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GLOSARIO DE TERMINOS

Biodisponibilidad: fraccion de la dosis de una sustancia absorbida por
cualquier via, que alcanza la circulacién sistémica (1).

Citotoxico: que produce dafio a la funcion o a la estructura celular (1).
Concentracion citotoxica 50: concentracion calculada estadisticamente, de
una sustancia en el medio que se espera que produzca dafio téxico sobre el
50% de una poblacion de células, dada bajo un conjunto de condiciones
definidas (1).

Concentracion Inhibitoria 50: concentracion calculada estadisticamente,
de una sustancia que se espera inhiba el crecimiento en el 50% de los
organismos de experimentacién de una poblacion dada, bajo un conjunto de
condiciones definidas (1).

Esporozoitos: formas moviles de los parasitos de la malaria que son
infectivos para los hospederos mamiferos y son inoculados por hembras de
mosquitos al alimentarse de sangre. Los esporozoitos invaden los
hepatocitos (2).

Esquizontes: formas maduras de parasitos de la malaria en las células
hepaticas (esquizontes hepaticos) o en glébulos rojos (esquizontes
eritrociticos) que estdn bajo divisibn celular. Este proceso se llama
esquizogonia (2).

Falla terapéutica: falla para eliminar la parasitemia y/o resolver los sintomas
clinicos a pesar de la administracion de un antimalarico, de forma que
mientras que la resistencia puede llevar a falla terapéutica, no todas las fallas
terapéuticas son debidas a resistencia. Las fallas terapéuticas también
pueden resultar de dosis incorrecta, pobre calidad del medicamento,
interacciones con otros medicamentos o deficiencias en la absorcion (2).
Hipnozoitos: formas parasitarias hepaticas persistentes del P. vivax o P.

ovale que se mantienen en los hepatocitos del huésped por un intervalo (3-
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45 semanas) antes de madurar a esquizontes hepéticos. Estos a su vez
liberan merozoitos que infectaran globulos rojos. Los hipnozoitos son la
fuente de las recaidas (2).

Ictericia: exceso de pigmento biliar (bilirrubina) en la sangre y consecuente
deposito en la piel y la esclerética, que adquieren coloracion amarilla. El
pigmento proviene de la fragmentacion de la hemoglobina, ordinariamente
por la destruccion de hematies en el bazo (2).

Merozoitos: parasitos de la malaria liberados a circulacibn sanguinea
cuando un esquizonte hepatico o eritrocitico se rompe. Los merozoitos
invaden entonces los glébulos rojos (2).

Periodo pre patente: tiempo entre la inoculacion de esporozoitos y la
aparicion de parasitos en la sangre y representa la duraciéon de la etapa
hepética y el nUmero de merozoitos producidos (3).

Porcentaje de inhibicion: tasa media de inhibicion del crecimiento
especifico para la concentracién de una sustancia en estudio, en relacién con
el valor de los controles sin tratamiento. Se representan en una grafica en
funcién de logaritmo de la concentracion (1).

Quimioprofilaxis causal: administracion de farmacos para prevenir la
infeccion hepatica inicial por Plasmodium, actuando sobre los esporozoitos,
formas causantes de la infecciébn, o destruyendo los parasitos a nivel
hepatico, derivados directamente de ellos (4).

Quimioprofilaxis supresiva: administracibn de un esquema de
antimalaricos con efecto sobre formas sanguineos para evitar el desarrollo
de sintomas (5).

Quimioprofilaxis terminal: administracion de un esquema de tratamiento
con esquizonticidas sanguineos y con primaquina (esquizonticida tisular),
con los cuales a veces se eliminan las formas latentes llamadas hipnozoitos
y se evitan las recaidas (5).

Recaida: la reaparicion de parasitemia asexual en malaria por P. vivax o P.

ovale derivada de formas hepéaticas persistentes. Las recaidas ocurren
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cuando la infeccién sanguinea ha sido eliminada pero los hipnozoitos
persisten en el higado y maduran a esquizontes hepéticos después intervalos
variables de tiempo (2).

Reinfeccion: presentacion de parasitemia debido a una nueva infeccion
producto de la picadura de un mosquito infectado con Plasmodium spp. (2).
Resistencia a medicamentos: capacidad de los parasitos para sobrevivir
y/o multiplicarse a pesar de la administracion y absorcién de un medicamento
dado en dosis iguales 0 mas altas que aquellas usualmente recomendadas
y toleradas por el paciente. Estrictamente hablando la resistencia solo puede
documentarse en estudios in vitro. (2).

Tolerancia: capacidad de un organismo para sobrevivir en presencia de una
sustancia toxica (1).

Toxicidad aguda: capacidad de una sustancia para producir efectos
adversos dentro de un corto plazo de tiempo (usualmente hasta 14 dias)
después de la administracion de una dosis Unica (o0 una exposicién dada) o
tras dosis o exposiciones multiples en 24 horas (6).

Toxicidad: capacidad de una sustancia para producir dafio a un organismo
vivo, en relacion con la cantidad o la dosis administrada o absorbida, la via
de administracion y su distribucion en el tiempo (dosis Unica o repetidas). La
toxicidad depende del tipo de efecto y de la severidad del dafio, del tiempo
necesario para producir este efecto y de la naturaleza del organismo
afectado (1).

Vida media: tiempo en el cual la concentraciéon de una sustancia se reduce

a la mitad, asumiendo un proceso de eliminacion de primer orden (1).

13



Actividad profilactica causal de hibridos de primaquina. Rios Orrego A.

ABREVIATURAS

ALT: enzima alanino-aminotransfera

AQC: actividad quimioprofilactica causal

BUN: nitrégeno Ureico, del inglés Blood Urea Nitrogeno.

CCso: concentracion citotdxica 50.

CD45: antigeno comun de leucocitos.

CDC: Centro para la Prevencion y el Control de Enfermedades de los EEUU, del
Inglés: Centers for Disease Control and Prevention

Clso: concentracion inhibitoria 50.

CV: coeficiente de variacion.

DMEM F12: medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture
F-12.

DMSO: Dimetilsulféxido.

DS: desviacion estandar

FC: formas circulantes.

FDA: Oficina de Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EEUU, del
inglés: Food Drug Administration.

FEE: formas exo eritrociticas

FH: formas hepéticas

FS: formas sanguineas.

HB: Hemoglobina.

IC95%: intervalo de confianza del 95%.

INS: Instituto Nacional de Salud de Colombia.

IP: inoculacion Intraperitoneal

IV: inoculacion intravenosa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PQ: Primaquina.

QC: quimioprofilaxis causal.

QdNO: Quinoxalina 1, 4-di-N-6xidos.
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gRT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
RIQ: rango intercuartilico.
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RESUMEN

Introduccion: la malaria o paludismo es una enfermedad infecciosa de importancia
epidemioldgica causada por parasitos del género Plasmodium, que en el ciclo de
vida en el hospedero mamifero presenta una fase inicial asintomatica (hepatica) en
la que los parasitos se multiplican en este 6rgano y posteriormente pasan a la
circulacion e invaden y se multiplican en los eritrocitos y causan sintomas (fase
sanguinea). La quimioprofilaxis causal (QC) en malaria se usa actualmente en
viajeros no inmunes con el proposito de prevenir la infeccion inicial a nivel hepatico
actuando sobre los esporozoitos de Plasmodium spp, formas causantes de la
infeccion, o destruyendo los parasitos derivados directamente de éstos. Sin
embargo, recientemente en el marco de los programas liderados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se ha considerado la QC como una
estrategia para reducir los casos de malaria en las zonas endémicas y de esta
manera apuntar a su control, eliminacion o erradicacién. Objetivo: con el fin de
aportar al conocimiento para el desarrollo de nuevos medicamentos antimalaricos,
se evalué in vivo el efecto quimioprofilactico causal de cinco compuestos hibridos
primaquina-quinoxalina (QX6, QX7, QX8, QX9 y QX10). Metodologia: la actividad
profilactica de los hibridos se determiné en ratones Balb/c infectados con 5000
esporozoitos de P. yoelii 17XNL en dos esquemas terapéuticos de una dosis diaria
de 100 mg/kg. La citotoxicidad de los hibridos se determiné mediante la prueba MTT
y ademas se evaluo la toxicidad aguda en ratones Balb/c aplicando la metodologia
descrita en las guia OCDE. Resultados: El hibrido QX6 aunque no previno la
infeccion hepética, logrd inhibir el desarrollo de estas formas del parasito en un
95,97% y la extension de 24 horas del periodo pre patente del parasito en sangre
periférica, sin embargo la actividad profilactica causal (AQC) de este hibrido no fue
superior a la de la primaquina. El hibrido QX6 in vitro presenté una CCso: 33,46
pg/mL: no citotoxico (equivalente a 71,65 uM), comparada con CCso: 18,38 pg/mL:

toxicidad leve 18,38 (equivalente a 40,37 pM) presentada por la primaquina,
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medicamento usado actualmente para el tratamiento de la malaria. La toxicidad
aguda del hibrido QX6 fue evaluada en ratones Balb/c y se encontré que a una dosis
de 300 mg/kg de peso, no se presentan signos de toxicidad, y cuando se administro
a 500 mg/kg de peso, este hibrido fue menos toxico que la primaquina.
Conclusiones: con base en estos resultados, se sugiere a QX6 como una potencial
molécula candidata a convertirse en una alternativa para el control de la malaria. Es
importante continuar con la determinacion del perfil farmacocinético del compuesto
QX6 para ajustar el esquema profilactico causal, administrando dosis mas altas a

las evaluadas en este estudio y con una frecuencia acorde a dicho perfil.

PALABRAS CLAVE: Quimioprofilaxis causal, Malaria, in vivo.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad parasitaria que durante afios ha representado una
amenaza para la Salud Publica mundial (7). La causan protozoos del género
Plasmodium, transmitidos al hombre por la picadura de mosquitos infectados del

género Anopheles (8).

El ciclo de vida de Plasmodium en el hospedero mamifero se desarrolla en dos
fases, una preeritrocitica o hepatica, que es asintomatica y que su duracion depende
del hospedero. Esta fase se inicia con la invasion del esporozoito al higado (forma
infectante que inocula el mosquito) y alli el parasito desarrolla la primera
esquizogonia, en la que se transforma de trofozoito a esquizonte. Las formas del
pardsito que hacen parte de esta fase del ciclo se conocen como exoeritrociticas
(FEE) o formas hepéticas (FH). Durante la fase hepatica, P. vivax y P. ovale pueden
desarrollar unas formas metabllicamente quiescentes, conocidas como
hipnozoitos, que posteriormente (meses o afios después) por factores aun sin
dilucidar, son reactivadas y producen las recaidas. La segunda fase del ciclo de
vida, es llamada eritrocitica, circulante o sanguinea, y se inicia cuando el esquizonte
hepético libera los merozoitos que pasan a la circulacion periférica e invaden los
glébulos rojos, donde se desarrollan y multiplican continuamente causando la
sintomatologia de la malaria. A las formas del parasito que participan en esta etapa
del ciclo se les denomina formas eritrociticas (FE), sanguineas (FS) o circulantes
(FC) (8) y el tiempo entre la entrada del esporozoito y la deteccion de los parasitos

en sangre periférica se conoce como periodo pre patente (3).

Dada la ausencia de una vacuna eficaz y la poca eficiencia de las medidas de
proteccion personal como el uso de mosquiteros y repelentes, para evitar la
infeccion malarica, se han desarrollado estrategias de prevencion como la
quimioprofilaxis, la cual es definida como "el uso de un farmaco antes de la infeccion

hepética o sanguinea, con el objetivo de evitar las manifestaciones clinicas” (9). La
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eleccion del farmaco quimioprofilactico estd determinado por los informes de
resistencia del parasito a los antimalaricos, los cuales determinan la politica
terapéutica en cada zona endémica y por el estadio del parasito contra el que se
dirige. La quimioprofilaxis que se usa para prevenir la infeccidbn malarica inicial en el
higado, y que actda sobre los esporozoitos o destruyendo las formas parasitarias
derivadas directamente de ellos, es conocida como quimioprofilaxis causal (QC) (9).

Entre los medicamentos usados para la QC, el uUnico tratamiento disponible
comercialmente que actla sobre los esporozoitos impidiendo la entrada de
Plasmodium spp. al higado y sobre la primera generacion de trofozoitos hepaticos
e hipnozoitos, evitando las recaidas, es la primaquina (10, 11). Este medicamento
es una 8 aminoquinolina, de uso limitado en personas con deficiencia de glucosa 6
fosfato deshidrogenasa (G6PD) porque puede causar anemia hemolitica, debido a
su accion pro oxidativa. Esto hace que su uso sea restringido en grupos
poblacionales de alto riesgo como las mujeres embarazadas y los nifios menores
de 6 meses, dado que en la actualidad no se cuenta con una prueba de laboratorio
estandarizada que evalle si la actividad enzimatica en el feto o el nifio es deficiente

0 no, para poder administrar el farmaco de forma segura (2).

Entre 1995 y 2001, en diferentes partes del mundo se hicieron estudios clinicos en
humanos con asignacion aleatoria que demostraron la efectividad de la primaquina
como QC, tanto para P. vivax como para P. falciparum a la dosis recomendada por
la OMS de 30 mg/dia o segun el peso corporal (0,5 mg/kg/dia) por un nimero muy
variable de dias de seguimiento (4-90 semanas) (12-15). Tales estudios hallaron
entre 88 % y 96 % de proteccion para P. falciparum y entre 85 % y 99 % para P.
vivax, determinada por el seguimiento de la parasitemia con gota gruesa, luego de
la salida del individuo del area endémica, en zonas de alta (13-15) o baja transmisién
de malaria (12). Sin embargo, la efectividad de la primaquina ha sido puesta en duda

por los reportes de tolerancia de los hipnozoitos de P. vivax (16).
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La resistencia a la primaquina ha sido informada a nivel mundial y se ha
determinado mediante el seguimiento de la parasitemia entre 90 y 365 dias
posteriores a la salida del paciente de la zona endémica y se ha encontrado entre
un 0 y un 32% de recaidas, a pesar de la adherencia al tratamiento (17). No existe
en la actualidad un medicamento que pueda usarse como alternativa a la
primaquina para el tratamiento de los hipnozoitos. La combinacion atovacuona-
proguanil tiene accion quimioprofilactica causal y al igual que la primaquina, inhibe
el desarrollo de formas hepéticas (trofozoitos) pero no tiene accion contra los
esporozoitos ni sobre los hipnozoitos, lo que significa que no evita las recaidas en
la infeccion por P. vivax (18, 19).

Dado que solo se dispone actualmente de dos medicamentos con AQC y que son
de eficacia limitada para algunas formas hepaticas, que estan siendo tolerados por
los plasmodios y/o son toxicos, existe la necesidad de desarrollar nuevos
medicamentos eficaces y seguros, que puedan ser usados masivamente en
poblaciones endémicas para malaria (20, 21), para contribuir al cumplimiento de los
objetivos de la OMS 2016-2030 de controlar, eliminar y erradicar la malaria a nivel
mundial, ya que esta organizacién propone como un importante componente en el
logro de sus objetivos, buscar alternativas terapéuticas de tipo profilactico que
prevengan la transmisién, eviten las recaidas, impidan la infeccion por cualquier tipo
de Plasmodium y sean costo-efectivas y seguras en poblacion vulnerable como son
las mujeres embarazadas y los nifios, para poder administrarlas en masa sin

restricciones (22) .

