En 2013, Pavlik et al. aislan un iHDAC de una cianobacteria, el santacruzamato. Al
evaluarlo concluyen que tiene gran actividad frente a células transformadas y ~.
falcjparum, pero no frente a amastigotes axénicos de L. donovani ni frente a
amastigotes intracelulares de 7. cruzi De este modo, se cumple el hecho
anteriormente observado del paralelismo entre actividades anticancerosas vy
antimalaricas y la inactividad de los compuestos mas eficaces frente a Leishmania
y en este caso frente a otro tripanosomatido, 7. cruzi Segun nuestros datos, éste
es el Unico articulo que evalta un supuesto iHDAC frente al agente causal de
Chagas y la falta de actividad encontrada concuerda con nuestros resultados, ya
gue nuestros compuestos resultaron tan activos frente a Leishmania spp. como
frente a 7. cruzi in vitro.

Por ultimo, Sodji et al. en 2014 sintetizan una serie de compuestos iHDAC
derivados de 3-hidroxipiridina con actividad selectiva frente a HDAC6 y HDAC8 y
los evaltan frente a promastigotes, amastigotes axénicos y amastigotes
intracelulares de L. donovani. Estos autores destacan la falta de concordancia entre
actividades anti-HDAC1 (y en general frente a HDAC de clase |) y actividad frente
a Leishmania, en contraste con la actividad antimalarica (como antes se menciond)
y lo atafien a diferencias importantes en los aminoacidos del centro activo de las
HDAC de Leishmania. Por ello evalian unos compuestos sin actividad frente a
HDACT1 pero con actividad frente a HDACG (clase Ilb) y HDACS (clase I). Encuentran
compuestos activos frente a amastigotes intracelulares de L. donovani y
demuestran que tubastatin (inhibidor selectivo de HDAC6) es muy activo mientras
que otro compuesto con actividad selectiva frente a HDAC8 no lo es. Sin embargo,
no llegan a ninguna conclusién en cuanto a qué actividad frente a HDAC humana
podria estar mejor relacionada con la actividad frente a Leishmania, dado que los
compuestos mas activos muestran una actividad muy variable frente a HDACG6 y
HDACS, habiendo compuestos muy activos o simplemente inactivos frente a una,
otra o ambas enzimas.

La bibliografia existente, aunque limitada, confirma nuestros resultados: todos los
compuestos evaluados anteriormente poseen actividad frente a HDAC de
mamifero. Aunque una estrategia para la blusqueda de compuestos frente a
enfermedades parasitarias consiste en el uso de compuestos con actividad
anticancerosa, esta estrategia ha demostrado ser infructuosa en esta diana
terapéutica en concreto dadas las diferencias entre las HDAC del parésito,
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diferencias inesperadas dados los prometedores resultados que esta estrategia da
frente a otros parasitos, como Plasmodium.

Evaluacion del (-)-a-bisabolol

La actividad del (-)-a-bisabolol frente a promastigotes de Leishmania ya ha sido
evaluada con anterioridad. En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion
(Morales-Yuste et al., 2010), se obtuvo una ICso de 49 puM, lo que concuerda con
este estudio. Hay que tener en cuenta que aunque los tests de citotoxicidad celular
basados en la reduccion enzimatica son mas eficientes a la hora de evaluar la
viabilidad celular, éstos se ven afectados por compuestos que dafan la
mitocondria, como parece ser el caso de este sesquiterpeno; por esta razon estos
tests podrian no ser los mas idoneos en estos casos y sus resultados podrian estar
ligeramente alterados, mostrando menor produccién de resazurina.

Los resultados que hemos obtenido con (-)-a-bisabolol demuestran que este
producto tiene actividad sobre los amastigotes intracelulares de L. infantum. La
ICso ha resultado ser de 56,93 yM para un nivel de infeccién del 50%,
manteniéndose en el rango micromolar.

Esta actividad se mantiene o incluso se mejora en otras especies como L. donovan;,
las especies causantes de leishmaniosis cutanea L. tropicay L. major o el agente
causal de la enfermedad de Chagas, 7. cruzi. Aunque la actividad se mantiene en
el mismo rango, las especies dermotropicas parecen ligeramente mas sensibles al
tratamiento.

Esta concentracion inhibitoria es muy parecida a la de 49 yM obtenida por
Morales-Yuste et al. en 2010 sobre promastigotes de L. infantum, lo cual indica
que la actividad del producto es independiente del estadio del parasito.

También indica que el (-)-a-bisabolol ha llegado a atravesar las membranas del
macrofago sin ningun problema llegando al parasito, solo siendo limitada su
actividad por el porcentaje de infeccidn inicial. El producto, una vez atraviesa la
membrana del macrofago, debe penetrar en la vacuola parasitéfora y una vez allj,
ataca o penetra las membranas del parasito. En cualquier caso, cuando hay tantos
amastigotes, parece ser que su actividad decrece y no hay suficiente cantidad de
producto para todos. Aunque parece un inconveniente, hay que tener en cuenta
gue en el tratamiento de ésta y otras enfermedades la dosis se repite durante
varios dias, manteniendo la concentracion de farmaco y eliminando al patégeno
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progresivamente. Por ello, este inconveniente no deberia ser tal para su aplicacién
practica.

Este estudio ha verificado por tanto la actividad de este sesquiterpeno y su perfil
de toxicidad en un modelo macréfago-amastigote. Pocas publicaciones evaltan
este compuesto frente a Leishmania spp. y ninguno frente a otros
tripanosomatidos agentes causales de la enfermedad de Chagas o de la
enfermedad del suefio, hecho sorprendente dada su utilizacion frente a otros
parasitos o bacterias. Recientemente, Colares et al. (2013) evaluaron su actividad
frente amastigotes intracelulares de L. amazonensis en un modelo de macréfagos
peritoneales. Este valor es similar al obtenido por nosotros para L. /infantum e
inferior al obtenido para L. majory L. tropica, obteniendo una ICso de 48,0 uM.

Con respecto a su mecanismo de accion, el (-)-a-bisabolol, como muchos otros
constituyentes de aceites esenciales puede afectar a la membrana plasmatica del
parasito. Este efecto puede deberse a una accion directa como la inhibicién de la
glucosilacion o a la disminucion en su estabilidad, o a un efecto indirecto mediante
la inhibicion de la sintesis de los acidos grasos o de otros constituyentes de la
membrana del parasito como el ergosterol. También se ha propuesto la afectacién
de la membrana mitocondrial que podria llevar a la muerte del parasito,
mecanismo ya propuesto en el caso de su actividad anticancerosa. En 2015, Rottini
et al. encontraron despolarizacion en la membrana mitocondrial de promastigotes
de L amazonensis que habian sido previamente tratados con este compuesto

Los resultados obtenidos muestran ausencia de toxicidad in vitro, resultando la
CCso >1000 pM, un valor muy elevado y consistente con el encontrado por Piochon
et al. en 2009, que no encontrd citotoxicidad a 150 uM y con Colares et al. (2013)
donde la CCso obtenida fue de 452 uM. Estas diferencias se pueden deber a los
modelos utilizados y la metodologia empleada.

Los indices de selectividad encontrados para las especies viscerotropicas, L.
infantumy L. donovaniresultaron de 17 y 25 respectivamente, mientras que en la
especies dermotropicas este valor llegd a 40. Estos resultados son muy
prometedores al tener un valor mayor de 10. Estos valores resultaron muy
superiores a los de los compuestos de referencia utilizados, el antimoniato de
meglumina y el isetionato de pentamidina.

Ninguno de los indices anteriormente mencionados deben considerarse de forma
individual a la hora de decidir llevar a cabo estudios en animales, sino en conjunto.
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Ademas, dadas las ventajosas propiedades de este compuesto natural, los ensayos
en animales quedaban completamente justificados.

Mecanismo de accion del (-)-a-bisabolol

En este trabajo se proponen dos posibles mecanismos de accién de este producto
natural:

El primero de ellos resulta novedoso, consistente en la inmunomodulacion de la
generacion de éxido nitrico por el macréfago. En este estudio se ha confirmado,
como se refleja en otros trabajos (Kim et al.,, 2011), la actividad antiinflamatoria de
este compuesto al tratar macréfagos no infectados: se produce una disminucion
en la sintesis de oxido nitrico dosis-dependiente. Sin embargo, al tratar
macréfagos infectados, el efecto se invierte y aumenta la generacion de este
radical libre, compensando la disminucién en la generacién de NO* que produce
la infeccion por el parasito (Balestieri et al., 2002). Este efecto de la estimulacién
de la sintesis de NO* ya ha sido observado en otros compuestos naturales (Dayakar
et al., 2015) y para confirmarlo seria interesante recurrir a estudios de expresion de
ARNmM de las enzimas implicadas con el fin de averiguar el mecanismo de accion
exacto.

El segundo mecanismo de accién esté relacionado con el dafio a nivel mitocondrial
que ya se ha observado anteriormente. Nuestro estudio aporta ademas la
confirmacién de que el compuesto llega a los amastigotes y se localiza
preferentemente en ellos. También se ha comprobado que el compuesto inhibe la
actividad de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales al realizar el ensayo en
bajo tiempo de exposicién, como ya se ha descrito para otros compuestos (Boiani
et al., 2009; Maarouf et al.,, 1997; Varela et al., 2014) y también se relaciona este
dafo mitocrondrial con la incapacidad de resistir el efecto del NO, posiblemente
debido a que muchas de las enzimas responsables de resistir el estrés oxidativo
son mitocondriales (Kathuria et al.,, 2014; Menna-Barreto y de Castro, 2014).
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Evaluacién in vivo
Eleccion y puesta a punto del modelo experimental animal

Se eligiod el raton Balb/c como modelo animal por su versatilidad, bajo precio y
disponibilidad. El ratéon Balb/c se ha usado anteriormente como modelo de
leishmaniosis visceral por L. infantum

La infeccidn se realizd mediante inoculacidn intraperitoneal de diez millones de
promastigotes de L. infantum en fase estacionaria de crecimiento. Se trata de un
modelo comun para el establecimiento de infecciones experimentales (Calvo-
Alvarez et al.,, 2015; de Morais et al., 2014; Rodrigues et al.,, 2012; Serna et al., 2015;
Tavares et al., 2012). De hecho, Roldo et al. en 2004 evalué la diferencia entre la
inoculacion intraperitoneal e intravenosa de promastigotes en fase estacionaria de
L. infantum a distintas dosis infectivas, concluyendo que no existian diferencias
estadisticamente significativas entra las cargas parasitaria en bazo halladas entre
ambas vias de infeccion y que los resultados en la infeccion por via intraperitoneal
mostraban menor variabilidad, siendo éstos adecuados para la evaluacién de
farmacos.