Los estudios de compuestos con AQC requieren mayores recursos técnicos que los
de la fase sanguinea, pues es necesaria la obtencion de esporozoitos viables, que
solo se logra luego de un ciclo exitoso del Plasmodium spp. en el mosquito
Anopheles. Por el contrario, los estudios de compuestos en la fase eritrocitica solo

necesitan formas sanguineas que se obtienen del hospedero vertebrado o de un
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cultivo continuo de P. falciparum en gldbulos rojos, el cual es mas sencillo obtener.
El desarrollo de este cultivo in vitro explica en parte por qué hoy se tienen mas
medicamentos para tratar las formas sanguineas que para prevenir la infeccion
hepatica, ademas del hecho de que no se conozcan con exactitud los mecanismos
de accion y blancos terapéuticos de los medicamentos usados rutinariamente para
tratar las FEE del parasito (23). El desconocimiento que se tiene de la biologia del
parasito y de su ciclo de desarrollo en el higado, se debe ademas a las dificultades
para trabajar con los hepatocitos y esporozoitos de Plasmodium de mamifero in
vitro, debido a la ausencia de un cultivo continuo (esquizogonia Unica por
experimento) y a los bajos porcentajes de infeccion de hepatocitos que se obtienen
por ensayo (alrededor del 1%) al utilizar un alto nimero de esporozoitos (mas de
10000) (24).

Los modelos para evaluar la AQC in vivo son costosos porque requieren de
instalaciones locativas adecuadas y de personal altamente calificado para manejar
los animales. Entre estos modelos el mas usado y extrapolable a humanos es el
modelo de raton infectado con P. yoelii o P. berghei, pues estas especies de
parasitos tienen una secuencia nucleotidica similar a los plasmodios de humanos
hasta en un 70% (25, 26), son comercialmente faciles de obtener y los ratones son
los hospederos naturales de estos parasitos, que comparados con otros mamiferos,
se manipulan mas facilmente y se reproduce de forma rapida con grandes camadas,

lo que facilita su disponibilidad.

En vista de la necesidad de desarrollar medicamentos para el tratamiento de las
formas hepaticas de Plasmodium se han explorado los compuestos hibridos como
una alternativa para su obtencion (27). Estas moléculas se caracterizan por tener
dos farmacoforos unidos, cada uno idealmente con un mecanismo de accion
diferente y que potencian su efecto terapéutico (28). Capela y colaboradores en
2011 (29) y Lodige et al., en 2013 (30), evaluaron en ratones infectados con

esporozoitos de P. berguei, la actividad antiplasmodial multi estadio (sanguineos y
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hepaticos) de moléculas hibridas conformadas por primaquina unida a artemisininas
y primaquina-cloroquina, respectivamente. En estos dos estudios se demostré que
estos hibridos reducen la carga parasitaria en el higado, pero esta disminucion es
menor comparada con la primaquina sola, la cual fue usada como control. Ademas,
el hibrido primaquina-cloroquina fue més toxico que la primaquina y en el estudio

de Capela y colaboradores, la toxicidad del hibrido no fue evaluada.

Por otro lado, investigadores de la Unidad de I+D+i de la Universidad de Navarra y
del Grupo Malaria de la Universidad de Antioquia, nos propusimos desarrollar
compuestos hibridos con la versatilidad de la primaquina y con igual o mayor efecto
profilactico causal que la molécula sola, pero no téxicos, con el objetivo de que
puedan ser usados de manera segura y eficaz en el tratamiento de la malaria. Se
sintetizaron cinco hibridos conformados por la primaquina (molécula que se sabe
tiene accion sobre FEE) y la quinoxalina, una molécula a la cual se le ha
comprobado su accién antiplasmodial sobre formas sanguineas de P. falciparum
(31). En este trabajo de investigacion se evalué la actividad quimioprofilactica causal
de los hibridos primaquina-quinoxalina en ratones Balb/c infectados con
esporozoitos de Plasmodium yoelii 17XNL, mediante su administracion oral, y
ademas se determind la actividad citotoxica de los hibridos sobre células hepa 1-6
de raton y la toxicidad aguda en ratones Balb/c del compuesto QX6, el cual tuvo un

efecto quimioprofilactico causal.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad profilactica causal de hibridos primaquina-quinoxalina en un

modelo de ratén infectado con esporozoitos de Plasmodium yoelii 17XNL.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Determinar in vitro la actividad citotoxica de los hibridos primaquina-
quinoxalina y de la primaquina sobre células Hepa 1-6 de raton.

° Comparar la parasitemia de ratones infectados con esporozoitos de P.
yoelii 17XNL que recibieron tratamiento profilactico con los hibridos
primaguina-quinoxalina y con la primaquina, con ratones infectados sin
tratamiento.

° Evaluar in vivo la toxicidad aguda de los hibridos primaquina-quinoxalina

gue tengan efecto profilactico.
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2.  MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de la Malaria.

La malaria es una enfermedad causada por protozoos del género Plasmodium, los
cuales son transmitidos al hospedero mamifero a través de la picadura de mosquitos
hembra del género Anopheles infectados. Los Plasmodium que frecuentemente
parasitan al hombre son: P. vivax y P. falciparum (7), y en menor medida lo hacen:
P. malariae, P. ovale y P. knowlesi (8); ademas, en 2014 se publico el primer caso
de infeccibn humana por P. cynomolgi adquirida naturalmente (32). Las
caracteristicas clinicas de la malaria dependen de la especie de Plasmodium que
produzca la infeccion, pero en el ser humano se presenta basicamente con un

cuadro clinico clasico que consiste en escalofrio, fiebre, cefalea y sudoracion (2).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para el afio 2016 calcul6 que cerca de
3 200 millones de personas en 97 paises estaban en riesgo de padecer malaria 'y
gue en el mundo ocurrieron 212 millones de casos y 429 000 muertes (7). En el afio
2016, en el territorio colombiano se notificaron al Instituto Nacional de Salud (INS)
a través del Sistema de vigilancia en Salud publica (Sivigila), 83 356 casos de
malaria y la distribucion por especie correspondié a 47 497 casos (57 %) por P.
falciparum, seguido por P. vivax con 33 055 casos (39,7%) y 2 804 casos (3,3 %) de
infecciones mixta (P. falciparum y P. vivax) (33). Ademas se confirmaron 19 muertes
a causa de esta enfermedad en el territorio colombiano. Estas cifras muestran la
importancia que tiene esta patologia en el panorama de la morbimortalidad a nivel

local y mundial (33).

El ciclo de vida de los parasitos que infectan mamiferos inicia con la entrada de los
esporozoitos al hospedero vertebrado, mediante la picadura del mosquito
Anopheles infectado. Estos esporozoitos entran al higado y en un periodo

comprendido entre 7 y 14 dias en el humano completan el ciclo hepatico, pasando
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por los estadios de trofozoito y esquizontes, y liberando entre 10000 y 30000
merozoitos (8). P. vivax y P. ovale, desarrollan hipnozoitos en el higado. El ciclo
eritrocitico de los Plasmodium humanos tarda alrededor de 48 horas y se inicia
cuando los merozoitos que salen del higado invaden los eritrocitos maduros (P.
falciparum) o los reticulocitos (P. vivax) en sangre periférica. Dentro de los
eritrocitos, una pequefia fraccion de los parasitos se diferencian en gametocitos
masculinos o femeninos, lo cuales son tomados por el mosquito durante la

alimentacion de sangre, donde se reproduciran sexualmente (2) (ver gréafica 1).

Mosquito
stages

.| Merozoites
C Asexual
\ blood cycle

~48 hrs

4

Y

Gametocytes

Gréfica 1. Ciclo de vida del Plasmodium spp en el humano.

Los mosquitos Anopheles inyectan los esporozoitos en la piel del humano. Los parasitos viajan a
través del torrente sanguineo hasta el higado, donde atraviesan varios hepatocitos antes de
establecer una infeccién. Dentro del hepatocito final el paréasito se transforma en trofozoito y
finalmente en esquizonte, que contiene los merozoitos. Esta fase del ciclo tarda entre 7-14 dias.
Finalmente los merozoitos salen del higado al torrente sanguineo e inician la fase sanguinea,
infectando los eritrocitos (P. falciparum) o reticulocitos (P. vivax). Dentro de estas células sanguineas
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una pequefia fraccién de los parasitos se diferencian en gametocitos masculinos o femeninos, lo
cuales son tomados por el mosquito durante la alimentacion de sangre, donde se reproduciran
sexualmente. Adaptado de Raphemot, 2016 (34).

2.2. Quimioprofilaxis en malaria

La quimioprofilaxis en el contexto de la malaria, es definida como: "la administracion
de un farmaco de manera que su concentracion sanguinea se mantiene por encima
del nivel que inhibe el crecimiento de los parasitos en el estadio eritrocitico o pre
eritrocitico de su ciclo de vida, durante el periodo en riesgo” (35). Actualmente, ésta
es la herramienta preventiva mas efectiva para evitar la infeccién y/o la enfermedad
por malaria. EI esquema terapéutico de los quimioprofilacticos se debe adaptar a
las caracteristicas del individuo como la condicién genética de la enzima G6PD,
embarazo, edad, a las caracteristicas genéticas de los Plasmodium presentes en la
zona maléarica que se desea visitar, es decir si existen reportes de resistencia o no
a los medicamentos a utilizar, y a la forma o fase del ciclo del parasito que se quiere
inhibir (36). Con base en este Ultimo aspecto la quimioprofilaxis en malaria puede
clasificarse en: 1. Quimioprofilaxis supresiva (QS) o sanguinea, que elimina los
parasitos que pasan a circulacion luego de completar la fase hepatica. Este tipo que
quimioprofilaxis evita el desarrollo de la enfermedad, es decir las manifestaciones
clinicas, pero no evita la infeccién (5). 2. Quimioprofilaxis terminal (QT), en la que
se administra primaquina, que es el medicamento antiplasmodial sobre las formas
latentes llamadas hipnozoitos, para evitar las recaidas y 3. Quimioprofilaxis
causal (QC), que previene la infeccién inicial, actuando sobre los esporozoitos,
formas causantes de la infeccién, o destruyendo los parasitos a nivel hepatico,

derivados directamente de ellos (35).

Por recomendacion de la OMS en 2015, la quimioprofilaxis para malaria esta
indicada solo en viajeros no inmunes que se desplazan a zonas endémicas y en la
poblacion africana que se encuentra en mayor riesgo de enfermar o morir a causa
de esta enfermedad, como las mujeres embarazadas y los nifios menores de 5

afos. Ademas, dada la disminucion de la morbimortalidad por malaria a nivel
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mundial, la OMS propone investigar nuevos medicamentos eficaces y seguros que

puedan ser usados en masa, para eliminar y erradicar la malaria (37).

2.2.1. Esquematerapéutico parala evaluacion de quimioprofilacticos causales

para malaria

James en 1931, fue el primero en la historia de la terapéutica malérica, en proponer
un esquema quimioprofilactico causal al evaluar la plasmoquina, una 8
aminoquinolina de la cual se deriva la primaquina, usando una dosis previa a la
infeccion con los esporozoitos de P. relictum en aves y 5 dosis posteriores a la
infeccidn (36). Posteriormente, Arnold en 1954 aplico estos hallazgos suministrando
primaguina a una concentracion de 10, 15 o 30 mg por dia a voluntarios humanos
gue vivian en zona endémica de Panama. Estos tratamientos fueron suministrados
el dia previo a la infeccion (-1) y 6 dias posteriores a la infeccion con esporozoitos
de P. vivax. Los individuos permanecieron protegidos de la enfermedad por un
periodo entre 190 y 450 dias y los porcentajes de proteccion fueron de 30% para
los individuos que recibieron 10 mg del medicamento, de 20% para los que tomaron
15 mg y de 100% para los que fueron tratados con 30 mg (38). Este mismo autor
evalué la dosis de 30 mg en un esquema de 4 dias en 9 individuos humanos, los
cuales infect6 con esporozoitos de la cepa P-F-6 de P. falciparum y encontré que
esta dosis fue 100% efectiva porgue previno el desarrollo de la parasitemia. En este
mismo estudio, para establecer en que dia del ciclo hepético del parasito, actuaba
la primaquina y si presentaba efecto profilactico causal, se administraron a tres
grupos de humanos 30 mg de primaquina en el dia uno, tres o cinco pos infeccién
con los esporozoitos y se logré determinar que solo la dosis dada 24 horas después
de la inoculacion de los esporozoitos protegio al 100% de los individuos del grupo
1 de desarrollar parasitemia (10 de 10), 9 voluntarios de 10 del grupo 2, evitaron la
infeccion al tomar la dosis en el dia 3 y ninguno de los participantes que tomo el

medicamento el dia 5 fue protegido (39).
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Posteriormente Peters en 1970, evalud en ratones el mismo esquema recomendado

por James en 1931, pero tratando los dias -1, 0 y +1 y es ésta la publicacion que

se toma de referencia en los estudios donde se evalla la quimioprofilaxis causal de

un compuesto (40).

2.2.2. Factores que influencian la actividad de los quimioprofilacticos
causales

Desde 1973, cuando se iniciaron los estudios quimioprofilacticos causales con

Plasmodium yoelii, la OMS publicé un documento en el que se mencionan los

factores que pueden influenciar su evaluacion (41):

Tamafio del in6culo de los esporozoitos: En la evaluacién de
quimioprofilacticos causales, la actividad de los compuestos puede
correlacionarse con el nimero de esporozoitos inoculados. Este hecho se
puede evidenciar posteriormente por la intensidad de la infeccion en sangre
0 por la proteccion ejercida por el compuesto. Ploemean (42) y Fink (41),
administraron primaquina a ratones infectados con P. yoelii y demostraron
que a mayor nimero de esporozoitos inoculados, mayor es la parasitemia en
sangre periférica. Sin embargo, el numero de esporozoitos usado
generalmente para estos estudios profilacticos (5000-1000000) esté lejos de
parecerse a lo que ocurre en la naturaleza, ya que se cree que en una
picadura de mosquito Anopheles infectado, se inyecta entre 10 y 100
esporozoitos y para igualar el nimero de parasitos usado en un estudio, un
individuo deberia ser picado por alrededor de 50 mosquitos infectivos a la
vez, lo que es practicamente imposible que ocurra en realidad. Inoculando
esta cantidad tan alta de esporozoitos se podria estar subestimando la
actividad quimioprofilactica causal de muchos compuestos. Este hecho fue
comprobado por Capela y colaboradores en 2011, cuando evaluaron la AQC
del hibrido primaquina-artemisininas y encontraron que dando una dosis de

26,5 umol/kg del compuesto e inocular por picadura de 10 Anopheles
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stephensi infectados con P. berguei, ninguno de los ratones desarrolla
parasitemia, en cambio a la misma dosis inoculando 10000 esporozoitos,

este compuesto tuvo solo un 60% de efectividad.