En nuestro caso, éste demostrd ser un modelo capaz de establecer infecciones
estables en ratones que se mantuvieron durante al menos dos meses, alcanzando
el parasito los principales érganos diana: bazo, higado y médula 6sea; y logrando
cargas parasitaria elevadas (hasta 2500 Parasitos/mg en bazo).

No se evaluaron las cargas parasitarias en médula dsea por ser un procedimiento
mas largo, aunque si se comprobd la presencia del parasito en este tejido mediante
su cultivo. Tampoco se trata de un tejido cuya carga parasitaria se evalle con
asiduidad en los experimentos de evaluacion de nuevos compuestos, teniendo
mas protagonismo bazo e higado.

Las cargas parasitarias obtenidas en este modelo fueron mayores en bazo que en
higado. Este hecho coincide con lo observado por otros autores (Gangneux et al.,
1999; Honoré et al., 1998), que indican que en las infecciones de ratones Balb/c
con L. infantum, la carga parasitaria al principio es igual o mayor en el higado,
descendiendo progresivamente tras unos 20 dias de infeccion, mientras que la
carga parasitaria en bazo aumenta a partir de ese dia, invirtiéndose la relacion
entre éstas. Dado el modelo de infeccién utilizado, finalizando el ensayo en el dia
43, parece coherente encontrar cargas parasitarias mas elevadas en el bazo que
en el higado.
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El método de cuantificacion de la carga parasitaria

Los métodos clasicos de cuantificacion de la carga parasitaria, como el
establecimiento de la LDU (Leishman Donovan Units), basado en el recuento de
amastigotes en improntas de érgano son los mas aceptados para ese fin. Sin
embargo, tienen mas inconvenientes que ventajas: consumen mucho tiempo,
tienen baja sensibilidad, requieren personal especializado y son muy subjetivos
(dos microscopistas distintos pueden dar resultados muy diferentes). Ademas, al
realizar improntas de 6rganos, los amastigotes no se distribuyen de forma
uniforme entre las improntas ni en la misma impronta, dando lugar a resultados
erréneos y baja precision (Bretagne et al., 2001).

Posteriormente, se disefiaron ensayos basados en la dilucién limitante (LDA,
Limiting Dilution Assay) del cultivo de 6rgano (Titus et al., 1985). Este tipo de
ensayos, aunque mas sensible y reproducible, también requieren de mucho
esfuerzo (Nicolas et al.,2002).

En la Ultima década, se han desarrollado varias técnicas de qPCR (Bretagne et al.,
2001; Nicolas et al., 2002; Roldo et al., 2004) capaces de cuantificar de forma fiable,
precisa y reproducible la carga parasitaria en tejidos de roedor, mostrando el
efecto de farmacos habituales frente a la leishmaniosis o evaluando nuevos
compuestos (Reimao et al., 2011; Srivastava et al., 2013). Estas técnicas han sido
evaluadas paralelamente a otros basados en microtitulacion de cultivo o
microscopia (Moreira et al., 2012), mostrando su mayor precision, sensibilidad,
fiabilidad y su poco tiempo de procesamiento en comparacién con las otras. Por
estas razones es sorprendente que, aunque en la evaluaciéon de farmacos en
modelos caninos sean técnicas muy aceptadas como muestra la bibliografia, solo
unos pocos articulos las usen para la evaluacion de fdrmacos en modelos de
laboratorio.

Evaluacion del antimoniato de meglumina en el modelo murino de
leishmaniosis visceral

Los animales fueron tratados con una dosis diaria elevada de antimoniato de
meglumina (104 mg SbV/kg) durante 14 dias. Es considerada una dosis de elevada
actividad en modelos animales (Croft et al., 1999). El tratamiento redujo la carga
parasitaria en higado de forma significativa en todos los experimentos realizados
pero su actividad fue muy limitada a la hora de reducir la carga parasitaria en el
bazo. Estos resultados son similares a los observados por otros autores (Gangneux

et al., 1999; Borborema et al. en 2013), en los que tras el tratamiento se reduce la
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carga parasitaria en higado pero la de bazo permanece intacta. Dichos autores dan
como causa probable la réapida eliminacion del antimonio en el bazo, ademas de
las grandes diferencias de acumulacion de antimonio entre ratones sanos e
infectados (debidas posiblemente al dafio hepatico por la infeccion). Carter et al.
en 1989 indican que estas diferencias podrian deberse al alto nivel de perfusion
sanguinea del higado. Collins en 1992 observé una alta supresion del parasito en
higado a pesar de mantener elevados niveles de parasitacion en bazo y médula
oOsea. Por ultimo Nieto et al. en 2003 observan una reduccién de la carga parasitaria
en higado sin afectar a bazo o médula 6sea utilizando una Unica dosis de 222 mg
SbY/kg. Una explicacién mas simple puede darla el hecho de que las cargas
parasitarias encontradas en bazo fueron superiores a las encontradas en higado.

Evaluacién Jjn vivo del compuesto MTC-305

La administracion del compuesto MTC-305 a 500 mg/kg en una Unica dosis no
causé la muerte de ningun ratén. Tampoco el SAHA, compuesto del que deriva,
causoé la muestre a ningun ratén o rata a una dosis de 2000 mg/kg de acuerdo con
Merck (2013), aunque las modificaciones estructurales del primero podrian haber
llevado a un resultado distinto.

Los ensayos de toxicidad subaguda en ratones sanos (14 dias) tampoco mostraron
efectos toxicos en los ratones a la maxima dosis (200 mg/kg). Sin embargo, el
SAHA si mostré efectos adversos como anorexia en un ensayo crénico (26
semanas, 160 mg/kg/d de dosis méaxima) en ratas.

Los resultados concuerdan con la naturaleza del compuesto: el MTC-305 no tiene
actividad frente a HDAC de mamiferos y su citotoxicidad es mas de diez veces mas
baja que la del SAHA, compuesto considerado inhibidor global de las enzimas
HDAC de clase | y Il. Esta selectividad frente al parasito proporciona un mayor
margen de maniobra a la hora de escoger una dosis.

A pesar de ello se eligié una dosis relativamente baja en los primeros ensayos en
animales infectados, dada la afectacion hepatica durante la infeccion que podria
incrementar los posibles efectos adversos.

En los ratones se realizd una exploracidon bioquimica y enzimatica buscando
alteraciones 6rgano-especificas, especialmente alteraciones hepaticas (AST y ALT),
del rindn (Creatinina y urea) y generales/pancreatica (fosfatasa alcalina), dado que
la toxicidad pancreéticas es un pardmetro también importante. El perfil bioquimico
y enzimatico en los ratones no se vio alterado en los ensayos de toxicidad ni en
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los de actividad. El analisis de los cortes histologicos tampoco reveld dafo en
higado o rifidén. Tampoco perdieron peso. Don y loset (2014) recomiendan que el
compuesto no muestre toxicidad evidente a la dosis activa.

En la Fundacién Medina se realizaron ensayos de toxicidad /n vitro obteniendo
resultados muy prometedores: el compuesto no mostré potencial mutagénico
(test de Ames) ni mostro actividad sobre células Hek_293-hERG, por lo que el
compuesto no posee actividad cardiotdxica. Se recomienda realizar estos tests en
etapas tempranas del desarrollo de nuevos farmacos y antes de realizar ensayos
clinicos ya que se ha demostrado que la interaccion con los canales de potasio
hERG esta relacionada con el incremento del intervalo QT y por tanto de la
aparicion de arritmias fatales, especialmente torsades, un tipo de taquicardia
ventricular que puede conducir a muerte subita (Recanatini et al., 2005). Estos
estudios deberan ser complementados con la evaluacion de la cardiotoxicidad /n
vivo mediante otras técnicas.

El MTC-305 sin vehiculizar mostré cierta eficacia frente a L. infantum cuando se
administrd por via intraperitoneal. La aparicién de depdsitos del compuesto en el
peritoneo de los animales llevd a la vehiculizacion de éste en dos tipos de
nanoparticulas: PLGA y oro.

Las nanoparticulas puedes ser muy Utiles en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el macréfago dado que estos, ademas de fagocitar al parasito,
también eliminan particulas del cuerpo. Por tanto, la capacidad de estas células en
el reconocimiento de dichas particulas se puede aprovechar para su tratamiento
(Chellat et al., 2005). El desarrollo de nuevos sistemas de administracion de
farmacos, como este caso, es recomendado por la OMS (Das et al., 2013).

Las nanoparticulas biodegradables, como PLGA, son frecuentemente utilizadas en
la vehiculizacion de farmacos por su valor terapéutico a la hora de reducir el riesgo
de toxicidad de algunos compuestos, mejorando su biodisponibilidad y solubilidad
(Kumari et al.,, 2010). En la bibliografia se encuentran varios ejemplos, como la
vehiculizacién en nanoparticulas de PLGA de anfotericina B para el tratamiento de
la leishmaniosis cutanea en modelo murino (de Carvalho et al., 2013).

En el caso de las nanoparticulas de oro, es conocida la capacidad de fagocitarlas
por parte de los macréfagos (Arnida et al, 2011) y se han evaluado frente a la
leishmaniosis /in vitro (Das et al, 2011) y frente a la malaria, pudiendo incluso
utilizarse por via oral (Khalil et al., 2013).
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La formulacién de MTC-305 vehiculizado en nanoparticulas fue realizada vy
caracterizada en el Departamento de Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de
Farmacia de la UGR por los doctores J. Lépez-Viota y M. Lopez-Viota. Se
obtuvieron nanoparticulas de un tamafio inferior a 180 nm para la maxima
concentracion de compuesto adsorbido en la superficie. La formulacion consistio
en una dispersién de nanoparticulas que sedimenta con el tiempo pero que resulta
facilmente redispersable mediante agitacién. La liberacién del compuesto in vitro
se produce en dos fases: una lenta de 30h de duracion (se libera hasta el 52% del
compuesto) mientras que el resto se libera en los siguientes dias, llegando al 80%
a los 72h. Estas caracteristicas pueden ayudar a mejorar las propiedades
farmacocinéticas del compuesto que sufre de un elevado aclaramiento, evitando
su liberacion hasta llegar a las células diana, los macréfagos, y prolongando su
presencia en sangre hasta varios dias.

La vehiculizacion del compuesto tanto en nanoparticulas de PLGA como de oro
consiguio evitar los problemas de escasa solubilidad del compuesto libre. Ambos
tipos de formulaciones fueron eficaces en el modelo murino de leishmaniosis
visceral, siendo la mejor la vehiculizada en nanoparticulas de oro a una dosis de
25 mg/kg, que redujo en un 71% la carga parasitaria en higado y en un 96% la
carga parasitaria en bazo, el érgano mas parasitado. Las recomendaciones de Don
y loset (2014) incluyen que un compuesto prometedor debe reducir en un 70% la
carga parasitaria en higado, aunque muchos autores consideran tanto higado
como bazo (Moreira et al,, 2012) y algunos incluso incluyen la médula ésea (Fortin
et al,, 2012). Al no haber consenso en la bibliografia, en ese estudio se considerd
evaluar la carga parasitaria en higado y bazo.

Las caracteristicas farmacocinéticas del MTC-305 se evaluaron /n vitro en la
Fundacion Medina con resultados prometedores: no mostrd inhibicion fuerte
sobre ninguna de las isoformas del citocromo P-450 y no mostré metabolizacion
por enzimas no dependientes de NADPH; sin embargo el compuesto mostré un
elevado aclaramiento por microsoma hepatico humano (113 pL/min/mg de
proteina) y una semivida de eliminacién de 8,88 minutos. Este aclaramiento se
clasifica como elevado (>48 pL/min/mg) (Chiba et al., 2009).

Los positivos resultados en la evaluacion in vitro e in vivo del MTC-305, tanto en
términos de eficacia como de seguridad, impulsaron la solicitud de patente por
parte de la Universidad de Granada (Panadero Fajardo et al., 2011).
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El MTC-305 vehiculizado con nanoparticulas de oro mostré una mayor eficacia en
bazo que en higado (al contrario que el antimoniato de meglumina, que solo fue
eficaz en el higado) a pesar de que las cargas parasitarias encontradas en bazo
resultaron superiores a las del higado. La diferente “polaridad” en la eficacia de
ambos tratamientos, MTC-305 y antimoniato de meglumina, evidencié la
posibilidad de una combinacidon que actuara en ambos o6rganos. El MTC-305
mostré una gran capacidad para ser administrado con otros compuestos, al
presentar una baja actividad sobre las isoformas del citocromo P-450. En este caso
se combin6é con antimoniato de meglumina, produciéndose una sinergia que
eliminaria hasta el 100% de la carga parasitaria en higado y mas del 90% en bazo.
Este tratamiento combinado no habia sido evaluada /n vitro, pero mostré
excelentes resultados de eficacia y seguridad, ya que los ratones tampoco
mostraron signos de toxicidad ni alteraciones bioquimicas o enzimaticas.

En este trabajo se han revisado las ventajas del uso de combinaciones de farmacos,
subrayando algunos de los ultimos ensayos clinicos en los que se utilizan éstas
frente a la leishmaniosis. La combinacion de estos dos compuestos es un claro
ejemplo de sinergia en el que utilizando una dosis inferior de MTC-305 (10 mg/kg)
unida al tratamiento habitual antimonial, se consigue superar a ambos
compuestos por separado.

Evaluacion Jin vivo del compuesto MDG

Este compuesto, vehiculizado en nanoparticulas de oro y administrado a la dosis
de 25 mg/kg, mostré tanta eficacia en el bazo como el MTC-305, reduciendo un
90% la carga parasitaria. La ventaja de este compuesto con respecto a su
predecesor se encuentra en su mayor eficacia en el higado, hasta un 99% a esa
dosis. MDG muestra una mayor eficacia para eliminar el parasito (la actividad /n
vitro es casi 5 veces mejor) y superior solubilidad que la del MTC-305. Ambos
compuestos se vehiculizaron en las mismas nanoparticulas. Por tanto es un caso
en el que su mejor eficacia /n vivo es un reflejo de su mayor actividad /n vitro. Esta
elevada eficacia se consiguié en un tratamiento de menor duracion que el del
MTC-305 (10 dias frente a 14). Por otro lado, este compuesto presenta la ventaja
de que, a diferencia del MTC-305, puede resistir el medio acido, por lo que en
teoria seria susceptible de administrarse por via oral. Esta caracteristica mejora aun
mas el potencial del MDG.

La combinacion de este compuesto con el Glucantime® no resulté eficaz en el
bazo ni mejord el resultado en el higado.
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Evaluacion /in vivo del (-)-a-bisabolol

Este alcohol sesquiterpénico también resultd eficaz en el modelo de leishmaniosis
visceral por L. infantum, reduciendo la carga parasitaria en bazo e higado en un 72
y un 89% respectivamente a una dosis de 200 mg/kg sin mostrar toxicidad. Por
tanto, cumple las recomendaciones de Don y loset (2014). Resulté mas eficaz que
el antimoniato de meglumina en el bazo y al menos tan eficaz como éste en el
higado. Sin embargo, al combinar este producto natural con el antimoniato de
meglumina se obtuvieron resultados decepcionantes: la combinacién fue muy
eficaz en el higado pero no mostré actividad en el bazo. Esta falta de actividad no
se ha podido explicar de forma satisfactoria. Se ha encontrado que el compuesto
antimonial es capaz de causar estrés oxidativo en érganos como el bazo (Bento et
al., 2013), lo que podria interferir con la accién del (-)-a-bisabolol.

Dicha accion antagdnica se ha visto también en el caso del MDG, pero no se
observo en el caso del MTC-305.

Nuestro estudio ha demostrado la eficacia del (-)-a-bisabolol administrado por via
oral, tratdndose de una gran ventaja de este compuesto dado que actualmente las
opciones terapéuticas en el tratamiento de la leishmaniosis se basan en la
administracion parenteral exceptuando el caso de la miltefosina. La busqueda de
un tratamiento o una combinacion de tratamientos por via oral es una de las
prioridades de la DNDi (Drugs for Neglected Diseases Initiative), que se encuentra
evaluando distintos regimenes de tratamiento orales en este momento. Sus
ventajosas propiedades dieron lugar a la publicacién de un articulo en una revista
de alto impacto (Corpas-Lopez et al., 2015).
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Ensayo clinico en perros con leishmaniosis adquirida de forma natural

La eleccion de los sujetos del ensayo y su disefio estuvieron condicionados por
las caracteristicas del mismo: se trata de un ensayo clinico piloto cuyo objetivo fue
el de evaluar la seguridad de los compuestos MTC-305 y (-)-a-bisabolol en perros
enfermos de leishmaniosis y comprobar su eficacia antiparasitaria frente a un
control tratado con el compuesto de referencia, ain de eleccién en monoterapia
en Europa (Bourdeau et al.,, 2014). El objetivo final de un ensayo clinico piloto es el
de averiguar si es factible la realizacién de un ensayo clinico mayor, evaluando de
forma preliminar la tolerabilidad del tratamiento, proporcionando datos
exploratorios sobre la evaluacion de nuevos compuestos y consiguiendo la
suficiente informacion para el disefio y planificacion de ensayos mayores (Leon et
al, 2011; Thabane et al.,, 2010). Aunque se ha denominado ensayo clinico piloto,
este estudio encajaria perfectamente en la filosofia del llamado “proof of concept”,
consistente en un ensayo clinico pequefo con caracteristicas de ensayo clinico de
fase |y fase Il mezcladas con una muestra pequefa.

Los criterios de inclusién, aunque laxos en términos de titulo de anticuerpos (solo
se exigia un titulo igual o mayor a 40, mientras que un titulo positivo se considera
a partir de 80) y de cuadro clinico (solo se exigian dos signos clinicos compatibles),
si exigian la presencia de cantidades detectables de parasito en sangre por qPCR
ya que el método preferente para la evaluacién del resultado seria precisamente
éste. Los mencionados criterios ya han sido utilizados en otro estudio (Manna et
al., 2008).

De esta forma, se incluyeron en el ensayo desde animales infectados, con
enfermedad poco aparente, hasta perros enfermos con cuadros clinicos graves. Es
decir, perros oligosintomaticos y polisintomaticos, o de acuerdo con Solano-
Gallego et al. (2009), perros en fases | a Ill de la enfermedad (ningun perro en fase
IV, correspondiente a una enfermedad grave con afectacién renal fue incluido).

Otros de los objetivos del ensayo fue la evaluacidén de una posible asociacién
terapéutica entre el MTC-305 y el antimoniato de meglumina, dados los buenos
resultados de su combinacién en ratones.

El nimero de perros por grupo, aunque bajo debido a limitaciones econdémicas,
resulté adecuado para encontrar diferencias entre los distintos tratamientos.