Desde 1970 las publicaciones de Fink y Greenberg (41, 43), pusieron de
manifiesto la importancia de estandarizar la cantidad de esporozoitos para
cada especie de Plasmodium para los estudios de la actividad profilactica
causal, dadas las diferencia en la tasas de infectividad que puede haber entre
especies (esporozoitos de P. yoelii son 2000 veces mas infectivos que los de

P. berguei).

Momento del ciclo hepéatico en el que se administra y absorbe el
farmaco: Se ha sugerido que el momento de administracion del farmaco, su
absorcion y vida media, antes o después de la inoculacion de los
esporozoitos, puede Influenciar el efecto de medicamentos profilacticos
sobre las FH (43), pues a diferencia de la fase circulante, los parasitos que
se desarrollan en el ciclo hepatico de los Plasmodium de roedores, muestran
un marcado sincronismo y se cree que estas formas empiezan a

desarrollarse simultdneamente luego de llegar al higado (24).

Duracién del ciclo hepatico en el modelo en el que se evalua la actividad
guimioprofilactica causal: De los plasmodios normalmente utilizados en los
modelos murinos, se cree que P. yoelii presenta el desarrollo hepéatico mas
rapido y en comparacion con el humano, tiene una diferencia de 5 dias con
respecto a P. falciparum y de minimo 9 dias comparado con P. vivax. Este
hecho podria estar influyendo en los resultados de la evaluacion de QC, pues
se sabe que los roedores en general tienen tasas metabdlicas mas
aceleradas, comparadas con las de los seres humanos. Estas diferencias
metabdlicas también podrian estar influyendo en el metabolismo del farmaco.

Sin embargo, se han publicado estudios en los que una dosis de primaquina
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de 30 mg/kg de peso en ratones y en humanos es suficiente para evitar la
parasitemia, pero otros en los que la dosis de primaquina para logar un efecto
profilactico causal en humanos, monos y ratones es diferente, necesitandose
hasta de 6 veces mas medicamento en ratones, comparado con la dosis para

humanos (41).

2.2.3. Quimioprofilacticos causales usados actualmente.

Entre los medicamentos usados para la quimioprofilaxis causal, el anico disponible
comercialmente hoy, y que actla sobre los esporozoitos y, por tanto, en el desarrollo
de Plasmodium spp. a nivel hepético, es la primaquina. La combinacion de
atovacuona mas proguanil también actla sobre las formas hepaticas en desarrollo

(trofozoitos), pero no tiene accion contra los esporozoitos (18, 19) (ver gréfica 2).

A. Primaquina

A. Primaquina
B. Atovacuona-proguanil

Grafica 2. Representacion gréafica de la quimioprofilaxis causal.

1. Inoculacion de los esporozoitos por el mosquito. 2. Infeccion y desarrollo de la fase hepatica. 3.
Los quimioprofilacticos causales (A y B) evitan el paso del parasito a la circulacion periférica y la
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invasion de los glébulos rojos. A. Primaquina: actda sobre los esporozoitos (1) inhibiendo la infeccion
y sobre los estadios hepaticos (2) evitando su desarrollo B. Combinacién atovacuona-proguanil:
actla sobre los estadios hepaticos (2) inhibiendo el desarrollo. Fuente: Rios- Orrego, 2017 (44).

A continuacion se describen los medicamentos disponibles para usarse como QC:

2.2.3.1. Primaquina

Es una 8-aminoquinolina (Gréafica 3) que actia sobre los esporozoitos de todas las
especies de Plasmodium, esteriliza los gametocitos de P. falciparum (formas
infectantes para el vector) e inhibe el desarrollo de las formas hepaticas como
trofozoitos, en todas las especies del parasito y de los hipnozoitos de P. vivax (10).
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Gréfica 3. Estructura de la primaquina.

Fuente: elaboracion del autor

Este grupo de moléculas tienen en general un metabolismo rapido (vida media de
eliminacién entre 4 y 6 horas); producen efectos adversos gastrointestinales, como
dolor abdominal y vomito, y hemolisis en personas con deficiencia de glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa (G6PD) (23). Esta enzima se encuentra en todas las
células, es la responsable de catalizar la primera reaccion de la via de las pentosas
fosfato y esta implicada en la defensa de la célula contra el estrés oxidativo (7). Los
individuos con deficiencia de esta enzima en sus eritrocitos tienen disminuida la
generacion de NADPH reducido, lo que lleva a que no se reduzca el glutation

oxidado y por esto son incapaces de contrarrestar estimulos oxidativos (8). En estas
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condiciones, las 8-aminoquinolinas generan un estado de estrés oxidativo
intraeritrocitico que puede desencadenar la lisis de estas células o su eliminacién

por el bazo, produciendo efectos secundarios como anemia hemolitica grave.

La primaquina fue desarrollada en 1940 por las fuerzas armadas estadounidenses
y la FDA (Food and Drug Administration) la aprob6 en 1952 para el tratamiento de
la malaria. Durante 60 afios, este farmaco ha sido y sigue siendo el Unico
medicamento licenciado para utilizar de forma quimioprofilactica en humanos contra
los esporozoitos, las formas hepaticas de todas las especies de Plasmodium, los
hipnozoitos de P. vivax y P. ovale y los gametocitos de P. falciparum (45). Se
desconoce su mecanismo de accidn, pero se cree gque el blanco biolégico es la
mitocondria del pardsito y que actla especificamente interfiriendo con la funcion
antioxidante de la ubiquinona en el transporte de electrones de la cadena
respiratoria, o que genera un ambiente oxidativo que altera el potencial de
membrana, inhibiendo el intercambio i6nico y produciendo la muerte del parasito
(46). Otro mecanismo de accion propuesto para la primaquina es la produccion
dentro de la célula hospedera de perdxidos, superédxidos y radicales libres
hidroxilados, mediada por sus metabolitos 5-hidroxiprimaquina y 6-metoxi-8-

aminoquinolina, que generan un ambiente oxidativo perjudicial para el parasito (47).

La efectividad de la primaquina como QC se comprobd en 1955 en un estudio en
prisioneros humanos en Estados Unidos, que fueron sometidos a picaduras de
mosquitos Anopheles infectados con P. falciparum. A estos individuos se les
suministro primaquina a la dosis diaria de 0,5 mg/kg de peso por 3 o 5 dias, por via
oral, y se pudo observar que fue eficaz solo cuando se administr6 entre los dias 1y
3 después de la picadura del mosquito (39). Estos resultados fueron las pistas
iniciales para considerar la prevencion de la infeccion en humanos con este

medicamento.

Cuando se compara la AQC de la primaquina con la actividad profilactica supresiva

de medicamentos antiplasmodiales como mefloquina y doxiciclina en viajeros
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israelies no inmunes, solo 5,7% de los individuos que tomaron primaquina
desarrollaron malaria al regresar a sus lugares de origen, mientras que el 52% y
53% de los que se enfermaron de malaria habian tomado, respectivamente
doxiciclina y mefloquina (13). Aunque se ha demostrado que la primaquina es
efectiva como QC, tanto para P. vivax como para P. falciparum (12-15),
desafortunadamente ha habido reportes de emergencia de la falla terapéutica de la
primaquina en pacientes con P. vivax que recibieron el régimen anti recaidas
recomendado por la OMS de 15 mg / dia durante 14 dias. Los ensayos clinicos en
los que se vigila la toma del medicamento y se miden las concentraciones del
medicamento, son la base metodoldgica para vigilar la falla terapéutica. Sin
embargo, en estos ensayos, la identificacion de recaidas se confunde con la
reinfeccidn, es decir que distinguir un episodio de malaria debido a una recaida
producida por la ineficacia del tratamiento con primaquina sobre los hipnozoitos, se
confunde con un nuevo episodio producido por una nueva infeccién producto de una
picadura de un mosquito Anopheles infectado en zona endémica y aunque
actualmente se han venido desarrollando métodos de genotipificacion para
distinguir estos dos eventos, aun no se tiene un marcador de resistencia para P.
vivax , lo que hace que actualmente solo se hable de falla terapéutica o tolerancia

de esta especie a la primaquina, pero no de resistencia (48).
2.2.3.2. Atovacuona/proguanil
La atovacuona, una hidroxinaftoquinona, y el proguanil, una biguanida (Grafica 4),

componen esta combinacion de medicamentos que actla sobre trofozoitos de

Plasmodium, tanto hepaticos como eritrociticos (29).
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NH  CH,

Gréfica 4. Estructuras de la atovacuona (A) y el proguanil (B).

Fuente: elaboracién del autor

Gracias a la similitud estructural con la ubiguinona, la atovacuona actla como
inhibidor competitivo de esta molécula e interfiere en el transporte de electrones en
el complejo bcl mitocondrial, disminuyendo el potencial de membrana; ademas, por
esta misma ruta metabdlica se altera la biosintesis de la pirimidina, via de la que
depende el parasito para sintetizar de novo sus acidos nucleicos. Se cree que el
proguanil potencia este mecanismo de accion, pero esta hipétesis no se ha
comprobado aun; lo que se ha logrado comprobar es que el proguanil inhibe la
accion de la enzima dihidrofolato reductasa lo que tiene como resultado la reduccién
de los cofactores de tetrahidrofolato que son necesarios para el metabolismo celular
y la sintesis del ADN (49)

La combinacion de la atovacuona/proguanil dada a una dosis de 250 mg de
atovacuona y 100 mg de clorhidrato de proguanil, por dia durante 20 semanas a
individuos residentes de areas no endémicas, tuvo una eficacia protectora del 84%
(intervalo de confianza de 95%:44% -95%) para la malaria por P. vivax, del 96%
para P. falciparum (IC 95%:, 72% -99%) y de 93% (IC 95%: 77%—98%) para ambas

especies (50).
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2.2.4. Quimioprofilacticos causales en evaluacion en humanos.

En la actualidad hay solo dos compuestos con actividad antiplasmodial sobre los
parasitos de estadios hepaticos, que se encuentran en fase clinica de evaluacion

en humanos: la tafenoquina y el KAF156.

La tafenoquina es una 8 aminoquinolina, que esta siendo evaluada como un
sustituto de la primaquina y actualmente se encuentra en estudios en fase Il (10,
51). Se ha demostrado que esta molécula tiene una vida media mas larga que la
primaquina (entre 14 y 16 dias) (51), lo que representa una clara ventaja sobre la
primaqguina (vida media 4-6 horas). Sin embargo, al igual que con el uso de la
primaquina, se pueden presentar efectos adversos como molestias
gastrointestinales en igual o mayor proporcion, y las personas con deficiencia de
glucosa 6 fosfato deshidrigenasa, también desarrollan hemdlisis (52).

Por su parte, al compuesto de tipo imidazolpiperazina, KAF156, se le evalu6é su AQC
en ratones Suizos y presentd una efectividad del 100% a una dosis de 10 mg/kg
administrada por via oral dos horas antes de la infeccién con 10° esporozoitos de
P. berghei por via intravenosa (53). White et al., recientemente evaluaron la
seguridad, tolerabilidad, farmacocinética y eficacia de esta molécula en estudios de
fase Il en pacientes infectados con P. vivax y P. falciparum tratados con dos
esquemas: el primero con una dosis diaria de 400 mg/kg de peso durante tres dias
y el segundo a dosis Unica de 800 mg/kg. Se concluy6 en este estudio que la dosis
de tres dias es 100% efectiva y que la dosis Unica, solo tuvo una eficacia del 67%,
pero se presentaron efectos adversos en ambos grupos de tratamiento como:
bradicardia 62%, hipokalemia 50%, aumento de las transaminasas hepaticas hasta
en el 33% de los pacientes y vomito en el 27%, lo que podria sugerir que el
medicamento es tdxico y por ende, poco seguro (54). En conclusién, por el momento
no se tiene un compuesto que ademas de eficaz, sea seguro para usar en la

poblacién en general.
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2.3. Modelos animales usados para lainvestigacion de farmacos con actividad
sobre formas hepéaticas de Plasmodium spp.

Histéricamente, el descubrimiento de la fase extra eritrocitica comienza con Grassi
en 1898, bajo la sospecha de que los parasitos que producian la malaria podian
alojarse en otros organos (55), pues se sabia que solo 10 dias después de la
inoculacion de los esporozoitos, aparecian las formas circulantes. Fue hasta 1898
que MacCallum observé P. relictum en el higado y el bazo de aves infectadas (56)
y posteriormente, a finales de la década de 1930 pudo completarse la descripcién
del ciclo de la malaria aviar, y concluirse que tenia una fase de multiplicacion en
diversas células nucleadas. En ese momento, cerca de 15000 compuestos fueron
evaluados como terapéuticos antimalaricos en aves, mas especificamente en P.

gallinaceum (57).

El descubrimiento en 1948 de P. berghei (58) y en 1950 de P. yoelii (57) en ratas
(Thamnomys rutilans) en la Republica centro africana, posibilitaron el desarrollo de
los farmacos antiplasmodiales, ya que este modelo representaba menos costos y
facil manipulacion. EI modelo murino orient6 los estudios biolégicos del parasito en
esta épocay en 1960 fueron usados monos rhesus (Macaca mulatta) infectados con
P. cynomolgi para probar farmacos activos contra P. vivax, pues este parésito de
monos es el tnico modelo animal que al igual que el humano, desarrolla hipnozoitos
(55).

Posteriormente P. yoelii se logré adaptar a la especie Mus musculus, un ratén de
laboratorio, facilitando desde entonces la investigacibn con esta especie de
Plasmodium. Se han descrito tres subespecies de P. yoelii han sido descritas: P.
yoelii killicki, P. yoelii nigeriensis y P. yoelii yoelli. Entre las tres subespecies de P.
yoelii existen diferencias patogénicas, y en la subespecie P. yoelii yoelii, se han
logrado identificar dos cepas con diferencias muy marcadas con respecto a su

virulencia: P. yoelii 17XNL, que no es letal, la parasitemia alcanza valores entre 10
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y 30% y es generalmente auto controlada por el ratbn, pasando de una infeccion
aguda a una forma cronica de la enfermedad, gracias a la respuesta inmune del
hospedero, mientras que la cepa P. yoelii 17XL, es letal y produce la muerte del

ratén entre la primera o segunda semana pos infeccion (59).

En general, P. yoelii presenta una etapa del ciclo hepatico que dura menos de 50
horas (aproximadamente 48 horas) y en sangre periférica desarrolla un ciclo
asincronico con una periodicidad promedio de 18 horas y produce
aproximadamente entre 18 y 22 merozoitos por esquizonte sanguineo (ver gréafico
5) (59). Por las caracteristicas anteriormente mencionadas, P. yoelii yoelii 17XNL es
una cepa de Plasmodium murino muy usada en el desarrollo de profilacticos como
vacunas y medicamentos, ya que su ciclo de vida es corto y el hospedero facilmente
manipulable. Ademd&s, es una importante herramienta para el tamizaje de
medicamentos porque permite un seguimiento prolongado, gracias a que es una

cepa no letal. (60).
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Gréfica 5. Ciclo de vida de Plasmodium yoelii en el ratén.