La duracién del tratamiento se ajustd al régimen mas habitual de tratamiento con
Glucantime® para poder compararlos adecuadamente y también porque se eligio
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una dosis baja del compuesto. Esta dosis se adapté de la dosis mas eficaz en
ratones (25 mg/kg) y se ajustd para perros siguiendo las normas del escalado o
extrapolacién de dosis entre especies (Sharma y McNeill, 2009) en las que se usa
la superficie corporal de los animales como reflejo de su metabolismo, que es
considerado el método mas adecuado a la hora de ajustar dosis entre especies
animales. La forma ideal hubiese sido la realizacién de un ensayo farmacocinético
y toxicoldgico previo en animales sanos a la hora de elegir una dosis y una pauta
de dosificacion adecuada.

Se administraron dos series de tratamiento: esta practica es habitual a la hora de
tratar la leishmaniosis canina (Moritz et al., 1999) especialmente en casos de
recidivas o de falta de eficacia. En nuestro caso fue la falta de informacién
farmacocinética y de toxicidad /n vivo lo que nos indujo a realizar dos series de
tratamiento, cada serie con una duracién de 10 dias de tratamiento, 10 dias de
descanso y otros 10 dias de tratamiento, a una dosis reducida de 3,75 mg/kg de
MTC-305. Las pausas intraserie fueron establecidas para observar la posible
toxicidad del tratamiento. Entre las dos series se dejé un mes de descanso.

La duracién del seguimiento fue de 4 meses desde el final de la Ultima serie de
tratamiento, lo cual es un seguimiento corto en el caso de la leishmaniosis canina
a la hora de detectar posibles recidivas. Algunos autores consideran que un
seguimiento adecuado debe ser de 6 meses como minimo (Athanasiou et al., 2013;
Hernandez et al,, 2014; Manna et al., 2009b) o incluso de 12-15 meses (Manna et
al, 2015; Rougier et al., 2012) ya que se pueden producir recidivas en los meses
siguientes. Periodos de seguimiento mas largos también permiten observar
descensos en los titulos de anticuerpos, que no se producen en al menos 3 meses
(Hernandez et al., 2014).

Se realizaron 4 tomas de muestras, la primera el dia antes de empezar el
tratamiento (dia 0), la segunda un mes después de acabar la primera serie de
tratamiento (dia 60), la tercera un mes después de acabar la segunda serie de
tratamiento (dia 120) y la Ultima tres meses después de la tercera toma de
muestras (dia 210). De esta forma la carga parasitaria se cuantifica de forma mas
adecuada dado que se eliminan de los tejidos el ADN de los parasitos muertos.

La gPCR se ha mostrado muy util en la dltima década para la monitorizacion del
tratamiento (Francino et al.,, 2006) incluso en periodos cortos de seguimiento y en
los Ultimos afos se estd utilizando de forma rutinaria en ensayos clinicos
(Hernandez et al., 2014; Hernandez et al. 2015; Santiago et al. 2013; Rougier et al.,
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2012). Escoger un tejido en el que cuantificar el parasito también es importante
debido al tropismo de algunas cepasy a la inmunidad érgano-especifica (Francino
et al,, 2006; Reis et al,, 2009). La sangre suele ser el tejido de eleccién ya que es
una muestra menos invasiva y habitualmente refleja el efecto del tratamiento,
aunque la médula ésea suele presentar mayor parasitaciéon (Martinez et al., 2011).

Los marcadores que hemos utilizado para la evaluacion de la eficacia de los
distintos tratamientos fueron los siguientes:

e Carga parasitaria en sangre, aspirado de ganglio, aspirado de médula ésea 'y
pelo

e Puntuacion clinica

e Titulos de anticuerpos IgGtotal, IgG1 e 1gG2

e Expresion relativa de interferén-y e interleuquina 4

La puntuacion clinica es una forma de cuantificar el estado clinico del animal que
ha sido utilizado en diferentes ensayos clinicos para evaluar la eficacia del
tratamiento dado que muestra correlacion con la carga parasitaria (Manna et al.,
2009) y con el titulo de anticuerpos (Proverbio et al., 2014).

Los dos ultimos buscaban también evaluar si los compuestos inducian una
respuesta Th1 en los perros tras el tratamiento, aunque dado el poco tiempo de
seguimiento, la eficacia del tratamiento no reflejaria grandes cambios en los titulos
de anticuerpos a corto o medio plazo.

La eleccion de criterios de eficacia es una practica habitual a la hora de evaluar la
efectividad de un tratamiento frente a la leishmaniosis canina dado que la curacién
de la enfermedad no es asequible en la practica (Rougier et al., 2012, 2008) aunque
en un caso si se utilizé un test de cura a la hora de valorar la eficacia del tratamiento
(Da Silva et al., 2012) que incluia: ausencia de parasitos en cultivo de aspirado de
ganglio, resultado negativo en qPCR de médula 6sea, bazo, higado y piel; y
resultado negativo en un test de xenodiagndstico. En nuestro caso hemos utilizado
como criterio principal de eficacia la reduccion de la carga parasitaria en médula
Osea, estableciendo un umbral del 50%.

La médula ésea es un érgano densamente parasitado en la mayoria de los perros
con leishmaniosis canina. Al principio, la hematopoyesis es normal pero la
parasitacién lleva a cambios en este tejido, como hiperplasia histiocitica y
hipoplasia eritrocitica, acabando en aplasia medular, traduciéndose en cambios
hematoldgicos y alteraciones de la coagulacion. Todas estas alteraciones son
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reforzadas por la hemolisis y se relaciona con la esplenomegalia también (Foglia
Manzillo et al., 2006).

En 2014, Momo et al. realizaron un anélisis de la médula ésea de perros infectados
por L. infantum. Encontraron elevadas cargas parasitarias en los tres grupos de
perros que analizaron, asintomaticos, polisintomaticos y oligosintomaticos.
Observaron que las alteraciones hematoldgicas estaban mas presentes en
animales con mas parasitacion en la médula ésea. Las mayores alteraciones
consistieron en granulomas e infiltracion de macréfagos en el tejido, cambiando
la estructura del tejido y reduciendo el nimero de células hematopoyéticas

La carga parasitaria en médula 6sea ha sido identificada como el mejor
biomarcador del estado clinico del perro y como un importante reservorio del
parasito, asi como el que mejor esta relacionado con los titulos de anticuerpos
IgG1 e IgG2 (Reis et al., 2006). Estos autores también encontraron mayores cargas
parasitarias en perros sintomaticos en la médula ésea. Por ultimo indicaron que
las cargas parasitaria en médula 6sea y bazo eran las mejores a la hora de evaluar
el estado clinico del animal, mientras que la carga parasitaria en ganglio popliteo,
higado y piel no se correspondia tanto con el nivel de gravedad de la enfermedad,
siendo mas elevadas en perros asintomaticos.

En perros donde no existia o no era detectable el parasito en médula 6sea, como
criterio secundario hemos elegido la reduccién de la carga parasitaria en ganglio
popliteo y sangre, estableciendo como umbral un 50% en ambas.

En el caso de la carga parasitaria en aspirado de ganglio popliteo, no se relaciona
con el estado clinico del animal y de hecho se ha demostrado que la carga
parasitaria en este tejido es similar en perros asintomaticos y oligo o
polisintomaticos (Reis et al., 2006) mientras que otros autores (Moreira et al., 2010,
Manna et al, 2009) encontraron mayores cargas parasitarias en perros
polisintomaticos, pero sin hallar diferencias estadisticamente significativas entre
este grupo y el de perros oligosintomaticos. La mayoria de los perros infectados o
enfermos muestran linfadenomegalia, pero el grado de hipertrofia o hiperplasia
de este tejido no muestra correlacién con el grado de parasitismo (Reis et al., 2009).
La carga parasitaria en ganglio suele ser elevada, sin embargo pocos autores la
consideran como Unico pardmetro para la monitorizacion de un tratamiento
(Manna et al., 2015). Por estas razones la carga parasitaria en el aspirado de ganglio
popliteo se tuvo en cuenta pero de una forma secundaria.
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La sangre es una muestra poco invasiva y con la que se puede evaluar la evolucién
de la enfermedad y predecir recidivas en los animales (Francino et al., 2006; Manna
et al, 2006); ademas la parasitemia muestra cierta correlacion con la carga
parasitaria en médula 6sea (Martinez et al., 2011). Se ha utilizado para evaluar el
tratamiento con miltefosina (Manna et al., 2008a), con miltefosina y alopurinol
(Manna et al., 2009b) en combinacién con la carga parasitaria en ganglio y el
tratamiento con Glucantime® y alopurinol (Manna et al., 2008b), siendo uno de
los pardmetros cuantitativos mas evaluados (Hernandez et al., 2014). Su papel ha
sido definido no como tejido reservorio del parasito en el perro aunque si se le ha
asignado un papel de transporte de éste (Quaresma et al, 2009) y se le ha
relacionado con la infectividad a flebotomos (Hernandez et al., 2014).

La muestra menos invasiva que se evaluo fue la de pelo: las muestras no invasivas
en general y el pelo en particular son muestras que han ganado una gran
popularidad en los Ultimos afios dada la sensibilidad de las técnicas moleculares y
por la facilidad de su toma (Hernandez et al., 2015). El ADN del parasito se ha
llegado a detectar en pelo de ratones Balb/c experimentalmente infectados por L
major (Iniesta et al., 2013), en perros con leishmaniosis canina adquirida de forma
natural (Belinchén-Lorenzo et al., 2013) y en canidos salvajes como zorros y lobos
(Mufioz-Madrid et al, 2013). Estos autores explican la presencia de ADN de
parasito en pelo por tratarse éste de un 6rgano anejo que acumula sustancias
extrafias al organismo, entre ellas ADN ajeno, excretadas por la piel. Al detectar el
ADN del parasito en pelo mediante qPCR, obtienen una sensibilidad similar a la
gue obtienen usando sangre y lo encuentran tanto en perros infectados sanos
como sintomaticos, en los foliculos pilosos y en los extremos del pelo. También
encuentran elevadas cargas parasitarias en piel de los animales. En ese trabajo
defienden que la presencia del ADN del parasito en el pelo puede tener un origen
local, pero también sistémico. Por tanto el pelo se presenta como una muestra
versatil para el diagndstico de la leishmaniosis al ser lo suficientemente sensible,
no invasiva y facil de obtener y almacenar.

Estado de los perros antes del tratamiento

Dados los criterios de inclusion, los perros seleccionados constituyeron un grupo
heterogéneo de animales, con titulos de anticuerpos y cuadros clinicos dispares
pero que compartian la existencia de la enfermedad y de cantidades detectables
de parasito en sangre con el fin de poder utilizar la técnica qPCR en la evaluacion
del tratamiento.
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La puntuacién clinica (PC) maxima encontrada fue de 24 y una media de 6,9, una
puntuacion relativamente baja frente al maximo alcanzable (67) aunque encontrar
mayores PC hubiera significado encontrar perros con afectacion renal, algo no
deseable. En 2014, Proverbio et al,, utilizando una clasificacion de PC muy similar
a la nuestra, encontraron un maximo de 30 y una media de 5,10 en perros con
titulo de anticuerpos 1280. Los signos clinicos mas frecuentes que hemos
encontrado fueron: linfadenomegalia, monocitopenia, lesiones cutaneas,
onicogrifosis, triglicéridos bajos y delgadez, presentes todos ellos en al menos el
50% de los perros. Aunque en todos los perros se encontraron alteraciones
hematoldgicas y bioquimicas, al considerar las medias de éstos, el Unico pardmetro
alterado fue la concentracion de bilirrubina directa.

En médula ésea encontramos las cargas parasitarias mas elevadas mientras que en
sangre encontramos las mas bajas, datos similares a los de otros autores. En
ganglio popliteo estimamos cargas parasitarias inferiores a las de médula 6sea
pero superiores a las de pelo. Por tanto, los valores de cargas parasitarias en
nuestro estudio se encontrarian de la siguiente manera: Médula 6sea>Ganglio
popliteo>Pelo>Sangre. Por su parte, Belinchén-Lorenzo et al. en 2013 encontraron
cargas parasitarias similares en pelo y sangre, ambas inferiores a las de ganglio.

Los titulos de anticuerpos de la clase IgG oscilaron entre 40 y 1280 como se ha
indicado. Los titulos de IgG2 encontrados fueron superiores a los de IgG1, tanto
en general como al analizarlos perro a perro, excepto en dos casos que mostraron
titulos IgG1 e IgG2 iguales (0 6 1280). Luego en nuestro estudio, el titulo IgG2 fue
mas elevado que el del IgG1, independientemente del estado clinico del animal.
Este hecho ya fue observado por Reis et al. en 2006, en cuyo estudio todos los
perros mostraron titulos de IgG2 superiores, al igual que otros muchos estudios
(Bourdoiseau et al., 1997; Iniesta et al., 2005; Neto et al., 2010; Solano-Gallego et
al,, 2001) sin importar si se trata de perros asintomaticos, oligosintomaticos o
polisintomaticos. Otros autores asocian mayores titulos de alguno de los isotipos
con el estado asintomatico o sintomatico (Boceta et al., 2000; Cardoso et al., 2007;
Cavaliero et al., 1999).

En nuestro estudio, los niveles de IgGiotal, IgG1 e IgG2 mostraron correlacion
positiva con la puntuacién clinica, es decir, el estado clinico de los animales,
especialmente el de IgG1 que mostré la mayor significacion y coeficiente de
correlacién; este Ultimo dato estd de acuerdo con Iniesta et al. (2005) que
encuentra titulos mayores de IgG1 en perros sintométicos en los que prevaleceria
la respuesta inmune tipo Th2. El indice IgG2/IgG1 mostré también asociacion, pero
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negativa, con la puntuacioén clinica de los animales pero de forma mas moderada,
estando también de acuerdo con lo apuntado anteriormente.

La mayoria de los perros mostré una expresioén relativa de IFN superior a la de 1L4,
siendo en mas de la mitad de los casos de entre 10 y 100 veces mayor, lo cual
concuerda con los datos de isotipos de IgG dado que ambos muestran una
inclinacién en estos perros hacia la respuesta de tipo Th1. En general se observé
una relacion entre las citoquinas IFNG e IL4 y el ratio de éstas con los titulos 1gGtotal,
IgG1 y el ratio IgG2/IgG1 respectivamente pero no con IgG2. Las relaciones se
establecieron de forma dicotémica (Gupta et al, 2012; Kawano et al, 1994),
observandose en muchos casos dos tipos de respuesta: por un lado elevados
titulos de IgG1 unidos a elevada expresion de IL4 (respuesta tipo Th2), mientras
gue en otros casos se observa una elevada expresion de IFNG junto con elevados
coeficientes 19G2/1gG1 e IFNG/IL4 (respuesta Th1). En contraste, Boggiatto et al.
en 2010 encontraron que conforme aumentabas los sintomas clinicos de los
animales, 1gG1 e IgG2 aumentaban, pero IFN disminuia. Estos datos restan
importancia al titulo IgG2, cuya relevancia seria relativa y dependiente del titulo
IgG1 a través del coeficiente IgG2/IgG1. En 2010, Carson et al. encontraron
coeficientes 1gG2/IgG1 similares en perros asintomaticos y sintomaticos con
elevaciones de ambos subtipos de IgG; sin embargo Oliveira et al, 2009
encontraron una respuesta elevada de IgG1 en asintométicos mientras que la IgG2
solo aparecia en perros sintomaticos acompafada de un descenso en IgG1. Estas
diferencias en las distintas reactividades las atribuyen al uso de anticuerpos
monoclonales o policlonales frente a los distintos subtipos de IgG. Estos mismos
autores encontraron que la aplicacién de una vacuna en perros aumentaba la
expresion de IFNG y de IgG2 simultdneamente (Carson et al., 2009), indicando su
estrecha relacion, relacion que en este trabajo se ha encontrado a través del indice
IgG2/1gG1 con IFNG. La importancia de IgG1 es similar a la que se le atribuye en
un estudio en humanos que pretendia desarrollar un test diagnostico para predecir
recaidas basado precisamente en IgG1, cuyos niveles se han demostrado muy
utiles en la identificacién de recaidas tanto en leishmaniosis visceral como en PKDL
(Bhattacharyya et al., 2014).

Sin embargo, estos datos no se ven reflejados en la respuesta a la
intradermorreaccién de Montenegro, que fue positiva en solo 8 de los 22 perros,
datos que concuerdan con otros estudios que citan la positividad a esta prueba en
zonas endémicas en un 22,5% (Silveira et al., 2012). Esta prueba de inmunidad
celular solo mostrd en nuestro estudio una relacién inversa con el titulo 1gGtotal lo
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gue concuerda con lo observado antes (Miles et al., 2005) y estaria de acuerdo con
su consideracion de respuesta Th1.

Hay que tener en cuenta que en el presente estudio s6lo se evaluaron dos
citoquinas, por lo que la influencia de otros mediadores importantes, tanto Th1
como Th2, no se ve reflejada. En 2006, Manna et al. encuentran en la sangre de
perros enfermos niveles de IFNG bajos en comparacion con los de IL4, resultados
gue confirman posteriormente (Manna et al., 2008) mientras que Quinnell et al.,
en 2001 encuentran que tanto IFNG como IL4 aumentan conforme empora la
infeccion y describen correlacion entre IFNG e IgG1. Un estudio longitudinal con
animales infectados experimentalmente reveld que la expresion de citoquinas Th1
y Th2 de forma temprana induce la progresion de la enfermedad (Sanchez-Robert
et al, 2008). En general, IL4 se considera una citoquina relacionada con la
progresion de la enfermedad (Quinnell et al., 2001; Strauss-Ayali et al. 2007)
mientras que IFN se considera protectora (Carrillo et al., 2007) y cuyo nivel es bajo
en animales sintomaticos mientras que otros autores encuentran mayores niveles
en perros sintomaticos (Costa et al., 2013). Otro estudio demostré que el nivel de
IL4 en bazo es determinante para el desarrollo de la enfermedad, sin importar el
nivel de IFNG (Strauss-Ayali et al., 2007) y es que IFNG por si sola no es capaz de
contener la infeccién (Reis et al., 2010). Panaro et al. en 2009 concluyeron que en
perros infectados naturalmente se produce una expresion mixta Th1/Th2 con una
mayor expresién general de citoquinas en los perros sintomaticos, aunque si
destacan el valor protector de IFNG y la asociacion con la enfemedad de IL4 al
igual que Barbosa et al. que en 2011 encuentran niveles mas elevados de ambas
citoquinas en perros sintomaticos. Lo que esta claro es que el paradigma Th1/Th2
no es ni mucho menos evidente en perros (Strauss-Ayali et al., 2007).

Las cargas parasitarias en médula ésea, ganglio y pelo si que mostraron una gran
correlacién con la PC, aunque no las de sangre, resultados parcialmente de
acuerdo con otros estudios en los que la carga parasitaria en ganglio y la de sangre
aumentan con la sintomatologia (Manna et al. 2009).

Sin embargo, aunque no mostraron relacion con la PC, los niveles de citoquinas si
mostraron asociacion con las cargas parasitarias evaluadas en los distintos tejidos,
especialmente en sangre y médula 6sea, dos tejidos cuyas cargas parasitarias se
relacionan estrechamente y cuya carga parasitaria era mas elevada cuando
mayores eran los niveles de 1gGtotal, IgG1 e IL4 y disminuia al aumentar IFNG o los
ratios IFNG/IL4 o 1gG2/lgG1; de nuevo, el nivel de IgG2 quedaba en un segundo
lugar. Manna et al en 2006 encontraron que elevadas cargas en ganglio y sangre
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se asocian con bajos niveles de IFNG y elevados niveles de IL4 mientras que
Sanchez-Robert et al., en 2008 asocian elevadas cargas parasitarias con elevados
niveles de IFNG en etapas tardias de la enfermedad y también relacionan elevados
niveles de IL4 con parasitemia elevada. La bibliografia por tanto aporta datos
confusos, que se pueden deber en parte a diferencias entre etapas iniciales o
avanzadas de la enfermedad, especialmente con respecto a IFNG, a la que le
atribuye un valor protector relativo e influenciable por otras citoquinas. En este
trabajo también se propone un modelo que explica la carga parasitaria en sangre,
en el que se subraya la importancia de la carga parasitaria en médula ésea y la
influencia del coeficiente IFNG/IL4, factores que sobresalen entre los demas
evaluados.