Los mosquitos Anopheles inyectan los esporozoitos en la piel del ratén y estos viajan a través del
torrente sanguineo hasta el higado, donde atraviesan varios hepatocitos antes de establecer una
infeccion. Dentro del hepatocito final, el parasito se transforma de trofozoito hasta esquizonte, que
contiene los merozoitos. Hasta este momento esta fase del ciclo tarda menos de 50 horas.
Finalmente los merozoitos salen del higado al torrente sanguineo e inician la fase sanguinea,
infectando los reticulocitos. Cada esquizogonia sanguinea tarda aproximadamente 18 horas. Dentro
de los reticulocitos, una pequefia fraccion de los parasitos se diferencia en gametocitos masculinos
o femeninos, los cuales son tomados por el mosquito durante la alimentacién de sangre, donde se
reproduciran sexualmente. Adaptado de Raphemot, 2016 (34).

Hasta hoy, el uso de animales de experimentacién ha sido de gran apoyo para
generar conocimiento en areas como la farmacologia, dado que para garantizar que
un compuesto que esta siendo evaluado para uso en humanos, es seguro y eficaz,
es necesario probarlo en un sistema biolégico completo, y se debe comenzar dicha
evaluacion, en animales (61). Segun el codigo de Nuremberg “cualquier
experimento hecho en humanos, debe estar disefiado con base en resultados de

investigacién hecha en animales” (62). En el caso de la investigacion farmacolégica

38



Actividad profilactica causal de hibridos de primaquina. Rios Orrego A.

para el desarrollo de medicamentos con actividad antiplasmodial, los roedores y los
primates no humanos son los modelos animales mas usados para evaluar estos
compuestos contra formas plasmodiales hepaticas (24) y entre ambos modelos, el
de primates es el que mas se asemeja al humano, gracias a la similitud genética
tanto de los hospederos, como de los parasitos que los infectan (26). Esta hipotesis
se ha comprobado porque grandes simios, incluyendo gorilas y chimpancés, son
huéspedes naturales de P. falciparum y P. vivax (25) y a su vez, los humanos se
infectan con P. knowlesi y P. cynomolgy que infectan regularmente monos, lo que
hace que la malaria pueda ser una enfermedad zoonética. Gracias a la
susceptibilidad a la infeccion de los chimpancés, por las mismas especies de
Plasmodium que infectan a los seres humanos, éstos se constituyen en valiosos
modelos de investigacion, pues en este modelo animal se observaron por primera
vez los hipnozoitos de P. vivax (19) y se identificaron los loci asociados a resistencia
a los farmacos (57). Desafortunadamente la investigacion con monos requiere de
infraestructura especializada, costosa y de personal altamente calificado, lo que
limita su uso.

En la actualidad, los modelos murinos de malaria son una importante herramienta
para el estudio de la fase hepatica, porque se sabe que P. bergei, P. chabaudiy P.
yoelii tienen una identidad proteica y nucleotidica cercana al 70%, con respecto a
P. falciparum, (26) lo que lo hace un modelo animal vélido para llevar a cabo
estudios de medicamentos, previos en humanos. Sin embargo, con la necesidad de
optimizar este modelo y tener resultados mas extrapolables a lo que ocurre en el
ser humano, se ha tratado de humanizar estos animales mediante el trasplante de
tejidos humanos, que son soportados gracias a modificaciones genéticas y
anatomicas y es asi como estos ratones humanizados se han convertido en una
herramienta bioldgica para estudiar la fase hepatica de la malaria. Sin embargo, la
investigacion con estos animales representa altos costos y queda el interrogante de
si un animal modificado genéticamente para soportar el trasplante de un tejido

extrafio (inmunosuprimido), podria ser un buen modelo para evaluar la eficacia
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antiplasmodial de un farmaco, dada la importancia que tiene la respuesta inmune

en el desenlace terapéutico (63).

2.4. Farmacos hibridos conformados con primaquina

Los hibridos como su nombre lo indica, son la union de dos farmacéforos con el
objetivo de crear una molécula bioldgicamente mas efectiva que sus componentes
por separado (61) y su uso se ha considerado como una estrategia novedosa para
evitar el desarrollo de resistencia de los microrganismos (64). En malaria también
se ha evaluado la actividad antiplasmodial multi estadio (sanguineos y hepaticos)
de estos compuestos tanto in vitro como en modelos murinos (29, 30, 65). El hibrido
primaguina- artemisininas mostro actividad sobre cepas resistentes de P. falciparum
(W2) (ICs0:13 y 9 nM), un poco superiores a la artemisinina (8 nM) y la primaquina
(3,3 uM). In vivo, se administraron 26,5 pmol/kg del hibrido a ratones por via IP, tres
horas antes de infectarlos con 10000 esporozoitos de P. berghei. 48 horas
posteriores a la inoculacidon de los esporozoitos, los ratones fueron sacrificados y
se determiné que las formas en higado, medidas por gRT-PCR, habian sido
inhibidas con respecto al grupo control no tratado, en aproximadamente un 75%.
Sin embargo, en los ratones tratados con la primaquina se inhibié el 100% de las
formas hepaticas, desafortunadamente en el articulo no se especifica la
concentracion de primaquina usada en estos ensayos. Otro grupo de 6 ratones se
infecté con la misma cantidad de esporozoitos y se trataron con 65,9 umol/kg a
dosis Unica y se determind la parasitemia mediante extendido de sangre periférica
coloreado con Giemsa. Tres de 6 ratones mostraron parasitemia el dia 5 de
seguimiento, y posteriormente se negativizaron, lo que hace pensar que el efecto
inhibitorio del hibrido pudo estar mas relacionado con la accién antiplasmodial sobre

las formas sanguineas del parasito, que sobre las hepéaticas (29).

Otro hibrido conformado por la primaquina y que ha sido evaluado para su actividad

quimioprofilactica causal es el conformado por la cloroquina y la primaquina. Este
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compuesto fue administrado por via intraperitoneal o subcutdnea a concentraciones
de 60 mg/kg los dias -2, -1 y 0. Este ultimo dia se inyectaron 10000 esporozoitos en
la vena de la cola 1 h después de la administracion de la dosis final del compuesto.
La parasitemia fue monitoreada mediante extendido de sangre periférica tefiida con
Giemsa. El hibrido administrado por via IP, causé un efecto antiplasmodial que se
evidenci6 porque la parasitemia solo apareci6 el dia 12 post infeccion, mientras que
en los ratones no tratados se hizo evidente al dia 5. Cuando se administraron 60
mg/kg de peso por via subcutanea, todos los ratones desarrollaron parasitemia y no
hubo ninguna diferencia con el grupo control no tratado, en cambio a una
concentracion mayor (90 mg/kg), el 66% de los ratones no presentaron parasitos en
sangre periférica. Cuando el hibrido se dio a dosis superiores a 90 mg/kg produjo

toxicidad letal en los animales (30) .

El tercer hibrido que ha sido evaluado in vivo fue el conformado por la primagina y
la pirimetamina. Este compuesto se evalu6 en ratones C57BI/6J infectados con
5000 esporozoitos de P. berghei cepa ANKA, a una concentracién de 50 mg/kg, los
cuales fueron administrados por via oral, 8 horas antes de la infeccidn,
inmediatamente después y 24 horas después. A pesar de tener actividad in vitro
sobre formas sanguineas de P. falciparum en un rango entre 1,93 y 6,46 mM, estos

hibridos no mostraron actividad profilactica in vivo (65) .

2.4.1. Hibridos Primaquina-Quinoxalina
Las moléculas hibridas primaquina-quinoxalina se sintetizaron por primera
vez en la Universidad de Navarra, Espafia, en la Unidad [+D+i, mediante
reacciones de oxidacion y reduccion que permitieron la combinacién de
fragmentos moleculares, mediante conectores diversos. Estos compuestos

no habian sido probados antes.

Quinoxalina: La quinoxalina es un compuesto heterociclico que contiene un

anillo de benceno y un anillo de pirazina (ver grafica 6) y representa una
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estructura base que proporciona la posibilidad de un gran numero de
modificaciones dirigidas. Derivados de los compuestos a base de quinoxalina
tienen una amplia gama de propiedades biologicas prometedoras, por lo que
se han convertido en la base del disefio de nuevos farmacos con una amplia
actividad biol6gica. Se sabe que la oxidacion de ambos nitrégenos del anillo
de pirazina para obtener Quinoxalina 1, 4-di-N-6xidos (QdNO), es la

responsables de dicha actividad, entre ellas, la actividad antiplasmodial (66).
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Grafica 6. Estructura de la quinoxalina.

Fuente: elaboracién del autor

Los derivados de quinoxalina han sido evaluados sobre formas sanguineas
de P. falciparum y se han obtenido resultados prometedores, tanto en cepas
sensibles (3D7), como en cepas resistentes (FCR-3) (3D7 ICs=0,24uM y FCR-
3 1C50=2,8 yM (31) y FCR3 ICs0= 5,8 uM (67).

Los mecanismo de accion de los derivados de quinoxalina, no han sido muy
estudiados, pero se sabe que son compuestos que actian creando un
ambiente pro oxidativo mediante la produccion de radicales libres que
producen rupturas en el DNA ya que los grupos nucleofilicos de la
desoxirribosa y de las bases nitrogenadas quedan expuestos al ataque
electrofilico. Las especies reactivas del oxigeno que participan en estos
procesos aun no han sido identificadas, como tampoco la enzima que

participa en este proceso y que representaria su blanco terapéutico (68). Sin

42



Actividad profilactica causal de hibridos de primaquina. Rios Orrego A.

embargo, Brizuela et al., en 2014 evaluaron el conoidin ((2,3-bis(bromometil)-
1,4- dioxido-quinoxalina), un compuesto derivado de QdNO, y lograron
establecer que produce dafio oxidativo por la acumulacion de radicales libres
al inhibir la Peroxiredoxin-2 (Prx2). El eritrocito humano contiene abundante
peroxiredoxina-2 (Prx2), una enzima antioxidante que lo protege del entorno
pro-oxidante, controlando los niveles de peroxido. P. falciparum importa esta
enzima para degradar los peroxidos generados durante su metabolismo
celular, especialmente de la hemoglobina. Cuando se inhibe esta

peroxiredoxina el parasito no es capaz de reproducirse (69).

El mecanismo de accion de los compuestos Quinoxalina 1, 4-di-N-6xido,
también se ha relacionado con su citotoxicidad, pues se sabe que estos
pueden producir radicales de oxigeno que causan dafio genotdxico en
células HepG:2 (70). Sin embargo, la citotoxicidad parece depender de los
sustituyentes que se pongan a la molécula. Quiliano et al., comprobaron que
un compuesto hidrazina quinoxaline 1,4-di-N-oxido es altamente selectivo
(IS>86) y no citotéxico (CCso:>100uM (31).

Como resultado de diferentes proyectos de investigacion, la Unidad de |+D+i
de la universidad de Navarra ha sintetizado diferentes series de derivados de
1,4-di-N-6xido de quinoxalina con una gran variedad de sustituyentes en las
posiciones 2, 3, 6 y 7 (ver gréafica 6). Estas sustituciones se hicieron porque
se podria esperar que las quinoxalina anélogas de quinolinas antimalaricas,
tuvieran actividad antiplasmodial. Jaso et al., en 2003, han estudiado la
influencia de los grupos 1,4-di-N-6xido en el anillo de quinoxalina con
respecto a la actividad antiplasmodial, confirmando su importancia en el

aumento de dicha actividad (71).

Los sistemas de quinoxalina bien oxidados o reducidos, unidos a los fragmentos de

primaquina serian sistemas hibridos que potencien la eficacia de ambos
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fragmentos. Los hibridos evaluados en este estudio fueron conformados por un
anillo quinoxalinico enlazado a la primaquina mediante el grupo amino, dando como

resultado la formacion de una amida como conector de unién covalente entre las
dos moléculas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDIO: El estudio desarrollado es de tipo experimental.
3.2. REACTIVOS

Los reactivos usados en este trabajo como el cloruro de sodio, glutamina,
primaquina difostato al 98%, glutaraldehido, Triton X-100 y medio de cultivo DMEM-
F12 fueron de la casa comercial SIGMA®. El suero bovino fetal se obtuvo de
MICROGEN; la ribonucleasa A de QIAGEN; el metanol, dimetilsulfoxido (DMSO) y
el colorante Giemsa fueron de MERCK. Otros reactivos como la
penicilina/estreptomicina de GIBCO; el Sybr Green de LABELING & DETECTION y
el anticuerpo Anti-mCDA45 se obtuvo de la casa comercial R & D SYSTEMS.

3.2.1. Compuestos hibridos:
En la Unidad I+D+i de la Universidad de Navarra, en Espafa, se sintetizaron cinco

compuestos hibridos con las siguientes estructuras (Gréfica 7):
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Gréfica 7. Estructuras de los compuestos hibridos: A: QX6, B: QX7, C: QX8, D:
QX9, E: QX10.

Fuente: elaboracién del autor

3.2.2. Ratones: Se emplearon ratones sanos de la cepa Balb/c de entre 6 y 7

semanas de edad, machos y hembras de 20+2 g de peso. Estos ratones se

compraron en Charles River® Laboratories International, EEUU y fueron mantenidos

en el bioterio de la Sede Investigacion Universitaria (SIU), bajo las siguientes

condiciones ambientales:

Macroambiente

Temperatura de 28 °C, controlada

Humedad relativa de 70 % controlada

Aireacion en 14-20 cambios de aire/ hora con filtros HEPA
lluminacion artificial con lampara luz dia, 12h luz/ 12h oscuridad.
Zona aislada de ruidos y olores.

Microambiente

Cajas: Plasticas de polipropileno de 20X25X20 cm, las cuales fueron
esterilizadas mediante autoclave. Los teteros y demas implementos fueron
desinfectados con solucién de hipoclorito de sodio a una concentracion de
200 ppm, y luego del proceso de lavado se airearon hasta el secado
completo.

Alimentacién: Los animales se alimentaron a voluntad con concentrado
marca Rodentina “PURINA” y agua esterilizada mediante autoclave.
Encamado: viruta de madera previamente cernida y esterilizada. El lecho de
las camas se cambio dos veces a la semana para evitar acumulacion de

materia organica en descomposicion.
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e Densidad del alojamiento: se alojaron maximo 5 animales por caja.

Los ratones fueron manipulados por un veterinario, el cual superviso diariamente
el estado de salud de los animales. Como criterios de punto final, se establecio
una parasitemia de 40% y/o si los animales tenian sefiales de sufrimiento, segun
la evaluacion del veterinario. Para la eutanasia se aplico el método de camara
de COg, aprobado por el comité de ética de la SIU, el cual reduce al maximo el

dolor y el estrés de los animales.

e Aspectos éticos

Todos los procedimientos con los ratones se hicieron acatando la LEY 84 DE 1989
(diciembre 27), por la cual se adopta el Estatuto Nacional de Proteccion de los
Animales, se crean unas contravenciones y se regula lo referente a su
procedimiento y competencia. CAPITULO VI: Del uso de animales vivos en
experimentos e investigacion. Este proyecto fue aprobado por Comité de Etica para
la Experimentacion con Animales de la Universidad de Antioquia en su sesion del
22 de junio de 2012.

3.2.3. Cepade parasito: Para los diferentes experimentos en los que se evalud
el efecto profilactico causal, se usaron esporozoitos de la cepa no letal
de Plasmodium yoelii 17XNL. Estos esporozoitos fueron comprados a la
empresa Sanaria® en EEUU y transportados y conservados en nitrégeno
liquido (aproximadamente-190 °C) en el laboratorio del Grupo Malaria.

3.2.4. Hepatocitos: Las células Hepa 1-6 (células derivadas de hepatoma de
ratén) fueron compradas al laboratorio American Type Culture Colection®
(ATCC) vy transportadas y conservadas en nitrogeno liquido

(aproximadamente-190 °C) en el laboratorio del Grupo Malaria.
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3.3. METODOS

3.3.1. Objetivo especifico 1: evaluacion de la actividad citotoxica de los
hibridos primaquina-quinoxalina sobre células Hepa 1-6 de raton

La citotoxicidad de los hibridos quinoxalina- primaquina se evaluo sobre la viabilidad
y proliferacién in vitro de la linea celular Hepa 1-6 (células de hepatoma de ratén),
porque el hepatocito constituye la primera célula hospedera para el Plasmodium en
el raton. Este método se fundamenta en la reduccion del bromuro 3-(4,5
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), descrito por Mosmann (72), el cual
revela dafios celulares a nivel mitocondrial. EI MTT de color amarillo es reducido por
las células metabodlicamente activas, en parte, por la accion de enzima succinato
deshidrogenasa, generando equivalentes reducidos tales como NADH y NADPH
que dan como resultado la formacién de cristales de formazan, un compuesto de

coloracion violeta que es solubilizado y cuantificado por espectrofotometria (72).

Descripcién del procedimiento

Las células Hepa 1-6 fueron mantenidas en cultivo a 37 °C con 5% de COz, en
medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM
F-12) Sigma®, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Para evaluar el
efecto citotoxico de los compuestos hibridos se tomaron células de un cultivo con
confluencia del 80% y se contaron en camara de Neubauer para posteriormente
sembrar 2x10° células/pozo en 100 pL de DMEM F-12 en platos de 96 pozos. Las
células se incubaron durante 24 horas para permitir la formacion de la monocapa, a
las mismas condiciones de temperatura y concentracion de CO2 antes descritas
para su mantenimiento. Las soluciones madre de los compuestos se prepararon en
dimetilsulfoxido (DMSO) al 96%, a una concentracion de 10 mg/mL. La
concentracion final de DMSO en los ensayos fue de 0,5%, la cual se comprob6 en
experimentos previos, que no tiene efecto citotdéxico sobre las células. A partir de

las soluciones madre, se hicieron las diferentes diluciones en el medio DMEM F-12
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suplementado, poniendo en cada pozo 100 yL de los compuestos hibridos a 7
concentraciones seriadas desde 100 pg/mL hasta 1,612 pg/mL. Estas
concentraciones se seleccionaron porque se considerdé la clasificacion de
citotoxicidad segun Zofou et al., que se muestra mas adelante, y que contempla un
rango que entre 1 y 30 pg/mL. Los platos se incubaron por 48 horas a 37 °C y
posteriormente, se agregaron 30 ul de MTT a una concentracion de 2 mg/mL a cada
pozo y se incubaron nuevamente a 37°C por 4 horas. Pasado este tiempo se elimin6
el sobrenadante y se agreg6 130 uL de DMSO al 96% para permitir que los cristales
del MTT se disolvieran, se incubaron nuevamente los platos durante 20 minutos a
temperatura ambiente y se mezcldé suavemente. La absorbancia de cada pozo se
leyé en un espectrofotdmetro marca Thermo Scientific Multiskan FC Multiskan FC®
a 570 nm.

Para cada ensayo se utilizaron como control de crecimiento, células cultivadas bajo
las mismas condiciones en ausencia del compuesto hibrido y cada concentracion
fue evaluada por duplicado en dos ensayos independientes. La concentracion
citotdxica 50 (CCso), es decir, la concentracion del compuesto que mata el 50% de
las células hepéticas, se determind al comparar la absorbancia obtenida en los

pozos control, con la de los tratamientos.

Los datos obtenidos de las absorbancias, se analizaron con el programa GraphPad
Prism™  version 5.01. Se calcul6 el promedio y la desviacion estandar de las dos
CCso obtenidas en los experimentos y la citotoxicidad se clasific6 segun Zofou et al.,
en cuatro categorias: Altamente toxicos (CCso < 1 pg/mL), moderadamente toxicos
(CCso >1 hasta 10 pg/mL), citotoxicidad leve (CCs0:11-30 pg/mL) y potencialmente
no toxicos (CCs0>30 pg/mL) (73).
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3.3.2. Objetivo especifico 2: evolucion de la actividad profilactica causal de los

hibridos primaquina-quinoxalina en ratones Balb/c.

Para evaluar la actividad profilactica causal de los hibridos se siguio el método de
Peters 1970 (40) modificado, el cual consiste en administrar el compuesto el dia -1
(24 horas antes de la infeccion con los esporozoitos), dia 0 (dia de la infeccion ) y
24 horas posteriores a la infeccion. Se considera que una sustancia tiene efecto
profilactico causal si inhibe la infeccion o el desarrollo de formas hepéticas de
Plasmodium (4). Para esta investigacion se emplearon dos esquemas terapéuticos,
uno administrando 100 uL del compuesto y los controles por 3 dias: -1, 0 y dia +1
(24 horas después de la infeccién). En el segundo esquema se dio ademas de los
dias anteriormente descritos, otra dosis 48 horas después de la infeccion (dia +2).
Para ambos esquemas los ratones fueron aleatoriamente asignados a los grupos

de tratamiento y a los grupos control.

Descripcion del procedimiento:
Administracion del tratamiento: los compuestos hibridos se administraron a una
concentracion de 100 mg/mL, disueltos en DMSO al 100%, por via oral mediante
una sonda nasogastrica de calibre G24, siempre a la misma hora cada dia. En el
esquema dado en tres dias, se conformaron cuatro grupos de cuatro ratones a los
que se les suministraron por grupo de tratamiento, uno de los hibridos: QX6, QX7,
QX8 y QX9. Para el esquema dado en cuatro dias, ademas de los cuatro
compuestos hibridos antes mencionados, se evalu6 el compuesto QX10 a la misma
concentracion que los demas hibridos.
e Grupos control: como control negativo se usé DMSO al 100%. En el
esquema de tratamiento de tres dias, se inicié con 4 ratones, pero para el dia
3, sin explicacion aparente, murié uno, quedando el grupo conformado solo
por 3 animales y para el esquema de cuatro dias se emplearon 5 ratones.

Como control positivo se usé la primaquina, la cual se suministré a una
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concentracion de 20 mg/Kg de peso del raton (n=4) en el esquema de
tratamiento de tres dias y a una concentracion y a una concentracion de 30
mg/kg de peso (n=5) en el esquema de cuatro dias.

Infeccién de los ratones con los esporozoitos: se hizo en el dia 0,
inoculando por via intravenosa (IV) en la vena de la cola del raton, 50 uL de
una solucién que contenia 5x10% esporozoitos disueltos en PBS
suplementado con 10% de suero de raton separado por centrifugacion, luego
de extraer sangre total a un ratbn mediante puncion cardiaca. Esta cantidad
de esporozoitos y la via de administracion se definieron en el proceso de

estandarizacion previo a la realizacion de los ensayos (Anexo 1y 2).

Seguimiento de la parasitemia: se realizé los dias 3, 4, 5, 7 y 14, se tomo
una gota de sangre de la punta de la cola del roedor, mediante un pequefio
corte con tijeras estériles y se extendié sobre una lamina porta objetos (ver
anexo 2). El seguimiento de la parasitemia se estandarizdé previamente,
donde se logré6 determinar que la cepa utilizada para los ensayos es
detectable microscépicamente entre el dia 3 y 4 pos infeccidn y que entre los
dias 15 y 16, algunos ratones la autocontrolan (ver anexo 3). El porcentaje
de parasitemia se determind por dos técnicas: microscopia y citometria de
flujo y los valores por ambas técnicas estuvieron correlacionados (ver anexo
4).

Microscopia: se realizaron extendidos de sangre periférica con una gota de
sangre del ratén sobre una lamina portaobjetos. Cuando la muestra estuvo
seca, se fij6 con metanol al 100% y luego se colore6 con Giemsa a una
dilucion 1:10 en agua de grifo. La cantidad de parasitos en sangre periférica
se determinG observando 10 campos microscopicos con objetivo de 100X,
en los cuales se contaron los globulos rojos parasitados y no parasitados.
Para calcular el porcentaje de parasitemia se contaron en promedio 5000

glébulos rojos por muestra en los 10 campos microscopicos y para

51



Actividad profilactica causal de hibridos de primaquina. Rios Orrego A.

determinar una muestra como negativa, se leyeron todos los campos
microscopicos optimos, es decir, en los que los eritrocitos estaban

ligeramente separados.

Citometria de flujo: para realizar esta técnica se siguio el procedimiento
modificado descrito por Barkan y colaboradores (74). Se usaron 2 gotas de
sangre total (aproximadamente 2 pL), que fueron mezcladas con una
solucion de 200 uL de PBS heparinizado para evitar su coagulacion. Como
los reticulocitos, que estdn en mayor cantidad en ratones que en humanos,
generan falsos positivos en la determinacion de la parasitemia, por su tamafio
parecido al del glébulo rojo y a que su RNA también puede intercalarse con
el Sybr Green (fluorocromo usado para su marcaje), las muestras tuvieron un
tratamiento previo al marcaje con este fluorocromo, de la siguiente manera:
En primer lugar, las células se fijaron con 1 mL de glutaraldehido al 0,04%
en PBS e incubacion a 4°C durante 1 hora. Luego la muestra fue
centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos y después se descartd el
sobrenadante. Posteriormente, las células se re-suspendieron en 500 pL de
Tritbn X-100 para facilitar la disoluciébn de proteinas integrales de la
membrana celular y se dejo esta soluciéon a temperatura ambiente por 10
minutos. Pasado este tiempo, se centrifugaron por 5 minutos a 2000 rpm y
una vez descartado el sobrenadante, se re-suspendieron en 200 pL de PBS.
Para lograr la hidrdlisis del RNA se adicionaron 2 puL de Ribonucleasa A
sigma ® (RNAsa-A) a una concentracion de 1mg/mL, se incubaron las
muestras durante 1 hora a 37°C, para luego de dos lavados con PBS, se
adicionaran 20 pL de Sybr Green (concentracion 0,05x) y 2 L del anticuerpo
anti-m CD45 marcado con Aloficocianina (APC) para marcar y eliminar la
poblacion de globulos blancos que podrian interferir con la determinaciéon de
la parasitemia, ya que también sus acidos nucleicos son marcados con Sybr
Green. Finalmente, las muestras se incubaron por 20 minutos en la

oscuridad.
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Para determinar la parasitemia en las muestras se usé un citometro de flujo
marca BD Accuri® C6 Flow Cytometer USA. El laser azul se utilizé para la
deteccion del Sybr Green a 488 nm. En primer lugar, las células se agruparon
de acuerdo con su perfil FSC-H / SSC-H para excluir los restos celulares de
desechos de la sangre roja (RBC) y el perfil FSC-A / FSC-H para diferenciar
los dobletes celulares de las células individuales. Ademas la poblacién de
una sola célula fluorescente se analizé con SSC-H / FL1-H, utilizando un
laser rojo y se detectaron los glébulos blancos marcados con anti mCD45
con el fluorocromo Aloficocianina (APC) a 650 nm. Un total de 10000 células

fueron leidas por el citbmetro en cada corrida (ver anexo 4).

3.3.3. Objetivo especifico 3: evaluacion de la toxicidad aguda del compuesto
hibrido QX6 en ratones Balb/c.

Para la evaluacién de la toxicidad aguda del compuesto QX6 se siguid la
metodologia y el disefio experimental descrito en la guia # 423 de la Organizacién
para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OCDE) (6). Para evaluar la toxicidad
de forma aguda, el compuesto debe administrarse en un lapso de tiempo no superior
a 24 horas y las concentraciones que se deben administrar son de 2000, 300, 50
y/o 5 mg/kg de peso del ratén, iniciando con la administracion de 2000 mg/kg
cuando segun estudios in vitro, el compuesto no sea citotéxico. Para esta prueba,
en las guias de la OCDE se propone utilizar 3 ratones por grupo de la concentraciéon
a evaluar. Cuando mas de un raton muere, la concentracion del compuesto
evaluado debe administrarse a una concentracion inferior y si muere uno o ninguin
ratdn, una sustancia puede clasificarse dentro de las siguientes 5 categorias, segun
el sistema globalmente armonizado (GSH) (6):

e Categoria 1: Administracion de 5 mg/kg: Mortal en caso de ingestion.

e Categoria 2: Administracion de 50 mg/kg: Toxico en caso de ingestion.

e Categoria 3: Administracion de 300 mg/kg: Nocivo en caso de ingestion.
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e Categoria 4: Administracion de 2 000mg/kg: Podria ser nocivo en caso de
ingestion.

e Categoria 5: Administracién de dosis mayores de 2 000, pero inferiores a
5000: No clasificado.

Descripcion del procedimiento

Se seleccionaron hembras Balb/c de 6-8 semanas de edad y a cada una se le
administré el compuesto de acuerdo al peso, por via oral mediante una sonda
gastrica. La variacion en el peso de los animales fue inferior £20%. Como se tenian
datos in vitro de citotoxicidad del compuesto, en el cual fue clasificado como no
toxico, se dio la dosis maxima (2000 mg/kg) del compuesto QX6 a un raton. Como
el raton tratado con el compuesto hibrido murié con signos de toxicidad aguda
(salivacion e ictericia leve), se administr6 300 mg/kg de QX6 a 3 ratones, y como
todos sobrevivieron sin signos de toxicidad, el compuesto se administré a otros 3
animales a una concentracién de 500 mg/kg de peso. Uno de estos tres ratones fue
sacrificado a las 20 horas porque mostré6 signos de toxicidad (salivacion y
postracion), por lo que se decidié no dar dosis mayores. Para comparar la toxicidad
de QX6 con la primaquina, este ultimo compuesto fue dado a dos ratones segun el
peso: a uno se le dio 2000 mg/kg y a otro 500 mg/kg. El peso de los roedores se
monitoreé cada 8 dias para detectar posibles variaciones que pudieran sugerir
deterioro fisico y se observaron cambios clinicos y de comportamiento en las
primeras 4 horas de administrado el compuesto y a las 20 o 24 horas pos
administracion. Después de las 24 horas pos tratamiento, se observaron los mismos
parametros anteriormente descritos cada dia hasta completar 14 dias. Al concluir
los dias de observacion a los animales se les practicé eutanasia en camara de COa.
y se realizé el andlisis anatomopatol6gico macroscépico y se tomaron muestras de
tejido del bazo, higado y rifion, para la evaluacion microscopica mediante la
coloracion hematoxilina y eosina, la cual se realiz6 en el laboratorio de Patologia de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Antioquia. También se

tomaron muestras de sangre mediante puncién cardiaca para medir parametros
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bioguimicos de funcién renal (nitrdgeno ureico y creatinina) y hepética (alanina

aminotransferasa: ALT vy bilirrubina total) y hemoleucograma (HLG).