Por ultimo, la carga parasitaria en pelo mostré una fuerte correlacién positiva con
las cargas parasitarias en ganglio y sangre, mas débil con los niveles de IgG1 e IL4
y negativa con el coeficiente IFNG/IL4. Su asociacion con las cargas parasitarias en
ganglio y sangre podria ser interesante para su potencial diagnostico como se ha
comentado anteriormente.

Eficacia de los tratamientos evaluados

Los antimoniales son la terapia de eleccidn en el tratamiento de la leishmaniosis
canina, siendo utilizados siempre por el 56% de los veterinarios y de forma
frecuente por el 48% segun una encuesta reciente (Bourdeau et al., 2014). Aunque
se recomienda su combinacion con alopurinol, hasta un 17,5% de los veterinarios
en la Europa Mediterrénea lo utiliza en monoterapia de acuerdo con los datos de
ese mismo sondeo.

Noliy Auxilia en 2005 realizaron una revision en la que recogieron 20 publicaciones
en las que se describian ensayos clinicos utilizando antimoniales (antimoniato de
meglumina en 18). De los 19 ensayos donde los autores aportaban datos claros
sobre la remision clinica, en 11 de ellos ésta fue completa en mas de un 70%, en
dos entre 50-70%, en 4 la remisién fue parcial en mas de un 50% y en los 2
restantes la remision parcial o completa fue inferior al 50%, considerando un
fracaso terapéutico elevado.

Dada la eficacia del Glucantime® y su consideracion como tratamiento de eleccién
de la leishmaniosis canina, decidimos usar éste como control del ensayo.

Ikeda-Garcia et al. en 2007 concluyeron que el tratamiento con Glucantime® era
eficaz disminuyendo la sintomatologia, pero el parasito seguia en los tejidos
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evaluados lo que llevaba a recaidas en menos de 6 meses. Mateo et al. en 2009
observaron una reduccién de hasta el 64% de la PC, similar a un tratamiento
paralelo con miltefosina, observando una reduccién parasitoldgica en la médula
Osea.

En nuestro ensayo y a diferencia de otros, este antimonial mostré unos resultados
de eficacia muy pobres, en los que de acuerdo a los criterios establecidos, el
tratamiento fue eficaz en sélo dos de los seis perros tratados. De acuerdo con Alvar
et al, en 1994 y con lkeda-Garcia en 2007, en los que los perros sintomaticos
suelen responder al tratamiento, uno de los perros en el que el tratamiento fue
eficaz tenia una elevada puntuacion clinica (polisintomatico).

En humanos se ha visto que al principio de la terapia se alcanzan picos de ADN de
parasito en sangre que coincide con parasito residual eliminado por el tratamiento
(Sudarshan et al., 2011). Esta hipotesis esta descartada en nuestro caso.

De los tres perros tratados con Glucantime® en los que se evalu6 el pelo, la carga
parasitaria disminuyd en el perro donde el tratamiento fue exitoso, al igual que lo
habia hecho la carga parasitaria en médula 6sea, y aumenté en dos perros, al par
que la parasitemia.

Manna et al. en 2009 comprueban que tras el tratamiento con miltefosina y
alopurinol, el descenso en las cargas parasitaria va acompafado de un aumento
en IFNG, superando a IL4 que disminuye mas adelante mientras que en los perros
donde se producen recidivas, los niveles de IFNG vuelven a caer.

En conclusion, el tratamiento con Glucantime® resultd poco eficaz. Aunque no se
esperaba que promoviera una desaparicion de las cargas parasitarias, si se
esperaba una disminucidén considerable acompafada de una remision de los
sintomas clinicos durante la duracién del ensayo. Sin embargo solo fue eficaz en
dos de los perros y los demas empeoraron, tendiendo sus respuestas inmunes
hacia Th1 en dos de los perros y hacia Th2 o mixta en los demas.

En los paises donde L. infantum es una especie endémica, un alto porcentaje de
los perros pueden estar infectados (aunque una alta proporcion asintomaticos)
dependiendo del area, un ejemplo es nuestro pais, donde la seroprevalencia varia
desde el 3,7% en Orense (Amusategui et al., 2004), en el norte de Espafa hasta el
34,6% de la Axarquia malaguefia, en el sur (Morillas et al., 1996). Las cifras de
prevalencia estdn muy influidas por la técnica utilizada (Martin-Sénchez et al.,
2009; Morales-Yuste et al., 2012).
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En la Europa mediterrdnea, muchos perros son alojados en refugios animales, en
la mayoria de los casos en ambientes periurbanos o rurales. Dada su aglomeracién
en estos lugares sin adecuada proteccion, estan a merced de las picaduras de los
flebotomos, suponiendo focos de infeccion (Otranto y Dantas-Torres, 2013).
Recientemente se ha descrito la elevada prevalencia en perreras en la provincia de
Orense (Mird et al., 2012), de méas del 30%, suponiendo un enorme incremento
con respecto a la prevalencia en una muestra aleatoria de perros de esta provincia.

En América del Sur, particularmente en Brasil, la leishmaniosis visceral en humanos
es un grave problema de salud publica, con 4.800-6.500 casos anuales y una
mortalidad de entre el 7-10% (Travi, 2014), lo que ha llegado a sus autoridades a
adoptar polémicas e ineficaces medidas, como la prohibicion de tratar a los perros
seropositivos con medicamentos de uso humano, medida basada en la posibilidad
de generacién de cepas resistentes del parasito, y el sacrificio de estos animales,
medida que ha resultado ineficaz en el control de la enfermedad (Baneth, 2013;
Romero y Boelaert, 2010). Las medidas de control no tuvieron en cuenta que un
adecuado tratamiento de la leishmaniosis canina reduce de forma eficaz la
infectividad de los perros a los flebotomos, como se ha demostrado (Mir¢ et al.,
2011; Ribeiro et al,, 2008) lo que junto a medidas preventivas como el uso de
repelentes llevaria a mejores resultados. En Italia por el contrario, se financia
publicamente el tratamiento de la leishmaniosis canina, llevando a los perros
callejeros infectados con leishmaniosis a perreras publicas y ser tratados, estando
el sacrificio prohibido (Otranto y Dantas-Torres, 2013). En Espafia se han empezado
a implementar medidas con respecto a esta enfermedad: en la Comunidad
Autonoma de Andalucia, la leishmaniosis canina se ha incluido en la lista de
enfermedades de obligado tratamiento, obligando a los duefios a tratar a sus
mascotas y realizarles las pruebas diagndsticas necesarias (Junta de Andalucia,
2010). En Castilla-La Mancha se ha implantado un programa zoosanitario que
incluye la notificacion de los casos de leishmaniosis canina al colegio de
veterinarios, la obligatoriedad de realizar pruebas diagndsticas en centros
autorizados y de prescribir repelentes en primavera y otofio (JCCM, 2014).

La resistencia a farmacos es uno de los principales problemas en la quimioterapia
frente a la leishmaniosis (Croft et al., 2006). En numerosos ensayos clinicos en
perros se ha descrito el fracaso terapéutico de diversos compuestos de uso en
humanos, desde los antimoniales (Noli y Auxilia, 2005) hasta la miltefosina mas
reciente (Proverbio et al., 2014b). En el caso de los antimoniales, se han descrito
distintos mecanismos de resistencia, entre ellos la baja acumulacion de antimonio
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debido a una baja entrada de éste o a su expulsion de la célula, destacando las
aquagliceroporinas en el primero (Gourbal et al., 2004) y los transportadores tipo
ABC en el segundo (Manzano et al,, 2013; Pérez-Victoria et al., 2001)

Se ha comprobado la generacién de resistencia a antimoniales en casos de
leishmaniosis canina (Carrid y Portus, 2002; Gramiccia et al., 1992) aunque en estos
casos no se ha caracterizado el origen de esa resistencia, limitdndose a describir el
fracaso terapéutico y la sensibilidad /n vitro de los parasitos aislados antes y
después del tratamiento.

En nuestro estudio se evidencié la falta de correlacion entre la carga parasitaria en
médula ésea y ganglio popliteo en el analisis previo al tratamiento, es decir, en los
perros con leishmaniosis canina adquirida de forma natural sin tratamiento. En el
grupo de perros tratados con Glucantime®, en el perro 3 se observa un gran
descenso en la carga parasitaria en médula 6sea que no viene acompafado con
una disminuciéon de la carga parasitaria en ganglio popliteo, tanto tras el
tratamiento como en el analisis de seguimiento.

La cepa del parasito fue aislada de ganglio popliteo de este perro por nuestro
grupo de investigacion en los cuatro momentos de analisis (dias 0, 60, 120 y 210)
y cedidas al Dr. Francisco Gamarro (Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez
Neyra, CSIC, Granada) que realizd ensayos de susceptibilidad a antimonio,
observando un incremento en la resistencia a antimonio a partir de la segunda
serie de tratamiento, lo que podria explicar el fracaso terapéutico del Glucantime®
en este animal. Este aumento en la resistencia se ha atribuido a niveles de
expresion inferiores en la proteina aquagliceroporina-1, responsable del
transporte de antimonio al interior del parasito (Gomez-Pérez et al., 2015).

Sumados a nuestros resultados, la bibliografia existente demuestra que el
tratamiento con Glucantime® en monoterapia no conduce a la eliminacién del
parasito, ni a la mejora clinica sustancial de los animales (Noli y Auxilia, 2005), ni
reduce la infectividad en los flebotomos a largo plazo (Alvar et al., 1994), llevando
al desarrollo de resistencia en los animales tratados, con las consecuencias en
términos de salud publica que acarrearia este desenlace.

Entre las medidas preventivas, en los Ultimos afios se ha dedicado un gran esfuerzo
en la busqueda de antigenos de Leishmania como candidatos para su uso en
vacunas, asi como en la seleccion de adyuvantes adecuados. El desarrollo de una
vacuna eficaz frente a la leishmaniosis canina seria muy deseable desde el punto

de vista veterinario y de salud publica. La primera vacuna en ser aprobada para su
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uso en perros consisti6 en un ligando fucosa-manosa (una mezcla de
glicoproteinas donde la gp36 es la méas inmunogénica) purificado de L. donovani
usando saponina QuilA como adyuvante. Esta vacuna obtuvo una eficacia del 80%
en un estudio de campo y estd comercializada en Brasil desde 2004 como
Leishmune® (Otranto y Dantas-Torres, 2013).

En Europa, se encuentra comercializada la vacuna Canileish®, que consiste en
proteinas purificadas de excrecién-secrecion de L. infantum usando saponina QA-
21 como adyuvante, con una eficacia del 57% en ensayos clinicos tras infectar
experimentalmente perros vacunados y un 68% de eficacia clinica en estudios de
campo (Gradoni, 2015).

Ninguna de ellas parece una vacuna ideal, aunque es posible que disminuyan el
riesgo de infeccion y/o desarrollo de la enfermedad, especialmente en
combinacién con otras medidas preventivas. Es de esperar que en un futuro no
muy lejano otros candidatos a vacuna que se estan experimentando en la
actualidad puedan demostrar su eficacia y ser comercializados (Carcelén et al.,
2009).

El desarrollo de nuevas perspectivas en el tratamiento de la leishmaniosis y su
aplicacion en perros infectados para reducir la infectividad, sumado a medidas
preventivas, parece el mejor camino a seguir para reducir la carga de la
enfermedad en las zonas endémicas de leishmaniosis debida a L. infantum. El uso
de medicamentos de uso humano en la leishmaniosis canina encuentra su
justificacion cuando este tratamiento se hace de forma correcta, recurriendo a
combinaciones medicamentosas y afiadiendo medidas preventivas.

Eficacia del MTC-305 en monoterapia y en combinacién

En esta tesis doctoral se ha demostrado la eficacia del MTC-305 en el tratamiento
de la leishmaniosis canina. Tras el tratamiento con este compuesto, en todos los
animales las cargas parasitarias de médula 6sea, ganglio, sangre y pelo habian
disminuido en el analisis realizado un mes tras acabar el tratamiento. Tras el
periodo de seguimiento, cuatro meses tras acabar el tratamiento, solo se produjo
un leve repunte de las cargas parasitarias.

La eficacia de este tratamiento no parece estar relacionada con una predisposicion
en los animales antes del tratamiento, ya que los perros tratados con MTC-305
mostraron el mismo patron inmunoldgico que el grupo tratado con Glucantime®,
con niveles IlgG2 superiores a IgG1 y dominancia de IFN sobre IL4
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En el grupo tratado con una combinacion de MTC-305 (a dosis mas bajas que
cuando se utilizé en monoterapia) y Glucantime®, el tratamiento fue eficaz en
todos los animales excepto en uno. Antes del tratamiento, las cargas parasitarias
eran elevadas en médula 6sea y ganglio popliteo, con niveles de parasitacion
similares a los demas perros y titulos de 1gG2 superiores a los de IgG1. Sin
embargo, al contrario que en los anteriores grupos, los niveles de expresion
relativos de IFNG e IL4 se encontraban muy igualados antes de empezar el
tratamiento (con una mayor expresion de IL4 en el perro donde el tratamiento no
se consider¢ eficaz), lo que pudo influir en la eficacia del tratamiento.

Eficacia del (-)-a-bisabolol

Los perros del grupo que recibié como tratamiento (-)-a-bisabolol motraban unos
titulos de anticuerpos IgGtotal € IgG2 muy elevados e IgG1 bajos y niveles de IFNG
mas elevados que los de IL4, mostrandose ambos bajos en al analisis previo al
tratamiento. El tratamiento fue eficaz en tres de los cuatro perros, en los que las
cargas parasitarias disminuyeron tanto un mes después del tratamiento como en
el analisis de seguimiento. De hecho, fue en el analisis de seguimiento en el que
los perros donde el tratamiento fue eficaz mostraron mejores resultados,
aumentando en ellos la expresion de IFNG.

El (-)-a-bisabolol es conocido por su actividad antiinflamatoria (Kim et al., 2011) y
recientemente se ha descrito su efecto antiinflamatorio en células dendriticas,
inhibiendo la secrecién de distintas citoquinas relacionados con la respuesta Th1
como IL-12 (Marongiu et al., 2014) pero este efecto solo se encuentra al encapsular
el compuesto con nanoparticulas de PLGA. También recientemente se ha visto que
este sesquiterpeno induce una cierta inmunosupresiéon en la piel (Frikeche et al.,
2015) despertando un debate sobre su actividad anticancerosa y la falta de
evidencia con respecto a su posible implicacion en el sistema inmune (Chirumbolo,
2015).

La hipotesis de que este sesquiterpeno ejerce como un inmunoregulador, como
se ha observado en nuestro estudio en los resultados en macréfagos, podria
encontrar sentido con estos resultados donde la expresién de IFNG aumenta en
perros que, a priori, mostraban niveles de esta citoquina muy bajos con respecto
a otros perros del estudio. Por tanto parece imperativo realizar estudios sobre el
mecanismo de accién de este compuesto natural en tanto a su naturaleza
inmunomoduladora y comprobar si ese aumento en la expresion de IFNG se
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traduce en un aumento en la expresion de otras citoquinas o sustancias efectoras
tipo Th1, como el éxido nitrico, en modelos animales.

Seguridad de los tratamientos

El tratamiento fue bien tolerado por todos los grupos de perros: La seguridad del
Glucantime® ha sido evaluada en muchos estudios (Borborema et al., 2013; Ikeda-
Garcia et al., 2007). En nuestro ensayo sélo provocd un episodio de diarreas en
uno de los animales. No se observaron hepatotoxicidad ni toxicidad renal o
pancreatica debida al tratamiento en los analisis de los dias 60 6 120, aunque 4 de
los perros perdieron mas de un 5% del peso en el andlisis del dia 120, que no
recuperaron.

En los perros tratados con MTC-305, desde el punto de vista del estado general
de los perros solo uno de los perros sufrié una pérdida de peso superior al 5% tras
la primera serie de tratamiento, que recuperé tras la segunda serie. El compuesto
no provoco alteraciones gastrointestinales asociados al tratamiento.

No se observaron alteraciones en los marcadores asociados a la funcion renal ya
gue en solo un perro se incremento ligeramente el nivel de urea en sangre en dia
120, alteracion que desaparecid durante el seguimiento y en ninguno se
incrementé el nivel de creatinina, principal parametro utilizado para la clasificacién
de acuerdo con IRIS (International Renal Interest Society), (Cobrin et al,, 2013). La
clasificacién propuesta por IRIS divide a los animales en distintos estadios de dafio
renal agudo atendiendo a la concentracion en sangre de creatinina. Hubiera sido
recomendable realizar un urianalisis para evaluar otros factores relacionados con
la enfermedad renal como la proteinuria.

Con respecto a la funcidn hepatica, solo un perro mostré una ligera elevacion del
valor de GPT (ALT) en el dia 120. Ese mismo perro mostré también en ese analisis
una ligera elevacion de los valores de fosfatasa alcalina pero sin mostrar
anormalidades en los valores de bilirrubina total y bilirrubina directa. De hecho los
valores de bilirrubina se normalizaron tras el tratamiento en la mayoria de los
perros de este grupo, que mostraban valores anormalmente elevados en el anélisis
anterior al tratamiento.

En ensayos clinicos la elevacién de entre 2-4 veces del valor de GPT (ALT) con
respecto al limite superior de la normalidad puede ser motivo de preocupacion,
aunque este no fue nuestro caso. No hay valor concreto para la fosfatasa alcalina
y la elevacion de este parametro en solitario es dificil de interpretar debido a la
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contribucién extrahepatica a la enzima y a la posible induccién por parte del
compuesto sin implicar dafo hepatico.

Para la identificacién de dafio hepatico en ensayos clinicos se deben considerar al
menos dos de los siguientes parametros: GPT (ALT), GOT (AST), asi como al menos
dos de entre ALP (fosfatasa alcalina), GGT (gamma glutamil transpeptidasa) y BD
(bilirrubina directa) o BI (bilirrubina indirecta) para el dafio hepatobiliar. También
se recomiendan otros como proteina total y albimina. Se consideran indicativos
de dafio hepatocelular el incremento sobre 2 veces del limite superior del rango
considerado normal y un incremento por encima de 3 veces el limite superior;
sumado a un incremento de dos veces el limite superior de la bilirrubina total son
indicativos de dafio hepatico severo, poniendo en peligro la vida (Boone et al.,
2005).

Con respecto al pancreas, la amilasa pancreatica aumenté sin superar el limite en
ninguno de los animales en el analisis del dia 120; sin embargo estas elevaciones
no son indicativas si se considera solo este parametro (Aste et al., 2005; Mansfield,
2012). Un Unico perro mostrd un ligero aumento de lipasa pancreatica que remitié
en el periodo de seguimiento. Ninguno de estos dos parametros es capaz de
identificar dafio pancreatico ya que muchos animales con pancreatitis aguda no
muestran elevaciones séricas en estas enzimas (Mansfield et al. 2012) aunque
ningun animal mostrd signos de esta afectacién como vémitos o anorexia.