3.4. Andlisis estadistico

Objetivo especifico 1: evaluacién de la actividad citotéxica de los hibridos
primaquina-quinoxalina sobre células Hepa 1-6 de raton: los datos de las
absorbancias de las pruebas de citotoxicidad se analizaron en el programa
GraphPad Prism™, version 5.01, mediante un analisis de regresion no lineal con
ajuste de curva y para obtener el dato promedio final, se tuvo en cuenta que el r?
del ajuste de la ecuacion fuera mayor de 90% y que los datos obtenidos en cada

ensayo no tuvieran variaciones mayores al 20% del valor promedio de los datos.

Objetivo especifico 2: actividad profilactica causal de los hibridos primaquina-
guinoxalina en ratones Balb/c: se calcularon medianas y rangos intercuartilicos
de las parasitemias en cada tratamiento. Las parasitemias de los grupos de ratones
tratados con los hibridos y con la primaquina, se compararon con las del grupo
control en los dias 4, 5, 7 y 14 posteriores a la infeccion usando la prueba estadistica
no parameétrica Kruskal-Wallis. Al encontrar diferencias estadisticamente
significativas, se analizaron los rangos multiples (post hoc) con la prueba de Dunn’s,
para comparar los grupos de tratamientos respecto al control negativo. Mediante
pruebas T, se evalud la posible asociacion entre la parasitemia obtenida en cada
grupo de tratamiento y la variable sexo o la variable peso del raton. En todas las
pruebas se considero un valor p<0,05, como de significancia estadistica.

La prueba no paramétrica de rangos de Spearman se usO para determinar la
correlacion entre las parasitemias determinadas por microscopiay por citometria de

flujo.

Objetivo especifico 3: evaluacién de latoxicidad aguda del compuesto hibrido

QX6 en ratones Balb/c: los valores de los parametros hematolégicos como
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hemoglobina, hematocrito, recuento de glébulos rojos, leucocitos y plaquetas, asi
como los valores de la quimica sanguinea (nitrégeno ureico, creatinina, bilirrubina
total y enzima Alanino transferasa), fueron comparados entre los grupos de ratones
tratados con los hibridos, con la primaquinay con los no tratados, usando la prueba
estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis. Un valor p<0,05, se consider6 de
significancia estadistica.
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4. RESULTADOS

4.1. Objetivo especifico 1: actividad citotéxica de los hibridos primaquina-

guinoxalina sobre células Hepa 1-6 de raton.

Las concentraciones citotdxicas 50 (CCso) de los hibridos, sobre las células Hepa
1-6 de raton, fueron mayores a 30 pg/mL), valores que de acuerdo con la
clasificacion de citotoxicidad presentada en la metodologia, son consideradas como
potencialmente no citotoxicas (73). La primaquina, que es un medicamento usado
actualmente para el tratamiento de la malaria, present6 una CCso promedio de 18,38
pg/mL, lo que se considera como un nivel de toxicidad leve. Los compuestos QX7,
QX8, QX9 y QX10, tuvieron un CCso por encima de la concentracion mas alta

evaluada que fue 100 pg/mL (ver tabla 2).

Tabla 1. Concentracion citotdxica 50 de los hibridos primaquina-quinoxalina sobre

células Hepa 1-6 de ratén.

REPLICA 1 REPLICA 2 PROMEDIO
Compuesto
CCso (Hg/mL) IC95% CCso (ng/mL) IC95% CCso(ug/mL) | DS | CV

Pq 15,85 7,102- 35,36 20,92 12,20 - 35,89 18,38 3,58 | 15,33
QX-6 35,93 23,85 -54,14 30,99 17,12 -56,11 33,46 3,49 | 10,43
QX7 >100 >100 >100 >100 No citotdxico

QX8 >100 >100 >100 >100 No citotdxico

QX9 >100 >100 >100 >100 No citotdoxico
QX10 >100 >100 >100 >100 No citotdoxico

Los experimentos se realizaron por duplicado y en dos ensayos independientes. CCso: concentracion
citotéxica 50. IC95%: intervalo de confianza de 95%, DS: Desviacion estandar. CV: coeficiente de
variacion. NA: No aplica

4.2. Objetivo especifico 2: actividad profilactica causal de los hibridos

primaquina-quinoxalina en ratones Balb/c.
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En los ratones no tratados (grupos control negativo que recibi6 DMSO) y en los que
recibieron tratamiento con los compuestos QX7, QX8, QX9 y QX10, la parasitemia
fue detectable microscépicamente entre los dias 3 y 4 pos infeccion (tabla 3) y en
todos los grupos evaluados, ni el dia de aparicion de la parasitemia ni su porcentaje
estuvieron relacionados con el sexo, ni con el peso del raton (prueba t student,
p>0,05).

En el esquema de tres dias de tratamiento, el compuesto QX6 presento en el dia 4
de seguimiento una mediana de parasitemia de 0,033 parasitos/pL, valor que
comparado con los demas hibridos QX7: 0,095, QX8:0,055, QX9: 0,145 y el control
negativo (0,120 parasitos/uL), fue menor. Sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0,0651) (ver tabla 3 y grafico 8). En el grupo
tratado con primaquina no se observaron parasitos este dia de seguimiento y esto
representd una diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control
(P=0,0236). Los porcentajes de parasitemia obtenidos este dia por microscopia y

citometria de flujo, estuvieron correlacionados (ver anexo 4).

Tabla 2. Medianas de parasitemia en diferentes dias de seguimiento de los ratones

tratados con tres dosis de los compuestos hibridos.

Medianas de los % de parasitemias (RIQ)

Tratamiento

Dia 4

Dia b

Dia 7

Dia 14

Control negativo

0,120(0,200- 0,010)

1,020 (1,000-1,320)

4,440(6,700-3,000)

38,20(38,30-30,96)

QX6*

0,033(0,147- 0,011)

0,3650 (0,1500-1,698)

4,135(4,978-3,615)

40,50(46,16-28,88)

QX7*

0,095(0,175- 0,007)

0,6700 (0,0900-1,235)

3,735 (14,64-2,300)

16,96(42,98-10,20)

QX8*

0,055(0,082-0,012)

0,7700 (0,1225-1,658)

3,355(8,703-2,200)

19,93(42,40-8,230)

QX9*

0,145(0,160-0,122)

1,070 (0,7850-1,850)

4,160(4,750-3,600)

19,90(27,35-4,080)

Primaquina**

a

0

0,0600° (0,0-0,1800)

2,000(5,118-0,000)

19,30(42,88-0,00)

RIQ: Rango Intercuartilico. * Compuestos hibridos dados a una dosis de 100 mg/kg de peso diario
por 3 dias. **Control positivo, dado a una concentraciéon de 20 mg/kg de peso por 3 dias.

a . . P . ogs . .
Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo.
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Grafica 8. Comparacion de las parasitemias en los dias 4 y 5, de los grupos de
ratones Balb/c infectados con P. yoelii 17XNL y tratados con tres dosis 100 mg/kg
de los hibridos y con primaquina 20 mg/kg, con el grupo control.

Grupo control negativo (vehiculo) n=3, control positivo (primaquina) n=4. Grupos de tratamiento con
los hibridos, n=4. A. Dia 4 de seguimiento: Prueba de Kruskal —Wallis: p=0,0236, comparacion entre
grupos control. B. Dia 5 de seguimiento: Prueba de Kruskal —Wallis: p=0,0353. Diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo sin tratamiento y el grupo control positivo (tratados con
primaquina).

Los datos de las medianas de parasitemias de todos los compuestos hibridos
evaluados en los otros dias de seguimiento (5, 7 y 14), tampoco fueron
estadisticamente diferentes con respecto al control negativo, y a pesar de que la
primaqguina para el dia 5 present6 un valor p=0,0353, esta diferencia no permanece
en los dias posteriores de seguimiento (7, 9 y 14). Este comportamiento se muestra

en la tabla 4 y en las gréficas 9 y 10.
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Grafica 9. Comparacion de las parasitemias en los dias 7 y 14, de los grupos de
ratones Balb/c infectados con P. yoelii 17XNL y tratados con tres dosis de los
hibridos y con primaquina, con el grupo control.

Grupo control negativo (vehiculo) n=3, control positivo (primaquina) n=4. Grupos de tratamiento con
los hibridos, n=4. A. Dia 7 de seguimiento: Prueba de Kruskal —Wallis: p>0,05. B. Dia 14 de
seguimiento: Prueba de Kruskal ~Wallis p>0,05.

Para el esquema de cuatro dias, se aumento la dosis de primaquina a 30 mg/kg,
buscando tener un grupo control positivo con una mejor actividad profilactica causal
y ademas se aumentd el numero de individuos en los grupos control positivo y
negativo (n=5 en cada uno). La tabla 4 muestra los datos de las medianas de las

parasitemias, en los diferentes dias de seguimiento.

Tabla 3. Medianas de las parasitemias en diferentes dias de seguimiento, en los

ratones tratados con cuatro dosis de los compuestos hibridos.

Medianas del porcentaje de parasitemia (RIQ)

Tratamiento

Dia 4 Dia5 Dia7 Dia 14

Control negativo | 0,060 (0,080-0,045) | 1,130 (0,5000-1,830) | 2,850(3,390- 2,295) | 10,70(28,43- 3,520)

QX6* 0° (0,007-0) 0,4400 (0,0550-0,9075)| 2,550(3,128- 1,755) | 17,23(23,39- 8,173)
QXT7* 0,010 (0,102-0) 1,160 (0,0050-2,675) | 1,540(3,925- 1,083) | 12,62(21,25- 4,683)
QX8* 0,0200 (0,125-0,005) | 0,6800(0,1500-2,283) | 3,275(3,825- 2,500) | 25,40(37,83- 10,85
QX9* 0,030(0,075-0) 0,4050(0,0025-2,000) | 2,590(4,158- 0,985) | 22,56(33,16- 10,48
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QX10* 0,060(0,125-0,017) 1,665(0,5975-2,725) | 3,560(4,418- 2,988) 3,685(4,163- 2,983)

Primaquina** 0° 0" (0-0,0350) 0" (1,535-0) 0" (16,88-0)

RIQ: Rango intercuartilico. ** Compuestos hibridos dados a una dosis de 100 mg/kg de peso dia por
4 dias. *Control positivo, dado a una concentracion de 30 mg/kg de peso dia por 4 dias.
2 Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo.

Para el cuarto dia de seguimiento, 1 de 4 (25%) ratones tratados con el compuesto
QX6 y ninguno (0%) de los ratones tratados con primaquina, presentaron parasitos
en sangre periférica. Ambos compuestos tuvieron una diferencia significativa con
respecto al grupo control negativo (QX6: p=0,0284) (grafica 10). A pesar de que al
dia 5 el porcentaje de parasitos en sangre de los ratones tratados con QX6 sigue
siendo menor que la del grupo control negativo, se pierde la significancia estadistica
(QX6: p=0,788). Sin embargo, con respecto al grupo tratado con primaquina, esta

diferencia se conserva (p=0,02160).
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Grafica 10. Comparacion de las parasitemias en los dias 4 y 5, de los grupos de
ratones Balb/c infectados con P. yoelii 177XNL y tratados con cuatro dosis de los
hibridos y con primaquina, con el grupo control.

Grupo control negativo (vehiculo) n=5, control positivo (primaquina) n=5. Grupos de tratamiento con
los hibridos, n=4. A. Dia 4 de seguimiento: prueba Kruskal-Wallis test: valor p=0,0284, B. Dia 5 de
seguimiento prueba Kruskal-Wallis test. Valor p=0,788.

Para el dia 7, las diferencias estadisticas entre grupos control, positivo y negativo,

se conservan, pero los ratones tratados con QX6 presentan parasitemias similares
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al resto de los compuestos hibridos evaluados (QX6=2,55%, QX7: 1,54%,
QX8=3,27%, QX9=2,59%, QX10= 3,56%) e incluso al grupo control no tratado
(2,85%), pero para el dia 14 la diferencia estadistica significativa entre el grupo de
ratones no tratados y los tratados, incluso con la primaquina, se pierde. p=0,1736.
(Grafico 11).

Es importante aclarar que, con el esquema de cuatro dias, en el grupo de ratones
tratados con 30 mg/ kg de peso de primaquina, 2 de 5 (40%) ratones desarrollaron
parasitemia desde el dia 5 de seguimiento, pero los tres restantes permanecieron
negativos hasta el final del estudio (dia 14). Este hecho hizo que el rango de los
datos fuera amplio, y en consecuencia, la diferencia entre los grupos control no se

hiciera evidente (tabla 4 y grafico 11).
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Grafica 11. Comparacion de las parasitemias en los dias 7 y 14, de los grupos de
ratones Balb/c infectados con P. yoelii 17XNL y tratados con cuatro dosis de los
hibridos y con primaquina, con el grupo control.

Grupo control negativo (vehiculo) n=5, control positivo (primaquina) n=5. Grupos de tratamiento con
los hibridos, n=4. A. Dia 7 de seguimiento: prueba Kruskal-Wallis test: valor p=0,0218. B. Dia 14 de
seguimiento prueba Kruskal-Wallis test. Valor p=0,1736

Un analisis de regresion lineal con los valores promedio de las parasitemias

obtenidas los dias 2, 3, 4 y 5 luego del tratamiento con 3 y 4 dosis de 100 mg/kg de
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QX6 y de 20 mg/kg en tres dosis y 30 mg/kg en cuatro dosis de primaquina, muestra
que las curvas de respuesta al tratamiento son muy similares los dias 2, 3, 4y 5 con
ambos tratamientos, ademas que las parasitemias en todos los dias de seguimiento
fueron mas bajas con 4 dosis de ambos compuestos, que con 3 dosis (ver grafico
12).

A.

404 -e- Primaquina
354 = OX6

% Parasitemia

0 2 4 6 8 10 12 14
Dias de seguimiento

Dia de seguimiento % promedio de parasitemia Pq % promedio de parasitemia QX6
2 0 0
3 0 0
4 0 0,06
7 2,37 4,24
14 20,73 38,51
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7 0,614 2,477
14 6,752 16,262

Grafica 12. Regresion no lineal de los valores promedios de porcentajes de la
parasitemia en los diferentes dias de seguimiento del compuesto QX6 y de la
primaquina con los dos esquemas de tratamiento administrados.

Cada punto de la gréfica representa el valor promedio de la parasitemia de los ratones tratados con
A: tres dosis de 100 mg/kg de QX6 (n=4) y de la primaquina 20 mg/kg (n=4) y B: cuatro dosis de 100
mg/kg de QX6 (n=4) y de la primaquina 30 mg/kg (n=5).

Cuando se calcularon los porcentajes de inhibicion de la parasitemia de los
compuestos, con respecto al control sin tratamiento, pudo observarse que QX6,
hace que en el dia 4, se inhiba la parasitemia en un 59,09% con el esquema de tres
dias. Sin embargo, cuando se da un dia mas de tratamiento, el porcentaje de
inhibicion mejora hasta el 95,97% y es muy similar al que se obtuvo con la
primaguina (100%). Para el dia 5 de seguimiento, QX6 dado por tres dias aumenté
su porcentaje de inhibicion de los parasitos a un 72,34%, en cambio con 4 dosis
este disminuye (59,63%). Para este dia, la primaquina inhibe la parasitemia en un
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90,1% dada en tres dosis y en un 98,79% con cuatro (ver grafico 13). Es importante
resaltar que 72 horas después de la ultima dosis, independiente del esquema de
tratamiento dado, QX6, inhibe la parasitemia en un porcentaje similar al de la
primaquina (ver grafico 13). Los hibridos QX7, QX8, QX9 y QX10, no presentaron
efecto significativo en la inhibicién de la parasitemia de los ratones en ninguno de

los dias de seguimiento.
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Dia de % inhibicion % inhibicion % inhibicion % inhibicion % inhibicion % inhibicion
seguimiento Qxe Qx7 Qxs Qx9 Qx10 Primaquina
4 95,97 66,94 58,87 50,81 33,87 91,03
5 59,63 49,57 43,26 57,51 20,85 98,79
7 16,42 23,26 4,78 30,31 0 91,03
14 15,87 29,33 14,76 13,27 75,29 60,00

Grafica 13. Porcentajes de inhibicion de la parasitemia de los grupos de tratamiento
en los diferentes dias de seguimiento.