El Vorinostat o SAHA, producto del que deriva el MTC-305 es un compuesto poco
0 nada tdxico cuya seguridad ha sido evaluado en distintos modelos preclinicos.
En el perro solo mostro alteraciones gastrointestinales y se establecié una dosis en
la que no se observan efectos adversos de 60 mg/kg y no mostrd alteraciones
cardiaca, incluyendo las del intervalo QTc. En pruebas de toxicidad /in vitro, el SAHA
ha mostrado mutagenicidad débil en el test de Ames y no ha mostrado efectos
sobre los canales de potasio hERG (Kerr et al., 2010).

De acuerdo con los resultados obtenidos por la Fundacion Medina (Granada), el
MTC-305 es un compuesto sin potencial mutagénico (test de Ames) ni actividad
sobre los canales de potasio hERG, suponiendo unos resultados prometedores a
la hora de la evaluacion de su seguridad.

En los perros tratados con la combinacién de MTC-305 y Glucantime®, la
seguridad tampoco se vio comprometida, aunque cuatro perros perdieron peso
tras la primera serie de tratamiento mas de un 5% de peso en el dia 120,
recuperandolo luego tres de ellos en el seguimiento. Es légico pensar que el
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tratamiento combinado de estos dos compuestos sea mas agresivo que
individualmente. Sin embargo, ninguno de los perros sufrio alteraciones
gastrointestinales.

La funcién renal no mostré alteraciones con respecto al analisis previo al
tratamiento, manteniéndose los niveles de creatinina normales en todos los perros
y sin aparecer alteraciones en el nivel de urea.

Con respecto a la funcién hepatica, ningin perro mostrd elevaciones de las
transaminasas. Uno de los perros si mostrd un ligero dafio hepatobiliar, con
elevaciones de la bilirrubina total, bilirrubina directa y fosfatasa alcalina, aunque
este perro fue el Unico donde el tratamiento no fue eficaz en el dia 120. Estas
alteraciones desaparecieron durante el periodo de seguimiento.

Con respecto al pancreas, solo un animal mostré un valor alterado tras la primera
serie de tratamiento, que remitié en la segunda (dia 120). Los valores de lipasa
pancreatica no aumentaron de media ni individualmente a lo largo del ensayo.

En cuanto a la seguridad del tratamiento con (-)-a-bisabolol por via oral, el aspecto
general de los perros mejord y sélo uno mostrd una pérdida de peso superior al
5% en el dia 120 que recuperé en el siguiente analisis. No se produjeron
alteraciones gastrointestinales en los animales.

La funcién renal no parecié verse afectada por el tratamiento: uno de los perros
mostré niveles de creatinina ligeramente superiores al limite maximo en el analisis
del dia 120, aunque se trataba del perro en el que el tratamiento no fue eficaz y
cuyo estado empeord, acompanandose de un nivel elevado de urea en sangre.
Hubo elevaciones puntuales de urea durante el tratamiento también (dia 120), que
remitieron tras el periodo de seguimiento.

Con respecto a la funcion hepatica uno de los perros mostré elevacion en el nivel
de GPT (ALT) de un 30% sobre el limite maximo tras el tratamiento (dia 120) y
durante el periodo de seguimiento (dia 210) sin estar acompafiada de otros
valores, por lo que carece de una interpretacion clara. La funcion hepatobiliar solo
se vio alterada en el perro donde el tratamiento no fue eficaz, con elevacion de los
niveles de bilirrubina total y bilirrubina directa dos veces sobre el limite maximo
en el andlisis del dia 120, que podria ser consecuencia de la funcién renal alterada
causada por la enfermedad. Estas alteraciones no se acompafaron de alteracion
en la fosfatasa alcalina.
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En el caso del pancreas solo se encontré una ligera elevacién de amilasa
pancreatica que fue puntual mientras que los niveles de lipasa fueron normales en
los andlisis de los dias 60 y 120.

En definitiva, este compuesto natural administrado por via oral no mostré
evidencia de toxicidad sobre las distintas funciones vitales de los animales; sélo un
perro presentd un patrén de toxicidad clara que debe ser atribuido al progreso y
empeoramiento de la enfermedad mas que al tratamiento con este sesquiterpeno.

Las enzimas histona desacetilasa de Leishmania

Con respecto al estudio de las enzimas Histona Desacetilasa en L. mexicana, se
encontraron mediante andlisis bioinformatico las mismas enzimas que en 7. bruce;,
como ya se habia descrito anteriormente (Alonso y Serra, 2012). En este trabajo de
tesis doctoral se ha conseguido localizar dos de las enzimas estudiadas. La primera
se trata de Sir2 RP1 que es la sirtuina mas estudiada en Leishmania. Encontramos
que es una enzima citoplasmatica, resultado que coincide con los obtenidos por
otros autores (Fessel et al., 2011) por lo que su funcién podria estar relacionada
con la acetilacién de proteinas plasmaticas, en particular de la a-tubulina, presente
en el citoesqueleto del parasito.

Ademas y por primera vez, hemos logrado localizar una enzima HDAC en
Leishmania. Se trata de la enzima DAC3 vy su localizacion parece estar asociada a
la mitocondria del parasito ya que no se reparte de forma homogénea por el
citoplasma, sino que se acumula en distintos sitios. Sin embargo, este hecho
deberia ser confirmado utilizando marcadores mitocondriales fluorescentes que
determinen la co-localizacion de la enzima y la mitocondria. Su posible funcion
podria estar relacionada con el metabolismo energético del parasito y con la
acetilacién de las enzimas implicadas. Esta localizacion es distinta a la observada
en la enzima ortéloga de 7. brucej; donde DAC3 es una enzima localizada en el
nucleo y cuya funcién es esencial para la supervivencia del parasito (Ingram y Horn,
2002).
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The five tested compounds that displayed high /n vitro activity against L.
infantum intracellular amastigotes without showing cytotoxicity against
mammal cells, share the O-alquilated hydroxamate group. Their efficacy
against Leishmania, regardless of their lack of activity against human HDAC,
highlights the difference between human and trypanosomatid HDAC,
uncovering new perspectives for the design of new compounds against
leishmaniasis.

None of the five active compounds against L. /nfantum intracellular
amastigotes turned out to be effective against the promastigote stage, even
at high concentration, revealing a stage specific activity.

Vehiculization through PLGA or gold nanoparticles, particularly the latter,
facilitated /n vivo administration of these compounds without impairing
activity or increasing toxicity, solving the administration issues of poorly
soluble compounds.

In the murine visceral leishmaniasis model, treatment with MTC-305
vehiculized through gold nanoparticles at 25 mg/kg/day for 14 days was
more effective than Glucantime® (104 mg Sb'/kg) at reducing spleen
parasite load, showing as effective as the antimonial compound in the liver
without causing adverse effects on infected mice.

Treatment with a combination of MTC-305 (6,25 mg/kg) and Glucantime®
showed synergistic effects, improving treatment with those compounds
separately and leading to the elimination of the parasite in both target
organs, spleen and liver, without affecting mice safety. This fact highlights
the possibility of the use of this hydroxamic derivative in drug combinations.
The compound MDG was more effective in vivo tan MTC-305, thus reducing
more than 98% of spleen and liver parasite loads at the same dosage (25
mg/kg/day) with a shorter treatment course (10 days), without showing toxic
effects on healthy or infected mice. In addition to its improved solubility, this
compound can resist acidic medium, therefore enabling its oral
administration theoretically.

Genes codifying for six HDAC enzymes were found through bioinformatic
analysis in the Leishmania genome (four zinc-dependent and two NAD*-
dependent HDAC). These are orthologous to those found in 7. brucei. The
enzyme DAC3 seems to be associated to the parasite mitochondria in L.
mexicana, in contrast to its nuclear localization in 7. brucei. This facts might
suggest an involvement of this protein with the energetic metabolism of the
parasite.
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VII. Conclusions

(-)-a-Bisabolol is a non-toxic compound that has proved effective in a
murine model of visceral leishmaniasis through oral route. It is more effective
than Glucantime® at reducing spleen parasite load and as effective as the
antimonial at reducing liver parasite load.
The activity of this sesquiterpene is stage independent. Its mechanism of
action is related to the parasite resistance to nitric oxide through
mitochondrial damage. Moreover, it seems to increase nitric oxide synthesis
on infected macrophages.
In dogs with naturally acquired canine leishmaniasis, a positive association
among the clinical status of the animals, bone marrow, lymph node and hair
parasite loads was found. A mixed Th1/Th2 immune response was found in
all dogs, with a mild imbalance towards Th1 or Th2 in some animals.
Hair parasite load showed a strong positive correlation with lymph node and
blood parasite loads, and a negative correlation with the coefficient
IFNG/IL4, strengthening its potential as a biomarker for treatment
evaluation.
In the clinical trial, treatment with Glucantime® was effective in two out of
the six dogs treated and it caused mild hematological, biochemical, and
gastrointestinal alterations along with weight loss, confirming the toxicity of
current available treatment. This low effectiveness can be partially attributed
to the development of resistance.
The synthetic compound MTC-305 showed a high efficacy in the treatment
of canine leishmaniasis as it reduced the parasite load in every evaluated
tissue of the treated dogs and it improved their clinical status, showing more
effective than the antimonial standard. The treatment with MTC-305 was
safe as it only caused mild biochemical alterations that returned to normal
values during the follow-up period and dogs did not show any damage
pattern compatible with vital functions.
Combination treatment of MTC-305 (at a lower dosage) and Glucantime®
was at least as effective as the reference treatment but it did not improve
treatment with MTC-305 as monotherapy. However, the safety of the animal
was not affected, reinforcing the possibility of combining MTC-305 with
other compounds.
Treatment with the natural compound (-)-a-bisabolol was effective in three
out of four dogs, and this activity was particularly high during the follow-up
period, when its efficacy was maximum. This sesquiterpene induced a Th1
immune response by increasing interferon-y expression level in treated
dogs, strengthening its possible role as immunomodulator noticed /n vitro.
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