Cada punto de la gréfica representa el valor promedio de la parasitemia de los ratones tratados con
A: tres dosis del compuesto hibrido (n=4) y de la primaquina (n=4) y B: cuatro dosis de los
compuestos hibridos (n=4) y de la primaquina (n=5) y de 4 ratones tratados con los compuesto
hibridos

4.3. Objetivo especifico 3: toxicidad aguda del compuesto hibrido QX6 en

ratones Balb/c.

Cuando se dio 2000 mg/kg del compuesto QX6 a un ratdn, se produjo la muerte del
animal entre las seis y 20 horas pos administracion. En la necropsia se observo un
tamafio normal del 6rgano, pero los tejidos estaban levemente ictéricos. Al
administrar primaquina en la misma concentracion a un ratén, se produjo la muerte
en el mismo lapso de tiempo y los hallazgos en la necropsia fueron similares,
excepto por la ictericia que se present6 en una intensidad moderada, es decir en un

grado mayor a la observada en el raton tratado con QX6.

Al administrar 300 mg/kg de QX6 a tres ratones, todos mostraron un
comportamiento y respuesta a estimulos normal, con habitos de alimentaciéon
acordes a su especie y sin signos de toxicidad. En cuanto al examen clinico, los
ratones tuvieron un buen estado general, ojos claros y brillantes, mucosas normo
coloreadas y pelo brillante sin ereccién. Este mismo comportamiento fue observado
en dos de tres ratones a los que se les administré 500 mg/kg del hibrido. Un animal
gue recibié esta misma concentracion fue encontrado a las 20 horas postrado, por

lo que se decidio practicar la eutanasia. En la necropsia se observaron érganos en
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apariencia y tamafio normal y en su estbmago se encontré comida, por lo que pudo
concluirse que el animal no dejo de alimentarse. Los hallazgos patol6gicos a nivel
microscopico fueron: necrosis aguda de higado y rifidbn. También se administraron
500 mg/kg de primaquina a un raton y este fue hallado 20 horas después,
inconsciente y convulsionando, razén por la cual fue sacrificado. En la necropsia
pudo observarse que el animal tenia el estbmago sin comida, con un grado de
congestion severa y ulcerado, el resto de los drganos se encontraron normales.
Microscopicamente el diagnostico fue: necrosis aguda de higado, rifion y esplenitis
necrotizante (ver tabla 5).

Los anteriores hallazgos permiten clasificar al compuesto QX6 segun el sistema
globalmente armonizado, en la categoria 4, que indica que podria ser nocivo en
caso de ingestion.

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos durante la evaluacion de la toxicidad

aguda del compuesto QX6 y su comparacion con la primaquina.

ad%?msptl:e?gttao(n) Dosis (mg/Kg) Principales hallazgos
QX6 (1) 2000 Muerte del animal a las 20 horas. Necropsia: Ictericia leve
Primaquina (1) Muerte del animal a las 20 horas. Necropsia: Ictericia intensa.
2 ratones clinicamente normales durante todo el seguimiento.
QX6 (3) 1 rat6n sacrificado por postracién. Necrosis aguda de rifion e
500 higado
Primaquina (1) Raton sacrificado por inconscienc_ia y convulsiones. Esplenitis
necrosante y necrosis aguda de rifién e higado
QX6 (3) 300 Todos los animales clinicamente normales durante todo el
seguimiento.

Todos los ratones que sobrevivieron y que fueron tratados con el compuesto hibrido
tanto a concentracion de 300 mg/mL (3/3), como de 500 mg/mL (2/3), tuvieron una
ganancia de peso igual a los animales no tratados (ver grafico 14), ademas los
parametros hematolégicos como hematocrito, la serie roja, plaquetaria y la serie
blanca, no fueron significativamente diferentes a la de los ratones no tratados
(prueba Kruskal Wallis p=0,098) y los valores de quimica sanguinea del nitrégeno
ureico, creatinina y bilirrubina total, fueron similares a los de los ratones no tratados.

Solo la enzima Alanino transferasa en un raton tratado con 500 mg/mL tuvo un
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aumento leve (82 U/L) comparado con el intervalo de valores enziméticos en los
animales no tratados entre 34 U/L y 78U/L (tabla 5).
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Grafica 14. Comportamiento del peso en los ratones Balb/c no tratados y en los que
se evaluo la toxicidad aguda del compuesto QX6 a 300 y 500 mg/kg de peso.

Los nimeros entre paréntesis representan la numeracion de los animales evaluados. Prueba
Kruskal Wallis, p= 0,098.

Al practicar las necropsias de los ratones sobrevivientes tratados con QX6 y sin
tratamiento, pudo observarse que los 6rganos tenian tamafio y aspecto normal, y
en el examen patolégico solo se observé congestion en grado leve a moderado a
ambas dosis del compuesto en rifién y bazo, y apoptosis de leve a moderada en
bazo. Sin embargo, estos hallazgos también fueron encontrados en los ratones no
tratados. El diagndéstico del patologo en todos los animales (tratados y no tratados)
fue: “No se observaron cambios tisulares significativos en ninguno de los fragmentos

evaluados: higado bazo y rinén”.
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Tabla 5. Resultados de laboratorio de ratones Balb/c en los que se evalud la
toxicidad aguda del compuesto hibrido QX6.

Dosis del tratamiento

Control sin tratamiento

QX6 300 mg/kg de peso

QX6 500 mg/kg de peso

Laboratorio Media +DS I\\//I?LOI:IT:X Media +DS \I\jl?:lr\/?:x Media +tDS \I\;?:LT:X
Hemoleucograma (n=3) (n=1) (n=1)

Hemoglobina (g/dL) 16,02 (0,73) 15,33-16,02 15,93 (NA) NA 15,8 NA
Hematocrito (%) 48,06 (2,21) 46-50,4 47,8 (NA) NA 47,4 NA
Reticulocitos (%) 0,15 (0,13) 0,06-0,3 0,09 (NA) NA 0,07 NA
Plaguetas (x103/uL) 556,66 (120,22) 421-650 421 (NA) NA 664 NA
Leucocitos(x103/uL) 6,1 (1,37) 4,9-7,6 5,8 (NA) NA 6 NA
Linfocitos (%) 78,36 (3,06) 75-79,1 75 (NA) NA 66 NA
Monocitos (%) 2,76 (0,40) 2,3-3 3 (NA) NA 2 NA
Neutrofilos (%) 17,8 (3,70) 16,4-22 22 (NA) NA 30 NA
Quimica Sanguinea (n=4) (n=3) (n=2)

Creatinina (mg/dL) 0,54 (0,05) 0,5-0,6 0,62 (0,07) 0,56-0,72 | 0,76 (0,06) 0,72-0,81
BUN (mg/dL) 18,65 (2,9) 15,1-22,2 18,22 (0,32) 17,8-19,2 | 16,61 (3,66) | 19,2-14,02
ALT(U/L) 48,25 (20,10) 34-78 59,33 (20,75) 30-82 58 (33,94) 82-43
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,53 (0,472) 0,11-1,04 0,11 (0,01) 0,09-0,17 | 0,13 (0,05) 0,09-0,17
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5. DISCUSION

Segun la OMS, la malaria es una enfermedad tropical desatendida (75) y a pesar
de su evidente carga de morbimortalidad, son escasos los medicamentos
disponibles para su tratamiento y prevencién. El parésito ha desarrollado resistencia
a muchos de ellos (artesunato, cloroquina, mefloquina, amodiaquina, entre otros) y

algunos como la primaquina, la doxiciclina y la mefloquina, son téxicos (36).

Pese a su comprobada toxicidad (6), la primaquina es el medicamento
antiplasmodial con mas amplia actividad quimioprofilactica, pues es el Unico que
actia sobre hipnozoitos, evitando las recaidas (profilaxis terminal), sobre
gametocitos en estadio V, previniendo la transmision del hombre al vector
(considerada una medida profilactica) y el Unico con accion sobre esporozoitos,
inhibiendo la infeccidn hepética (profilaxis causal) (48,49). Partiendo de la ventajosa
actividad de este farmaco, se decidi6 hacerle modificaciones, uniéndole un segundo
farmacoforo (quinoxalina), con la idea de conformar un compuesto hibrido menos

téxico y con igual o mayor actividad antiplasmodial.

Investigadores de la Universidad de Navarra con quienes realizamos este trabajo
colaborativo, sintetizaron cinco hibridos denominados QX y estructuralmente se
diferencian en que QX6 es el Unico compuesto de la serie que no presenta
sustitucion en el carbono 7 de la quinoxalina, los demas tienen sustituyentes electro
atrayentes: QX7 (R=Cl), o electrodonadores: QX8 (R=0OCH3), QX9 (R=CH3) y
QX10 (R=C2Hs). Anteriormente otros investigadores como Burguete y Ancizu et al.,
en 2008 y 2010 respectivamente, reportaron que sustituciones R7, mejoran la
actividad antilehismania de las quinoxalinas (76, 77), y otros autores informan que
por el contrario, esta sustitucibon no hace que la actividad sobre agentes
antimicrobianos aumente (78). Zarranz et al., en 2003 ademas publicaron que
grupos donadores de electrones (CH) sobre el anillo bencénico de la quinoxalina

reducen la actividad, y los mejores valores de indice de selectividad fueron
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obtenidos de compuestos no sustituidos o sustituido solo con un grupo en la

posicion 7 (79).

En nuestros experimentos, QX6 presentd mejor actividad antiplasmodial que los
demas hibridos evaluados, pero no supero la accion de la primaquina, es decir que
en nuestros ensayos, la sustitucion o no en R7 no mejora la actividad antiplasmodial
de los hibridos en comparacion con la primaquina, lo que nos lleva a pensar que es
mejor no sustituirlo o hacerlo con un grupo quimico diferente a los usados en este
estudio. Por otro lado, ninguno de los hibridos fue soluble en agua, como si lo es la
primaquina; esta hidrofobicidad dificulto la dilucion de los compuestos, pero pudo
favorecer su biodisponibilidad, favoreciendo que el farmaco cruzara exitosamente
varias barreras antes de alcanzar el parasito intra hepatico, atravesando la vacuola

parasitofora.

Se cree que el mecanismo de accién antiplasmodial de las quinoxalinas es la
generacion de radicales libres que crean un ambiente pro oxidativo dafino para el
DNA del parasito, y aunque la primaquina también esta asociada al aumento de los
radicales libres, se cree que estos actian a nivel mitocondrial; se esperaria
entonces que con la unibn de estas dos moléculas se potenciara el efecto
antiparasitario. Sin embargo, esto no ocurrié. Podria posteriormente evaluarse la
unién de estos dos farmacdéforos con conectores de ésteres, hidrolizables por
enzimas con mayor disponibilidad (esterasas) para que estas dos moléculas
actuaran por separado en el organismo, y posiblemente obtener mejor actividad

antiplasmodial.

QX6 fue el unico hibrido que presento efecto profilactico causal con el esquema de
tratamiento de cuatro dosis de 100 mg/kg de peso diarios, pues se observo un
95,97% de inhibicion del desarrollo de las formas hepéaticas de P. yoelii 17XNL con
respecto al grupo de ratones no tratados, es decir, solo un ratén presento parasitos

en sangre este dia y con densidad de parasitos baja (0,007%) en comparacion con
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los 5 ratones control negativo, que fueron positivos con una mediana de 0,06%. Este
valor representa una reduccién de los parasitos de la fase hepatica, que se ve
reflejada en la extension del periodo de proteccion de los ratones de 24 horas mas
gue en los ratones no tratados, hecho similar a lo observado por Bejon et al., en
2005, en sus estudios de vacunas en humanos, en los cuales se observd que
cuando las medidas profilacticas hacen que la carga parasitaria hepatica disminuya,

el tiempo de aparicidon de la parasitemia aumenta (80).

Cuando se evalu6 el esquema profilactico con los hibridos QXs dado en tres dias,
la muerte de un raton el dia 3 de seguimiento en el grupo control negativo, pudo
haber tenido influencia en los resultados de los analisis estadisticos, por ejemplo
para el dia 4, las medianas de las parasitemias tuvieron un intervalo amplio y este
hecho pudo ser determinante para que las diferencias estadisticas en este dia de
seguimiento, con respecto a los grupos de tratamiento y control positivo

(primaquina), no se presentaran.

En nuestros ensayos, la inhibicién en la parasitemia cuando se administré QX6 no
se mantuvo durante todo el seguimiento, pues todos los ratones desarrollaron
parasitemia en ambos esquemas evaluados, a diferencia de los tratados con
primaguina que fueron protegidos 3 de 4 ratones a los que se les administraron 3
dosis de 20 mg/kg (75%) y 3 de 5 (60%) de los tratados con 30 mg/kg por 4 dias.
Valores similares a estos porcentajes de proteccion con la administracion de
primaquina a dosis de 20 y 30 mg/kg/dia por 3y 4 dias, respectivamente, no habian
sido reportados antes con la cepa de P. yoelii 17XNL. Diferentes autores han usado
primaguina como control para sus ensayos, obteniendo 100% de actividad
profilactica causal a dosis entre 10 y 50 mg/mL, inoculando entre 10000 y 50000
esporozoitos por ratdn y usando dosis del farmaco previas a la infeccién con estas
formas parasitarias, el dia de la infeccion y pos infeccion. Sin embargo, todos estos
ensayos fueron hechos con P. berghei (42, 81, 82). Es probable que para la cepa
de P. yoelii 17XNL la dosis necesaria de primaquina para inhibir la parasitemia, sea

mas alta que para P. berghei, y de ser asi, esto podria indicar que los esporozoitos
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de esta cepa son mas infectivos, o que no son igual de sensibles a las 8
aminoquinolinas, lo que haria que nuestros resultados no fueran comparables con
estudios realizados con otras especies de Plasmodium de roedor. Esta hipotesis

debe comprobarse en caso de continuar evaluando el compuesto hibrido QX6.

Existen pocos estudios publicados en los que se evalla la actividad profilactica
causal para malaria de compuestos en roedores y solo cuatro, lo hacen con P. yoelii
(84-85) y entre estos ultimos, solo Coppi y colaboradores en 2006, lo hacen con la
cepa P. yoelii 17XNL (85) .

Coppi et al., (85) evaluaron la AQC de la alicina, un tiosulfinato que se encuentra en
el ajo (Allium sativum), en un modelo murino de malaria (ratones Swiss webster
infectados con P. yoelii 17XNL). Aunque este estudio tiene grandes diferencias
metodoldgicas con el nuestro, en cuanto al esquema terapéutico, via de
administracion de los compuestos y determinacion de la eliminacion de los paréasitos
en higado, estos autores tampoco obtuvieron una eliminacién completa de la carga
parasitaria. Cabe resaltar ademas que en este estudio no se usé un control positivo,
lo que no nos permite comparar los porcentajes de proteccion que obtuvimos con la

primaquina.

Otro estudio publicado por Carraz et al., en 2006, evalud la actividad profilactica
causal la tazopsina, un compuesto natural provenientes de la planta Strychnopsis
thouarsii (Menispermaceae), endémica de Madagascar y de su derivado semi
sintético, N ciclopentil-tazopsina (NCP-tazopsina, en P. yoelii cepa 265 BY. El
estudio se hizo en ratones a los que se les inyectaron retro orbitalmente entre 4000
y 10000 esporozoitos y se trataron con 100 mg/kg/dia y 400 mg/kg/dia,
respectivamente por 4 dias (-1, 0, +1 y +2). Los resultados mostraron que ninguno
de los ratones que recibié 400 mg/kg/dia, desarroll6 parasitemia, y que en el 70 %
de los que recibieron 100 mg/kg/dia, se observo parasitos en sangre periférica.
Comparado con nuestro estudio, estos autores tuvieron ratones sin parasitemia a

dosis superiores a las dadas en nuestro estudio y similar a nuestros hallazgos, los
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animales que desarrollan parasitemia, también extienden su periodo pre patente por
el efecto del compuesto, sin embargo, cabe resaltar que en este estudio se utilizé
una cepa de parasito diferente y que a la misma concentracion del compuesto (100

mg/kg de peso), este no inhibié el 100% de la infeccidn en los ratones (86).

Pocos compuestos hibridos con primaquina han sido desarrollados (29, 30, 65).
Lodige et al., mostraron que el hibrido conformado por la primaquina y la cloroquina,
administrado a 20 mg/kg de peso del ratén infectado con 10000 esporozoitos de P.
berghei, fue capaz de ampliar el periodo pre patente de la parasitemia, igual ocurrié
en nuestros ensayos, pero éste lo hizo por 7 dias con respecto al grupo control no
tratado (30). Los hibridos conformados por la primaquina y derivados de las
artemisininas son los que han presentado mejor actividad antiplasmodial. Sin
embargo, no se podria afirmar que este tipo de combinacion sea solo
quimioprofilactica causal, pues estos compuestos inhiben el 60% de la parasitemia
en los ratones infectados con 10000 esporozoitos de P. berghei al dia 4 de
seguimiento y posterior a este dia lo hacen en el 100% de los animales (29), lo que
hace concluir que la disminucién de la parasitemia en sangre se debe mas al efecto
supresivo del hibrido, pues al determinar la 1Cso sobre formas sanguineas del
parasito fue de 9,1 pg/mL. A diferencia de este comportamiento, QX6 tiene
moderada actividad antiplasmodial (87) sobre formas sanguineas de P. falciparum
(ICs0 sobre cepa 3D7: 65,8 uM y FCR3: 64,23 uM), datos sin publicar), y es entonces
el efecto sobre la inhibicion de la parasitemia, solo consecuencia de la accién del

hibrido sobre las formas hepaticas.

Con respecto a los factores que la OMS considera que pueden influenciar la
evaluacion de la actividad de los quimioprofilacticos causales, especificamente en
relacion con el tamafio del indculo, para nuestros experimentos decidimos usar una
cantidad de esporozoitos intermedia (5000), a pesar de infectar al 100% de los
ratones con 2000; sin embargo como lo demuestran Greenberg y Fink (41, 43), es

importante estandarizar la cantidad de esporozoitos para cada especie de
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Plasmodium en los estudios de la actividad profilactica causal, dadas las diferencias
en la tasas de infectividad que puede haber entre especies (esporozoitos de P. yoelii
son 2000 veces mas infectivos que los de P. berguei), incluso los resultados
obtenidos en este estudio sugieren que deberia estandarizarse el tamafio del
in6culo cuando se trabaja con cepas de la misma especie. Por ello es importante
tener en cuenta que para futuros estudios de AQC del compuesto QX6, se debe
estandarizar la tasa curativa de este compuesto con la ayuda de la administracion
de primaquina, que es un componente del hibrido, para administrar en los ensayos
la cantidad de compuesto necesario para eliminar el 100% de las FEE y que se vea

reflejado en la no aparicién de parasitemia durante el seguimiento.

Otra caracteristica que la OMS determin6 que afecta la valoracion de la actividad
profilactica, es el momento del ciclo hepatico en el que se administra y absorbe el
farmaco. El compuesto QX6 mostrd actividad sobre las formas hepaticas, la cual se
evidencié con la ampliacion de 24 horas del periodo pre patente en los ratones
tratados con este compuesto. Este hallazgo podria estar indicando que este
compuesto tiene actividad contra las FEE, pero que podria tener una baja
biodisponibilidad, o una lenta absorcién o que actué sobre algin estadio especifico
del parésito, y que por esta razén solo pudo eliminar parte de los parasitos en el
higado. Estudios farmacocinéticos para hallar un esquema terapéutico acorde a las
caracteristicas del compuesto, son necesarios para continuar con la evaluacion de
QXe6.

La duracién del ciclo hepatico, en el modelo que se evalia la actividad
quimioprofilactica causal, también influye sobre los resultados. En este estudio se
us6 el modelo murino de P. yoelii, el cual presenta un desarrollo hepatico mas rapido
comparado con los plasmodios que parasitan al hombre, pues se sabe que los
roedores tienen tasas metabdlicas mas aceleradas, comparadas con las de los
seres humanos. El ciclo hepatico corto del modelo de roedor sugiere que los

esquemas deberian tener varias dosis diarias durante las 48 horas, periodo que
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tarda el ciclo en completarse. QX6 podria evaluarse a dosis mayores y mas

frecuentes.

Por otro lado, los quimioprofilacticos supresivos, son los mas usados en la
actualidad, y a pesar de que no inhiben el desarrollo de hipnozoitos, tienen
esquemas mas largos y se toman a dosis sub terapéuticas, lo que contribuye al
desarrollo de resistencia. QX6 tiene moderada accion sobre formas sanguineas
(ICs0 sobre cepa 3D7: 65,8 uM y FCR3: 64,23 pM, datos sin publicar), lo que podria
representar una clara ventaja. Ademas, los compuestos con AQC tienen una
ventaja, sobre los supresivos en relacién con aspectos biolégicos propios de la fase
hepatica como el hecho de que esta etapa representa un cuello de botella en el ciclo
de vida del parasito, debido a la baja cantidad de esporozoitos que es inyectada por
el mosquito y a que los parasitos en el higado desarrollan una Unica esquizogonia
antes de salir del 6rgano; estos aspectos podrian facilitar la eliminacion de estas
formas parasitarias y evitar el desarrollo de resistencia, pues eliminar un niamero
bajo de parasitos esta relacionado con mayor probabilidad de éxito terapéutico (5).
Otros aspectos que deben tenerse en cuenta como desventajas de este tipo de
quimioprofilaxis son: 1. Que requiere dosis diarias durante la estadia en zona
endémica y hasta un mes después de la salida de ella, lo que hace que estos
esquemas sean costosos y dificiles de cumplir, 2. Que promueve el desarrollo de la
resistencia por las dosis sub terapéuticas que son administradas y 3. Que no evitan

el desarrollo de hipnozoitos.

El desarrollo de compuestos hibridos que tengan la actividad profilactica de los
medicamentos del tipo 8 aminoquinolinas, evitarian la infeccion hepatica por todas
las especies de Plasmodium y el desarrollo de hipnozoitos de P. vivax,
contribuyendo de esta forma con los planes de eliminacién planteados por la OMS,
sin embargo entre las caracteristicas que deberian tener estos compuestos

deberian estar:
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1. Que inhiban el 100% de la infeccion hepatica, pues una proteccion inferior
corresponde necesariamente a un portador del parasito con una alta
probabilidad de ser un caso de malaria y fuente de infeccién para otros. En
nuestro estudio, QX6 no evito el desarrollo de parasitemia en los ratones, por

ende no cumple con este parametro.

2. Compuestos con actividad hepatica y pensados para usarse como
profilacticos causales no deberian tener accion sobre formas sanguineas, ya
que las dosis sub terapéuticas que caracterizan este tipo de tratamiento,
traerian consigo una alta probabilidad de que el parasito desarrolle
resistencia, lo que se convertiria en un problema para el control de la
enfermedad. QX6 tiene moderada actividad sobre formas sanguineas, lo que

lo hace un buen compuesto QC.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio nos permiten concluir lo siguiente:

1. QX6 fue el Unico hibrido primaquina-quinoxalina evaluado que presento
actividad profilactica causal al inhibir la parasitemia en el dia 4 hasta en
un 95,97% con respecto al control no tratado y extiende el periodo pre
patente de la parasitemia aproximadamente en 24 horas. Sin embargo,
este compuesto es menos activo que la primaquina, medicamento
licenciado actualmente para el tratamiento profilactico de la malaria. Los
hibridos primaquina-quinoxalina, como QX6 pueden considerarse una
alternativa terapéutica para la malaria, sin embargo hace falta investigar
en aspectos farmacocinéticos y farmacodinamicos.

2. El momento en el que el compuesto QX6 muestra su maxima actividad
sobre las formas hepéticas y que se ve reflejado en la reduccion de la
parasitemia con relacion al control no tratado (95,97% para el esquema
de 4 dosis y 72,34% para el de 3 dosis), es de 48 y 96 horas,
respectivamente, después de la ultima dosis de tratamiento, lo que puede
estar relacionado con su farmacocinética. Este hallazgo debe tenerse en
cuenta para proponer en futuros estudios, otros esquemas terapéuticos
con el hibrido, con el fin de contribuir al desarrollo de nuevos farmacos
con actividad antiplasmodial.

3. La prueba de citotoxicidad in vitro del compuesto QX6 demostré que este
hibrido es menos citotéxico que la primaquina (CCso: QX6:33,46 ug/mL y
primaquina: 18,38 pg/mL). Estos resultados se corroboraron in vivo,
cuando a los ratones a los que se les administraron 500 mg/kg del
compuesto, presentaron menos toxicidad que los tratados con la
primaquina dada a la misma concentracion. QX6 es una molécula no

tdxica a una concentracion de 300 mg/mL en los ratones Balb/c, lo que
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permite evaluar dosis superiores a las dadas en este estudio (100
mg/mL).

4. Las sustituciones en la posicion R7 de la quinoxalina en los hibridos
evaluados hacen que estos sean menos activos a nivel quimioprofilactico
causal, pues el Unico hibrido no sustituido (QX6), fue el méas activo en
nuestro estudio.

En conclusién, este trabajo de investigacion describe por primera vez la capacidad
de los hibridos primaquina- quinoxalinas para inhibir las formas preeritrociticas de
Plasmodium yoelii 17XNL. Nuestros datos constituyen una importante contribucion
en la exploracién de compuestos novedosos para el tratamiento de la malaria 'y que
podrian posibilitar la implementacién de estrategias quimioprofilacticas para el

control, la eliminacion y erradicacién del paludismo.
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7. PERSPECTIVAS

1. Los resultados que obtuvimos con la realizacion de esta investigacion nos
permiten sugerir para futuros estudios relacionados con la evaluacion de la
actividad de compuestos quimioprofilacticos para malaria: estandarizar antes
del inicio de los ensayos de AQC, la capacidad infectiva de la cepa de
Plasmodium murino que se vaya a utilizar en los ensayos de AQC, junto con
la tasa curativa de la primaquina para la cepa del parasito, pues esto
permitiria optimizar los controles y ajustar las condiciones del ensayo a las
caracteristicas infectivas de la cepa de Plasmodium en patrticular.

2. Conrespecto al desarrollo de compuesto hibridos primaquina-quinoxalina, se
sugiere utilizar otros sustituyentes en la posicion R7 del hibrido o no hacer
sustituciones y emplear otros conectores hidrolizables que permitan la
separacion de los compuestos hibridos y la accion de sus componentes por
separado.

3. Para continuar con la evaluacion de la actividad quimioprofilactica causal del
hibrido QX6 es necesario determinar su perfil farmacocinético, para
implementar nuevos esquemas terapéuticos donde se administre el
compuesto a dosis mas altas y/o mas frecuentes durante las 48 horas que
tarda la esquizogonia hepatica y hacer estudios farmacodinamicos que
permitan determinar modos de accién y posibles blancos terapéuticos del
hibrido.

4. Nuevos esquemas terapéuticos del hibrido QX6 podrian evaluarse en
ratones humanizados infectados con Plasmodium de humanos como P.
falciparum, para asi obtener resultados mas extrapolables a la poblacion a la

que se desea impactar.
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ANEXOS

Anexo 1. Parasitemia desarrollada en los ratones Balb/c infectados con P. yoeli
17XNL el dia 5 de seguimiento, en funcion de la via de administracién y el nimero

de esporozoitos inoculados
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Via de inoculacién

Barras azules: cantidad de esporozoitos inoculados en cada ratén (n=7). Linea roja: parasitemia

alcanzada al dia 5 pos inoculacion.
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Anexo 2. Formas sanguineas de P. yoelii 17XNL en sangre periférica coloreada con

Giemsa.
A. Recuadro: * Trofozoitos dentro de reticulocitos de ratén Balb/c
B. Recuadro:*Esquizonte dentro de un reticulocito de raton Balb/c
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Anexo 3.Cinética de la parasitemia entre los dias 2 y 16 de seguimiento de los

ratones Balb/c infectados con P. yoelii 17XNL
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Ratones machos (lineas rojas), hembras (lineas azules). Infectados con 2 000 esporozoitos (linea
discontinua) y 10 000 o 20 000 (linea continua).
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Anexo 4. Analisis por citometria de flujo de la sangre de ratones Balb/c.

A. B. C.

AD1 RBC Balb-c AD3iRBC Balb-c

A A02 iRBC Balb-c
Gate: (Singlets in Blood)

~ Q2 Gate: (Singlets in Blood) o Gate: (Singlets in Blood)
"2 dSG+ CD45 SG+ CD45+ 3 wSG+ CD45 SG+ CD45+ S wMSG+ CD45¢ SG+ CD45+
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 19.5% ~ 2:4°  0.2%
b % %
% S %
< < <
5% SN S
e @ @
S Sey Sy
£ 3 2 2
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- 0 - 34 0 L N 0.0%
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CD45-A CD45-A CD45-A

A. sangre de un ratén no infectado (control). B Poblacién celular CD45+ (leucocitos) en un ratén no
infectado. C. Eritrocitos parasitados (19,5%). Sybr green positivos + CD45 negativos; SG+,CD45-.
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Anexo 5. Correlacion entre microscopia y citometria de flujo para la determinacion

de la parasitemia en los dias 4, 7 y 14 de seguimiento.
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Analisis de correlacion de rangos en A: dia 4 de seguimiento: n=20 (pendiente=1,084. r2: 0,8910).
B: dia 7 de seguimiento: n=20 (pendiente= 0,2950, r?=0,8704). C: dia 14 de seguimiento: n=30
(pendiente= 1,250, r?=0,9724).
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